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西黄浸提液抑制胃癌SGC-7901细胞增殖的可能机制

唐渊，梁超，蔡清萍(第二军医大学长征医院胃肠外科，上海 200003)

[摘 要] 目的：探讨西黄浸提液对胃癌SGC-7901细胞增殖的影响及其可能机制。方法：常规培养胃癌细胞株SGC-7901，用

CCK-8法和细胞流式细胞术检测不同质量浓度（3.2、6.4、12.8和25.6 mg/ml）的西黄浸提液在不同时间点（24、48和72 h）对SGC-

7901细胞增殖和凋亡的影响，用qPCR法检测不同质量浓度西黄浸提液对SGC-7901细胞凋亡相关基因Bax和Bcl-2 mRNA表达

的影响，用Western blotting检测西黄浸提液对凋亡相关蛋白caspase 3、caspase 9、Bax和Bcl-2表达的影响。结果：3.2~25.6 mg/ml

的西黄浸提液均能有效地抑制胃癌SGC-7901细胞的增殖（P<0.05或P<0.01），并且随浓度增加SGC-7901细胞凋亡率增加（P<

0.01）。西黄浸提液能够显著上调SGC-7901细胞Bax mRNA和下调Bcl-2 mRNA表达水平（P<0.05或P<0.01），并可增加 caspase

3、caspase 9和Bax蛋白表达、降低Bcl-2蛋白表达（P<0.05或P<0.01）。结论：西黄浸提液通过触发细胞凋亡抑制胃癌SGC-7901

细胞的增殖，此可成为一个潜在的胃癌辅助治疗的方法。
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Mechanism of Xihuang extract in inhibiting proliferation of gastric cancer
SGC-7901 cells

TANG Yuan, LIANG Chao, CAI Qingping (Department of Gastro-intestine Surgery, Changzheng Hospital, Second Military Medical

University, Shanghai 200003, China)

[Abstract] Objective: To investigate the effect of Xihuang (XH) extract on the proliferation of gastric cancer SGC-7901 cells and its

underlying mechanism. Methods: Gastric cancer cell line SGC-7901 was conventionally cultured. CCK-8 assay and flow cytometry

were used to detect the effect of different concentrations of XH extracts (3.2, 6.4, 12.8, and 25.6 mg/ml) on proliferation and apoptosis

of SGC-7901 cells after treatment for different time periods (24, 48, and 72 h); The effect of different concentrations of XH extracts on

the mRNA expression of apoptosis-related genes (Bax and Bcl-2) was detected by qPCR; Western blotting was used to detect the effect

of XH extracts on the expression of apoptosis-associated proteins (caspase 3, caspase 9, Bax and Bcl-2). Results: XH extracts (3.2, 6.4,

12.8, and 25.6 mg/ml) could effectively inhibit proliferation of gastric cancer SGC-7901 cells (P<0.05 or P<0.01) in a concentration-de-

pend manner (P<0.01). XH extract could significantly up-regulate Bax mRNA and down-regulate Bcl-2 mRNA expression (P<0.05 or P

<0.01); Meanwhile, XH extract ouldincrease protein expressions of caspase 3, caspase 9, Bax but reduce Bcl-2 protein expression (P<

0.05 or P<0.01). Conclusion: XH extract can inhibit the proliferation of gastric cancer SGC-7901 cells by triggering apoptosis, which

may become a potential method of adjuvant treatment of gastric cancer.
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胃癌是常见的恶性肿瘤之一，也是导致癌症相

关死亡的第二大原因[1]。中国 90%胃癌患者为进展

期胃癌（advance gastric carcinoma，AGC），预后差、5

年生存率<25%[2]。化疗是 AGC 的临床主要治疗方

法。尽管越来越多的证据[3-4]表明，化疗对AGC患者

预后有所改善，但化疗的副作用往往严重影响患者

的身体健康及生活质量。因此，急需寻找治疗AGC

更安全、更有效的治疗方法。中医药是传统中医的

主要形式，是治疗肿瘤的重要手段之一[5]。大量研

究[6-7]证实，中药可以有效治疗癌症。西黄（Xihuang，

XH；又称犀黄丸）由牛黄、乳香、没药和麝香组成，为
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一种中药复方制剂[8]。临床上西黄主要用于肝癌、乳

