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加减理冲汤通过 Fas/FasL 途径及 caspase 凋亡途径对裸鼠移植瘤
细胞凋亡的作用机制研究 Δ
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摘 要 目的 探讨加减理冲汤（MLCD）对裸鼠移植瘤细胞凋亡的作用及机制。方法 培养胃癌 AGS 细胞并构建裸鼠移植瘤模

型；将裸鼠分为模型组以及 MLCD 低、中、高剂量组（150、300、600 mg/kg），连续灌胃蒸馏水/相应药液，每日1次，连续4周。每6 d

测量1次裸鼠移植瘤的大小并计算移植瘤体积；给药结束后处死裸鼠并分离移植瘤组织，检测移植瘤组织中乳酸脱氢酶（LDH）、

活性氧（ROS）含量并评估线粒体膜电位变化；观察移植瘤组织的病理形态变化；检测移植瘤组织中胱天蛋白酶（caspase）-3、cas‐

pase-8、caspase-9酶活性，以及Fas、Fas配体（FasL）蛋白表达和caspase-3、caspase-8、caspase-9、Fas、FasL mRNA表达。结果 与模型

组比较，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤体积均有不同程度缩小，LDH、ROS 含量以及 caspase-3、caspase-8、caspase-9酶活性均显著升

高/增强，线粒体膜电位显著降低，Fas、FasL 蛋白表达以及 caspase-3、caspase-8、caspase-9、Fas、FasL mRNA 表达均显著上调，以上

指标大部分差异有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。病理结果显示，随着MLCD给药剂量的增加，移植瘤组织中细胞的紧密程度

逐渐下降，出现松散、碎片逐渐增多等典型的细胞凋亡形态学特征。结论 MLCD能诱导裸鼠移植瘤细胞凋亡，其作用机制可能与

激活Fas/FasL途径及caspase凋亡途径有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE To investigate the effect and mechanism of modified Lichong decoction （MLCD） on the apoptosis of 

transplanted tumor cells in nude mice. METHODS Human gastric cancer AGS cells were cultured， and a nude mice transplanted 

tumor model was established. The nude mice were divided into the model group and MLCD low-， medium- and high-dose groups 

（150， 300， 600 mg/kg）. They were given distilled water or the corresponding drug solution by gavage once daily for four 

consecutive weeks. The size of transplanted tumors in nude mice was measured every six days， and the tumor volume was 

calculated. After the medication， the nude mice were sacrificed， and the transplanted tumor tissues were isolated. The contents of 

lactate dehydrogenase （LDH） and reactive oxygen species （ROS） in the transplanted tumor tissues were detected， and the changes 

in mitochondrial membrane potential were assessed. The pathological morphological changes were observed. The enzymatic 

activities of caspase-3， caspase-8， and caspase-9， as well as 

protein expressions of Fas and FasL and mRNA expressions of 

caspase-3， caspase-8， caspase-9， Fas and FasL in the 

transplanted tumor tissues， were detected. RESULTS 

Compared with the model group， the volume of transplanted 

tumors in nude mice from all MLCD dose groups was reduced 
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to varying degrees. The contents of LDH and ROS， as well as the enzymatic activities of caspase-3， caspase-8 and caspase-9， were 

significantly increased/enhanced. The mitochondrial membrane potential was significantly decreased. The protein expressions of Fas 

and FasL， and the mRNA expressions of caspase-3， caspase-8， caspase-9， Fas and FasL were significantly up-regulated. Most of 

these differences were statistically significant （P＜0.05 or P＜0.01）. Pathological results showed that with increasing doses of 

MLCD， the cellular density in the transplanted tumor tissues gradually decreased， and typical morphological features of apoptosis， 

such as loosening and increasing fragmentation， became more prominent. CONCLUSIONS MLCD can induce apoptosis in 

transplanted tumor cells of nude mice， and its mechanism may be related to the activation of the Fas/FasL pathway and the caspase 

apoptotic pathway.
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胃癌作为消化系统常见的恶性肿瘤，其2023年全球

