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益肾解毒方对肺腺癌骨转移裸鼠
JNK / Bcl鄄2 信号传导通路的影响

孙凯摇 张平摇 李永秀摇 胡佩岩摇 陈冠敏

揖摘要铱 摇 目的摇 探讨益肾解毒方对肺腺癌骨转移裸鼠 JNK / Bcl鄄2 信号传导通路的影响。 方法

摇 本研究在前期成功建立的裸鼠肺腺癌转移模型的基础上,运用免疫组织化学染色法检测各组

JNK、Bcl鄄2、Bax、Caspase鄄3 蛋白的表达,图像分析使用 MIA 4. 0 图像分析软件,观察和测量显微镜

400 倍视野下表达的阳性物质的光密度值。 结果摇 模型组与益肾解毒方高剂量组 JNK 蛋白的表达

最低,两者无统计学差异(P>0. 05);帕米磷酸二钠组 JNK 蛋白的表达最高,低剂量组、中剂量组及

中+西药组次之,与模型组和高剂量组相比都有统计学差异(P<0. 05);模型组 Bcl鄄2 蛋白的表达最

高,其次是益肾解毒方高剂量组、中剂量组、帕米磷酸二钠组,Bcl鄄2 蛋白表达最低的是低剂量组与中

+西药组,与模型组比较得出,各实验组 Bcl鄄2 蛋白表达显著降低,差异有统计学意义(P<0. 05);模
型组 Bax 蛋白表达最低,与其他实验组比较,差异有统计学意义(P<0. 05),中+西药组 Bax 蛋白表达

最高,其次是帕米磷酸二钠组、低剂量组、高剂量组、中剂量组;益肾解毒方高剂量组与中剂量组比

较,差异无统计学意义(P>0. 05);益肾解毒方低剂量组 Caspase鄄3 蛋白表达最高,其次是中剂量组、
中+西药组、帕米磷酸二钠组,益肾解毒方高剂量组和模型组 Caspase鄄3 蛋白表达最低;与模型组相

比,除高剂量组外其余各实验组均有统计学差异(P<0. 05)。 结论摇 肺腺癌骨转移与 JNK / Bcl鄄2 信

号传导通路密切相关。 本实验结果表明益肾解毒方对该信号通路上的关键分子 JNK、Bcl鄄2、Bax 及

Caspase鄄3蛋白有明显的调控作用,证实了这可能是其促进肿瘤细胞凋亡的关键环节,为中医药临床

有效防治恶性肿瘤提供了一定的理论依据。
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揖Abstract铱摇 Objective摇 To investigate the effects of Yishen Jiedu decoction on JNK / Bcl鄄2 signal
transduction pathway in nude mice with bone metastasis of lung adenocarcinoma. Methods 摇 The
expression of JNK, Bcl鄄2, Bax and Caspase鄄3 protein in each group was detected by immunohistochemical
staining on the basis of the established model of lung adenocarcinoma in nude mice. The image analysis was
performed by MIA 4. 0 Software to observe and measure the optical density of the positive substance
expressed in the 400鄄fold field of view of the microscope. Results摇 The expression of JNK protein in model
group and Yishen Jiedu high group was the lowest, and there was no significant difference between them
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(P>0. 05). The expression of JNK protein was the highest in Pamidium phosphate disodium group,the ex鄄
pression of JNK protein in low dose group, middle dose group and Chinese medicine + western medicine
group was next, and compared with model group and high dose group, there was significant difference
(P<0. 05). The expression of Bcl鄄2 protein in the model group was the highest, the high dose group,the
middle dose group and Pamidium phosphate disodium group was followed, the low dose group and the
Chinese medicine + western medicine group was the lowest. The expression of Bcl鄄2 protein in each
experimental group was significantly lower than that in the model group (P<0. 05). The expression of Bax
protein was the lowest in the model group, and the difference was statistically significant compared with
other experimental groups (P < 0. 05). The expression of Bax protein was the highest in the Chinese
medicine + western medicine group, the disodium group of pamidronate, low dose group, high dose group,
middle dose group was followed. There was no significant difference between the high dose group and the
middle dose group(P>0. 05). The expression of Caspase鄄3 protein was the highest in the low dose group,
the middle dose group, the Chinese medicine + western medicine group, the pamidium phosphate disodium
group was followed. The expression of Caspase鄄3 protein was the lowest in the high dose group and the
model group. Compared with the model group, there were significant differences between the other
experimental groups except the high dose group (P<0. 05). Conclusion摇 Bone metastasis of lung adeno鄄
carcinoma is closely related to JNK / Bcl鄄2 signaling pathway. The results of this study show that Yishen
Jiedu decoction can regulate JNK, Bcl鄄2, Bax and Caspase鄄3 proteins in this signal pathway, which may be
a key step in promoting tumor cell apoptosis and provides a theoretical basis for the effective prevention and
treatment of malignant tumors.

