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摘 要 目的: 观察中药提取物莪术油( zedoray turmeric oil) 对人乳腺癌( human breast cancer) 细胞

系 MCF-7 的凋亡诱导作用。方法: 用不同浓度的莪术油对体外培养的 MCF-7 细胞进行干预。分别

采用 MTT、细胞免疫组织化学染色、流式细胞仪检测等方法，观察其对 MCF-7 细胞增殖的抑制和凋

亡诱导作用，并对凋亡相关 Bcl-2 与 Bax 蛋白的表达变化进行定性检测。结果: 经不同浓度的莪术

油处理后的 MCF-7 细胞，其生长受到明显的抑制，细胞凋亡指数随药物浓度增加而明显增加; 莪术

油作用后，细胞中 Bax 蛋白表达明显高于对照组。结论: 一定浓度的莪术油能抑制 MCF-7 细胞增

殖，促进其凋亡; 其机制可能与调控 Bcl-2、Bax 表达有关。
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Abstract Objective: To investigate the effects of Zedoray Turmeric Oil on inducing apoptosis of MCF-7 cells and to
explore the possible mechanism of its action． Methods: Different concentrations of Zedoray Turmeric Oil were used in the
culture system of MCF-7 cells． Proliferation and apoptosis of MCF-7 cells were observed by ways of MTT，

immunocytochemistry，and flow cytometry quantitative analysis． The expression of Bcl-2 and Bax protein was determined by
qualitative analysis． Results: Proliferation of MCF-7 cells was inhibited effectively after being treated by different
concentrations of Zedoray Turmeric Oil． The rate of apoptosis increased as the increase in the concentration of Zedoray
Turmeric Oil． The expression of Bcl-2 was decreased in the experimental groups，whilethe expression of Bax protein was
significantly higher than that the control group． Conclusion: Zedoray Turmeric Oil can effectively inhibit proliferation of and
promote apoptosis of MCF-7 cells; the mechanism may be correlated to the up- regulation of Bax and down- regulation of
Bcl-2．
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莪术是我国传统中药之一，是姜科草本植物莪

