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丹参酮 IIA 对大鼠移植性肝癌的抑制作用 *
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摘要 目的：观察丹参酮 IIA 对大鼠移植性肝癌的抑制作用。方法：将 SD 大鼠随机分为假手术组、模型组、丹参酮 IIA 高、低剂量

组。各组动物于移植术后 12d 处死。分离肿瘤测量其体积，realtime RT-PCR 法和 western blot 法检测肿瘤组织中 HMGB1、VEGF
mRNA 和蛋白的表达。结果：丹参酮 IIA 能明显降低肿瘤体积，降低肿瘤组织中 HMGB1、VEGF mRNA 和蛋白的表达。结论：丹参

酮 IIA 能抑制大鼠移植性肝癌的生长，其机制可能与抑制 HMGB1、VEGF 表达有关。
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ABSTRACT Objective: To study the effect of Tanshinone IIA on implanted hepatoma in rats. Method: Sprague Dawley rats were
divide into normal group, sham operated group and two Tanshinone IIA groups. Contents of HMGB1, VEGF protein and mRNA were
detected by immunohistochemical and real-time PCR methods, respectivly. Result: In Tanshinone IIA groups, Contents of HMGB1,
VEGF protein and mRNA were decreased markedly. Conclusion: Tanshinone IIA could inhibit the implanted hepatoma in rats. This
maybe be concerned with that it could inhibit the expression of HMGB1 and VEGF in the implanted hepatoma in rats.
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丹参酮是中药丹参根的乙醚提取物中的成分，为丹参主要

有效作用部位，该药对冠状动脉粥样硬化性心脏病及缺血性脑

血管病有确切疗效，丹参酮 ⅡA 为丹参酮中主要有效成分之

一。近年研究发现，丹参酮ⅡA 对多种肿瘤细胞具有细胞毒作

用，可以通过对肿瘤细胞的杀伤、诱导分化和凋亡、抑制侵袭和

转移的机制发挥抗肿瘤作用[1,2]。本研究拟观察丹参酮 ⅡA 对肝

癌的治疗作用并对其机制进行初步探讨。

1 材料与方法

1.1 试验药物

丹参酮ⅡA（中国医药集团上海化学试剂公司）。
1.2 动物

雄性 SD 大鼠 24 只，鼠龄 8 周，体质量 180～220 g；南京

医科大学实验动物中心提供。皮下荷瘤 S D 幼鼠(瘤株：Walk-
er-256 )购自中国科学院上海实验动物中心。
1.3 试剂

第一抗体 anti-HMGB1、VEGF、GAPDH（santa cruz），第二

抗体 anti-Rabbit IgG (北京中杉公司) ；其它试剂为分析纯。逆转

录试剂盒、荧光定量 realtime RT-PCR 试剂盒为 TakaRa 公司产

品。
1.4 仪器

紫外分光光度计（上海亚研公司），LightCycler Ⅱ型实时荧

光 定 量 基 因 扩 增 系 统 （德 国 Roche 公 司）， 垂 直 电 泳 槽

（BIO-RAD 公司）。
1.5 方法

1.5.1 大鼠移植性肝癌肿瘤模型的制备 将皮下荷瘤大鼠断颈

处死后，局部消毒，取出皮下瘤体，去除纤维组织，挑选肿瘤边

缘鱼肉样无出血、坏死的肿瘤组织，用特制双刀片切成 lmm3 大

小的瘤块以备种植用。将 SD 大鼠用 20%乌拉坦 0.5ml/100 g 行

腹腔注射麻醉。切口处去毛、消毒，在上腹约 1. 5～2 cm 处作正

中切口，显露肝左叶，用眼科剪刺破肝包膜，在包膜下作 0. 5～
1 cm 的隧道，将备好的瘤组织块用眼科镊植入，确认瘤组织未

退出、无出血，立即关腹。
1.5.2 实验分组 将 SD 大鼠随机分为两组，其中假手术组 6
只，其余大鼠做种植肝癌手术，术后将存活大鼠再随机分成 4
组：模型组 6 只，丹参酮高、低剂量组各 6 只。假手术组只手术，

