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The effects of sophocarpine on the GABA signaling pathway in mice with neuropathic pain

Jin Shaoju1，2，Ｒen Liping1，Ma Benhui3，Guo Liucheng1，Wang Yanmei1，Wang Wenbao1

( 1Department of Pharmacology，Luohe Medical College，Luohe 462002; 2Tumor Occurrence and Prevention Ｒesearch Innovation
Team of Luohe，Luohe 462002; 3The Foreign Language Teaching Department，Luohe Medical College，Luohe 462002)

Objective: To investigate the analgesic effects and GABA signaling pathway mechanism of sophocarpine in mice with neuropathic pain
induced by chronic constriction of sciatic nerve injury ( CCI) ． Methods: The neuropathic pain mice model were induced by chronic constric-
tion of sciatic nerve injury，using the Von Frey Filaments system，radiant heat test and cold-plate test to detect the effect of sophocarpine on
paw withdrawal mechanical threshold ( PWMT) ，thermal withdrawal latency ( TWL) and cold withdrawal threshold ( CWT) ; using the ＲT-
PCＲ to assess the expressions of gamma aminobutyric acid ( GABA) ，glutamic acid decarboxylase 65 ( GAD65 ) and gamma-aminobutyric
acid transporter-1( GAT1) in the spinal cord of CCI mice． Ｒesults: Compared with the CCI model group，the sophocarpine ( 40，20mg /kg)
could increase the CCI mice＇s PWMT and TWL，decrease the CWT; the sophocarpine ( 40，20mg /kg) could up-regulate the CCI mice＇s spi-
nal cord tissue mＲNA expression levels of GABA and GAD65，and down-regulate the GAT1 mＲNA． Conclusion: Sophocarpine has anti-no-
ciceptive effects on neuropathic pain induced by CCI，and its mechanisms is related to up-regulate the GABA and GAD65，down-regulate the
GAT1．
Key word sophocarpine ( 槐果碱) ; neuropathic pain; anti-nociceptive; GABA; GAD; GAT

连翘苷对动脉粥样硬化模型大鼠的治疗作用及机制研究
*

周楠茜1，李 鹏2，石卫东1＊＊，白素平1

( 1吉林大学中日联谊医院超声科，长春 130033; 2新乡医学院药学院，新乡 453003)

摘 要 目的:探讨连翘苷对动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 模型大鼠的治疗作用及其机制。方法:将 48 只清洁级 SD 大
鼠随机分为 6 组:正常组、模型组、洛伐他汀 6mg /kg组、连翘苷 50mg /kg组、连翘苷 100mg /kg组、连翘苷 150mg /kg组，每组 8 只。实
验采用高脂喂饲 +右侧颈总动脉球囊损伤 +腹腔注射维生素 D3 的方法复制 AS大鼠模型。4 周后正常组用等量生理盐水 ig，ig洛
伐他汀 6mg /kg，ig连翘苷 50、100、150mg /kg，1 次 /d，10 周后超声下观察右侧颈总动脉形态并计算 AS斑块面积;肉眼及光镜下观察
右侧颈总动脉形态;检测右侧颈总动脉血管舒缩功能;检测血管组织中 AS相关炎性因子和氧化性指标;免疫组化和 Western技术检
测钠氢交换蛋白 1 ( Sodium hydrogen exchange protein 1，NHE-1 ) 的蛋白表达水平; PCＲ 技术检测 NHE-1 的基因达水平。结果:
150mg /kg连翘苷可以减小 AS斑块面积;提高动脉舒缩功能;降低血管组织细胞间粘附因子-1 ( IACM-1) 、血管细胞间粘附因子-1
( VACM-1) 、白细胞介素-1( IL-1) 和白细胞介素-6( IL-6) 含量，增加大鼠组织中 NO、SOD含量并减少 MDA含量;降低血管组织 NHE-
1 的蛋白表达水平和基因表达水平。结论: 150mg /kg连翘苷有可能通过降低 NHE-1 的基因和蛋白表达减少机体氧化应激，进一步
降低 AS相关炎性因子，起到治疗 AS的作用。
关键词 连翘苷;动脉粥样硬化;钠氢交换蛋白 1

