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解毒三根汤对结肠癌 CT -26 细胞的影响研究
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　　摘要：目的 探讨解毒三根汤对结肠癌 CT -26 细胞的影响研究。方法 选取健康清洁级 BALB/c 小鼠 90 只，随机分
为对照组、模型组和解毒三根汤组，除对照组外其余组小鼠建立结肠癌小鼠模型，模型组给予生理盐水灌胃，解毒三根汤

组给予解毒三根汤灌胃，1 周后通过眼球获取各组小鼠血清；将各组小鼠血清与 CT -26 细胞共培养，采用四甲基偶氮唑
盐比色法（methyl thiazolyl tetrazolium assay，MTT）检测细胞增殖，Transwell法检测细胞迁移能力，细胞侵袭试验检测细胞
侵袭能力，Western blot检测 BCL2 -Associated X的蛋白质（BCL2 -Associated X，Bax）、B 淋巴细胞瘤 -2 基因（B -cell
lymphoma -2，Bcl -2）蛋白表达。结果 解毒三根汤血清组细胞培养 24、48 和 72 h 时吸光值分别为 0.1 98 ±0.068、
0.321 ±0.1 03 和 0.462 ±0.1 06，明显低于对照血清组和模型血清组（P<0.05）；解毒三根汤血清组迁移细胞数、侵袭细
胞数分别为（1 22.03 ±1 0.48）个/HP和（32.1 0 ±5.1 5）个/HP，明显低于对照血清组和模型血清组（P<0.05）；解毒三根
汤血清组 Bax蛋白相对表达量为 0.978 ±0.1 06，明显高于对照血清组和模型血清组（P<0.05），而 Bcl -2 蛋白相对表达
量为 0.354 ±0.092，明显低于对照血清组和模型血清组（P<0.05）。结论 解毒三根汤能够抑制结肠癌患者 CT -26 细
胞增殖、迁移和侵袭能力，研究其机制发现可能与调控 Bax、Bcl -2 表达有关。
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Effect of Jiedu Sangen Decoction（解毒三根汤）on CT-26 Cells in Colon Cancer

ZHAO Yun1，GAN Ting1，DING Ruijing2，WEI Shuxia2，LIU Junxia1，ZHAO Guigui1，ZHANG Wugang1

（1 .School of Medicine，Zhengzhou Institute of Industrial Application Technology，Xinzheng 451 1 00，Henan，China；
2.Yuanyang County Hospital of Traditional Chinese Medicine，Xinxiang 453500，Henan，China）

Abstract：Objective To study the effect of Jiedu Sangen Decoction（解毒三根汤）on CT -26 cells in colon cancer.Methods
Ninety healthy and clean BALB/c mice were randomly divided into control group，model group and Jiedu Sangen Decoction
group.The colon cancer mouse models in all groups except for the control group were established.The model group received nor-
mal saline by gavage，and the Jiedu Sangen Decoction group received Jiedu Sangen Decoction by gavage.After 1 week，the serum
was obtained from each group through eyeball.The serum of mice in each group was co -cultured with CT -26 cells，the cell
proliferation was detected by MTT method，the cell migration was detected by Transwell method，the cell invasion was detected by
invasion test，and the protein expressions of Bax and bcl -2 were detected by Western blot.Results After 24 h，48 h and 72 h of
cell cultured，the light absorption values of the Jiedu Sangen Decoction group were 0.1 98 ±0.068，0.321 ±0.1 03 and 0.462 ±
0.1 06，which were significantly lower than those of the control group and the model group（P<0.05）.The numbers of migrating
cells and invading cells in the Jiedu Sangen Decoction group were （1 22.03 ±1 0.48）/HP and （32.1 0 ±5.1 5）/HP，which were
significantly lower than those in the control group and the model group（P<0.05）.The relative expression level of Bax protein in
Jiedu Sangen Decoction group was 0.978 ±0.1 06，significantly higher than that in the control serum group and model serum
group（P<0.05），while the relative expression level of Bcl -2 protein was 0.354 ±0.092，significantly lower than that in the
control group and model group（P<0.05）.Conclusion Jiedu Sangen Decoction can inhibit the proliferation，migration and inva-
sion of colon cancer CT -26 cells，and its mechanism may be related to the regulation of the expressionsof Bax and Bcl -2.
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　　流行病学研究［1］提示我国结肠癌的发病率和病死率逐年