新增患者约90万、死亡患者超70万，病死率在我国恶性

肿瘤中列第3位[1―2]。目前，临床上常用的胃癌化疗药物

均存在较为严重的不良反应，因此迫切需要寻找低毒、

高效的临床治疗药物，以提升患者的预后质量[3]。

中医药凭借多途径、多环节、多靶点、低毒性等特

性，在肿瘤防治领域受到广泛关注[4]。理冲汤收录于著

名医家张锡纯所著《医学衷中参西录》，原方由黄芪等 9

味中药组成[5]。理冲汤具有治疗胃痛、消化不良等脾胃

病症，以及肿块、结节类疾病和消耗性、虚弱类疾病的功

能特性，结合中医理论中胃癌“元气亏虚、癌毒侵袭、痰

饮内生、瘀血阻滞”的基本病机，目前该方的应用得以拓

展至胃癌的治疗。本课题组在原方基础上进行加减优

化，减去知母、天花粉等清热养阴的药物，加入白花蛇舌

草、半枝莲、守宫、鹿角、龟甲等具有清热解毒、消除肿

块、补充元气功效的药物，组成了加减理冲汤（modified 

Lichong decoction，MLCD）复方。该改良方剂由12种中

药材组成，方中西洋参、白术、黄芪健运脾胃；三棱、莪术

消食积、化瘀血、消肿块；鹿角、龟甲补充人体元阴元阳；

白花蛇舌草、半枝莲清热解毒；水蛭、守宫消肿块；海藻

化痰散结；各味药共奏扶正抗癌之效。

本课题组前期研究证实，MLCD 在体内和体外均能

通过激活线粒体途径，抑制胃癌 AGS 细胞的增殖，并诱

导其凋亡[6―7]。中药抗肿瘤具有多途径、多靶点的特性，

MLCD 抗胃癌作用的调控是否有其他途径参与，目前尚

不清楚。有研究表明，细胞凋亡是一个复杂的生物学过

程，受内源性线粒体途径和外源性死亡受体途径共同调

控[8]。Fas（又称“CD95”）是肿瘤坏死因子受体超家族成

员，Fas/Fas 配体（Fas ligand，FasL）途径属于肿瘤细胞经

典的死亡受体途径，该途径通过 Fas 与其配体 FasL 相互

作用来调节细胞凋亡，参与细胞的生理和病理过程[9]。

此外，研究表明，胱天蛋白酶（caspase）家族与细胞凋亡

紧密相关，目前已证实人体内共有 11个 caspase 家族成

员；caspases 依据其功能可分为炎症 caspase 和凋亡 cas‐

pase[10]。其中，caspase-8、caspase-9分别作为线粒体途径

和死亡受体途径的凋亡酶，与 caspase-3共同参与细胞凋

亡的调控[11]。基于此，本研究通过胃癌 AGS 细胞构建裸

鼠移植瘤模型，基于 Fas/FasL 途径及 caspase 凋亡途径，

探究 MLCD 的体内抗细胞凋亡作用机制，以期为 MLCD

的临床应用提供科学的实验数据。

1　材料

1.1　主要仪器

本研究所用主要仪器包括：3111型恒温细胞培养箱

（美国 Thermo Fisher Scientific 公司）、Safire2型全波长多

功能酶标仪（奥地利 Tecan 公司）、Q5型荧光定量聚合酶

链式反应（PCR）仪（美国 ABI 公司）、Observer A1型荧光

显微镜（德国 Zeiss 公司）、ChemiDocTM MP 全能型荧光成

像系统（美国 Bio-Rad 公司）、BioSpec-nano 型微量紫外

分光光度计（日本岛津公司）。

1.2　主要药材与试剂

守宫、白花蛇舌草、半枝莲、海藻、水蛭、三棱、莪术、

鹿角、龟甲、白术、黄芪、西洋参12种中药材均购自贵州

一品药业连锁有限公司，经齐齐哈尔医学院天然药物化

学实验中心郭丽娜教授鉴定均为真品。DMEM 培养基

（批号 RNBL5292）购自美国 Sigma 公司；胎牛血清（批号

JC63436）购自美国 CLARK Bioscience 公司；乳酸脱氢

酶（lactate dehydrogenase，LDH）测 定 试 剂 盒（批 号

20211187）购自南京建成生物工程研究所有限公司；

RNAiso Plus 试剂盒、PCR 反转录试剂盒、荧光定量 PCR

试剂盒（批号分别为 AN70637A、AJ60658A、AJG1421A）

均购自日本 Takara 公司；AO-EB 染色试剂盒、β-肌动蛋

白（β -actin）内 参 引 物（批 号 分 别 为 J407FA0005、

H429KA9897）均购自生工生物工程（上海）股份有限公

司；活性氧（reactive oxygen species，ROS）检测试剂盒

（批号 E134892）购自美国 Invitrigen 公司；caspase-3、cas‐

pase-8、caspase-9 活 性 检 测 试 剂 盒（批 号 分 别 为
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A206250721、A206250814、A206250930）均购自上海碧