揖Key words铱摇 Yishen Jiedu decoction;摇 JNK;摇 Bcl鄄2;摇 Bax;摇 Caspase鄄3;摇 Lung adenocarcinoma
bone metastasis

摇 摇 肺癌是威胁人类生命健康的重大疾病之一,其
发病率和死亡率均居首位[1]。 骨相关组织是癌症

发生远处转移的好发部位,是肺癌主要的血行转移

部位之一[2],肺癌骨转移可引起病理性骨折、局部

功能受限等一系列与骨相关的并发症,严重影响患

者的生存时间和生活质量[3]。 JNK 信号通路是

MAPK (mitogen activatedprotein kinase)一条经典的

信号通路,JNK / Bcl鄄2 信号传导通路与肿瘤细胞的

凋亡密切相关,在肿瘤的研究当中具有举足轻重的

地位。 有研究表明,JNK 通过诱导 Bcl鄄2 磷酸化,激
活 Caspase鄄3 蛋白,促进细胞凋亡,抑凋亡基因 Bcl鄄2
与促凋亡基因 Bax 二者的相互拮抗作用共同决定肿

瘤细胞的归宿,Caspase鄄3 蛋白作为执行分子,在调

控细胞凋亡的过程中同样发挥着关键作用[4鄄7]。 本

实验采用的益肾解毒方为中国中医科学院广安门

医院朴炳奎教授临床经验方,课题组在前期研究中

证明其具有较好的临床疗效[8]。 肺癌溶骨性骨转

移的中医病机为肺肾亏虚、邪毒壅滞不通,治疗以

益气补肾、通络散结、活血解毒为主。 本实验在前

期基础上,观察益肾解毒方对凋亡相关蛋白 JNK、
Bcl鄄2、Bax 及 Caspase鄄3 调控的作用,进一步探讨其

在促进癌细胞凋亡中的作用机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 实验动物

实验动物为 8 ~ 10 周龄雄性裸鼠共 60 只,体重

每只为 18 ~ 20 g,在上海市西浦尔-必凯实验动物有

限公司购买[SCXK(沪)2008鄄0043]。 购回后在 SPF
环境下饲养。
1. 2摇 主要实验仪器

BX51 显微镜 (日本 OLYMPUS 公司); Ti鄄U
(TE2000鄄S)型倒置显微镜(日本 Nikon 株式会社);
EG1150H 包埋机(德国 LEICA 公司);RM2235 切片

机(德国 LEICA 公司); H I1 210 摊片机 (德国

LEICA 公司);不锈钢高压蒸汽锅(北京中科试验仪

器公司);小型台式离心机(郑州仪器设备有限公

司)等。
1. 3摇 试剂及药品

1. 3. 1摇 试剂摇 乙醇(北京市化工厂,规格:500 mL,
批号:20120507);苏木素染液(北京市世济合力生

物科技有限公司,规格:1. 5 L,批号:20121203);
EDTA ( 北 京 市 化 工 厂, 规 格: 250 g, 批 号:
20120418);二抗(德国 DAKO 公司,规格:15 mL,批
号:10063211);DAB(德国 DAKO 公司,规格:5 mL,
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批号:00080066);JNK 抗体(北京博士德生物技术

