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[摘要] 目的：探究天马颗粒剂基于miR-34a调控大肠癌细胞增殖及凋亡的分子机制。方法：采用不同浓度

的天马颗粒剂含药血清孵育SW480细胞，24 h后通过MTT法筛选天马颗粒剂含药血清作用浓度；将SW480细

胞分为正常对照组、空白血清组、正常剂量组、50%正常剂量组。正常对照组正常培养，正常剂量组予17.0 滋g/mL

天马颗粒剂含药血清干预，50%正常剂量组予8.5 滋g/mL天马颗粒剂含药血清干预，空白血清组予空白血清干

预，24 h后采用RT-PCR检测miR-34a表达，采用MTT检测细胞增殖，采用流式细胞术检测细胞的凋亡情况，采用

Western blotting检测细胞中p53及cleaved Caspase-3表达。将SW480细胞分为天马颗粒剂组、天马颗粒剂+NC

inhibitor组、天马颗粒剂+miR-34a inhibitor组。天马颗粒剂组予天马颗粒剂含药血清（17.0 滋g/mL）干预，天马颗

粒剂+NC inhibitor组及天马颗粒剂+miR-34a inhibitor组分别给予NC inhibitor及miR-34a inhibitor转染，随后

予天马颗粒剂含药血清（17.0 滋g/mL）干预，24 h后采用Western blotting检测细胞中p53及cleaved Caspase-3的表

达。结果：天马颗粒剂含药血清体外作用浓度为17.0 滋g/mL。天马颗粒剂可抑制SW480细胞的增殖，促进SW480

细胞的凋亡，上调大肠癌细胞中miR-34a、p53、cleaved Caspase-3的表达，且对大肠癌细胞的调控作用具有剂量

依赖性。抑制miR-34a可逆转天马颗粒对大肠癌细胞的促凋亡及抗增殖作用。结论：天马颗粒剂可通过上调

miR-34a促进p53、cleaved Caspase-3的表达抑制大肠癌细胞增殖，促进大肠癌细胞凋亡。
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Experimental Study on the Regulation of Proliferation and Apoptosis of

Colorectal Cancer Cells by Tianma Granules（天马颗粒剂）

Based on miR-34a

[Abstract] Objective: To investigate the molecular mechanism of Tianma granules in regulating the prolif原

eration and apoptosis of colorectal cancer cells based on miR-34a. Methods: SW480 cells were incubated with

drug-containing serum of Tianma granules at different concentrations. After 24 hours, MTT assay was used to

screen the action concentration of drug-containing serum of Tianma granules. SW480 cells were divided into

normal control group, blank serum group, normal dose group and 50% normal dose group. The SW480 cells

were cultured normally in normal control group. The SW480 cells were treated with Tianma granule medicated

serum (17.0 g/mL) in normal dose group, and Tianma granules medicated serum (8.5 g/mL) in 50% normal dose

group. The SW480 cells were cultured with blank serum in blank serum group. After 24 hours, the expression

of miR-34a was detected by RT-PCR, and the proliferation of cells was detected by MTT. The apoptosis of

cells was detected by flow cytometry, and the expressions of p53 and cleaved Caspase-3 were detected by

Western blotting. SW480 cells were divided into Tianma granules group, Tianma granules +NC inhibitor group,

and Tianma granules+miR-34a inhibitor group. The SW480 cells were treated with drug-containing serum
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大 肠 癌 是 一 种 常 见 的 消 化 道 恶 性 肿 瘤 ， 分 为 近 端 结 肠 癌 、

