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草苁蓉环烯醚萜苷对二乙基亚硝胺
诱发肝癌大鼠细胞凋亡的影响鄢

崔香丹 1，郑峰 1，朱洁波 1，全吉淑 2，尹学哲 1

（1.延边大学附属医院，吉林 延吉 133000；2.延边大学基础医学院，吉林 延吉 133000）

摘要：目的 观察二乙基亚硝胺（DEN）诱发大鼠肝癌的病理变化，探讨草苁蓉环烯醚萜苷（IGBR）对细胞凋

亡的作用及对 p53、Bcl-2蛋白表达的影响。方法 132只Wistar雄性大鼠随机分为对照组、模型对照组、阳性对

照组及 IGBR组。除对照组，各组大鼠给予 DEN 0.2 g/kg腹腔注射 1次，而后 0.05%的 DEN水溶液用于自由

饮水；阳性对照组腹腔注射 5-氟尿嘧啶（5-FU）0.025 g/kg每周 3次；IGBR组每日 IGBR 0.5 g/kg灌胃 1次。

实验第 12、20及 28周末，分批处死动物，观察肝脏病理变化及细胞凋亡，免疫组织化学法和Western blot检测

p53、Bcl-2的表达。结果 与对照组比较，模型对照组肝细胞核大且深染，肝细胞变性、异型增生，有些增生灶

可见癌变细胞。凋亡的肝细胞皱缩、核固缩及核仁消失。IGBR组与阳性对照组凋亡指数高于模型对照组，差异

有统计学意义（ <0.05），但两组比较差异无统计学意义（ >0.05）。免疫组织化学结果，p53和 Bcl-2阳性细胞

主要分布于不典型增生灶和癌灶的胞浆中。与模型对照组比较，IGBR组和阳性对照组 p53表达强度增强，而

Bcl-2表达强度减弱，差异有统计学意义（ <0.05），IGBR组和阳性对照组比较，差异无统计学意义（ >0.05）。

结论 大鼠肝癌发生与细胞凋亡相关，IGBR通过调控 p53、Bcl-2来抑制 DEN诱发大鼠肝癌。
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Effect of Iridoid Glucosides from Boschniakia Rossica on rat
models of diethylnitrosamine-induced hepatocarcinomat鄢

Xiang-dan Cui1, Feng Zheng1, Jie-bo Zhu1, Ji-shu Quan2, Xue-zhe Yin1

(1. Yanbian University Hospital, Yanji, Jilin 133000, China; 2. Yanbian University Medical
School, Yanji, Jilin 133000, China)

Abstract: Objective To investigate the effect of Iridoid Glucosides from Boschniakia Rossica (IGBR) on
apoptosis and the expression of p53 and Bcl -2 proteins. Methods A total of 132 Wistar male rats were
randomly divided into control group, model group, positive control group and IGBR group. DEN was
administered once by intraperitoneal injection (0.2 g/kg), then through drinking water (0.05%) for the rest of
experimental duration in each group except for the control group. Animals from the positive control group was
injected with 5-FU 3 times per week (0.025 g/kg). Rats in the IGBR group were treated intragastrically with
IGBR daily (0.5 g/kg). Animals were sacrificed on 12, 20 or 28 weeks post insults. Pathological alterations and
apoptosis of liver cells were observed and expression of p53 as well as Bcl -2 were determined by
Immunohistochemistry and Western blot. Results Compared with the control group, the enlarged and deeply
stained nuclei, hepatocellular degeneration, dysplasia and cancer cell were observed in the liver tissue of the
model group. Apoptotic hepatocyte showed cytoplasmic and nuclear shrinkage without nucleolus.
Immunohistochemistry results showed that p53 and Bcl -2 positive signals were mainly distributed in the
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表 1 各组大鼠γ-GT、AI值的比较 （ =6，x±s）