云天生物技术有限公司；线粒体膜电位检测试剂盒（批

号6113547）购自美国 BD 公司；Fas、FasL 抗体（批号分别

为82419、15285）均购自美国 Abcam 公司；辣根过氧化物

酶标记的山羊抗兔 IgG、兔单克隆甘油醛-3-磷酸脱氢酶

（GAPDH）抗体（批号分别为#12、#07）均购自美国 CST

公司。

1.3　细胞株及实验动物

人源胃癌 AGS 细胞购自中国科学院上海细胞库。

4～5周龄的 SPF 级 BALB/c 裸鼠 40只（雌、雄各半），购

自北京维通利华实验动物科技有限公司，生产许可证

号：SCXK（京） 2019-0011。裸鼠饲养在贵州中医药大学

实验动物研究所 SPF 级动物房（实验温度20～26 ℃，相

对湿度 40%～70%，每 12 h 光暗循环，自由摄食、饮水），

使用许可证号：SYXK（黔）2021-0005。本研究动物实验

方案获得贵州中医药大学实验动物伦理审查委员会批

准（编号：20230268），实验过程中实验动物按照3R 原则

给予人道关怀。

2　方法

2.1　MLCD药液的制备

取“1.2”项下 12种药材饮片（饮片混合后的总质量

为 240 g），采用回流提取法制备 MLCD，药物的成分鉴

定及其冻干粉的具体制备过程参考本课题组前期研

究[6―7]；随后用生理盐水将冻干粉稀释成质量浓度为100 

mg/mL 的 MLCD 药液以备后续使用。

2.2　建模、分组及给药

裸鼠适应性饲养 1周后，把处于对数生长期的人源

胃癌 AGS 细胞以 3×107 mL－1的浓度接种至 40只裸鼠

的左前肢腋下，每只裸鼠接种量为0.2 mL。观察裸鼠的

成瘤情况，当接种处肉眼可见明显结节时，表明已成瘤，

即裸鼠移植瘤模型构建成功。将 40只建模成功的裸鼠

分为模型组和 MLCD 低、中、高剂量组，每组 10 只。

MLCD 低、中、高剂量组裸鼠根据前期预实验结果并结

合 实 验 动 物 体 重 ，分 别 给 予 150、300、600 mg/kg 的

MLCD 药液；模型组裸鼠给予等体积蒸馏水。裸鼠每天

灌胃1次，连续4周。

2.3　裸鼠移植瘤体积的测定

从给药第 1天起每隔 6 d 测量 1次各组裸鼠的肿瘤

大小（长径、短径），并计算移植瘤体积[移植瘤体积＝1/2

（长径×短径 2）]用以评估移植瘤的生长情况。给药结束

后处死裸鼠，立即分离肿瘤组织保存备用。

2.4　裸鼠移植瘤组织中LDH含量检测

选取“2.3”项下每组3只裸鼠的新鲜移植瘤组织（约

50 mg），放入装有液氮的研钵中研磨，直至无明显沉淀，

随后将研磨物收集至无菌 EP 管中。在每个 EP 管中加

入 2 mL 磷酸盐缓冲液，对各组样本进行稀释。取 150 

μL 稀释后的样本加入96孔板，并对应加入反应试剂，在

室温下孵育 5 min，采用酶标仪测定 450 nm 波长处的光

密度（optical density，OD）值；同法测定标准品（丙酮酸）

对应的 OD 值，绘制标准曲线。依照说明书方法测定移

植瘤组织中 LDH 的含量。

2.5　裸鼠移植瘤组织病理形态观察

选取“2.3”项下每组3只裸鼠的新鲜移植瘤组织（约

