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三黄泻心汤对胃癌细胞增殖的影响 *
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摘要 目的：探讨三黄泻心汤对胃癌细胞增殖的影响和机制。方法：以体外培养的胃癌细胞系 HGC-27为研究对象，给予三黄泻心

汤处理后，采用流式细胞仪检测三黄泻心汤对胃癌细胞系 HGC-27细胞周期的影响，免疫荧光检测 HGC-27细胞 Ki67的表达，定

量 PCR实验检测增殖相关非编码 RNA H19表达的影响。结果：当没有幽门螺旋杆菌时，三黄泻心汤对胃癌细胞系的细胞周期、

Ki67及 lncRNA H19的表达均无显著影响；而当存在一定浓度的幽门螺旋杆菌时，三黄泻心汤时处于分裂间期和前期(G0/G1期)

的细胞的百分比显著的升高，处于 DNA复制(S期)的细胞比例及 Ki67、lncRNA H19的表达均明显的降低(P<0.05)。结论：在幽门

螺旋杆菌存在时，三黄泻心汤显著抑制胃癌细胞系的增殖，可能与降低长链非编码 RNA H19的表达有关。
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Effect of Sanhuang Xiexin Decoction on the Proliferation of Gastric Cancer
Cells*

To investigate the effect and mechanism of Sanhuang Xiexin Decoction on the proliferation of gastric cancer

cells. The gastric cancer cell line HGC-27 was cultured and treated with Sanhuang Xiexin Decoction. The effect of Sanhuang

Xiexin Decoction on the cell cycle of HGC-27 was detected by flow cytometry. The expression of Ki67 in HGC-27 cells was detected by

immunofluorescence, and the expression of proliferation-associated non-coding RNA (H19) was detected by qRT-PCR. In the

absence of , Sanhuang Xiexin Decoction had no significant effect on the cell cycle, Ki67 expression and lncRNA H19

in gastric cancer cell lines. While there was a certain concentration of , (G0/G1 phase), the percentage of cells in DNA replica-

tion (S phase) and the expression of Ki67 and lncRNA H19 were significantly decreased (P<0.05). Sanhuang Xiexin Decoc-

tion could significantly inhibit the proliferation of gastric cancer cell lines in the presence of , which might be related

to the decrease of H19 expression.
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前言