动脉粥样硬化( atherosclerosis，AS) 是多种心脑血管疾病的
病理生理基础，发病机制复杂，临床上多以他汀类降血脂药物

辅助治疗为主［1］。钠氢交换蛋白 ( Sodium hydrogen exchange
protein) 是一类存在于细胞膜表面的离子转运泵蛋白家族，共有
9 个家族成员［2，3］，其中，NHE-1 通过 Na + -H +交换调节细胞内

pH值，维持细胞内 pH 值在中性或偏碱性［4，5］。研究表明，

NHE-1 参与 AS、高血压、心力衰竭等多种心血管疾病的发
生［6，7］。连翘苷具有降血脂和抗氧化作用［8］，本研究采用高、
中、低剂量的连翘苷，观察其对 AS模型大鼠血管组织 NHE-1 表
达的影响以及对 AS治疗的作用，并探讨其机制。

1 材料与方法
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1． 1 试验药物 连翘苷，中国药品生物制品检定所，HPLC≈
100%，批号: 110821-200609) ; 洛伐他汀，江苏苏中药业集团股
份有限公司，批号: H19990033。
1． 2 动物 清洁级雄性 SD 大鼠，4 ～ 5 月龄，体质量为 200 ～
300mg，( 由河南省试验动物中心提供，许可证号 SYXK-豫-005-
0012) 。动物房温度 18℃ ～22℃，环境洁净度 4000 ～ 6000 级，相
对湿度 45% ～ 55%，换气次数 25 次 /h，气流速度 0． 15 ～ 0． 25
m /s，多级定向控制空气压差 15% ～20%，自动定时器控制 7: 00
～ 19: 00 为光照期、19: 00 ～ 07: 00 为黑暗期，常规 SD 大鼠及二
次净化水饲养。
1． 3 试剂 NHE-1 多克隆一抗，美国 Sigma 公司，批号:
SBP4379; VACM-1 Elisa检测试剂盒，上海酶联生物科技有限公
司，批号: 024344，96T; IACM-1 Elisa检测试剂盒，上海酶联生物
科技有限公司，批号: 027688，96T; IL-1 Elisa 检测试剂盒，上海
酶联生物科技有限公司，批号: 028611，96T; IL-6 Elisa 检测试剂
盒，上海酶联生物科技有限公司，批号: 002828，96T; NO Elisa 检
测试剂盒，上海酶联生物科技有限公司，批号: 002811，96T; SOD
检测试剂盒，南京建成生物工程研究所，批号: 30655，96T; MDA
检测试剂盒，南京建成生物工程研究所，批号: 30688，96T。
1． 4 仪器 Vevo 770 小动物超声成像系统，加拿大 Visual Son-
ics公司;四通道离体血管张力测定系统，丹麦 DMT公司; Syner-
gy H4 全功能酶标仪，美国伯腾仪器有限公司; 实时荧光定量
PCＲ仪，美国 Thermo Fisher科技有限公司。
1． 5 方法 将大鼠随机分为 8 组:① 正常组;② 模型组;③ 洛
伐他汀 6mg /kg组灌胃;④连翘苷 50mg /kg组;⑤连翘苷 100mg /
kg组;⑥连翘苷 150mg /kg组( 150mg /kg，灌胃) 。采用高脂喂饲
+右侧颈总动脉球囊损伤 +腹腔注射维生素 D3 方式混合造
模。VitD3 针 30 万单位 /200mg 腹腔注射，1 次，然后给予高脂
喂饲。大鼠高脂饲料配方:基础饲料( 81． 5% ) 、猪油( 10% ) 、胆
酸钠( 0． 5% ) 、胆固醇( 3% ) 、白糖( 5% ) 。高脂饮食按照 150g /
d进食。4 周后实施颈总动脉内膜损伤手术，将直径为 2 mm 的
球囊插入至右侧颈总动脉中段，扩张球囊，反复牵拉 3 次，导致
右侧颈总动脉内膜损伤。继续以高脂饲料喂养，总时长 10 周。
1． 5． 1 超声形态学观察 大鼠在 2%异氟烷吸入麻醉下仰卧
位固定于 37℃恒温加热板上，颈部脱毛并涂上耦合剂。在 Vis-
ual Sonics的 Vevo 770 高分辨小动物超声成像系统下，选用 MS-
550D探头及 B 超模式，探头方向为 90°，频率 24MHz，脉冲
40KHz。对准气管位置，缓慢移动探头到颈部，直到获得清晰图
像，以气管强回声光影为标志，微移动探头，即可获得颈动脉的