远 端 结 肠 癌 、 远 端 直 肠 癌 3 种 亚 型 [1]。 近 年 来 大 肠 癌 发 病 率 及

死 亡 率 呈 上 升 趋 势 ， 大 肠 癌 新 增 病 例 从 2015 年 的 38.8 万 例 增

长 至 2020 年 的 55.5 万 例 [2]。 此 外 ， 大 肠 癌 也 是 中 国 癌 症 死 亡 的

主 要 原 因 ， 死 亡 率 约 为 28.6%[2]。 寻 找 危 害 性 较 小 的 有 效 治 疗

手 段 仍 是 目 前 大 肠 癌 研 究 的 重 点 。 中 药 复 方 具 有 靶 点 多 、 副

作 用 小 、 疗 效 良 好 等 特 点 ， 有 望 广 泛 应 用 于 结 直 肠 癌 的 治 疗

与 管 理 [3]。 天 马 颗 粒 剂 是 何 永 恒 教 授 治 疗 大 肠 癌 的 有 效 经 验

方 ， 具 有 抑 制 大 肠 癌 发 生 及 发 展 的 作 用 ， 但 其 具 体 机 制 仍 不

明 确 。 前 期 研 究 证 实 天 马 颗 粒 剂 具 有 治 疗 大 肠 癌 作 用 ， 且 低 表

达 的 miR-34a与 大 肠 癌 发 生 及 发 展 密 切 相 关 [4-5]。 本 研 究 推 测 天

马 颗 粒 剂 可 能 通 过 诱 导 miR-34a 表 达 抑 制 大 肠 癌 细 胞 增 殖 ， 并

促 进 癌 细 胞 凋 亡 。 为 探 究 天 马 颗 粒 剂 与 miR-34a 在 大 肠 癌 中

的 潜 在 联 系 ， 本 研 究 进 行 了 相 关 实 验 研 究 。

1 材 料

1.1 实验细胞 人 大 肠 癌 细 胞 株 SW480（ CL-0223） 购 自 武 汉

普 诺 赛 生 命 科 技 有 限 公 司 。

1.2 实验动物 8 周 龄 SPF 级 SD 雄 性 大 鼠 （ 180耀200 g） ， 购 自

北 京 维 通 利 华 实 验 动 物 技 术 有 限 公 司 上 海 分 公 司 ， 生 产 许 可 证 号 ：

SCXK（ 沪 ） 2022-0007。 动 物 质 量 合 格 证 号 ： 430727221100100741 。

饲 养 条 件 为 ： 12 h 光 暗 交 替 循 环 ， 自 由 饮 食 ， 温 度 （ 21依1） 益 ，

湿 度 （ 59依1） % 。 动 物 适 应 性 饲 养 1 周 后 进 行 实 验 。 动 物 实 验 已

获 得 湖 南 中 医 药 大 学 实 验 动 物 福 利 伦 理 委 员 会 批 准 （ 伦 理 编

号 ： LLBH-202201060003） 。

1.3 药物 天 马 颗 粒 剂 （ 湖 南 中 医 药 大 学 第 二 附 属 医 院 ， 批

准 文 号 ： [ 湘 ] 卫 药 剂 9706024） 由 蜈 蚣 、 全 蝎 、 制 马 钱 子 、 蚤 休 、

半 边 莲 、 黄 柏 、 醋 制 三 棱 、 醋 制 莪 术 、 夏 枯 草 、 制 胆 南 星 、 海 藻 、

黄 芪 、 当 归 、 党 参 、 石 斛 、 山 药 、 车 前 子 、 火 麻 仁 组 成 ， 经 刘 红 梅

副 主 任 药 师 鉴 定 为 正 品 。

1.4 试剂 10%（ 体 积 分 数 ） 胎 牛 血 清 （ 美 国 Gibco 公 司 ， 批 号 ：

10100147C） ； 1%（ 体 积 分 数 ） 链 霉 素 - 青 霉 素 混 合 液 （ 北 京 索

莱 宝 公 司 ， 批 号 ： P1400） ； DMEM培 养 基 （ 美 国 Gibco公 司 ， 批 号 ：

11965092） ； MTT 试 剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 公 司 ， 批 号 ： C0009S） ；

Annexin V-FITC 染 色 试 剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 生 物 公 司 ， 批 号 ：