腺癌、肺癌、结直肠癌等肿瘤的辅助治疗[9-10]。但是西

黄是否对胃癌有辅助治疗效应？目前尚无研究报

道。本研究拟探索西黄浸提液对胃癌细胞增殖和凋

亡的影响，探讨其作用及其机制，旨在为西黄在临床

治疗AGC提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 细胞系和主要试剂

人胃癌细胞系 SGC-7901 购自中国科学院细胞

库（中国上海）。RMPI 1640 培养基、10% 胎牛血清

（Hyclone 公司），RIPA 缓冲液（中国碧云天公司），

CCK-8试剂（日本同仁公司），Bax、Bcl-2、casepase 3、

caspase 9抗体（Santa Cruz公司），GAPDH抗体（Pro-

teintech公司），羊抗兔抗体、羊抗鼠抗体（中国碧云天

公司），ECL 试剂盒（Bio - Rad 公司），PCR 试剂盒

（Thermo Fisher Scientific），SYBR Green Master Mix

(日本Toyobo公司),TRIzol（美国 Invitrogen公司）。西

黄胶囊由河北万邦复临药业有限公司生产（批号：

Z20153041），西黄浸提液按文献[10-11]的方法制备。

1.2 细胞培养

胃癌 SGC-7901细胞在RMPI 1640培养基、10％

胎牛血清、1%青霉素和链霉素，于37 ℃、5%CO2的培

养箱中培养，约 2 d传代 1次，培养至细胞对数生长

期，进行后续实验。

1.3 CCK-8实验检测西黄对 SGC-7901细胞增殖的

影响

取对数生长期 SGC-7901细胞，胰酶消化，以每

孔 5×103个细胞接种于 96孔板，每组设置 3个复孔。

加入不同质量浓度（1.6、3.2、6.4、12.8、25.6 mg/ml）的

西黄浸提液分别培养 24、48、72 h后，加药孔为培养

基+西黄+CCK-8 试剂；对照孔为培养基+CCK-8 试

剂；空白孔为不加西黄、培养基和CCK-8试剂。根据

CCK-8试剂生厂商说明书测定细胞的增殖能力，用

酶标仪检测波长450 mm处的各孔光密度（D）值。细

胞增殖率（%）=（加药-对照）/（对照-空白）×100%。

使用GraphpadPrsim 5软件绘制细胞增殖曲线，并计

算 IC50值。实验重复3次。

1.4 细胞流式术检测西黄对 SGC-7901细胞凋亡的

影响

用不同浓度的西黄浸提液处理 SGC-7901 细胞

72 h，空白对照组加入为等量RMPI 1640培养基，每

组设置 3个复孔。细胞刮刀收集细胞用 PBS洗涤 2

次，然后将细胞重悬于 200 μl的PBS缓冲液，分别加

入5 μl AV和5 μl PI，在暗盒中孵育15 min，立即上流

式细胞仪机检测，收集、分析数据。实验重复3次。

1.5 Western blotting 检测西黄对 SGC-7901 细胞凋

亡相关蛋白表达的影响

收取不同浓度西黄浸提液处理 SGC-7901 细胞

72 h，空白对照组加入等量 RMPI 1640 培养基，用

PBS洗涤并在RIPA缓冲液中裂解细胞。提取的蛋白

质通过SDS-PAGE分离并转膜。在室温下用含有5%

脱脂牛奶的吐温20缓冲液的Tris缓冲液封闭1 h后，

膜在 4 ℃下与一抗孵育过夜（Bax 稀释比 1∶1 000，

Bcl - 2 稀释比 1∶1 000，GAPDH 稀释比 1∶5 000，

casepase 3稀释比1∶1 000和caspase 9稀释比 1∶1 500。

用TBST缓冲液再次清洗后，膜与二抗室温孵育1 h，

TBST缓冲液洗涤 3次，使用增强的化学发光ECL试

剂盒检测，上机检测。使用 Image J图像处理软件进

行蛋白定量分析测定，得出条带的灰度(D)值，最终结

果用目标平均灰度值/内参平均灰度值的比值来表