组别 γ-GT/（U/L） AI/%

对照组 38±3 1.5±0.6

模型对照组 97±131） 12.3±0.41）

阳性对照组 91±52） 22.3±0.22）

IGBR组 97±52） 22.2±0.12）

注：1）与对照组比较， <0.05；2）与模型对照组比较， <0.05

如今，原发性肝细胞癌（hepatocellular carcino-

ma，HCC）的发生呈迅猛的增加趋势 [1]，世界卫生组

织揭晓的《全球癌症报告》表明，肝癌的新发和死亡

人数中国居世界第一[2]。恶性肿瘤的发生与细胞凋亡

和增殖紧密相关[3]。细胞凋亡是由基因调控引起的细

胞环境和死亡信号变化引起的程序性细胞死亡过

程。肿瘤细胞与实体肿瘤中都存在细胞凋亡，且凋亡

程度的好坏直接与肿瘤的发展程度相关。

草苁蓉为中国传统的民族药，民族药名为不老草，

为我国 2类保护植物，是大兴安岭高山地区、长白山

特有植物，可全草入药。传统医药典籍记载其有补肾

壮阳、润肠通便、滋补强身、延缓衰老之功效[4]。草苁

蓉环烯醚萜苷（iridoid glucosidesfrom bosch niakia

rossica，IGBR）是草苁蓉提取物，具有抗癌、清除自由

基及诱导凋亡等作用[5]。目前对 IGBR抗癌机制方面

的研究受到广泛的关注。通过观察二乙基亚硝胺

（diethylnitrosamine，DEN）引发大鼠肝癌中 IGBR对

细胞凋亡的作用，阐明其抗癌机制。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

Wistar 大鼠和 IGBR（延边大学提供），DEN（购

自 Sigma公司），p53、Bcl-2蛋白多克隆抗体、TUNEL

和免疫组化试剂盒（购自北京中杉金桥），β-actin

（Cell Signaling Technology 公司提供），γ- 谷氨酰

转肽酶（γ-glutamyl-transferase，γ-GT）试剂盒（购

自凯基生物科技有限公司）。

1.2 模型的复制与分组

Wistar雄性大鼠 132只，分为 4组，对照组大鼠

给予生理盐水 0.1 ml/100 g体重腹腔注射 1次；模型

对照组、阳性对照组、IGBR组大鼠第 1天给予 DEN

0.2 g/kg腹腔注射 1次，然后 0.05%的 DEN水溶液用

于自由饮水；阳性对照组大鼠腹腔注射 5-氟尿嘧

啶（5-FU）0.025 g/kg每周 3次；IGBR组大鼠每日灌

胃 IGBR 0.5 g/kg。实验第 12、20 周末各组处死 6

只、28周末各组处死 20只，取心脏血，肝脏甲醛固

定，石蜡包埋。

1.3 检测方法

按γ-GT试剂盒的操作步骤测定血清中γ-GT，

HE 染色观察肝脏病理变化，TUNEL 法检测肝细

胞的凋亡，凋亡指数（ apoptotic index，AI）=

凋亡阳性细胞数
细胞总数

×100%免疫组织化学法和Western

blot法检测p53和 Bcl-2蛋白的表达。

1.4 统计学方法

数据处理采用 SPSS 19.0统计软件，计量资料以

均数±标准差（x±s）表示，多组间比较采用单因素

方差分析和χ2检验，计数资料以率（%）表示， <0.05

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 IGBR对 DEN诱发肝癌大鼠血清γ-GT含量

的影响

大鼠诱癌过程中 28周末，4组间γ-GT比较，差

异有统计学意义（ =1111.237， =0.000）；与对照组比

较，模型对照组γ-GT增高，差异有统计学意义（ <

0.05）；与模型对照组比较，阳性对照组与 IGBR组γ-

GT下降，两组差异无统计学意义（ >0.05）。见表 1。

2.2 肝脏组织 HE染色

肝小叶和肝索排列正常，可见中央静脉，细胞核

清晰。模型对照组肝脏病理改变主要表现为肝脏炎

症反应、肝硬化和肝癌。根据不同的病理变化将模型

对照组病理变化分为 3个阶段：①肝炎阶段（12周）：

可见炎症反应、坏死和淋巴细胞浸润、胶原沉积及凋

亡小体；②肝硬化阶段（20周）：可见结节性肝细胞

再生，不同大小的肝结节，肝小叶正常结构破坏、肝

cytoplasm of atypical hyperplasia and carcinoma. Expression of p53 increased while Bcl-2 decreased in the
IGBR group as well as the positive control group significantly compared with the model group ( < 0.05). No
obvious differences were observed between the IGBR group and the positive control group ( > 0.05).
Conclusions Hepatocarcinoma is closely associated with apoptosis, and IGBR inhibits DEN -induced
hepatocarcinoma through mediating p53 and Bcl-2 pathway.