C1062S ） ； miRNA 提 取 试 剂 盒 （ 中 国 Haigene 公 司 ， 批 号 ：

B1802） ； 一 步 法 miRNA 反 转 录 试 剂 盒 （ 中 国 Haigene 公 司 ， 批

号 ： D1801） ； 0.25%胰 蛋 白 酶 （ 北 京 索 莱 宝 公 司 ， 批 号 ： T1300） ；

RIPA裂 解 液 （ 上 海 碧 云 天 公 司 ， 批 号 ： P0013C） ； p53 抗 体 （ 美 国

Abcam 公 司 ， 批 号 ： ab26） ； cleaved Caspase-3 抗 体 （ 武 汉 三 鹰

生 物 技 术 有 限 公 司 ， 批 号 ： 66470-2-Ig） ； 茁-actin 抗 体 （ 美 国

Abcam 公 司 ， 批 号 ： ab6276） ； ECL 试 剂 盒 （ 上 海 碧 云 天 公 司 ， 批

号 ： P0018S） ； HRP交 联 的 二 抗 （ 美 国 Abcam公 司 ， 批 号 ： ab6789） 。

1.5 主要仪器 0.22 滋m 微 孔 滤 膜 （ 美 国 Millipore） ； 湿 式 转 膜

仪 （ 美 国 伯 乐 公 司 ， 型 号 ： 1703930） ； 凝 胶 成 像 仪 （ 美 国 伯 乐 公

司 ， 型 号 ： 12003154） ； 荧 光 定 量 PCR 仪 （ 美 国 Applied biosys原

tems公 司 ， 型 号 ： A26337） 。

2 方 法

2.1 天马颗粒剂含药血清制备 天 马 颗 粒 剂 临 床 成 人 每 日

用 量 为 30 g[6]。 实 验 SD 大 鼠 剂 量 为 临 床 70 kg 成 人 等 效 剂 量 的

6.3 倍 ， 因 此 天 马 颗 粒 剂 大 鼠 灌 胃 剂 量 为 2.7 g/（ kg· d） 。 取 天 马

颗 粒 剂 2.7 g ， 加 水 溶 解 后 ， 稀 释 为 20 mL。 将 SD 大 鼠 随 机 分 为

给 药 组 及 空 白 组 ， 每 组 10 只 。 给 药 组 予 天 马 颗 粒 剂 溶 液 灌 胃 ，

每 100 g 体 质 量 灌 胃 2 mL天 马 颗 粒 剂 溶 液 ， 空 白 组 予 生 理 盐 水

灌 胃 ， 每 100 g 体 质 量 灌 胃 2 mL 生 理 盐 水 。 2 次 /d， 早 晚 各 1 次 ，

连 续 给 药 1 周 ， 于 末 次 给 药 后 2 h 心 脏 取 血 ， 采 用 一 次 性 非 抗 凝

真 空 采 血 管 收 集 全 血 ， 4 益 静 置 2 h ， 4 益 下 3 500 r/min（ 离 心 半

径 7.7 cm） 离 心 全 血 15 min ， 收 集 上 清 液 。 对 上 清 液 进 行 56 益

恒 温 灭 活 30 min ， 在 超 净 台 上 用 0.22 滋m 微 孔 滤 膜 过 滤 除 菌 ，

获 得 天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 或 空 白 血 清 ， -20 益保 存 备 用 。

2.2 体外作用浓度筛选 取 SW480细 胞 ， 使 用 0.1耀100.0 滋g/mL

天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 孵 育 细 胞 24 h 。 加 入 10 滋L MTT 试 剂 ， 继

续 孵 育 4 h 。 加 入 100 滋L formazan 溶 解 液 ， 37 益 下 孵 育 3耀4 h ，

待 紫 色 结 晶 物 充 分 溶 解 。 使 用 酶 标 仪 检 测 各 浓 度 组 细 胞 样 品

在 570 nm 处 的 OD 值 。 以 空 白 血 清 作 为 对 照 ， 计 算 各 浓 度 组 的

细 胞 抑 制 率 ， 计 算 IC50值 。

2.3 细胞培养及处理 采 用 含 10% 胎 牛 血 清 及 1% 链 霉 素 -

青 霉 素 混 合 液 的 DMEM培 养 基 ， 于 37 益 、 5%CO2饱 和 湿 度 下 恒

温 培 养 箱 中 培 养 。

2.3.1 天 马 颗 粒 剂 对 大 肠 癌 细 胞 增 殖 及 凋 亡 的 影 响 取 SW480

细 胞 ， 分 为 空 白 对 照 组 、 空 白 血 清 组 、 正 常 剂 量 组 、 50% 正 常 剂

量 组 。 正 常 剂 量 组 ： 根 据 IC50值 确 定 作 用 浓 度 ， 予 17.0 滋g/mL 天

马 颗 粒 剂 含 药 血 清 干 预 ， 孵 育 细 胞 24 h 。 50% 正 常 剂 量 组 予

8.5 滋g/mL 天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 干 预 ， 孵 育 细 胞 24 h 。 空 白 对

照 组 正 常 培 养 ， 不 加 入 其 他 干 预 因 素 。 空 白 血 清 组 予 以 空 白

(17.0 g/mL) in Tianma granule group. The Tianma granule+NC inhibitor group and Tianma granule+miR-34a

inhibitor group were transfected with NC inhibitor and miR-34a inhibitor, respectively, followed by intervention

with drug-containing serum (17.0 g/mL) of Tianma granules. After 24 h, the expressions of p53 and cleaved

Caspase-3 were detected by Western blotting. Results: The serum concentration of Tianma granules in vitro was

17.0 滋g/mL. Tianma granule could inhibit the proliferation of SW480 cells, promote the apoptosis of SW480

cells, and up-regulate the expression of miR-34a, p53 and cleaved Caspase-3 in colorectal cancer cells. The

regulatory effect on colorectal cancer cells was dose-dependent. Inhibition of miR-34a could reverse the pro-

apoptosis and anti-proliferation effects of Tianma granules on colorectal cancer cells. Conclusion: Tianma granules

can inhibit colorectal cancer cell proliferation and promote colorectal cancer cell apoptosis by up-regulating

the expressions of p53 and cleaved Caspase-3 by up-regulating miR-34a.