示。实验重复3次。

1.6 qPCR法检测西黄对SGC-7901细胞Bax和Bcl-

2 mRNA表达的影响

收取不同浓度西黄浸提液处理72 h的SGC-7901

细胞，空白对照组加入等量RMPI 1640培养基，使用

TRIzol方法分离出总RNA，参照PCR试剂盒说明书

方法操作。取 1 μg总RNA用于 cDNA合成。SYBR

Green Master Mix 对 Bax、Bcl-2 和 GAPDH 进行 cD-

NA 扩增荧光标记，每组设 3 个复孔。Bax、Bcl-2 和

GAPDH的引物序列由上海生工生物公司合成。Bax

上游引物为5 ′ -CCCGAGAGGTCTTTTTCCGAG-3 ′，

下游引物为 5 ′ -CCAGCCCATGATGGTTCTGAT-3 ′；

Bcl-2上游引物为 5 ′ -GGTGGGGTCATGTGTGTGG-

3 ′ ，下游引物为 5 ′ - GGTGGGGTCATGTGTGTGG -

3 ′ ；GAPDH 上游引物为 5 ′ - CAAGGTCATCCAT-

GACAACTTTG - 3 ′ ，下 游 引 物 为 5 ′ - GTCCAC-

CACCCTGTTGCTGTAG-3 ′。qPCR反应条件：94 ℃

10 min，94 ℃30 s，60 ℃30 s，72 ℃45 s，共40个循环；

再72 ℃10 min。使用ABI 7300系统软件获得并分析

数据。以 GAPDH 为内参，以 2-ΔΔCt 方法计算基因

mRNA的表达水平。实验重复3次。

1.7 统计学处理

采用SPSS21.0统计学分析软件，计量数据以 x̄±s

表示 ，组间比较采用 ANOVA 检验。以P<0.05或

P<0.01表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 西黄抑制胃癌SGC-7901细胞增殖

CCK-8实验结果（表1）显示，不同质量浓度的西

黄浸提液分别处理 24、48 和 72 h 后，对胃癌 SGC-

7901细胞增殖抑制作用呈明显的剂量依赖性。3.2~
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25.6 mg/ml西黄浸提液对SGC-7901细胞均具有抗增

殖作用，尤以 25.6 mg/ml组抑制作用最强（P<0.01）。

24、48 和 72 h 的 IC50 值分别为（10.571 ± 4.189）、

（5.354±0.866）和（3.504±0.508）mg/ml。

表1 西黄对胃癌SGC-7901细胞增殖率的影响（（%））

Tab.1 The effect of Xihuang on proliferative rate of gastric cancer SGC-7901 cells(%)

Concentration of XH [cB/(mg·ml-1)]

1.6

3.2

6.4

12.8

25.6

Action time (t/h)

24

95.26±3.49

88.97±2.08

83.14±4.02

74.41±6.13**

68.22±8.65**

48

94.80±8.50

84.59±5.29

74.19±6.60*

51.60±8.03**△

64.64±4.34**△△

72

84.28±4.91△

75.37±4.60△▲

59.20±7.94**△▲▲

50.36±6.97**△△▲▲

35.08±6.36**△△▲▲

*P<0.05, **P<0.01 vs 1.6 mg/ml group；△P<0.05, △△P<0.01 vs 24 h group same concentration group；
▲P<0.05, ▲▲P<0.01vs 48 h group same concentration group