20 mg），用组织固定液固定，经脱水、石蜡包埋、切片处

理后，将切片捞至载玻片上，置于烤箱中烤干。随后进

行脱蜡和水化，制成待测组织切片。向各组切片滴加通

透液，于室温下反应10 min。将预先配制好的 AO-EB 染

色液分别滴加至各组白片上，室温避光反应 15 min，以

磷酸盐缓冲液洗掉染色液，滴加防淬灭树脂胶封片；采

用荧光显微镜观察移植瘤组织的病理形态并拍照。

2.6　裸鼠移植瘤组织中线粒体膜电位检测

选取“2.3”项下每组3只裸鼠的新鲜移植瘤组织（约

20 mg），依照“2.5”项下方法制成组织切片。向各组切片

滴加通透液，于室温下反应 10 min。将预先配制好的

JC-1染色液分别滴加至各组切片，于 37 ℃避光孵育 30 

min。滴加洗涤液对染色玻片漂洗3次，用磷酸盐缓冲液

冲洗，滴加防淬灭树脂胶封片。采用荧光显微镜观察组

间颜色变化，以绿/红荧光强度比值反映线粒体膜电位的

变化（当绿/红荧光强度比值升高时，表示细胞线粒体膜

电位降低）。

2.7　裸鼠移植瘤组织中ROS含量检测

选取“2.3”项下每组 3 只裸鼠的移植瘤组织（约 50 

mg），放入装有液氮的研钵中研磨，以获取组织的细胞悬

液，并收集到离心管中。将提前配制好的 DCFH-DA 荧

光探针添加至细胞悬液，于 37 ℃避光孵育 30 min。随

后加入磷酸盐缓冲液进行清洗，接着离心并弃去上清

液，重复清洗3次。最后用磷酸盐缓冲液溶解，均匀铺在

24孔板中。在酶标仪荧光模块下，设定激发波长为 488 

nm、发射波长为 525 nm，检测各组样本的荧光强度值。

以模型组荧光强度值为对照，对各组荧光强度数据进行

归一化处理后，得 ROS 的相对荧光强度，以此反映 ROS

含量（相对荧光强度越大，表示 ROS 含量越高）。
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2.8　裸鼠移植瘤组织中 caspase-3、caspase-8、caspase-9

酶活性检测

选取“2.3”项下每组 3只裸鼠的移植瘤组织（约 100 

mg），置于装有液氮的研钵中，并加入蛋白裂解液，研磨

至无明显沉淀。将研磨后的混合物收集至 EP 管，离心

后收集上清液。按照试剂盒说明书操作，检测 caspase-

3、caspase-8、caspase-9对应的 OD 值。将测得的 OD 值通

过标准曲线分析血浆钠（pNA）浓度，以 pNA 浓度反映

caspase 酶的活性（pNA 浓度越高，表示 caspase 酶活性

越强）。

2.9　裸鼠移植瘤组织中 Fas/FasL 途径相关蛋白表达

检测

采用 Western blot 法检测。选取“2.3”项下每组 3只

裸鼠的新鲜移植瘤组织（约100 mg），置于装有液氮的研

钵内，加入 RIPA 蛋白裂解液研磨至无沉淀，于冰浴中反

应 30 min，离心后弃去沉淀，获取含蛋白的上清液。使

用 BCA 试剂盒进行蛋白定量。通过聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离蛋白，并将其电转至 PVDF 膜上，经封闭、一抗