升高，分别位于我国恶性肿瘤的第 3 位和第 5 位。随着临床诊
断技术的发展，得到确诊的结直肠癌患者可较及时地进行治

疗，但对于出现异时性和同时性转移的患者，现阶段的根治方

法有限，及时早期切除原发肿瘤，后期复发和转移的几率也较

大，进而造成患者死亡。研究［2］提示肿瘤的转移和局部复发

是造成患者高病死率的主要原因，尽管肿瘤早期即出现转移，

但多无法察觉转移，当出现症状时多已蔓延至全身各个器官，

因而如何有效控制结肠癌的转移对提高患者的生活质量和生

存率具有重要意义。

水杨梅根、虎杖根、藤梨根是组成解毒三根汤的主要中药，

最早由浙江省中医院肿瘤科研制成功，其参考“清热解毒法”
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治疗消化道恶性肿瘤，相关文献［3 -4］已证实解毒三根汤能够通

过作用肿瘤微环境而抑制结肠癌的转移和侵袭转移，但相关机

制尚存在分歧，多认为肿瘤微环境与炎性微环境关系密切。本

研究探讨解毒三根汤对结肠癌 CT -26 细胞的影响研究，旨在
探讨解毒三根汤治疗结肠癌的相关机制，现报道如下。

1 　材料与方法
1 .1 　细胞及动物

鼠源性结肠癌细胞株 CT -26，购自上海生科院细胞库；健
康清洁级 BALB/c 小鼠 90 只，6 ~8 周龄，雌雄各半，体质量
1 7 ~23 g，购自浙江中医药大学实验动物中心。
1 .2　实验方法
1 .2.1　动物分组、造模及给药　随机分为对照组、模型组和解
毒三根汤组，除对照组外其余组小鼠建立结肠癌小鼠模型，模

型组给予生理盐水灌胃，解毒三根汤组给予解毒三根汤灌胃。

造模方法：取小鼠结肠癌细胞（CT -26 结肠癌细胞）复苏后进
行传代培养，取对数期细胞，生理盐水调整浓度为 3 ~4 ×1 06 /
mL，每只 0.2 mL接种于小鼠右腋皮下，若 7 d后小鼠接种部位
出现不光滑肿块，证实造模成功［5］。

1 .2.2　动物血清提取及 CT -26 细胞培养　灌胃 1 周后取最
后 1 次灌胃 2 h后的眼球获取各组小鼠血清，3000 r/min 离心
1 0 min后取上清液，水浴恒温 30 min灭活，-20 ℃保存备用；

将各组小鼠血清与 CT -26 细胞共培养，1 0%胎牛血清培
养液培养 CT -26 细胞，37 ℃，CO25%培养箱培养，当细胞铺满
瓶底 80% ~90%时进行传代。
1 .2.3　四甲基偶氮唑盐比色法（methyl thiazolyl tetrazolium as-
say，MTT）法检测　各组细胞接种于 96 孔板上，每孔 3 ×1 04 个
细胞，常规培养 48 h后，每孔加入MTT溶液 20 μL，再 4 h反应
后将 200 μL二甲基亚砜（DSMO）加入进去，当充分反应后采
用酶标仪检测吸光度。

1 .2.4　Transwll试验　24 孔培养板放入细胞侵袭小室 Tran-
swell，小室上层加入无血清 RPMI1 640 细胞悬液，每小室 2 ×
1 04 /300 μL，小室下层加入 FBS1 0%的培养液 600 μL，37 ℃，
CO25%培养箱培养 24 h，24 h后小室 Transwell取出，棉签擦去
小室上室面细胞，PBS 轻洗 1 遍，浸入结晶紫液（1 %）1 5 min染
色，晾干后拍照计数，随机取 8 个清晰视野确定迁移细胞
数量［6］。

1 .2.5　侵袭试验　细胞融合度至 90%后使用枪头（1 0 μL）进
行划痕，无菌 PBS 液漂洗划落细胞后添加培养液，培养箱培
养，细胞划痕后进行拍照，计算细胞迁移能力。