[Keywords] colorectal cancer; Tianma granules; miR-34a; cell proliferation; cell apoptosis
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血 清 干 预 ， 孵 育 细 胞 24 h。

2.3.2 天 马 颗 粒 剂 通 过 诱 导 miR-34a 对 大 肠 癌 细 胞 增 殖 及 凋

亡 的 影 响 取 SW480 细 胞 ， 分 为 天 马 颗 粒 剂 组 、 天 马 颗 粒 剂 +

NC inhibitor 组 、 天 马 颗 粒 剂 +miR-34a inhibitor 组 。 天 马 颗 粒

剂 组 ： 予 17.0 滋g/mL 天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 干 预 24 h； 天 马 颗 粒

剂 +NC inhibitor 组 ： 采 用 Lipofectamine 3000 试 剂 盒 将 NC

inhibitor 转 染 至 细 胞 ， 转 染 48 h 后 予 17.0 滋g/mL 天 马 颗 粒 剂 含

药 血 清 干 预 24 h ； 天 马 颗 粒 剂 +miR-34a inhibitor 组 ： 采 用

Lipofectamine 3000 试 剂 盒 将 miR-34a inhibitor 转 染 至 细 胞 ，

转 染 48 h后 予 17.0 滋g/mL天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 干 预 24 h。

2.4 细胞增殖 采 用 MTT 试 剂 盒 检 测 细 胞 增 殖 。 取 SW480 细

胞 ， 分 别 于 第 0 h、 24 h、 48 h 、 72 h 加 入 MTT试 剂 ， 孵 育 4 h 。 加 入

formazan 溶 解 液 ， 继 续 孵 育 至 紫 色 物 质 溶 解 。 使 用 酶 标 仪 检 测

各 浓 度 组 细 胞 样 品 在 570 nm的 OD值 。

2.5 细胞凋亡 使 用 Annexin V-FITC 染 色 试 剂 盒 染 色 凋 亡

细 胞 。 取 各 组 SW480 细 胞 ， 1 000伊 g离 心 5 min 后 收 集 细 胞 沉

淀 ， 加 入 Annexin V-FITC 结 合 液 重 悬 细 胞 ， 依 次 加 入 Annexin

V-FITC 染 色 液 及 碘 化 丙 锭 ， 混 匀 后 室 温 避 光 孵 育 10~20 min，

使 用 流 式 细 胞 仪 对 凋 亡 细 胞 进 行 计 数 ， 并 由 流 式 细 胞 仪 自 带

的 数 据 分 析 软 件 计 算 细 胞 凋 亡 率 。

2.6 miR-34a表达定量 取 各 组 细 胞 ， miRNA 提 取 试 剂 盒 提

取 细 胞 总 miRNA。 结 合 miR-34a 引 物 ， 通 过 一 步 法 miRNA 反 转

录 试 剂 盒 将 miRNA 反 转 录 为 cDNA， 采 用 SYBR Green miRNA

荧 光 定 量 PCR 试 剂 盒 进 行 荧 光 定 量 。 以 GAPDH 为 内 参 基 因 ，

通 过 2-吟吟Ct法 进 行 标 准 化 处 理 。 miR-34a 引 物 序 列 见 表 1 。

表 1 引物序列

目 的 基 因 序 列 扩 增 产 物 片 段 长 度 / b p

m i R - 3 4 a 上 游 ： 5 ’ - G G C A G T G T C T T A G C T G G - 3 ’ 1 7

下 游 ： 5 ’ - G A A C A T G T C T G C G T A T C T C - 3 ’ 1 9

G A P D 上 游 ： 5 ’ - G T C T C C T C T G A C T T C A A C A G C G - 3 ’ 2 2

下 游 ： 5 ’ - C C A C C C T G T T G C T G T A G C C A A - 3 ’ 2 1

2.7 p53及cleaved Caspase-3蛋白表达 取 各 组 细 胞 ， 采 用

0.25% 胰 蛋 白 酶 消 化 细 胞 2 min， 离 心 ， 弃 上 清 液 。 向 沉 淀 中 加

入 RIPA 裂 解 液 ， 待 细 胞 裂 解 后 ， 4 益 下 12 000伊 g离 心 裂 解 液

5 min ， 收 集 上 清 液 。 使 用 SDS-PAGE 电 泳 法 分 离 蛋 白 ， 后 通 过

湿 式 转 膜 仪 进 行 转 膜 。 待 蛋 白 转 移 至 PVDF膜 后 ， 加 入 含 5% 脱

脂 奶 粉 的 封 闭 液 ， 室 温 摇 床 孵 育 1 h 。 加 入 稀 释 后 的 一 抗 [p53

（ 1颐1 000） ， cleaved Caspase-3（ 1颐1 000） ， 茁-actin（ 1颐5 000） ] ，

4 益孵 育 过 夜 。 加 入 稀 释 后 的 二 抗 （ HRP交 联 ， 1颐10 000） ， 37 益

孵 育 1 h 。 使 用 ECL 试 剂 盒 进 行 发 光 显 影 处 理 。 通 过 凝 胶 成 像

仪 检 测 蛋 白 条 带 ， 采 用 Image Pro Plus 6.0 软 件 分 析 条 带 光 密

度 值 ， 根 据 茁-actin 光 密 度 值 计 算 p53 及 cleaved Caspase-3 相 对

表 达 量 。

2.8 统计学方法 收 集 3 次 重 复 实 验 数 据 ， 采 用 SPSS 26.0 软

件 进 行 数 据 统 计 与 分 析 。 计 量 资 料 符 合 正 态 分 布 且 方 差 齐 ，

以 “ 均 数 依标 准 差 ” （ x依s） 表 示 ， 采 用 单 因 素 方 差 分 析 ， 采 用 LSD-t

检 验 进 行 两 两 比 较 。 <0.05 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。 使 用