（Fas、FasL、GAPDH 的稀释度分别为 1∶600、1∶800、1∶   

1 000）、二抗（稀释度为 1∶2 000）反应后，进行 ECL 化学

发光成像获取图像信息。利用成像系统自带软件分析

条带灰度值，以目标蛋白与内参蛋白（GAPDH）条带灰

度值的比值表示目标蛋白的相对表达水平。

2.10　裸鼠移植瘤组织中Fas/FasL途径、caspase凋亡途

径相关基因mRNA表达检测

采用荧光定量 PCR 法检测。选取“2.3”项下每组 3

只裸鼠的新鲜移植瘤组织（约100 mg），放入盛有液氮的

研钵中，加入 Trizol 进行研磨，直至无沉淀。采用酚-氯

仿法提取总 RNA，使用微量紫外分光光度计测定各组

RNA 的浓度及纯度。依照反转录试剂盒说明书，对提取

的总 RNA 反转录合成 cDNA。以 cDNA 作为模板，按照

荧光定量试剂盒说明书设置仪器的反应参数（95 ℃预变

性 30 s；95 ℃变性 5 s，65 ℃退火 31 s，共 40个循环），进

行 PCR 荧光扩增反应。以 β-actin 为内参，采用 2－ΔΔCt 法

计算各目标基因 mRNA 的相对表达水平。PCR 引物由

生工生物工程（上海）股份有限公司设计并合成，PCR 引

物序列及产物长度见表1。

2.11　统计学分析

采用 SPSS 19.0软件进行数据分析。计量资料满足

正态分布，以 x±s 表示，多组间比较采用方差分析，进一

步两两比较采用 Dunnet-t 检验。检验水准α＝0.05。

3　结果

3.1　MLCD对裸鼠移植瘤生长抑制的影响

与模型组比较，给药第 14天，MLCD 高剂量组裸鼠

移植瘤体积显著缩小（P＜0.05）；给药第 21 天，MLCD

中、高剂量组裸鼠移植瘤体积均显著缩小（P＜0.05 或

P＜0.01）；给药第 28天，MLCD 低、中、高剂量组裸鼠移

植 瘤 体 积 均 显 著 缩 小（P＜0.05 或 P＜0.01）。 结 果

见表2。

3.2　MLCD对裸鼠移植瘤组织中LDH含量的影响

模型组和 MLCD 低、中、高剂量组裸鼠移植瘤组织

中的 LDH 含量分别为（72.91±11.23）、（104.56±12.51）、

（133.45±13.30）、（176.76±14.40）（n＝3）。与模型组比

较，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤组织中的 LDH 含量均

显著升高（P＜0.05 或 P＜0.01），且呈一定的剂量依赖

趋势。

3.3　MLCD对裸鼠移植瘤组织病理形态的影响

模型组裸鼠移植瘤组织内细胞分布密集，经 AO 染

色后的绿色荧光强度均匀一致，仅可见少量经 EB 染色

的红色荧光；而在 MLCD 各剂量组中，随着 MLCD 给药

剂量的增加，裸鼠移植瘤组织内细胞的紧密程度逐渐下

降，出现松散、碎片逐渐增多等典型的细胞凋亡形态学

特征，经 EB 染色后的红色荧光强度则逐渐增强。结果

见图1。

3.4　MLCD对裸鼠移植瘤组织中线粒体膜电位的影响

模型组和 MLCD 低、中、高剂量组裸鼠移植瘤组织

中绿/红荧光强度比值分别为 7.91±0.71、12.97±1.67、

18.87±3.19、32.80±4.29（n＝3）。与模型组比较，随着

表1　PCR引物序列及产物长度

基因

β-actin

caspase-3

caspase-9

caspase-8

Fas

FasL

引物序列

上游：5′-GTTGTCGACGACGAGCG-3′
下游：5′-GCACAGAGCCTCGCCTT-3′

上游：5′-TCGCTTCCATGTATGATCTTTG-3′
下游：5′-CTGCCTCTTCCCCCATTCT-3′

上游：5′-CATGCTCAGGATGTAAGCCA-3′
下游：5′-AGGTTCTCAGACCGGAAACA-3′

上游：5′-AGGCCAGATCTTCACTGTCC-3′