不移植肿瘤组织；丹参酮ⅡA 高、低剂量组和模型组均移植肿

瘤组织，其中丹参酮ⅡA 高、低剂量组每天分别给予丹参酮ⅡA
45、15mg/kg 灌胃。各组动物于移植术后 12d 处死，分离肿瘤组

织和正常肝组织备用。
1.5.3 Western blot 蛋白抽提按试剂盒说明书进行。Western
blot：蛋白上样后 80V 电泳 2h，100V 恒压湿转 1h，转膜结束后
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脱脂奶粉封闭 60 分钟，加入一抗后 4℃冰箱过夜。TBST 洗膜 3
遍，每次 10min。然后加入二抗后室温 30～40 min。TBST 洗膜

3 遍，每次 10min。显影液显影，凝胶成像仪获取图像，图片用

Glyko BandScan version 进 行 灰 度 扫 描 ， 计 算 HIF-1β 和

GAPDH 的灰度比值。
1.5.4 RNA 的提取及荧光定量逆转录聚合酶链反应 取 50～
100mg 肿瘤组织，置于研磨钵中，加入液氮研磨，匀浆转移入

1.5ml EP 管中，加入 1mL Trizol，用加样枪吹打混匀，室温静置

10 min，加入 0. 2 ml 氯仿，摇匀，室温下静置 15min，4℃ 12000g

离心 15 min，将上层水相转移至新的离心管中，加入等体积的

异丙醇，摇匀，室温下静置 10 min 后，4℃ 10000g 离心 10min，

弃上清，75%乙醇清洗 2 次，将 RNA 沉淀晾干，用 20 ul 无

RNA 酶去离子水溶解，进行逆转录，逆转录按试剂盒说明书进

行。荧光定量聚合酶链反应：模板取 1μl cDNA，扩增条件为

95℃预变性 2min；随后 95℃ 30s，退火温度下 30s，72℃ 20s，共

40 个循环。采用 "primer premier 5.0" 软件设计引物（表 1），引

物由 invitrogen 公司合成。采用双标准曲线法对待测基因丰度

相对定量。

表 1 引物

Tab.1 primer

Gene Length（bp） Upstream Downstream
TM

(℃)

HMGB1 173 5' GTAATGCCTTTGCCCTTCTAT 3' 5' TATCCGCTTTCCTTGTATCTG 3' 58.0

VEGF 186 5' TGGACTTGAGTTGGGAGGAG 3' 5' GGATGGGTTTGTCGTGTTTC 3' 58.0

GAPDH 144 5' AAGAAGGTGGTGAAGCAGGC 3' 5' TCCACCACCCTGTTGCTGTA 3' 58.0

1.5.5 各组动物间肿瘤体积的测定 分离肿瘤组织，测量肿瘤最

大径和与最大径垂直的最宽径。肿瘤体积 =a×b2/2，a 为肿瘤最

大径，b 为最大径垂直的最宽径。
1.5.6 统计学方法 数据以均数±标准差 (x±s) 表示，应用

SPSS 12.0 统计学软件对数据进行统计学处理，统计学方法采

用 x2 检验，当 P<0.05 时认为有统计学意义。

2 结果

2.1 丹参酮ⅡA 对荷瘤大鼠肿瘤组织 HMGB1,VEGF mRNA、
蛋白表达的影响

本实验采用 realtime RT-PCR 和 western blot 法检测了假

手术组正常肝组织和其余各组肿瘤组织中 HMGB1，VEGF
mRNA 和蛋白的表达。结果如表 2、图 A,B 所示，肿瘤组织相对

与正常肝组织中 HMGB1，VEGF mRNA 和蛋白的表达明显升

高，丹参酮ⅡA 能显著降低肿瘤组织中 HMGB1，VEGF mRNA
和蛋白的表达。

## P<0.01 vs sham group；*P<0.05, ** P<0.01 vs model

表 2 丹参酮ⅡA 对 HMGB1，VEGF 表达的影响 (x±s, n=6)