GraghPad 9.0 软 件 计 算 天 马 颗 粒 剂 的 IC50值 。

3 结 果

3.1 天马颗粒含药血清作用浓度筛选 天 马 颗 粒 剂 含 药 血

清 对 大 肠 癌 细 胞 株 的 IC50 值 为 17.22 滋g/mL 。 因 此 本 研 究 后 续

选 择 17 滋g/mL天 马 颗 粒 含 药 血 清 为 正 常 剂 量 。 （ 见 图 1）

图 1 天马颗粒含药血清对大肠癌细胞存活率的影响

3.2 天马颗粒剂含药血清对大肠癌细胞增殖及凋亡的影响 空

白 血 清 组 细 胞 活 性 及 细 胞 凋 亡 率 与 空 白 对 照 组 比 较 ， 差 异 无

统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 因 此 可 排 除 血 清 对 实 验 的 影 响 。 48 、

72 h 后 ， 正 常 剂 量 组 、 50% 正 常 剂 量 组 细 胞 活 性 均 低 于 空 白 血

清 组 （ <0.05 或 <0.01） ， 且 正 常 剂 量 组 细 胞 活 性 低 于 50% 正

常 剂 量 组 （ <0.05） ， 表 明 8.5 滋g/mL 及 17.0 滋g/mL 天 马 颗 粒 剂

含 药 血 清 均 可 抑 制 大 肠 癌 细 胞 增 殖 ， 且 17.0 滋g/mL 天 马 颗 粒

含 药 血 清 的 抑 制 作 用 优 于 8.5 滋g/mL。 （ 见 图 2）

正 常 剂 量 组 、 50% 正 常 剂 量 组 细 胞 凋 亡 率 均 高 于 空 白 血

清 组 （ <0.05 或 <0.01） ， 且 正 常 剂 量 组 细 胞 凋 亡 率 高 于 50%

正 常 剂 量 组 （ <0.05） ， 表 明 8.5 滋g/mL 及 17.0 滋g/mL 天 马 颗 粒

剂 含 药 血 清 均 可 促 进 大 肠 癌 细 胞 凋 亡 ， 且 17.0 滋g/mL 天 马 颗

粒 含 药 血 清 的 作 用 优 于 8.5 滋g/mL。 （ 见 图 3~4）

注：与空白血清组比较，a <0.05，b <0.01；与50%正常剂

量组比较，c <0.05。

图 2 4组细胞活性比较 （x依s，n=3）

a

a

b
b

c

c

图 3 4组细胞凋亡流式图

l g 籽

I C 5 0 = 1 7 . 2 2 滋g/mL
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注：与空白血清组比较，a <0.05，b <0.01；与正常剂量组

比较，c <0.05。

图 4 4组细胞凋亡率比较 （x依s，n=3）

3.3 天马颗粒含药血清对大肠癌细胞凋亡因子的影响 空 白

血 清 组 p53 及 cleaved Caspase-3 蛋 白 相 对 表 达 量 与 空 白 对 照

组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义 （ 跃0.05） ， 因 此 可 排 除 血 清 对 凋

亡 因 子 的 影 响 。 正 常 剂 量 组 、 50% 正 常 剂 量 组 p53 及 cleaved

Caspase-3 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 空 白 血 清 组 （ <0.05 或 <

0.01） ； 且 正 常 剂 量 组 p53 及 cleaved Caspase-3 蛋 白 相 对 表 达

量 高 于 50%正 常 剂 量 组 （ <0.05） 。 （ 见 图 5~6）

图 5 4组细胞 p53及 cleaved Caspase-3蛋白表达

Western blotting图

注：与空白血清组比较，a <0.05，b <0.01；与正常剂量组

比较，c <0.05。

图 6 4组细胞 p53及 cleaved Caspase-3蛋白

相对表达量比较 （x依s，n=3）

3.4 天马颗粒剂含药血清对大肠癌细胞miR-34a表达的影

响 正 常 剂 量 组 和 50% 正 常 剂 量 组 miR-34a 相 对 表 达 量 均 高

于 空 白 血 清 组 （ <0.05或 <0.01） ， 表 明 天 马 颗 粒 可 诱 导 miR-34a

在 大 肠 癌 细 胞 中 的 表 达 。 正 常 剂 量 组 miR-34a 相 对 表 达 量 高

于 50%正 常 剂 量 组 （ <0.01） 。 （ 见 图 7）

注：与空白血清组比较，a <0.05，b <0.01；与50%正常剂

量组比较，c <0.01。

图 7 4组大肠癌细胞中 miR-34a相对表达量比较

（x依s，n=3）

3.5 天马颗粒剂通过诱导miR-34a对大肠癌细胞凋亡的影

响 天 马 颗 粒 剂 +miR-34a inhibitor 组 miR-34a 表 达 低 于 天 马

颗 粒 剂 +NC inhibitor 组 （ <0.05） 。 天 马 颗 粒 剂 +NC inhibitor 组

细 胞 活 性 、 细 胞 凋 亡 率 与 天 马 颗 粒 剂 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学