Keywords: hepatocarcinoma; Iridoid Glucosides from Boschniakia Rossica (IGBR); apoptosis; p53; Bcl-2
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图 3 肝组织 p53、Bcl-2 Western blot观察结果
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组别
p53表达

表达率 /%
- + ++ +++

模型对照组 13 5 2 0 35

阳性对照组 4 7 6 3 80覮

IGBR组 5 6 7 2 75覮

表 2 各组大鼠肝癌阶段肝组织中 p53表达率的比较

（ =20）

注：覮与模型对照组比较， <0.05

表 3 各组大鼠肝癌阶段肝组织中 Bcl-2表达率的比较

（ =20）

组别
Bcl-2表达

表达率 /%
- + ++ +++

模型对照组 2 16 2 0 90

阳性对照组 16 1 2 1 20覮

IGBR组 14 2 3 1 30覮

注：覮与模型对照组比较， <0.05

模型对照组 阳性对照组 IGBR组

图 1 肝组织 p53免疫组织化学观察结果 （×100）

模型对照组 阳性对照组 IGBR组

图 2 肝组织 Bcl-2免疫组织化学观察结果 （×100）

索排列紊乱；③肝癌阶段（28周）：可见肝细胞核深

染，肝细胞变性、增生，部分可见癌细胞增生。IGBR

组及阳性对照组肝小叶破坏及肝索排列紊乱程度、

细胞变性及异性增生度较模型对照组各阶段均减

轻，IGBR组和阳性对照组差异无统计学意义。

2.3 肝细胞凋亡染色

对照组大鼠肝细胞凋亡稀少，着色浅；模型对照

组细胞凋亡率增加，胞质呈棕黄色，凋亡的肝细胞故

缩、核浓缩、核仁消失。4组的 AI比较，差异有统计

学意义（ =42 542.984， =0.000）；IGBR组与阳性对

照组 AI 差异无统计学意义（ >0.05），但高于模型

对照组，且差异有统计学意义（ <0.05）。见表 1。

2.4 p53和 Bcl-2免疫组织化学染色结果

p53和 Bcl-2阳性细胞主要分布于癌灶的胞浆

中（见表 2、3和图 1、2）。3组 p53表达率的比较，差

异有统计学意义（χ2=11.971， =0.046）；3组 Bcl-2

表达率比较，差异有统计学意义（χ2=34.159， =

0.000）。较模型对照组比较，IGBR 和阳性对照组

p53表达增强，而 Bcl-2表达减弱，差异有统计学意

义（ <0.05）。

2.5 p53和 Bcl-2表达水平比较

4组 p53的比较，差异有统计学意义（ =2201.596，

=0.000），但两组间差异无统计学意义（ >0.05）。

4组 Bcl-2的比较，差异有统计学意义（ =2 838.713，
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=0.000）。与对照组比较，模型对照组 p53和 Bcl-2

表达水平升高（ <0.05）；与模型对照组比较，IGBR

组和阳性对照组 p53表达水平升高，而 Bcl-2表达水

平降低（ <0.05），两组间比较差异无统计学意义

（ >0.05），见图 3。

3 讨论

肝癌的发生机制非常复杂，有大量的研究表明，

抗凋亡因子在肿瘤细胞株和实体肿瘤中表达增加。

DEN诱发的大鼠肝癌多为肝细胞肝癌，造模简单易

成功。张志敏等[7]观察到，DEN诱癌过程与人类肝细

胞癌进程相似。本实验造模过程中 28周（肝癌阶段）

时血清γ-GT增高，且 HE染色肝细胞核大、深染、

变性、异型增生，部分可见癌变细胞，说明 DEN诱发

大鼠肝癌模型制作成功。

细胞凋亡是细胞程控性死亡，调控机体发育和

内环境稳定[6-7]。p53与 Bcl-2调节细胞凋亡与增殖，

且在凋亡进程中相互影响[8]。

53是抑癌基因，半数以上的人类癌症有 53的

缺失和突变。突变型 p53促进细胞生长、抑制细胞凋

亡，导致基因异常表达，使细胞癌变[9-11]。各种应激使

p53被不同的信号通路激活，引发下游的基因转录，

导致细胞凋亡[12]。研究表明，53基因失活与肝癌的

形成与预后相关[13]。在慢性肝损伤中，肝细胞发生依

赖 p53的衰老程序，肝硬化的风险大大增加；另外，

缺失 p53表达的上皮细胞更易转化为肝癌[14]。

-2是原癌基因，通过调控凋亡信号而抑制细

胞凋亡，还与细胞异常增殖有关，与肝癌的发生紧密

相关[15]。Bcl-2高表达转录因子，促进其过多释放及

无限制地转录，使量变诱发质变而导致肿瘤发生[16]。

另外， -2与癌基因 [17]和抗癌基因 53 [18]互

相作用，间接控制细胞程序性死亡。

本研究结果显示，DEN 诱发的大鼠肝组织中

p53和 Bcl-2均表达增强，免疫组织化学和 Western

blot检测结果示 IGBR与 5-FU 干预后，p53表达增

强，而 Bcl-2表达下降。IGBR和 5-FU是通过介导

抑癌基因和癌基因的表达而实现诱导大鼠肝癌细胞

凋亡。已有研究证明 5-FU为传统抗癌药，本研究结

果 IGBR与 5-FU作用无差异，进一步证实 IGBR的

抗癌作用。

本研究中，通过 IGBR对大鼠肝癌的影响，进一

步阐明 IGBR抗肝癌机制，对中医在诱导肿瘤细胞凋

亡的机制进行深入研究，并为中医抗肿瘤提供科学

依据。
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2. 文题中不使用英文缩略语。摘要中一般也不使用英文缩略语，如