有限公司,规格:0. 1 mL,批号:A04297);Bcl鄄2 抗体

(北京市博士德生物技术有限公司,规格:0. 2 mL,
批号:BM4985);Bax 抗体(北京博士德生物技术有

限公司,规格:0. 2 mL,批号:BM3964);Caspase鄄3 抗

体(北京博士德生物技术有限公司,规格:0郾 2 mL,
批号:BM3937)。
1. 3. 2摇 药物摇 帕米磷酸二钠(规格:5 mL:15 g, 浙

江奥托康制药集团生产,批号:120106);中药“益肾

解毒方冶:主要由熟地黄 20 g、怀山药 15 g、茯苓

10 g、山茱萸 15 g、骨碎补 10 g、牡丹皮 10 g、白僵蚕

10 g、泽泻 10 g、白花蛇舌草 10 g、半枝莲 10 g 组成。
由中医科学院望京医院中药煎药室负责药物

煎煮、浓缩、过滤等,按浓度差异制成高、中、低剂量

实验组。 制备每克浸膏剂折合成生药量为 3. 4 g,保
留于 4益冰箱中备用。
1. 4摇 分组及给药

将裸鼠按照随机分组原则随机分为 6 组,每组

6 只,按不同分组进行药物干预。 给药浓度按照临

床实际用药剂量,即成人每日服 1 剂算,并根据人与

小鼠体表面积进行换算,给药剂量如下:模型组:生
理盐水 0. 5 mL,2 次 /周伊5 周,皮下注射;同时1 mL,
1 次 /日伊5 周,灌胃;低剂量组:益肾解毒中药浸膏

剂混悬液 3 g / kg,1 次 /日伊5 周,灌胃;中剂量组:益
肾解毒中药浸膏剂混悬液 12 g / kg,1 次 /日伊5 周,
灌胃; 高剂量组: 益肾解毒中药浸膏剂混悬液

24 g / kg,1 次 /日伊5 周,灌胃;西药组:帕米磷酸二钠

4. 5 mg / kg,2 次 /周伊5 周,皮下注射给药;中+西药

组:益肾解毒中药浸膏剂混悬液 3 g / kg,1 次 /日伊5
周,灌胃;同时帕米磷酸二钠 4. 5 mg / kg,2 次 /周伊5
周,皮下注射给药。
1. 5摇 免疫组织化学染色

将裸鼠脱颈处死,分别取每只裸鼠的椎骨、鄂
骨、胸骨、肩胛骨(左右)、肱骨(左右)、股骨(左右)
共 9 个部位的组织,乙二胺四乙酸进行脱钙,脱钙总

时长约为 45 日,浓度为 10% 每 3 天换一次,pH 值

7. 0 ~ 7. 4 之间,然后进行取材、脱水、包埋、切片及

组织染色,石蜡切片厚度为 3 滋m。 烤片温度 72益,
30 分钟;在显微镜下分别观察各实验组裸鼠骨转移

癌及周围骨组织 Bcl鄄2、Bax 蛋白的表达,运用 MIA
4. 0 图像分析软件,观察和测量显微镜 400 倍视野

下切片表达的阳性物质的光密度值。
免疫组织化学染色步骤:按照免疫组化染色方

法,脱蜡放入蒸馏水中,用 PBS 洗 2 ~ 3 次各 5 分钟

后进行抗原修复,PBS 洗 2 ~ 3 次,每次各 5 分钟,
3%过氧化氢孵育 10 分钟,PBS 再冲洗 2 ~ 3 次,每
次 5 分钟,加入一抗(1:200 稀释),在一抗作用下

37益 2 小时取出,PBS 洗 3 次,每次各 5 分钟,滴加

二抗,在二抗作用下 37益 1 小时取出,PBS 洗 3 次,
每次各 5 分钟,DAB 显色 5 分钟,PBS 冲洗,运用哈

瑞苏木素复染色,分色,返蓝,脱水,最后封片,镜检。
1. 6摇 统计学处理

数据分析采用统计学软件 SPSS 16. 0 进行,计
量资料采用均数依标准差(x依s)表示,组间比较在进

行方差齐性检验后采用单因素方差分析,以 P<0. 05
为差异具有统计学意义。

2摇 结果

2. 1摇 益肾解毒方对 Bcl鄄2、Bax 蛋白表达的影响

模型组 Bcl鄄2 蛋白的表达最高,与模型组比较,
各实验组 Bcl鄄2 蛋白表达显著降低,差异有统计学

意义(P<0. 05);低剂量、中+西药组、帕米磷酸二钠

组三者间比较,差异无统计学意义(P>0. 05),结果

表明中药益肾解毒方和帕米磷酸二钠能够显著降

低 Bcl鄄2 蛋白的表达。 见图 1、表 1。
摇 摇 模型组 Bax 蛋白表达最低,与其他实验组比较,
差异有统计学意义(P<0. 05);中+西药组 Bax 蛋白