意 义 （ 跃0.05） ， 可 排 除 细 胞 转 染 对 大 肠 癌 细 胞 的 影 响 。 48、 72 h

后 ， 天 马 颗 粒 剂 +miR-34a inhibitor 组 细 胞 活 性 高 于 天 马 颗

粒 剂 +NC inhibitor 组 （ <0.05） ， 且 天 马 颗 粒 剂 +miR-34a in原

hibitor 组 细 胞 凋 亡 率 低 于 天 马 颗 粒 剂 +NC inhibitor 组 （ <

0.05） ， 表 明 下 调 miR-34a 可 逆 转 天 马 颗 粒 剂 对 大 肠 癌 细 胞 的

促 凋 亡 及 抗 增 殖 作 用 。 天 马 颗 粒 剂 可 通 过 诱 导 miR-34a 表 达

促 进 大 肠 癌 细 胞 凋 亡 。 （ 见 图 8~11）

注：与天马颗粒剂+NC inhibitor组比较，a <0.05。

图 8 3组细胞 miR-34a相对表达量比较 （x依s，n=3）

注：与天马颗粒剂+NC inhibitor组比较，a <0.05。

图 9 3组细胞活性比较 （x依s，n=3）

图 10 3组大肠癌细胞凋亡流式图
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b

c

c
b

b
c

a
a

p 5 3 c l e a v e d C a s p a s e - 3

b
c
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a
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p53

cleaved Caspase-3
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注：与天马颗粒剂+NC inhibitor组比较，a <0.05。