因为该词出现多次而需要使用时，应于首次出现处先写出中文全

称，然后括号内注明英文缩略语（此处不需写出英文全称）。正文

中首次使用英文缩略语时，也应于首次出现处先写出中文全称，

然后括号内注明英文全称及英文缩略语。此规则对已公知、公用

的缩略语除外。

3. 单位介绍信原件，注明稿件非一稿多投。采用网上投稿方式时，请

将该介绍信照片插入提交的论文Word文稿第一页。

4. 所有栏目投稿的中英文论文题目、作者姓名及作者单位需齐全（每

位作者只标注一个主要单位，其余的可以作者简介方式在首页左下

角注明，标注通信作者的必须留下通信作者本人的电话或电子邮

箱，以便核实）。

5. 栏目对中英文摘要的要求：基础研究·论著、临床研究·论著、新进展

研究·论著需中英文摘要齐全，并按目的、方法、结果、结论四要素书

写，200～500个字。综述需中英文摘要齐全，不需按四要素书写。临

床报道和学术报告只需中文摘要，病例报告无需中英文摘要。

9. 综述第一作者须有副高以上职称证明（参考文献 35条以上）。

10. 凡国家、省部级自然科学基金、博士基金、863计划及国家重点实验室项目的论

文，请注明基金名称及编号并附相关项目批准文件或任务书复印件，可优先发

表。项目主要负责人为通信作者。采用网上投稿方式时，请将相关证明材料的照

片插入提交的论文Word文稿最后一页。

8. 所有栏目参考文献须引用 10条以上，以近 5年文献为主。引用期刊的格式为：

作者.文题.刊名，年，卷（期）：起止页码.；引用书籍的格式为：著者.书名.版次.出

版地：出版社，年份：起止页码.；每条参考文献应列出作者姓名，如超过 3名者，

则在 3名作者后写等。中文格式：解勤之,陈方平,蹇在伏,等.红细胞收缩：血小

板无力症的可能代偿机制[J].中国医学工程, 1998, 8(11): 3-5.。

英文格式：SZEMAN B, NAGY G. Changes in cognitive function in patient

with diabetes mellitus[J]. Orv Hetil, 2012, 153(9): 323-329.

6. 所有栏目需附关键词 3～5个，其中临床报道、学术报告和病例报告只需中文关

键词，其余栏目需中英文关键词齐全。

7. 照片、图片（黑白原始照片必须清晰，大小 5 cm×7 cm），须在文章内标明其位

置，并附标题，显微镜下照片应标明放大倍数，图背面标明作者姓名、文章编号、

图序及照片方向（上、下）。

《中国现代医学杂志》投稿须知

《中国现代医学杂志》创刊于 1991年，期刊号 ISSN1005-8982/CN43-1225/R，旬刊，系中国科技论文统

计源期刊、北京大学图书馆中文核心期刊、中国核心学术期刊（RCCSE）（A-）及湖南省十佳期刊，被中国知

网、万方数据库、超星域出版、美国《化学文摘》（CA）、俄罗斯《文摘杂志》（AJ）等国内外多个检索系统收录，公

开发行。本刊是中华人民共和国教育部主管的国家级综合性医学学术期刊，以服务于广大医药卫生科技人

员，促进国内外医学学术交流和医学事业发展为宗旨。由中南大学、中南大学湘雅医院主办，湖南省湘雅医学

期刊社有限公司出版。

本刊刊登的论文内容涉及基础医学、临床医学、预防医学及医学相关学科的新理论、新技术、新成果以及

医学信息、动态等。文稿须具有科学性、创新性、实用性。文字要求准确、通顺、精练。本刊设基础研究·论著、

临床研究·论著、综述、新进展研究·论著、临床报道、学术报告、病例报告等栏目。学术报告类论文字数控制在

3000字以内；病例报告类论文字数控制在 800字以内。稿件格式为题名、作者姓名、作者单位、邮编、摘要（具

体要求见投稿细则）、关键词、正文、参考文献。

本刊对国家级的科研成果或阶段性成果及部级以上课题项目的进展报道实行速审快发。一般稿件 2个

月内有评审结果，录用后等待发表。请作者自行登录本刊网站（www.zgxdyx.com）查询稿件处理结果，恕不另

行通知。稿件发表后，赠当期杂志 2本。
投 稿 细 则
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