下游：5′-GGTCACTTGAACCTTGGGAA-3′

上游：5′-GCATCTGGACCCTCCTACCT-3′
下游：5′-TCCTCAATTCCAATCCCTTG-3′

上游：5′-GCACAC AGCATCATCTTTGG-3′
下游：5′-GGACCTTGAGTTGGACTTGC-3′

产物长度/bp

  93

110

  93

114

108

109

表2　各组裸鼠移植瘤体积比较（x±s，n＝10）

组别
模型组
MLCD 低剂量组
MLCD 中剂量组
MLCD 高剂量组

给药第 1 天
108.84±14.72

112.81±12.41

104.94±14.41

110.25±10.11

给药第 7 天
284.11±25.43

280.23±24.12

276.06±18.82

270.11±20.70

给药第 14 天
539.44±46.51

517.47±47.33

501.54±54.51

479.87±46.91a

给药第 21 天
640.49±58.53

601.58±61.40

578.17±57.52a

538.14±53.83b

给药第 28 天
739.98±60.41

680.34±56.62a

645.90±57.54a

600.50±58.43b

a：与模型组比较，P＜0.05； b：与模型组比较，P＜0.01。
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给药剂量的增加，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤组织中细

胞的红色荧光逐渐减弱、绿色荧光逐渐增强，说明线粒

体膜电位染料以聚合物的形式逐渐向单体形式转变，即

细胞线粒体膜电位显著降低（P＜0.05或 P＜0.01），呈去

极化的状态。结果见图2。

3.5　MLCD对裸鼠移植瘤组织中ROS含量的影响

模型组和 MLCD 低、中、高剂量组裸鼠移植瘤组织

中 ROS 的相对荧光强度分别为 1.00±0.35、3.51±0.85、

5.08±0.98、6.59±1.03（n＝3）。与模型组比较，MLCD

各剂量组裸鼠移植瘤组织中 ROS 含量显著增加（P＜

0.05或 P＜0.01），且呈一定的剂量依赖趋势。

3.6　MLCD对裸鼠移植瘤组织中caspase酶活性的影响

与模型组比较，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤组织中

caspase-3、caspase-8、caspase-9 酶的活性显著增强（P＜

0.05或 P＜0.01），且呈一定的剂量依赖趋势。caspase 酶

的 pNA 浓度结果见表3。

3.7　MLCD 对裸鼠移植瘤组织中 Fas/FasL 途径相关蛋

白表达的影响

与模型组比较，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤组织中

Fas（MLCD 低剂量组除外）、FasL 蛋白表达水平均显著

升高（P＜0.05或 P＜0.01），且呈一定的剂量依赖趋势。

结果见图3、表4。

模型组 MLCD 低剂量组 MLCD 中剂量组 MLCD 高剂量组

E
B

M
er

ge
A

O

注：绿色荧光表示AO染色状态，红色荧光表示EB染色状态。

图1　各组裸鼠移植瘤组织病理形态观察显微图（AO-EB染色）

模型组 MLCD 低剂量组 MLCD 中剂量组 MLCD 高剂量组

JC
-1

聚
合

物
JC

-1
单

体

注：红色荧光表示线粒体膜电位较高时的聚合物状态，绿色荧光表示线粒体膜电位较低时的单体状态。

图2　各组裸鼠移植瘤组织中线粒体膜电位变化荧光图
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Fas