图 11 3组大肠癌细胞凋亡率比较 （x依s，n=3）

3.6 天马颗粒剂通过诱导miR-34a对大肠癌细胞凋亡因子表达

的影响 天 马 颗 粒 剂 +NC inhibitor 组 p53 及 cleaved Caspase-3

蛋 白 相 对 表 达 量 与 天 马 颗 粒 剂 组 比 较 ， 差 异 无 统 计 学 意 义

（ >0.05） ， 可 排 除 细 胞 转 染 方 式 对 大 肠 癌 细 胞 凋 亡 因 子 的 影 响 。

天 马 颗 粒 剂 +miR-34a inhibitor 组 p53 及 cleaved Caspase-3 蛋

白 相 对 表 达 量 低 于 天 马 颗 粒 剂 +NC inhibitor 组 （ <0.05） ， 表

明 下 调 miR-34a 可 逆 转 天 马 颗 粒 剂 对 p53 及 cleaved Caspase-3

蛋 白 相 对 表 达 的 上 调 效 应 。 （ 见 图 12~13）

图 12 3组大肠癌细胞 p53及 cleaved Caspase-3

蛋白表达Western blotting图

注：与天马颗粒剂+NC inhibitor组比较，a <0.05。

图 13 3组细胞 p53及 cleaved Caspase-3蛋白

相对表达量比较 （x依s，n=3）

4 讨 论

大 肠 癌 属 于 中 医 学 中 “ 肠 覃 ” “ 脏 毒 ” “ 锁 肛 痔 ” 等 范 畴 。 天

马 颗 粒 剂 化 裁 自 古 方 化 痞 膏 、 黄 芪 益 损 汤 及 内 消 瘰 疬 丸 ， 具

有 活 血 化 瘀 、 清 热 解 毒 、 化 癥 消 积 之 效 。 方 中 蜈 蚣 、 全 蝎 、 制 马

钱 子 均 为 有 毒 中 药 ， 有 以 毒 攻 毒 、 散 结 消 肿 、 通 络 止 痛 之 功

效 。 三 者 相 须 为 用 。 蚤 休 、 半 边 莲 、 黄 柏 三 药 合 用 清 热 解 毒 ， 消

肿 止 痛 。 醋 制 三 棱 、 醋 制 莪 术 均 有 破 血 行 气 消 癥 之 功 ， 其 中 醋

制 增 强 祛 瘀 作 用 。 夏 枯 草 、 制 胆 南 星 、 海 藻 化 痰 软 坚 散 结 。 黄

芪 、 当 归 既 可 托 毒 外 出 ， 又 可 补 气 养 血 。 党 参 、 石 斛 、 山 药 益 气

养 阴 护 胃 ， 配 合 黄 芪 、 当 归 ， 一 可 补 耗 伤 之 气 血 ， 二 可 防 攻 伐

太 过 ， 顾 护 胃 气 ， 三 可 扶 正 祛 邪 。 车 前 子 、 火 麻 仁 通 利 二 便 ， 引

邪 外 出 ， 推 陈 出 新 。 全 方 以 攻 毒 祛 邪 为 主 ， 兼 以 扶 正 培 本 ， 攻

补 兼 施 ， 从 而 达 到 “ 祛 邪 不 伤 正 ， 扶 正 不 留 邪 ” 的 目 的 ， 切 合 大

肠 癌 虚 、 毒 的 病 因 病 机 特 点 。

天 马 颗 粒 剂 是 治 疗 大 肠 癌 的 有 效 经 验 复 方 。 前 期 研 究 证

实 天 马 颗 粒 剂 可 有 效 提 高 大 肠 癌 患 者 术 后 的 5 年 生 存 率 ， 降

低 复 发 或 病 灶 转 移 的 可 能 性 [6]， 且 天 马 颗 粒 剂 对 大 肠 癌 细 胞

株 SW480 具 有 抗 增 殖 及 促 凋 亡 的 作 用 [7]。 彭 天 书 [8] 通 过 大 肠 癌

皮 下 荷 瘤 模 型 及 体 外 细 胞 模 型 证 实 天 马 颗 粒 剂 原 方 及 精 简

方 均 可 抑 制 肿 瘤 生 长 及 细 胞 恶 性 行 为 ， 并 证 明 了 天 马 颗 粒 剂

的 体 内 及 体 外 安 全 性 。 邓 松 华 等 [9] 研 究 表 明 天 马 颗 粒 剂 中 蜈

蚣 、 全 蝎 、 半 边 莲 可 有 效 抑 制 大 肠 癌 细 胞 增 殖 。 本 研 究 证 实 天

马 颗 粒 剂 含 药 血 清 可 抑 制 大 肠 癌 细 胞 SW480 增 殖 ， 促 进 大 肠

癌 细 胞 SW480 凋 亡 。 本 研 究 还 确 定 了 天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 对