图像。
1． 5． 2 病理形态学观察 动物麻醉取血后，取颈主动脉 1． 5
cm肉眼观察，拍照后置于 10 %的中性甲醛液中固定，经脱水、
透明、浸蜡、包埋并制成石蜡切片，行苏木素伊红 ( hematoxylin
and eosin，HE) 组织学染色，在显微镜下观察。
1． 5． 3 血管舒缩功能检测 动物麻醉取血后，迅速取颈动脉或
主动脉标本，置于氧饱和的 Krebs-ringer 液的培养皿内，分离血
管周围组织，清除血管内血液，切成 4 ～ 5 mm 固定长度的血管
环，观察不同浓度药物对血管张力的影响。
1． 5． 4 Elisa 取颈总动脉，按照 Elisa试剂盒说明进行操作，包
被→加样→加酶标抗体→加底物液显色→终止反应，在 450nm

波长处测定各孔的 OD 值。以吸光度 OD 值为纵坐标，相应的
试剂盒标准品浓度为横坐标，做得相应的曲线，计算出标准曲

线方程。将样品的 OD值由代入到标准曲线方程中，分别计算
出 VACM-1、IACM-1、IL-1、IL-6、NO、SOD、MDA含量。
1． 5． 5 免疫化学 血管组织匀浆，PBS( pH 7． 4 ) 液洗涤 3 次，
每次 1 min→95%乙醇固定 20 min，PBS液洗涤 2 次，每次 1 min
→0． 01mol /L的枸橼酸盐缓冲液( pH6． 0) 进行抗原修复→加过
氧化酶阻断内源性过氧化物酶活性→正常非免疫动物血清室
温封闭 30min→滴加 1: 200 的 NHE-1 多克隆一抗稀释液，4℃过
夜→滴加 1: 1000 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG 二抗稀释
液，室温孵育 40min→滴加酶及显色液→Mayer 苏木精复染，梯
度酒精脱水干燥，二甲苯透明，中性树胶封片→显微镜下观测、
拍照→使用光密度分析软件处理分析。
1． 5． 6 Western blot 血管组织匀浆，加入预冷的细胞裂解液，
收集蛋白样品，用 ABC法检测蛋白浓度→在收集的蛋白样品中
加入 8% SDS-PAGE 蛋白上样缓冲液，100℃或沸水浴加热 3-
5min，以充分变性蛋白→冷却到室温后，每条泳道以 60 μg蛋白
上样到 SDS-PAGE胶加样孔，SDS-PAGE 电泳液→转膜加入 l:
200 的 NHE-1 多克隆抗体稀释液，4C 孵育过夜→TBST 洗膜 3
次，再加入 1: 1000 辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG二抗稀释
液，置室温 2 h显色→使用光密度分析软件处理分析。
1． 5． 7 qPCＲ 血管组织匀浆，加入 1ml Trizol溶液，混匀，室温
放置 5min使其充分裂解→加入 200μl氯仿，剧烈振荡混匀 30s，
使水相和有机相充分接触→4℃下离心 15min，上层水相吸取
ＲNA→加入等体积异丙醇沉淀 ＲNA→4℃下离心 10min，收集
ＲNA→使用 ＲNase-free的 DNase ? 加入等体积的苯酚 /氯仿，离
心 15min，取上清→取 ＲNA样品 1μl，1%琼脂糖凝胶电泳 80V ×
20min，EB染色 10min，用凝胶成像系统观察并拍照→置 85℃保
温 5min，使 ＲNA 变性→1: 20 稀释 cDNA →上机检测。采用相
对定量的方法，以管家基因 GAPDH 为内参对照，GAPDH 基因
上游引物序列: 5＇-AACCTGTGCCACTCTACGAGGGG-3＇;下游引物
序列: 5＇-ATGATGGAGTTG AAGGTAGTTTCGTGGAT-3＇; 扩增产物
长度为 102 bp。引物由宝生物 ( TaKaＲa) 大连有限公司合成。
正反向引物序列 ( 5 ＇-3 ＇) ，e1: GAGCTGAAAACAGCACTTGA，e2:
AACGGTCTGTTGGTTTAGCC，扩增产物长度为 89 bp。数据的收
集和分析: qPCＲ反应完成后，数据的收集和分析主要由相应计
算机分析软件 PikoＲeal Software 2． 1 完成。通过软件按要求调
整基线循环和阈值后，计算出其相应的 Ct值。Ct值和起始拷贝
数有对应关系。本研究数据分析用 ΔΔCt法进行目的基因表达
的相对定量。