FasL

GAPDH

40 kDa

40 kDa

37 kDa

模型组 MLCD 中
剂量组

MLCD 低
剂量组

MLCD 高
剂量组

图3　各组裸鼠移植瘤组织中Fas、FasL蛋白表达电泳图

3.8　MLCD 对裸鼠移植瘤组织中 Fas/FasL 途径、cas‐

pase凋亡途径相关基因mRNA表达的影响

与模型组比较，MLCD 各剂量组裸鼠移植瘤组织中

caspase-3、caspase-8、caspase-9、Fas、FasL 的 mRNA 表达

水平均显著升高（P＜0.05或 P＜0.01），且呈一定的剂量

依赖趋势。结果见表5。

4　讨论

本课题组前期基于胃癌的病理机制对理冲汤进行

优化，获得了本实验药物 MLCD。该方全方协同发挥固

本培元、清热解毒、消痰化瘀散结之功效，以实现扶正抗

癌的目标。此外，本研究中的 MLCD 为醇、水共提物。

本课题组前期研究表明，方中黄芪、莪术、三棱、半枝莲

等药材的乙醇提取物以及多数药材的水提物，均富含较

多的抗肿瘤活性成分[12]，并鉴定出16种具有抗肿瘤活性

的成分[7]，这些成分构成了 MLCD 诱导胃癌 AGS 细胞凋

亡的物质基础。

本课题组前期研究证实，该方在体内和体外均能通

过激活线粒体途径，抑制胃癌 AGS 细胞的增殖并诱导其

凋亡[6―7]。本研究基于前期研究成果，对 MLCD 通过调

控 Fas/FasL 途径和 caspase 凋亡途径诱导胃癌 AGS 细胞

凋亡的机制展开探讨，结果表明，与模型组相比，MLCD

能够抑制裸鼠移植瘤的生长，并增加移植瘤组织中的

LDH 含量。有文献报道，细胞 LDH 含量的变化可间接

反映细胞的凋亡程度[12]，药物对肿瘤细胞的抑制作用可

通过诱导细胞凋亡来实现[13]。无论是传统的细胞毒性

药物还是靶向药物，均可通过诱导细胞凋亡发挥抗肿瘤

效应[8]。本研究进一步观察移植瘤组织的病理形态变

化，结果显示，经 MLCD 干预的裸鼠移植瘤组织中的细

胞呈现出松散、碎片逐渐增多等典型的细胞凋亡形态学

特征；同时，对移植瘤组织中的 ROS 及线粒体膜电位进

行检测发现，MLCD 能增加 ROS 含量，降低线粒体膜电

位。结合相关文献报道，细胞内 ROS 含量增加会加重线

粒体的损伤程度，这与细胞凋亡的发生密切相关[14]；线

粒体膜电位的降低被视为细胞凋亡发生的早期阶段[15]。

以上结果初步证实 MLCD 能够诱导胃癌裸鼠移植瘤细

胞凋亡。

细胞凋亡过程中存在两条传统的凋亡途径，即内源

性线粒体途径和外源性死亡受体途径[16]。这两条途径

相互联系和相互作用，共同调节细胞的存活与凋亡平

衡：一方面，线粒体凋亡途径会释放凋亡信号分子，这些

分子与死亡受体结合，进而激活 caspase 凋亡酶系，加速

细胞凋亡进程；另一方面，死亡受体途径可通过与配体

结合，引发线粒体损伤并释放凋亡信号分子，以此促进

线粒体凋亡途径的激活[17]。在 Fas/FasL 途径中，Fas 和

FasL 均表达于细胞表面，当 Fas 与 FasL 交联后，形成的

复合物可募集 Fas 相关死亡结构域蛋白，并进一步激活

caspase-8，启动凋亡信号。这一过程会继续激活 cas‐

pase-3、B 细胞淋巴瘤2（B-cell lymphoma-2，Bcl-2）、Bcl-2

相关Ⅹ蛋白等内源性线粒体凋亡途径相关因子，最终致

使细胞降解，诱导癌细胞凋亡[18―19]。本研究通过 West‐

ern blot 和荧光定量 PCR 实验证实，MLCD 能够上调裸

鼠移植瘤组织中 Fas、FasL 蛋白或基因 mRNA 的表达，这

表明 Fas/FasL 途径可能参与了 MLCD 抗胃癌作用的

调控。

另外，在 caspase 凋亡途径中，caspase-3是诱发细胞

凋亡的关键因素，也是细胞凋亡的主要执行者[20]。cas‐