大 肠 癌 细 胞 的 IC50 值 ， 并 以 该 值 为 参 考 确 定 药 物 体 外 作 用 浓

度 ， 为 后 续 相 关 研 究 提 供 了 药 物 浓 度 参 考 。

miR-34a 是 miR-34 的 家 族 成 员 之 一 ， 为 抑 癌 基 因 。 miR-34a

是 乳 腺 癌 、 肝 癌 、 胃 癌 、 大 肠 癌 等 恶 性 肿 瘤 的 潜 在 预 后 指 标 [10]。

在 大 肠 癌 中 ， miR-34a 失 活 是 促 进 肿 瘤 形 成 、 生 长 、 转 移 的 关

键 性 事 件 [11-12]。 miR-34a 具 有 基 因 表 观 调 控 的 生 物 学 活 性 ， 可

通 过 靶 向 目 的 基 因 串 扰 p53 通 路 和 Wnt 通 路 等 关 键 的 癌 症 相

关 通 路 [13-14]， 调 控 下 游 细 胞 凋 亡 、 细 胞 周 期 、 血 管 生 成 等 癌 细

胞 生 物 学 过 程 。 研 究 [15-16] 表 明 ， 结 直 肠 癌 患 者 miR-34a 表 达 低

于 健 康 者 。 miR-34a 是 抑 制 大 肠 癌 细 胞 增 殖 、 迁 移 、 侵 袭 等 恶

性 行 为 的 重 要 节 点 ， 其 表 达 水 平 高 低 影 响 大 肠 癌 发 生 发 展 ，

是 大 肠 癌 治 疗 的 重 要 靶 点 之 一 。 本 研 究 定 量 检 测 了 miR-34a 在

各 组 大 肠 癌 细 胞 中 的 表 达 ， 结 果 表 明 50%正 常 剂 量 组 及 正 常 剂

量 组 大 肠 癌 细 胞 miR-34a 表 达 均 上 调 ， 且 正 常 剂 量 组 miR-34a

表 达 高 于 50% 正 常 剂 量 组 ， 表 明 天 马 颗 粒 剂 可 诱 导 miR-34a

表 达 ， 且 可 能 具 有 剂 量 依 赖 性 效 应 。 随 后 本 研 究 采 用 miR-34a

inhibitor 逆 转 天 马 颗 粒 剂 对 miR-34a 的 上 调 效 应 ， 发 现 癌 细 胞

增 殖 增 加 ， 且 细 胞 凋 亡 减 少 ， 表 明 下 调 miR-34a 可 逆 转 天 马 颗

粒 剂 对 大 肠 癌 细 胞 的 抑 制 作 用 。 由 此 可 见 ， miR-34a 是 天 马 颗

粒 剂 在 大 肠 癌 中 的 作 用 靶 点 。

p53 是 一 种 肿 瘤 抑 制 因 子 。 研 究 [17]表 明 ， miR-34a 可 通 过 直

接 靶 向 TP53 和 MDM4 诱 导 p53 激 活 。 本 研 究 证 实 天 马 颗 粒 剂 介

导 的 miR-34a 作 用 机 制 可 能 涉 及 p53 蛋 白 。 正 常 剂 量 组 及 50%

正 常 剂 量 组 p53 蛋 白 相 对 表 达 量 均 高 于 空 白 血 清 组 ， 且 正 常

剂 量 组 p53蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 50%正 常 剂 量 组 。 同 时 miR-34a

inhibitor 下 调 miR-34a 表 达 可 逆 转 这 一 作 用 ， 表 明 miR-34a-

p53 相 互 作 用 可 能 是 天 马 颗 粒 剂 抑 制 大 肠 癌 的 重 要 机 制 。 这

一 潜 在 关 系 还 需 进 一 步 研 究 探 讨 。 Caspase-3 是 一 种 半 胱 氨

酸 -天 冬 氨 酸 蛋 白 酶 ， 在 细 胞 凋 亡 过 程 中 具 有 关 键 作 用 。 cleaved

Caspase-3 是 其 活 化 形 式 ， 经 由 半 胱 天 冬 酶 9 激 活 的 Caspase-3

活 化 而 成 ， 能 有 效 执 行 细 胞 凋 亡 [18]。 Caspase-3 作 为 凋 亡 信 号

通 路 中 最 后 的 执 行 者 ， 其 表 达 异 常 与 多 种 肿 瘤 的 发 生 发 展 密

切 相 关 [19] 。 本 研 究 结 果 显 示 ， 正 常 剂 量 组 及 50% 正 常 剂 量

组 cleaved Caspase-3 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 空 白 血 清 组 ， 且 正

常 剂 量 组 cleaved Caspase-3 蛋 白 相 对 表 达 量 高 于 50% 正 常 剂

量 组 。 同 时 下 调 miR-34a 可 逆 转 cleaved Caspase -3 的 表

达 上 调 ， 表 明 天 马 颗 粒 剂 可 通 过 诱 导 凋 亡 因 子 p53 和 cleaved

Caspase-3 的 表 达 来 促 进 癌 细 胞 的 凋 亡 。

除 了 p53 和 cleaved Caspase-3 外 ， 凋 亡 还 涉 及 核 因 子 E2 相

关 因 子 2（ Nrf-2） 、 B 淋 巴 细 胞 瘤 2（ Bcl-2） 、 Bcl-2 相 关 X 蛋 白

（ Bax） 等 因 子 [20]。 前 期 研 究 [13]已 证 明 天 马 颗 粒 剂 可 以 下 调 Bcl-2

a

天 马 颗 天 马 颗 粒 剂 + 天 马 颗 粒 +

粒 剂 组 N C i n h i b i t o r 组 m i R - 3 4 a i n h i b i t o r 组

p53

cleaved Caspase-3

茁-actin

a

a
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的 表 达 来 促 进 肿 瘤 细 胞 凋 亡 。 Bcl-2 具 有 抑 制 细 胞 凋 亡 的 作

用 ， 其 在 结 直 肠 癌 组 织 中 表 达 阳 性 率 高 于 正 常 结 直 肠 组 织 及

癌 旁 组 织 ， 且 与 结 直 肠 癌 的 TNM 分 期 有 关 [21]。 研 究 [22]表 明 ， Nrf2

通 路 在 结 肠 癌 的 发 生 及 进 展 过 程 中 发 挥 重 要 作 用 ， 而 降 低

Nrf2 水 平 能 够 显 著 抑 制 结 肠 癌 细 胞 的 增 殖 和 迁 移 。 山 姜 素 可

通 过 提 高 Nrf2 水 平 抑 制 结 肠 细 胞 NCM460 的 增 殖 及 促 进 其 凋

亡 [23]。 红 景 天 苷 可 通 过 下 调 NRF2 抑 制 口 腔 鳞 癌 细 胞 增 殖 和 迁

移 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 [24]。 当 归 多 糖 可 通 过 增 强 Nrf2 信 号 传 导 抑 制

高 糖 诱 导 视 网 膜 神 经 节 细 胞 凋 亡 [25]， 说 明 Nrf2 具 有 两 面 性 ， 而

天 马 颗 粒 剂 对 其 影 响 如 何 ， 是 后 续 研 究 的 探 索 方 向 。

综 上 所 述 ， 天 马 颗 粒 剂 含 药 血 清 可 通 过 上 调 miR-34a 表

达 抑 制 大 肠 癌 细 胞 增 殖 ， 并 促 进 大 肠 癌 细 胞 凋 亡 。
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