2 结果

2． 1 超声形态学观察 超声下观察发现，模型组与正常组相
比，内模连续性紊乱，回声不均匀;球囊损伤处有强回声区，呈现

明显光斑，光板面积为 1． 23 ± 0． 24cm2。连翘苷能够明显减轻
球囊损伤处回声强度，光斑亮度减弱，呈剂量依赖性，连翘苷

150mg /kg组光斑面积为 0． 85 ± 0． 16cm2，与模型组比较有明显

差异，见图 1。
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图 1 超声下观察 AS大鼠颈总动脉形态学变化( Frequence 24MHz，PＲF 40KHz)

2． 1 病理形态学观察 肉眼形态学观察发现，模型组与正常组
相比，内皮损伤明显，能清楚看到黄色的粥样硬化斑块; 连翘苷

能够减轻模型大鼠血管内皮损伤，使内皮连续性增强、弹性增
加，粥样硬化斑块明显缩小甚至消失，且有一定的剂量依赖性

( 图 2) ;光镜下观察，连翘苷使模型大鼠血管内皮相对光滑，内
皮细胞胞核染色相对均匀，细胞间隙相对清晰，内皮下肌层排

列相对规整，并且有剂量依赖性，见图 3。

图 2 体式显微镜下观察 AS大鼠颈总动脉形态学变化( 肉眼，40 × )

图 3 光学显微镜下观察 AS大鼠颈总动脉形态学变化( HE染色，400 × )

2． 3 血管舒缩功能检测 模型组 Ach Emax 为 45． 64 ± 6．
87%，连翘苷明显增加 Ach Emax值，且具有剂量依赖性，连翘苷
150mg /kg组为 68． 57 ± 8． 76%，与模型组比较具有显著性差异

( P ＜ 0． 05) ;模型组 Ach EC50为 2． 49 ± 0． 48μmol /L，连翘苷明显
增加 Ach EC50值，且具有剂量依赖性，连翘苷 150mg /kg组为 1．
92 ± 0． 45μmol /L，与模型组比较具有显著性差异，见表 1，图 4。
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图 4 AS大鼠颈总动脉内皮依赖性舒张反应

表 1 连翘苷对 SD模型大鼠颈总动脉内皮依赖性舒张反应的影响
( 珋x ± s，n = 8)

组别
剂量

( mg /kg)
Ach Emax
( % )

Ach EC50

( μM)
正常对照 94． 45 ± 2． 19* 0． 27 ± 0． 01*
模型对照 45． 64 ± 2． 29 2． 49 ± 0． 16
洛伐他汀 6 83． 58 ± 3． 19* 1． 64 ± 0． 05*
连翘苷 50 59． 66 ± 2． 86* 2． 36 ± 0． 16*
连翘苷 100 64． 11 ± 2． 08* 2． 18 ± 0． 13*
连翘苷 150 68． 57 ± 2． 92* 1． 92 ± 0． 15*

与模型组比较 * P ＜0． 05( 下同)