2.2 西黄促进胃癌SGC-7901细胞凋亡

根据上述抑制细胞增殖的 IC50值，选取3.2、6.4和

12.8 mg/ml 的西黄浸提液处理胃癌 SGC-7901 细胞

72 h，流式细胞术检测结果（图1A）显示，空白对照组

和3.2 mg/ml组胃癌SGC-7901细胞凋亡率均较低，随

着药物浓度的增加SGC-7901细胞凋亡率逐渐增加。

6.4和12.8 mg/ml组细胞凋亡率显著高于空白对照组

[（14.10±3.06)%、（18.76±6.56）% vs（3.03±0.75）%，F=

14.34，P<0.01]；而 3.2 mg/ml组与空白对照组比较无

统计学意义 [（3.76 ± 1.79）% vs（3.03 ± 0.75）% ，F=

14.34，P>0.05]。

**P<0.01 vs NC or 3.2 mg/ml group

图1 西黄对胃癌SGC-7901细胞凋亡的影响

Fig.1 The effect of Xihuang on apoptosis of gastric cancer SGC-7901 cells

2.3 西黄下调胃癌SGC-7901细胞Bcl-2并上调Bax

的表达

用不同浓度的西黄浸提液处理 SGC-7901 细胞

72 h后，qPCR检测结果（图 2A）显示，3.2、6.4和 12.8

mg/ml组细胞的Bcl-2 mRNA表达显著低于空白对照

组（F=54.84，P<0.05），6.4和12.8 mg/ml组细胞的Bax

mRNA 表达显著高于空白对照组（F=134.20，P<

0.01）。

Western blotting 检测结果（图 2B）显示，6.4 和

12.8 mg/ml组SGC-7901细胞中Bax、caspase 3和 cas-

pase 9蛋白表达也显著高于对照组[(123.24±19.28)、

（180.24 ± 12.87），(140.23 ± 10.25)、（212.36 ± 17.89），

(125.23±23.41)、（230.27±23.36) vs (100.00±2.35)，F=

28.26，67.73，39.08，P<0.05 或 P<0.01]，而 Bcl-2 的蛋

白水平降低[(63.21±12.25)、(35.12±12.38) vs (100.00±

4.53)，F=29.42，P<0.05]。

3 讨 论

越来越多的研究[6-7,12]显示，中医中药在治疗多种

恶性肿瘤中发挥积极有效作用，也是我国肿瘤治疗

的特色之一。西黄胶囊是我国传统的中药复方制

剂，对多种恶性肿瘤具有抑制作用，临床上广泛用于

辅助治疗恶性肿瘤。本研究结果显示，西黄胶囊浸

提液抑制胃癌细胞的增殖，并且呈浓度依赖性；西黄
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胶囊浸提液可促进胃癌细胞凋亡。研究结果表明，

胃癌细胞中凋亡相关蛋白表达可被西黄胶囊浸提液

调控。

WANG等[13]证实，西黄可通过调节ZEB1-SCRIB

环路抑制结直肠癌细胞上皮-间质转化，从而产生抗

肿瘤效应。马杰等[14]揭示了西黄增强免疫清除功能，

增加 IL-2、IFN-γ、CD3 + T等表达，产生抗肿瘤作用。

这些研究结果显示西黄抗肿瘤机制复杂多样，需进

一步探讨研究。

*P<0.05, **P<0.05 vs 0 or 3.2 mg/ml group

图2 西黄处理72 h时胃癌SGC-7901细胞Bcl-2和Bax mRNA（（A））和蛋白（（B））及caspase 3与caspase 9蛋白（（C））的表达

Fig.2 mRNA(A) and protein(B) expression levels of Bcl-2 and Bax and caspase 3, caspase 9 protein (C)

in gastric cancer SGC-7901 cells treated by Xihuang for 72 h

细胞无限增殖和抗细胞凋亡是肿瘤细胞的两个

关键生物学特征[15]，本研究从这两方面着手研究西黄

的抗肿瘤作用机制。研究结果表明，西黄浸提液显

著抑制胃癌SGC-7901细胞增殖，其作用机制可能与

诱导细胞凋亡有关，从而具有抗肿瘤作用。西黄浸

提液具有诱导胃癌SGC-7901细胞凋亡的作用，且作

用随药物浓度的提升而增强。Bcl-2基因是细胞凋亡

信号转导的主要调节因子，具有抑制细胞凋亡的作

用[16]。Bax是Bcl-2基因家族的蛋白质，通过与Bcl-2

正确竞争促进肿瘤细胞凋亡[17-19]。本研究结果（图

2A）显示，胃癌 SGC-7901细胞中Bax的mRNA和蛋

白表达水平以西黄浸提液浓度依赖性方式上调，而

Bcl-2却与之相反。caspase 3是细胞凋亡途径的常见

分子，在介导细胞凋亡过程中发挥重要作用[18,20]。在

检测 caspase 3和 caspase 9蛋白表达时（图 2B）发现，

此两种蛋白表达水平随着西黄浸提液浓度的提升而

显著增加。因此，笔者推断西黄可能通过干扰Bcl-2

家族的内稳态平衡，从而诱导胃癌SGC-7901细胞凋

亡，进而产生抗肿瘤效应。

总之，本研究结果证明西黄浸提液通过诱导细

胞凋亡来抑制胃癌SGC-7901细胞的增殖，其作用可

能与调控胃癌SGC-7901细胞Bcl-2基因的下调和促

进Bax基因的上调有关。因此，体内实验有待证实西

黄对胃癌患者有价值、有效的辅助治疗作用。
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