三黄泻心汤为张仲景的经典方剂，由黄连、大黄、黄芩三味

中药组成，具有泻火解毒、清热燥湿、除痞止血之功效，是中医

临床治疗胃火炽盛的常用方剂 [1,2]。幽门螺杆菌(

)一种螺旋形的微厌氧的革兰氏阴性杆菌[3]，是

慢性胃炎和胃溃疡等多种胃部疾病的病原菌，也是引发胃癌的

主要元凶，因此被世界卫生组织认定为胃癌第一类致癌原[4,5]。

既往的研究显示三黄泻心汤对一些胃部疾病具有显著的疗效
[6,7]。因此，本研究探讨了三黄泻心汤对胃癌细胞增殖的影响，并

且进一步探讨了其可能的作用机制。

1 材料和方法

1.1 主要材料

三黄：大黄、黄连、黄芩购自北京同仁堂有限责任公司。

HGC-27细胞系求购于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞

库， 标准菌株由上海交通大学附属仁济医院消化内科

陆红课题组馈赠。DMEM基础培养基购于美国 GE公司。胎牛

血清和双抗(青霉素和链霉素)贮存液购自美国赛默飞世尔科技

有限公司。进行 培养所需的脱纤维无菌绵羊血、布氏

肉汤粉以及 添加剂等购于青岛海博生物技术有限公

司。反转录以及定量 PCR试剂盒购买于大连宝生物工程有限

公司。细胞 cell cycle检测试剂盒均购买自上海碧云天生物技

术有限公司。设计的 qRT-PCR引物均由上海生工生物工程有

限公司合成。细胞免疫荧光所用的抗体 Ki67购买于英国 Ab-

cam艾美捷科技有限公司。
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1.2 方法

1.2.1 三黄泻心汤的配制 按三黄泻心汤方剂中大黄、黄芩、

黄连 2∶1∶1的比例称取药材，将 3味药放在烧杯中，加入十

倍体积的蒸馏水浸泡 30 min，加热至沸腾，并保持微沸 40 min，

纱布过滤，收集滤液，固体中再加入 5倍的蒸馏水，加热至微

沸，继续加热 20 min，纱布再次过滤；置 60℃水浴中浓缩至单

味大黄浓缩液浓度为含生药 1 g/mL，最后封装于 EP管 -80℃

冻存。

1.2.2 HGC-27细胞培养和 培养 HGC-27细胞系培

养在 DMEM培养基中，添加了 10%的胎牛血清以及 1%的双

抗储存液。HGC-27细胞培养于 37℃、5 % CO2的细胞培养箱

中。幽门螺旋杆菌 的培养环境条件是：5 % O2、85 %

N2和 10 % CO2，湿度为要求 95 %。采用固体培养基培养 3天

之后细菌的总量通过紫外分光光度计进行计数。按照三黄泻心

汤与培养基的比例为 1:20， ：HGC-27=1:50的比例关系

将三黄泻心汤或 加入到培养基中和 HGC-27细胞进

行共培养，检测三黄泻心汤对细胞增殖的影响。

1.2.3 流式细胞仪检测 将对照组和处理组细胞进行消化，消

化之后采用 PBS洗涤，之后按照碧云天的细胞周期检测试剂

盒的实验步骤进行处理，然后在 BD FACSCalibur细胞仪上上

机分析，最后通过 flowjo软件对实验结果进行分析。

1.2.4 免疫染色检测 24孔板每个孔铺 3000 个 HGC-27 细

胞，然后进行处理，培养之后吸净培养基，PBS洗一遍，加入 4

%多聚甲醛固定 20 min，PBS洗一遍，之后加入 0.2 %的 Triton

X-100通透 5 min再次 PBS洗一遍。10 % FBS封闭之后，加入

Ki67 抗体 4 ℃处理过夜，在避光条件下荧光兔二抗处理 2

hours，再用 PBS洗一遍，最后加入 DAPI染核 5 min，PBS洗过

之后在尼康荧光显微镜下观察。

1.2.5 定量 PCR 检测 处理的细胞采用 Trizol 试剂进行裂

解，按照抽提步骤提取总 RNA，通过 NanoDrop2000超微量分

光光度计对 RNA的质量和浓度进行检测。反转录时采用的是

大连宝生生物科技有限公司的试剂盒，每个样本各 500 ng的

RNA，操作按说明书进行。之后也采用这一公司的 qRT-PCR试

剂盒对基因表达进行定量检测，反应条件如下: 95℃预变性 5

min，然后按 95℃5 seconds，60℃30 seconds进行 40个循环。以

看家基因 Gapdh作为内参，基因相对表达量采用 2-△ △ Ct方法进

行分析。实验重复三次。

1.3 统计学方法

采用 SPSS 22.0统计学分析软件，两组间差异分别采用两

样本 t检验，多组间差异采用单因素方差分析，以 P<0.05为差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 三黄泻心汤对胃癌细胞细胞周期的影响