2． 4 连翘苷对血管组织中炎性因子的影响 连翘苷明显降低
大鼠血管组织中 IACM-1、VACM-1、IL-1、IL-6 含量，且均有剂量
依赖性，与模型组比较有明显差异，见表 2。
2． 5 连翘苷对血管组织中氧化性指标的影响 连翘苷明显增
加大鼠血管组织 NO、SOD含量，减少 MDA含量，与模型组比较
有明显差异，见表 3。
2． 6 免疫组化结果 与正常组相比，模型组 NHE-1 的表达明
显增加;与模型组比较，连翘苷能显著降低 NHE-1 的含量，差异
具有显著性，且具有剂量依赖性，见图 5。

表 2 连翘苷对 SD模型大鼠颈总动脉组织中相关炎性因子的影响
( 珋x ± s，n = 8)

组别
剂量

( mg/kg)
IACM-1
( nmol / g·prot)

VACM-1
( μmol /g·prot)

IL-1
( nmol / g·prot)

IL-6
( nmol / g·prot)

正常对照 144． 95 ± 5． 43* 32． 79 ± 5． 66* 267． 65 ± 8． 79* 56． 68 ± 2． 59*
模型对照 382． 45 ± 8． 81 49． 91 ± 1． 89 459． 36 ± 11． 82 87． 18 ± 2． 88
洛伐他汀 6 226． 12 ± 21． 32* 35． 64 ± 1． 93* 396． 85 ± 12． 19* 63． 43 ± 2． 19*
连翘苷 50 354． 34 ± 7． 11* 47． 57 ± 6． 65* 443． 44 ± 11． 72* 84． 43 ± 2． 25*
连翘苷 100 295． 54 ± 8． 81* 43． 56 ± 2． 22* 424． 09 ± 8． 82* 81． 19 ± 1． 89*
连翘苷 150 286． 45 ± 7． 48* 41． 46 ± 2． 22* 408． 22 ± 11． 22* 77． 53 ± 2． 86*

表 3 连翘苷对 SD模型大鼠颈总动脉组织中氧化性指标的影响 ( 珋x
± s，n = 8)

组别
剂量

( mg /kg)
NO

( μmol /g·prot)
SOD

( kU /g·prot)
MDA

( μmol /g·prot)
正常对照 6． 26 ± 0． 25* 48． 79 ± 1． 64* 4． 36 ± 0． 08*
模型对照 2． 37 ± 0． 22 23． 71 ± 1． 19 7． 36 ± 0． 18
洛伐他汀 6 3． 27 ± 0． 32* 36． 27 ± 1． 56* 5． 45 ± 0． 21*
连翘苷 50 5． 28 ± 0． 28* 25． 44 ± 0． 72* 6． 98 ± 0． 22*
连翘苷 100 5． 03 ± 0． 16* 29． 65 ± 1． 19* 6． 46 ± 0． 13*
连翘苷 150 4． 78 ± 0． 19* 29． 87 ± 1． 42* 6． 22 ± 0． 18*

图 5 光学显微镜下观察 NHE-1 在 AS大鼠颈总动脉内皮上的表达( 免疫组化，400 × )

2． 7 Western blot 结果 用相应的单克隆抗体做免疫印迹，我
们检测了 NHE-1 的蛋白表达。经统计，与正常组相比，模型组

NHE-1 的表达明显增加，与模型组比较，连翘苷能显著降低
NHE-1 的含量，差异显著，见表 4，图 6。
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表 4 连翘苷对 SD模型大鼠颈总动脉 NHE-1 蛋白和基因表达量的
影响 ( 珋x ± s，n = 8)

组别 剂量( mg /kg) NHE-1 /β-actin( U) NHE-1 /GSPDH( U)
正常对照 0． 64 ± 0． 04* 1． 03 ± 0． 05*
模型对照 2． 68 ± 0． 11 5． 11 ± 0． 25
洛伐他汀 6 1． 89 ± 0． 08* 2． 33 ± 0． 15*
连翘苷 50 2． 56 ± 0． 13* 3． 81 ± 0． 24*
连翘苷 100 2． 41 ± 0． 11* 3． 21 ± 0． 16*
连翘苷 150 2． 01 ± 0． 09* 2． 67 ± 0． 16*

图 6 Western法检测 AS大鼠颈总动脉 NHE-1 蛋白表达量
A:正常组; B:模型; C:洛伐他汀 6mg /kg; D: 连翘苷 50mg /kg; E: 连翘苷
100mg /kg; F:连翘苷 150mg /kg