pase-3、caspase-8、caspase-9均为凋亡 caspase 家族成员，

其中 caspase-8是死亡受体途径的关键酶，caspase-9是线

粒体途径的关键酶，而 caspase-3是两条凋亡途径的共同

表3　各组裸鼠移植瘤组织中 caspase 酶的 pNA 浓度比

较（x±s，n＝3，μmol/L）

组别
模型组
MLCD 低剂量组
MLCD 中剂量组
MLCD 高剂量组

caspase-3 pNA 浓度
5.463±0.651

9.856±1.710a

15.455±2.305a

23.177±2.828b

caspase-8 pNA 浓度
4.292±0.881

7.801±1.484a

12.456±2.092a

17.076±2.248b

caspase-9 pNA 浓度
4.707±0.733

8.863±1.830a

13.518±2.127a

19.493±1.516b

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.01。

表4　各组裸鼠移植瘤组织中 Fas、FasL 蛋白表达水平

比较（x±s，n＝3）

组别
模型组
MLCD 低剂量组
MLCD 中剂量组
MLCD 高剂量组

Fas/GAPDH

0.361±0.025

0.391±0.022

0.715±0.047b

0.928±0.037b

FasL/GAPDH

0.265±0.023

0.357±0.030a

0.736±0.036b

0.915±0.039b

a：与模型组比较；P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.01。

表5　各组裸鼠移植瘤组织中 Fas/FasL 途径、caspase 凋

亡途径相关基因mRNA表达水平比较（x±s，n＝3）

组别
模型组
MLCD 低剂量组
MLCD 中剂量组
MLCD 高剂量组

caspase-3 mRNA

1.000±0.022

2.199±0.236a

3.154±0.264b

3.934±0.331b

caspase-8 mRNA

1.000±0.018

1.899±0.279a

2.728±0.356a

3.332±0.311b

caspase-9 mRNA

1.000±0.020

1.998±0.244a

2.830±0.322a

3.648±0.330b

Fas mRNA

1.000±0.014

1.673±0.214a

2.382±0.221b

3.009±0.233b

FasL mRNA

1.000±0.015

1.611±0.228a

2.280±0.229a

2.864±0.215b

a：与模型组比较，P＜0.05；b：与模型组比较，P＜0.01。
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交汇点。caspase-8、caspase-9 参与细胞凋亡的起始过

程，caspase-3参与细胞凋亡的执行过程[21]。本研究检测

了裸鼠移植瘤组织中 caspase-3、caspase-8、caspase-9 基

因 mRNA 表达情况及酶活性，结果证实 MLCD 可上调上

述基因表达并增加酶活性，这表明 caspase 凋亡途径也参

与了 MLCD 抗胃癌作用的调控。

综上所述，MLCD 能诱导裸鼠移植瘤细胞凋亡，其

作用机制可能与激活 Fas/FasL 途径及 caspase 凋亡途径

有关。本研究为 MLCD 的进一步临床应用提供了理论

依据，但中药抗肿瘤作用具有多途径、多靶点的特点，其

具体的作用机制仍有待进一步实验研究。
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