为了研究三黄泻心汤对胃癌细胞周期的影响，我们按三黄

泻心汤与培养基 1:100的比例往 HGC27细胞培养基中加入三

黄泻心汤进行处理。我们将细胞在三黄泻心汤处理两天之后进

行流式细胞仪检测，检测细胞周期的变化。结果显示：与对照组

相比，添加的三黄泻心汤对 HGC27细胞的细胞周期并没有产

生显著的影响(图 1 a)。统计分析结果显示经过处理后，处于分

裂间期和前期 (G0/G1期) 的细胞比例没有显著的改变，处于

DNA复制(S期)和分裂后期(G2期)的细胞也没有明显的变化

(图 1b)。

2.2 三黄泻心汤对胃癌细胞 Ki67和 H19的表达的影响

Ki67，又称 MKi67，是一种与核糖体 RNA 合成密切相关

的蛋白，其表达只在细胞分裂的 G1期、S期和 G2期表达，但

在细胞分裂的静止期即 G0期不表达，因此可作为细胞增殖的

标志蛋白[8]。为了进一步检测三黄泻心汤对胃癌细胞系增殖的

影响，我们通过细胞免疫荧光染色研究 Ki67的表达情况。结果

显示：用三黄泻心汤处理的 HGC-27细胞 Ki67的表达较对照

组并没有显著的变化(图 2 a)。既往研究显示长链非编码 RNA

(LncRNA) H19在胃癌细胞的增殖过程中具有重要作用，本研

究结果显示三黄泻心汤处理的 HGC-27细胞 H19的表达无显

著改变(图 2b)。

2.3 三黄泻心汤对幽门螺旋杆菌诱导的胃癌细胞细胞周期的

影响

既往的研究显示幽门螺旋杆菌能够显著促进胃癌细胞系

的增殖，三黄泻心汤中的重要组分黄连和黄芩对幽门螺旋杆菌

都有比较显著的抑制作用。因此，本研究检测了三黄泻心汤对

幽门螺旋杆菌诱导的胃癌细胞细胞周期的影响。结果显示：在

幽门螺旋杆菌共培养的条件下,三黄泻心汤对胃癌细胞系的增

殖具有较为显著的抑制作用 (图 3a)，处于分裂间期和前期

(G0/G1期)的细胞的百分比显著的升高，处于 DNA复制(S期)

的细胞明显的降低(图 3 b)，提示在 H. Pylori共培养条件时，三

黄泻心汤能显著抑制胃癌细胞细胞增殖。

2.4 幽门螺旋杆菌共培养条件下，三黄泻心汤对胃癌细胞 Ki67

和 H19的表达的影响

进一步研究幽门螺旋杆菌共培养条件下，三黄泻心汤对胃

癌细胞 Ki67和 H19的表达的影响。结果显示：三黄泻心汤处

理的 HGC-27细胞 Ki67表达显著下调 (图 4a)，H19的表达也

显著的降低(图 4 b)。

3 讨论

三黄泻心汤源于医圣张仲景的《金匮要略》，是流传两千年

的经典方剂，治疗热盛吐衄的临床疗效显著，常用于胃火炽、破

血妄行、吐衄、便秘、三焦实热、高热烦躁等症，在急性胃肠炎、

肝炎、胆囊炎、口腔炎等消化道疾病中也具有显著的治疗效果。

既往的研究显示三黄泻心汤在由幽门螺旋杆菌引起的胃炎中

具有抗炎和保护胃黏膜的作用，其机制其调节基因 iNOS和

IL-8的表达相关。虽然目前关于三黄泻心汤与胃炎的研究已经

有很多，但是关于三黄泻心汤对胃癌的影响目前的报道很少。

因此，本课题探讨了三黄泻心汤对胃癌细胞增殖的影响[6,7]。

表 1 定量 PCR引物序列

Table 1 Quantitative PCR primers

Sequence name Sequence

H19 Forward Primer CCCACAACATGAAAGAAATG

H19 Reverse Primer CACCTTCGAGAGCCGATTCC

Gapdh Forward Primer AGCCACATCGCTCAGACA

Gapdh Reverse Primer GCCCAATACGACCAAATCC
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图 1 三黄泻心汤对胃癌细胞细胞周期的影响

Fig.1 Effect of Sanhuang Xiexin Decoction on the cell cycle of gastric cancer cells

图 2 三黄泻心汤对胃癌细胞 Ki67和 H19表达的影响

Fig.2 Effect of Sanhuang Xiexin Decoction on the expressionsof Ki67 and H19 in the gastric cancer HGC-27 cells

中医药治疗肿瘤有着非常悠久的历史，对肿瘤的疗效主要

通过以下几种方式。有些中药中的成分能直接诱导肿瘤细胞凋

亡而杀死癌细胞，例如木犀草的主要成分木犀草素可以直接诱

导胃癌细胞发生凋亡，木犀草素可以直接促进凋亡相关基因

miR-34a的表达，高表达的 miR-34a通过抑制 Bcl-2的表达促

进癌细胞凋亡[9]。另一些中药通过抑制肿瘤细胞的增殖发挥功
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图 4 共培养条件下，三黄泻心汤对胃癌细胞 Ki67和 H19的表达的影响(*:P<0.05)