Tab 2 The effect of Tanshinone ⅡA on expression of HMGB1 and VEGF

Group
Dose

(mg/kg)

mRNA Protein

HMGB1/ GAPDH VEGF/ GAPDH HMGB1/ GAPDH VEGF/ GAPDH

Sham 0 0.021±0.004 0.092±0.015 0.10±0.015 0.23±0.036

Model 0 0.14±0.021## 0.24±0.028## 0.81±0.12## 0.84±0.028##

Tanshinone ⅡA 15 0.11±0.017* 0.19±0.023* 0.61±0.10* 0.65±0.13*

Tanshinone ⅡA 45 0.075±0.011** 0.11±0.014** 0.38±0.052** 0.39±0.056**

1. 模型组 2. 丹参酮ⅡA 低剂量组 3. 丹参酮ⅡA 高剂量组 4.假手术组

1. model group 2. Tanshinone ⅡA(15mg/d) 3. Tanshinone ⅡA(45mg/d) 4. sham group

图 A HMGB1 蛋白表达

Fig A The expression of HMGB1 protein
图 B VEGF 蛋白表达

Fig B The expression of VEGF protein
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2.3 丹参酮ⅡA 对荷瘤裸鼠肿瘤大小的影响 (x±s, n=8)
本实验测量了荷瘤裸鼠肿瘤大小，结果如表 3 所示：丹参

酮ⅡA 能显著降低 SD 大鼠肝肿瘤大小，其中低、高剂量组分

别降低了 27.94%（P<0.05）、49.44%（P<0.01）。结果如表 3 所示。

## P<0.01 vs sham group；*P<0.05, ** P<0.01 vs model

Group
Dose

(mg/kg)
肿瘤体积(cm3)

Sham 0 0

Model 0 0.68±0.14

Tanshinone ⅡA 15 0.49±0.087*

Tanshinone ⅡA 45 0.35±0.052**

表 3 丹参酮ⅡA 对肿瘤大小的影响 (x±s, n=6)

Table 3 The impact of tanshinone Ⅱ A on tumor size (x±s, n = 6)

3 讨论

高 迁 移 率 族 蛋 白 1 (high mobility group protein box-1，

HMGB1) 是真核细胞核内一类含 量丰富的非组蛋白染色质蛋

白。作为核 DNA 结合蛋白，在稳定核小体结构，调节基因转

录，调节炎症、增殖、迁徙、生存等细胞生命活动中起重要作用[3-5]。
近年发现，HMGB1 与肿瘤细胞的生长、浸润和转移有密切关

系[6,7]。HMGB1 是一种抗凋亡结合蛋白，其过表达可抑制细胞凋

亡，从而导致肿瘤的发生、生长[8]。HMGB1 可促进血管内皮细

胞的增加并诱导血管内皮生长因子 ( VEGF ) 表达，抑制

HMGB1 的表达可抑制新生血管形成[9]。肿瘤的生长、侵袭、转
移与肿瘤的新生血管密切相关，肿瘤组织通过分泌血管形成的

细胞因子，诱导了新生血管形成，VEGF 是目前已知作用最强

的血管生成诱导因子[10]。VEGF 作为一种选择性促内皮细胞有

丝分裂素，诱导血管内皮细胞增殖；还可促进血管构建。它还可

以直接作用于血管内皮细胞增加血管通透性，促使血浆蛋白和

纤维蛋白外渗凝结成纤维凝胶，为成纤维细胞、内皮细胞和其

他细胞移动侵入提供了暂时的基质成分，并最终将它转化为血

管化的连接组织[11-13]。VEGF 过度表达诱导肿瘤组织新生血管

形成增加，提高了肿瘤细胞的增殖率[14-15]。丹参为唇形科鼠尾草

属植物的根。丹参酮是中药丹参根的乙醚提取物中的成分，为

丹参主要有效作用部位，该药既往主要用于心血管疾病的治

疗，近年研究发现其具抗肿瘤作用，本研究通过动物实验证实

了丹参酮ⅡA 对肝癌的抑制作用，发现丹参酮ⅡA 能显著抑制

肝癌的生长，并能降低肿瘤组织中 HMGB1，VEGF 的表达，初

步揭示了丹参酮ⅡA 抑制肝癌生长的机制。
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