1 .2.6　Western blot检测　Western blot检测 BCL2 -Associated
X的蛋白质（BCL2 -Associated X，Bax）、B淋巴细胞瘤-2 基因
（B -cell lymphoma -2，Bcl -2）蛋白表达：各组小裂解液裂解
提取总蛋白，取上清进行电泳分离及转膜；加入 1 ∶1 00 稀释的
Bax和 Bcl -2 特异性一抗，4 ℃孵育过夜，再加入 1 ∶1 000 稀释
的辣根过氧化物酶标记的二抗羊抗兔 IgG，2 h 室温孵育后化
学发光剂显色，β-actin为内参，软件分析结果［7］。

1 .3　统计学方法
采用 SPSS 22.0 将本次研究涉及的各类数据输入并分析，

其中计量资料采用 ■x±s 表示，行方差分析，以P<0.05 为差异
有统计学意义。

2　结果
2.1　各组细胞增殖情况比较

解毒三根汤血清组细胞培养 24、48 和 72 h 时吸光值明显

低于对照血清组和模型血清组（P<0.05）。见表 1。
表 1 　各组细胞不同培养时间吸光值比较（■x±s）

组别 0 h 24 h 48 h 72 h

对照血清组　　　 0.1 05 ±0.034 0.354 ±0.087　 0.622 ±0.1 1 0　 0.840 ±0.1 07　
模型血清组　　　 0.1 02 ±0.031 0.344 ±0.091 0.61 0 ±0.1 06 0.824 ±0.1 1 2
解毒三根汤血清组 0.1 04 ±0.033 0.1 98 ±0.068ab 0.321 ±0.1 03ab 0.462 ±0.1 06ab

F值 0.622 6.842 9.31 5 1 0.1 54
P值 0.421 0.009 0.000 0.000

　　注：a与对照血清组比较，P<0.05；b与模型血清组比较，P<0.05。

2.2　各组细胞迁移情况比较
解毒三根汤血清组迁移细胞数明显低于对照血清组和模

型血清组（P<0.05）。见表 2。
表 2　各组迁移细胞数比较

组别 迁移细胞数（个/HP） F值 P值

对照血清组　　　 201 .1 2 ±1 2.64 51 .1 64 0.000
模型血清组　　　 1 98.81 ±1 3.51
解毒三根汤血清组 1 22.03 ±1 0.48ab

　　注：a与对照血清组比较，P<0.05；b与模型血清组比较，P<0.05。

2.3　各组细胞侵袭情况比较
解毒三根汤血清组侵袭细胞数明显低于对照血清组和模

型血清组（P<0.05）。见表 3。
表 3　各组侵袭细胞数比较

组别 侵袭细胞数（个/HP） F值 P值

对照血清组　　　 87.1 4 ±6.80 34.544 0
模型血清组　　　 85.24 ±7.90
解毒三根汤血清组 32.1 0 ±5.1 5 ab

　　注：a与对照血清组比较，P<0.05；b与模型血清组比较，P<0.05。

2.4　各组细胞 Bcl -2、Bax表达比较
解毒三根汤血清组 Bax蛋白相对表达量为 0.978 ±0.1 06，

明显高于对照血清组和模型血清组（P<0.05），而 Bcl -2 蛋白
相对表达量为 0.354 ±0.092，明显低于对照血清组和模型血
清组（P<0.05）。见表 4。

表 4　各组侵袭细胞数比较

组别 Bax蛋白相对表达量 Bcl -2 蛋白相对表达量

对照血清组　　　 0.722 ±0.1 03 0.977 ±0.1 00
模型血清组　　　 0.71 5 ±0.1 1 0 0.970 ±0.097
解毒三根汤血清组 0.978 ±0.1 06ab 0.354 ±0.092ab

F值 9.564 1 2.21 5
P值 0 0

　　注：a与对照血清组比较，P<0.05；b与模型血清组比较，P<0.05。

3　讨论
结肠癌是最常见的消化系统恶性肿瘤之一，也是消化道恶

性肿瘤中造成死亡的最主要因素。结肠癌极易出现转移，其中

肝脏是结肠癌最常见的转移器官，但仅有不足 20%的肝转移
患者能够通过手术切除，而且手术后的 5 年生存率仅为20% ~
40%，其中晚期结肠癌的 5 年生存率更低，仅为 1 0%左右，肿
瘤细胞的转移已成为造成结肠癌高病死率的最主要原因［8 -9］。