术、郁金的根茎，味辛、苦，性温，归肝、脾经，具

有行气破血、消积止痛的功效。莪术油( zedoary tur-
meric oil) 是莪术中提取的挥发油，含有多种抗肿瘤

有效成分。对多种实体肿瘤( 如子宫内膜癌、宫颈

癌、白血病、肺癌、肝癌、结肠癌、乳腺癌等) 有较

强的抑制作用［1］，而且具有抗血栓、抗病毒、抗菌

和增强免疫等功能［2-4］。张瑾峰等［5］发现，莪术与

三棱联合应用具有诱导乳腺癌细胞凋亡的作用。本

研究通 过 一 定 浓 度 的 莪 术 油 作 用 乳 腺 癌 细 胞 系

MCF-7 后，观察其对 MCF-7 细胞的凋亡诱导效应，

并通过对与凋亡相关的 Bcl-2 和 Bax 蛋白表达变化

的检测，探讨莪术油对 MCF-7 细胞凋亡诱导的作用

机制。
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1 材料与方法

1． 1 材料及仪器 人乳腺癌 MCF-7 细胞株( 厦门

大学生命科学学院提供) 。莪术油注射液( 徐州莱

恩药业有限公司，国药准字: H20067076 ) ，配制为

20g /L 的无菌溶液备用。RPMI 1640、二甲基亚砜

( DMSO ) 、胎牛血清、胰蛋白酶、四甲基偶氮唑 蓝

( MTT) ( 北京中杉金桥生物技术有限公司) 。鼠抗

人 Bcl-2、Bax 单克隆抗体及 SP 免疫组化试剂盒( 福

州迈新生物技术开发有限公司) 。流式细胞仪( 美

国 GENE 公司) 。实验时选用对数生长期细胞。
1． 2 MTT 法 生 长 曲 线 测 定 取 对 数 生 长 期 的

MCF-7 细胞，消化后制成细胞悬液，调整细胞浓度为

1 × 104个 /ml，接种于 96 孔培养板上，每孔加 200μl
细胞悬液，培养 24 小时后，加入不同浓度的莪术油

( 0． 15、0． 25、0． 35、0． 50、1． 0mg /ml) ，另设对照组

( 不加莪术油) 和空白对照组( 只加培养基) ，每组设

7 个复孔，分别于加药后 1、2、3、4、5、6、7、8 和 9 天

时加 MTT( 5mg /ml) 20μl，孵育 4 小时后，加入二甲

基亚砜 200μl，避光振荡 10min，酶标仪在 570nm 处

测定各孔吸光度( OD) 值，取平均值，以时间为横坐

标，OD 值为纵坐标，绘制细胞生长曲线。
1． 3 流式细胞仪检测凋亡 不同浓度的莪术油

( 0． 15、0． 25、0． 35、0． 50、1． 0mg /ml) 分别作用于贴

壁生长的 MCF-7 细胞 72 小时后，胰酶消化，吹打脱

落，使细胞分散良好，1500r /min 离心 5min，弃上清，

加 1 × 缓冲液 200μl。各管中分别加入 AnexinV 4μl
和 PI 5μl，用 1 × 缓冲液将终体积配成 250μl，冰浴，

上机检查。以不加莪术油培养 72 小时的 MCF-7 细

胞作为阴性对照。
1． 4 免疫细胞化学染色 将对数生长期的 MCF-7
细胞 6 瓶( 细胞数 ＞ 1 × 105 /瓶) 随机分为对照组和

实验组，每组 3 瓶。实验组用含 0． 35mg /ml 莪术油

的培养基培养，对照组正常培养，48 小时后终止培

养。随机从对照组和实验组各取 1 瓶细胞，用0． 2%
胰酶消化后收集细胞，做细胞涂片。4℃ 丙酮固定

20min，1XPBS 洗 3 次，每次 5min。自然干燥后，按

PV-9000 试剂盒要求，行 Bcl-2 和 Bax 免疫细胞化学

染色，并分别设立阴性与阳性对照。结果判定: Bcl-
2 和 Bax 阳性细胞为胞质染为黄色或棕黄色，阴性

细胞均不着色。通过染色强弱，观察两种蛋白表达

改变的趋势。
1． 5 统计学方法 应用 SPSS18． 0 统计软件，计量

资料用( 珋x ± s) 表示，t 检验，P ＜ 0． 05 为显著性检验

水准。

2 结 果

2． 1 莪术油对 MCF-7 细胞形态变化的影响 实验

组细胞在加药后 24 小时，倒置显微镜下观察，可见

大部分细胞由梭形变为不规则形，胞体增大，胞内可

见大小不等的空泡样结构，细胞核边移，但大部分细

胞膜尚完整，尤以 1． 0mg /ml 组细胞形态变化最明

显，并且细胞数量与对照组比较明显减少，同时有许

多细胞漂浮，不贴壁。
2． 2 莪术油对 MCF-7 细胞生长的影响 根据酶标

仪所测的不同时间及不同浓度莪术油作用后的 OD
值绘制 MCF-7 细胞生长曲线。从该生长曲线可见，

MCF-7 细胞经 5 种不同浓度的莪术油处理后，细胞

生长受到不同程度的抑制，以 1． 0mg /ml 组的抑制

作用最强，见图 1。

图 1 MCF-7 细胞生长曲线

2． 3 对细胞凋亡率的影响 不同浓度( 0． 15、0． 25、
0． 35、0． 50、1． 0mg /ml) 的莪术油作用于 MCF-7 细胞

72 小时后，上机检测，流式细胞仪作出细胞 DNA 含

量分布图，计算机软件自动拟合出凋亡指数( % ) 。
对照组凋亡指数为 4． 53%，实验组分别为10． 17%、
17． 10%、23． 15%、26． 43% 和 30． 12%。随药物浓

度增加，细胞凋亡指数呈上升趋势。
2． 4 细胞免疫组织化学染色结果 Bcl-2 染色显

示，对照组细胞浆浓染呈棕黄色，实验组细胞浆着色

明显减弱，呈淡黄色，个别细胞甚至呈阴性。Bax 染

色显示，对照组细胞浆染色呈淡黄色，实验组细胞浆

着色则明显增强，尤以核周明显，黄染加重。
3 讨 论

文献报道［1］，一定浓度的莪术油在体外可诱导

人子宫内膜癌 RL-95-2 细胞，肝癌 SMMC-7721 细

胞、胃癌 NKM45 细胞、肺癌 SPC-A4 细胞和肝癌细

胞 HepG2 细胞凋亡，且其诱导凋亡的作用随莪术油

的浓度增加而增加。蒲磊等［6］研究表明，莪术油可

抑制乳腺癌 MCF-7 细胞增殖，促进细胞凋亡，其机

制可能与上调 Fas 蛋白、下调 FasL 蛋白表达有关。
本研究用 0． 15 ～ 1． 0mg /L 的莪术油作用乳腺
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癌细胞株( MCF-7) 1 ～ 8 天后，细胞生长受到不同程