2． 8 qPCＲ结果 连翘苷 150mg /kg 组 NHE-1 /GAPDH 基因荧
光强度为 2． 24 ± 0． 24，模型组的 NHE-1 /GAPDH荧光强度为 4．
12 ± 0． 83。连翘苷 150mg /kg组荧光强度与模型组比较，存在明
显差异;连翘苷对的 NHE-1 基因荧光强度具有剂量依赖性，见
表 4。

3 讨论

AS的发病机制尚未完全阐明。Ｒoss 教授［9］在其损伤反应
学说的基础上，明确提出" AS 是一种炎症性疾病"。炎症反应
贯穿于 AS起始、进展及斑块破裂血栓形成的全过程，尤其是斑
块不稳定发生破裂的中心环节。炎症可以通过多种途径和一
系列病理生理变化促进 AS 的发生和发展，其中关于细胞免疫
参与的炎症反应研究最多。研究证明，T 淋巴细胞广泛存在于
AS斑块处，促进巨噬细胞分泌大量细胞因子，包括 IL-1、IL-6、
VACM-1、IACM-1 等，两者均为炎症和免疫反应的重要递质，并
与疾病活动性有关［10］，最终导致 AS 形成和斑块不稳定。本研
究证实连翘苷对 AS 模型大鼠，能够降低 IL-1、IL-6、VACM-1、
IACM-1 水平，有效地抑制炎症反应，干预 AS 斑块发生、发展，
稳定 AS斑块，降低心血管疾病的发生。"氧化应激"在 AS 发生
发展中扮演重要角色的重要作用［11 ～ 15］。本研究发现，AS 模型
大鼠体内"氧化应激"水平明显升高，NO、SOD 含量减少，MDA
含量增加，连翘苷能够明显降低 MDA 含量，增加 NO、SOD 含
量。
细胞膜离子交换蛋白 NHE-1 是存在于所有真核细胞的一

种跨膜蛋白，通过交换细胞内外 Na +与 H +作用而调节细胞内

pH值［16］。研究表明，在人体内 NHE-1 是维持机体内环境在中
性或偏碱性的主要功能蛋白，AS 患者体内 NHE-1 水平明显高
于正常人群［17］。人类 NHE-1 基因定位在染色体的 1p35-36 上，
cDNA全长约为 5kb，开放阅读框长 2445bp。NHE-1 蛋白分子质
量为 100 × 103，其分子结构由有 815 个氨基酸残基组成，结构
域中疏水 N端是 NHE-1 介导 Na +内流与 H +外流的功能域，亲

水 C端通过调节胞内 pH值来决定 pH水平［18］。
研究表明，NHE-1 活性增高导致细胞膜 Na + -K + -ATP 系统

活性明显降低，引起细胞内 Na +浓度增加，进一步通过双向性

Na + /Ac2 +交换机制使细胞内 Ac2 + 浓度升高，加重细胞内的

Ac2 +超载［19］。Ac2 +超载既可引起线粒体结构紊乱、抗氧化能

力下降，又可激活磷酸酯酶降解膜磷脂，引起细胞器结构破坏，

导致细胞水肿、凋亡、坏死，在 AS、心力衰竭、冠心病、高血压、肿
瘤等疾病的发生、发展及演变过程中起重要作用［20］。本研究发
现，连翘苷剂量依赖性地抑制了 NHE-1 的表达，说明连翘苷有
可能通过影响 NHE-1 表达控制体内氧化应激水平，并进一步影
响 IL-1、IL-6、VACM-1、IACM-1 等炎症因子，抑制 AS 进程，并
有可能稳定或减轻 AS斑块。
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表没食子儿茶素没食子酸酯对裸鼠 MGC-803 细胞移植瘤
抑制作用及机制研究

*

丁 峰1，刘学政1* ，李 娟2

( 1辽宁中医药大学，沈阳 110847; 2辽宁医学院，锦州 121000)