表达最高,其次是帕米磷酸二钠组、低剂量组、高剂

量组、中剂量组;益肾解毒方高剂量组与中剂量组比

较无统计学差异(P>0. 05);结果表明益肾解毒方与

帕米磷酸二钠能促进 Bax 蛋白的表达。 见图 2、表 1。
2. 2 摇 益肾解毒方对 JNK、Caspase鄄3 蛋白表达的

影响

帕米磷酸二钠组 JNK 蛋白的表达最高,益肾解

毒方低剂量组、中剂量组及中+西药组次之,与模型

组和益肾解毒方高剂量组相比,差异有统计学意义

(P<0. 05), 表明益肾解毒方与帕米磷酸二钠能够

增强 JNK 蛋白的表达。 见图 3、表 2。
益肾解毒方低剂量组 Caspase鄄3 蛋白表达最高,

其次是中剂量组、中+西药组、帕米磷酸二钠组,益
肾解毒方高剂量组和模型组 Caspase鄄3 蛋白表达最

低;与模型组相比,益肾解毒方低剂量组、中剂量

组、帕米磷酸二钠组及中+西药组均有统计学差异

(P<0. 05),但是高剂量组与模型组相比无统计学差

异(P>0. 05);结果表明,益肾解毒方与帕米磷酸二

钠能够促进 Caspase鄄3 蛋白的表达。 见图 4、表 2。
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表 1摇 益肾解毒方对 Bcl鄄2 及 Bax 蛋白表达的影响(x依s)

组别 n Bcl鄄2 蛋白 OD 值 Bax 蛋白 OD 值

模型组 6 62. 5650依20. 66174 14. 6925依3. 56258
帕米磷酸二钠组 6 9. 9970依3. 85420a 46. 7918依13. 51796a

益肾解毒方高剂量组 6 35. 6188依15. 78747a 30. 7762依4. 98790a

益肾解毒方中剂量组 6 14. 8211依2. 88819a 28. 5344依5. 18311a

益肾解毒方低剂量组 6 9. 6108依3. 50706a 40. 5424依5. 26547a

中+西药组 6 8. 8540依2. 56048a 50. 6052依3. 74862a

注: 与模型组比较,aP<0. 05。

图 1摇 益肾解毒方对 Bcl鄄2 蛋白表达的影响(IHC 伊400)

图 2摇 益肾解毒方对 Bax 蛋白表达的影响(IHC 伊400)

图 3摇 益肾解毒方对 JNK 蛋白表达的影响(IHC 伊400)

图 4摇 益肾解毒方对 Caspase-3 蛋白表达的影响(IHC 伊400)

表 2摇 益肾解毒方对 JNK 蛋白及 Caspase鄄3 蛋白表达的影响(x依s)

组别 / 蛋白 n JNK 蛋白 OD 值 Caspase鄄3 蛋白 OD 值

模型组 6 12. 7040依2. 9223 12. 8767依2. 5632

帕米磷酸二钠组 6 56. 1708依13. 5775a 29. 5660依6. 6281a

益肾解毒方高剂量组 6 10. 4420依5. 8176 14. 4222依3. 4353

益肾解毒方中剂量组 6 40. 0200依6. 6574a 39. 1989依7. 8919a

益肾解毒方低剂量组 6 40. 5244依5. 8562a 40. 8956依5. 4865a

中+西药组 6 39. 8956依4. 8245a 38. 1256依6. 5246a

注: 与模型组比较,aP<0. 05。
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3摇 讨论

肿瘤是机体在各类致瘤因素的作用下,局部组

织细胞基因调控处于异常状态,细胞异常增生或凋

亡不足导致的。 在肿瘤发生演变过程中,JNK / Bcl鄄2
信号传导通路扮演着非常重要的角色,JNK 参与调

控细胞的增殖分化、凋亡等多种反应,JNK 磷酸化后

可以调节线粒体外膜促凋亡基因和抑凋亡基因的

磷酸化水平,使抑凋亡基因 Bcl鄄 2(B cell lymphoma /
leukmia鄄 2)的表达下调或促凋亡基因 Bax 蛋白(B
cell lymphoma / leukmia鄄 2 associated X protein)表达