Fig. 4 Effect of Sanhuang Xiexin Decoction on the expressions of Ki67 and H19 in gastric cancer cells co-cultured with

图 3 共培养条件下三黄泻心汤对胃癌细胞细胞周期的影响(**: P<0.01; *:P<0.05)

Fig.3 Effect of Sanhuang Xiexin Decoction on the Cell Cycle of Gastric Carcinoma Cells co-cultured with

能，例如黄芩和贝母都可以显著抑制卵巢癌细胞的增殖，二者

合用对卵巢癌细胞具有非常显著的抑制效果，共同服用对卵巢

癌病人也具有较明显的帮助[10,11]。此外，中药也可以通过提高和

改善身体机能增强对肿瘤的抵抗能力，如黄芪中的黄芪多糖对
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人体免疫系统具有显著的提高和增强作用[12-14]，而免疫系统在

预防和治疗肿瘤过程中具有关键性的作用。

是引发胃癌的重要因素之一，因此对胃癌的治疗

也需要针对性的考虑 。研究显示三黄泻心汤在携带幽

门螺旋杆菌的胃炎中具有显著的治疗作用。在这些研究的基础

上，本课题检测了三黄泻心汤对胃癌细胞的影响。研究显示当

没有幽门螺旋杆菌存在时，三黄泻心汤并不影响胃癌细胞系的

细胞周期和增殖相关基因 Ki67的表达；相反，在幽门螺旋杆菌

与细胞系共培养的体系中，添加一定量的三黄泻心汤，则能显

著的影响胃癌细胞系的细胞周期，处于分裂期的细胞显著减

少。本研究结果显示三黄泻心汤对胃癌细胞系的增殖具有显著

影响，这一结果与三黄泻心汤对胃炎的影响相似。但这一影响

与幽门螺旋杆菌的存在与密切相关，当没有幽门螺旋杆菌时，

三黄泻心汤对胃癌细胞系增殖的影响不显著；而当细胞系与幽

门罗门螺旋杆菌共培养时，三黄泻心汤则表现出对细胞增殖显

著抑制作用。由于幽门螺旋杆菌在胃癌的早期形成中具有相当

重要作用，因此这暗示三黄泻心汤可能还具有预防胃癌的功能。

在肿瘤的形成过程中，表观遗传调控因子 LncRNA发挥着

重要的作用 [15,16]。LncRNA在肿瘤中的作用各不相同，有些

LncRNA能够促进肿瘤的形成，这些 LncRNA可以作为肿瘤检

测的一个生物标记分子，在肿瘤的治疗中也具有潜在的应用价

值。例如相对于癌旁组织，lncRNA YAP1和 H19在胃癌癌组织

中显著高表达，而分别干扰这两个 lncRNA时，胃癌细胞的增

殖和迁移能力都受到了显著的影响。虽然其在肿瘤的发展和迁

移过程中具有重要作用，研究也显示其并不是胃癌形成所必须

的，因此抑制这些 LncRNA可能对预防胃癌的发生意义不大，

但是对胃癌控制和治疗可能具有积极的意义。一些 LncRNA则

发挥着抑制肿瘤的形成和发展的作用，可作为治疗和控制疾病

的一种候选的手段。例如 LncRNA GAS5对卵巢癌细胞的增殖

具有显著的抑制作用，GAS5在卵巢癌组织中低表达，而过表

达 GAS5的卵巢癌细胞系的增殖和迁移都受到了显著的抑制
[17-21]。目前，关于中药与肿瘤微环境或者中药与 LncRNA等的研

究很少。本研究结果显示三黄泻心汤对胃癌细胞系增殖的影响

与环境中是否存在幽门螺旋杆菌及 LncRNA H19紧密相关。

综上所述，本研究证实三黄泻心汤对胃癌细胞系增殖的具

有抑制作用，但这一作用与幽门螺旋杆菌的存在与否相关，其

机制可能与影响 LncRNA H19的表达有关。因此，在幽门螺旋

杆菌阳性的胃癌患者中，三黄泻心汤具有作为辅助用药的潜在

价值。
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