度的抑制。从 MTT 的实验结果看，0． 15mg /ml 浓度

的莪术油对 MCF-7 细胞的增殖抑制作用不明显，而

0． 35mg /ml 及更高浓度的莪术油则可使细胞增殖受

到明显抑制，且随着作用浓度的增高和作用时间的

延长，细 胞 增 殖 受 抑 制 更 为 明 显，提 示 莪 术 油 对

MCF-7 细胞的增殖有抑制作用，而且呈时间和浓度

依赖性。用不同浓度的莪术油分别作用 MCF-7 细

胞 72 小时后，细胞凋亡率检测发现，在药物浓度为

0． 35mg /L，即有明显的细胞凋亡发生，随药物浓度

的增加，细胞凋亡率呈上升趋势; 并且在药物浓度为

0． 35mg /L 时，凋亡率已达 23． 15%。由此提示，莪

术油在体外具有抑制 MCF-7 细胞生长增殖、诱导凋

亡的作用，且这一作用随药物作用的浓度增加而增

加。根据生长曲线计算，莪术油对 MCF-7 细胞的半

数有效量在0． 325mg /L左右。研究结果显示，莪术

油能下调 MCF-7 细胞的 Bcl-2 表达，同时上调 Bax
的表达，两种蛋白比例发生明显变化。结合细胞凋

亡率检测结果推测，莪术油诱导 MCF-7 细胞凋亡可

能与其改变凋亡相关蛋白 Bcl-2 /Bax 的表达有关。
以上结果提示，莪术油在体外对 MCF-7 的生长

增殖有明显抑制作用，同时诱导该细胞凋亡，有可能

是一种有希望的抗肿瘤中药。其作用机制可能与莪

术油调控 MCF-7 细胞的凋亡相关基因 Bcl-2 /Bax 的

表达有关，而不是单纯的细胞毒性坏死。
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疏肝健脾汤治疗功能性
消化不良 38 例

孙大伟

浙江省青田县第二中学医务室 青田 323900

关键词 功能性消化不良 疏肝健脾汤 中医药疗法

2007 年 6 月—2009 年 12 月笔者应用自拟疏肝

健脾汤治疗功能性消化不良患者 38 例，疗效满意，

现报道如下。
1 临床资料

68 例随机分为治疗组 38 例，男 27 例，女 11
例，年龄 21 ～ 70 岁，平均 38． 5 岁; 病程 4 个月 ～ 6
年，平均 5． 1 年; 伴焦虑、忧郁、失眠 25 例。对照组

30 例，男 21 例，女 9 例，年龄 22 ～ 73 岁，平均 37． 2
岁; 病程 3 个月 ～ 5 年，平均 4． 6 年; 伴焦虑、忧郁、
失眠 22 例。两组的性别、年龄、病程等资料差异无

统计学意义( P ＞ 0． 05 ) ，具有可比性。68 例均有不

同程度的上腹痛、上腹饱胀感、嗳气、恶心、呕吐等症

状，经临床体检及肝功能、胃镜、B 超检查，排除器质

性病变。68 例均符合功能性消化不良罗马Ⅲ诊断

标准。
2 治疗方法

治疗组给予疏肝健脾汤，组方: 党参、茯苓、枳壳

各 15g，柴胡 9g，香附 10g，川芎 6g，姜半夏、白术、白
芍各 12g，甘草、陈皮各 6g。腹胀明显加厚朴 10g，木

香 6g; 腹痛甚加延胡索 12g; 纳差加焦三仙 12g; 反酸

加海螵蛸 15g; 脾胃虚寒加吴茱萸 5g，高良姜 15g; 恶

心呕吐加旋覆花( 包煎) 10g，代赭石( 先煎) 15g。1
天 1 剂，水煎分 2 次服。对照组给予西沙必利片 10
mg，1 天 3 次，于餐前 15 ～ 30 min 口服; 奥美拉唑胶

囊 20 mg，1 天 2 次; 谷维素片 20 mg，1 天 3 次; 有精

神神经症状者加阿普唑仑片。两组均 4 周为 1 个疗

程，治疗期间，停用其他治疗功能性消化不良的中西

药，同时结合饮食和精神调理等疗法，共治疗 2 个

疗程。
3 治疗结果

3． 1 疗效标准［1］ 治愈: 症状消失，或兼异常指标

基本恢复正常，且疗效较为巩固者; 好转: 症状消失

或减轻，异常指标改善或稍有改善; 未愈: 症状、异常

指标均未改善。 ( 下转第 746 页)
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