摘 要 目的: 探讨表没食子儿茶素没食子酸酯( EGCG) 对人胃癌 MGC-803 细胞异种接种的裸鼠肿瘤的抑制作用及其可能
的机制。方法: 对人胃癌 MGC-803 细胞异种接种成功的裸鼠腹腔注射不同剂量的 EGCG，每天观察裸鼠的一般状态，处死后称重法
测定肿瘤抑制率; HE 染色观察肿瘤组织内细胞变化; ＲT-PCＲ 测定 Caspase-3 mＲNA 表达水平; 免疫组化法测定 Bcl-2、Bax 表达;
Western blot检测 Smo、Gli-1 蛋白表达。结果: 与模型组相比 EGCG( 5、10、20mg /kg) 对裸鼠肿瘤的抑制率分别为 20． 4%、21． 2%和
48． 7% ;与模型组相比，不同剂量的 EGCG不同程度上调 Caspase-3 mＲNA表达和 Bax表达，下调 Bcl-2 表达，抑制 Smo、Gli-1 蛋白表
达。结论: EGCG可能通过 Hedgehog信号抑制人胃癌 MGC-803 细胞接种的裸鼠移植瘤生长，诱导其凋亡。
关键词 表没食子儿茶素没食子酸酯;人胃癌 MGC-803 细胞;细胞凋亡

胃癌是世界高发肿瘤之一，平均每年 100 万的癌症死亡患
者中，胃癌位列第二，中国更是胃癌的的高发国家［1］。近年研
究发现中药因其毒副作用小，作用温和，在抗肿瘤研究方面受

到众多学者和临床医生的关注［2］。表没食子儿茶素没食子酸
酯( EGCG) 为绿茶的主要活性成分之一，具有较强的抗氧化，清
除自由基和抗癌的作用 ［3 ～ 5］。体外研究发现 EGCG 可通过线
粒体途径以及上调 KLF4 和下调 NF-κB 通路，诱导癌细胞 G0 /
G1 期阻滞进而抑制胃癌细胞增殖并诱导其凋亡［6 ～ 8］。腹腔内
注射 EGCG可通过降低 STAT3 活性，降低肿瘤组织微血管密度
而抑制肿瘤的生长［9］。Hedgehog 信号通路是参与肿瘤发生发
展的重要信号通路，其异常激活参与了胃癌肿瘤的发生，然而

EGCG是否通过该通路抑制裸鼠移植性胃癌的发展，诱导癌细
胞凋亡目前尚无报导，因此本研究将采用裸鼠为研究对象，重

点探讨 Hedgehog 信号通路是否参与了 EGCG 对人胃癌 MGC-
803 细胞移植性肿瘤的抑制作用，为 EGCG 抑制胃癌生长的可
能机制提供进一步的参考。

1 材料与方法

1． 1 试验药物 EGCG 购自于南京景竹生物技术有限公司，批
号 JZ15031102，高效液相色谱法检测含 EGCG 为 98%，其高效
液相色谱图如图 1。

图 1 EGCG的高效液相色谱图
5-FU( 货号: F6627) 粉末购自于 sigma 公司。

1． 2 动物和细胞 SPF 级 BALB /c 裸鼠 30 只，体重 18 ～ 20 g，
由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，动物合格证号:

SCXK( 京) 2012-0001，饲养于无菌条件下，并给予无菌饲料和
水。人胃癌 MGC-803 细胞购自于南京凯基生物技术有限公司;
根据说明书采用 10% 的胎牛血清和 90% 的 ＲPMI 1640 培养基
培养于培养瓶中，放于 37℃二氧化碳孵箱中。待细胞汇合度达
到 70-80%，PBS冲洗细胞三遍，加入 0． 25%的胰酶，消化 2 分钟
后传代，一次传代 1 瓶传为 2 瓶。
1． 3 试剂 Caspase-3 引物购自于北京鼎国昌盛生物技术有限
责任公司( 批号: 150729A15-36) ; Bax( 货号: ab32503) 、Bcl-2 ( 货
号: ab7973) 一抗为 abcam 公司产品; Smo ( 货号: bs-2801Ｒ) ，Gli
( 货号: bs-1206Ｒ) 一抗为北京博奥森公司产品;免疫组化检测试
剂盒( 批号: K142421C) 为北京中衫金桥公司产品; BCA 法蛋白
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