肿瘤细胞存在的周围微环境被称为肿瘤微环境，其由肿瘤

细胞、基质细胞及细胞外基质等组成。微环境的存在为肿瘤生

长、侵袭及转移等提供了必要的物质基础，有利于肿瘤的发生、

发展。因此，如何调控肿瘤微环境已成为抑制肿瘤细胞恶性增

殖、转移及侵袭的研究重点［1 0 -1 2］。解毒三根汤由浙江省中医
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院肿瘤科研究而成，水杨梅根、虎杖根、藤梨根是主要组成部

分，被证实具有调节肿瘤炎症微环境及相关因子分泌的药效作

用，但相关机制尚不明晰［1 3 -1 5］。

本研究各组细胞增殖情况比较发现解毒三根汤血清组细

胞培养 24 、48 和 72 h时吸光值明显低于对照血清组和模型血
清组。上述结果说明与解毒三根汤具有抑制结肠癌 CT -26
细胞增殖的能力。虎杖根含有大量白藜芦醇，属于 Sirt1 的激
动剂，文献［1 6］提示其与姜黄素联合使用可以抑制结直肠癌的

细胞增殖并刺激细胞凋亡，其中降低 NF -κB 活性是其主要作
用机制；解毒三根汤来达到控制肿瘤的异常增殖，主要可能为

白藜芦醇的作用［1 7 -1 8］。

各组细胞迁移和侵袭情况比较发现解毒三根汤血清组迁

移细胞数和侵袭细胞数明显低于对照血清组和模型血清。上

述结果说明与解毒三根汤能够显著抑制结肠癌 CT -26 细胞
的迁移和侵袭有关。前期的研究发现对细胞的抑制作用可能

与凋亡相关蛋白有关，能够上调 Caspase -3 的表达及抑制
mTOR、ROCK2 的表达，进而抑制结肠癌 CT -26 细胞的迁移和
侵袭［1 9 -20］。

细胞凋亡受多基因的程序化调控，可以通过分子调控机制

诱导肿瘤细胞凋亡。相关研究［21 -22］提示 Bax、Bcl -2 蛋白是
多种肿瘤恶性增殖、转移及凋亡的重要蛋白，Bax 可存在于整
个分子中，不仅可拮抗 Bcl -2 的抑制凋亡作用，甚至可直接促
进细胞凋亡；Bcl -2 基因属于细胞凋亡抑制基因，在多种实体
肿瘤中均具有异常表达，被认为与肿瘤的预后及发生、发展关

系密切［23 -24］。本研究各组细胞 Bcl -2、Bax 表达比较发现解
毒三根汤血清组 Bax 蛋白相对表达量明显高于其他两组，而
Bcl -2 蛋白相对表达量明显低于对照血清组和模型血清组。
上述结果说明解毒三根汤可能是通过调控 Bax、Bcl -2 表达而
发挥抑制结肠癌 CT -26 细胞增殖、迁移和侵袭能力。现代药
理学研究［25］发现藤梨根能够上调抑癌基因 TP53 和抑制细胞
周期调控因子 Cyclin 的表达，促进细胞的凋亡，还可下调 FG-
FR及 uPA的基因表达，抑制肿瘤新生血管的出现。虎杖根具
有散瘀止痛、祛风利湿、化痰止咳的作用，文献［1 5］提示虎杖根

对 HepG2 细胞的抑制作用较强，其活性成分白藜芦醇对肝癌
细胞、乳腺癌细胞等多种癌细胞株均具有较强的抑制作用。水

杨梅根具有消肿止痛、清热解毒的功效，其提取物水杨梅醇发

现对宫颈癌和白血病细胞具有抑制作用，可以作用于肿瘤细胞

的正丁醇或乙酸乙酯部分发挥作用，进而调控相关凋亡蛋白的

表达［1 3］。

总之，本次研究采用解毒三根汤能够抑制结肠癌患者

CT -26 细胞增殖、迁移和侵袭能力，研究其机制发现可能与调
控 Bax、Bcl -2 表达有关。
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