上调[9鄄10]。 Bcl鄄 2 是从淋巴瘤中最早被发现且被证

明具有抑制凋亡作用的基因,Bcl鄄2 的过表达会导致

细胞凋亡与增殖失去平衡,阻止细胞色素 C 从线粒

体向胞质内释放,抑制 caspase 蛋白的活化途径和降

解。 Bax 是一种与 Bcl鄄2 共沉淀的蛋白质,它自身并

不能阻止凋亡发生,而是具有拮抗 Bcl鄄2 蛋白抑制

凋亡的功能。 提高 Bcl鄄2 表达水平或降低 Bax 的表

达水平能抑制肿瘤细胞的凋亡,因此,Bcl鄄2 / Bax 表

达的比率决定着细胞的“命运冶 [11鄄15]。 研究表明,
Bcl鄄2 与下游 Caspase鄄3 蛋白在凋亡过程中关联密

切,Caspase鄄3 被活化后通过降解细胞内相关的底物

形成凋亡小体而诱导细胞死亡,是细胞凋亡过程中

蛋白 酶 级 联 反 应 的 关 键 步 骤 和 最 终 执 行 分

子[8,16鄄17]。 因此,深入研究 JNK / Bcl鄄2 信号通路中

的关键蛋白 JNK、Bcl 鄄2、Bax、Caspase鄄3 蛋白之间的

相互作用及中药复方对其调控作用,对于进一步提

高肿瘤治疗效果具有非常重要的价值。 中医学认

为,肿瘤的发生发展由“虚、毒、痰、瘀冶所致,正气亏

损,邪气乘虚而入,痰、毒、瘀凝结在脏腑、经脉而使

人体阴阳气血失调,经络痹阻,日久而形成肿瘤。
著名中西医结合肿瘤专家朴炳奎教授总结临床经

验,认为 “正气内虚冶 是癌症发病的基础,肿瘤之

“虚冶与人体自身细胞免疫等调节的失衡有着密切

的联系[18]。 本实验在前期裸鼠肺腺癌骨转移模型

研究的基础上,从微观进一步证实了中药“益肾解

毒方冶能够有效调控 JNK / Bcl鄄2 信号通路,增强上游

调控分子 JNK 的表达,下调抑凋亡基因 Bcl鄄2 的表

达,提高促凋亡基因 Bax 和下游 Caspase鄄3 蛋白的表

达,产生一系列的级联反应进而在细胞凋亡层面促

进癌细胞的死亡。 沈宏伟等[19] 研究表明在膀胱癌

的发生和细胞凋亡的调控方面降低 Bcl鄄2 蛋白的表

达与增强 Caspase鄄3 蛋白的表达可能发挥着重要作

用。 李敬瑜等[20] 通过实验证明健脾解毒中药方能

够下调 Bcl鄄2 mRNA 的表达和上调 Bax mRNA 的表

达,通过 Bax 和 Bcl鄄2 途径促进肠癌细胞的凋亡,这
与课题组的实验研究结果具有一致性。

综上所述,本研究通过观察中药益肾解毒方对

JNK / Bcl鄄2 信号通路上关键分子 JNK、Bcl鄄2、Bax 及

Caspase鄄3 蛋白的调控作用,证实了这可能是其促进

肿瘤细胞凋亡的关键环节,提示我们干预其相关信

号转导途径或许可以成为减轻肺腺癌骨转移骨质

破坏发生的有效手段之一,但尚缺乏大样本、多中

心的临床研究及深层次的实验理论研究,且中药复

方有效成分整体作用于生物体系的机制更为复杂,
仍需要不断努力探索和深入研究。
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运气“火郁发之冶析微

黄玉燕摇 郑齐摇 汤尔群摇 卢红蓉

揖摘要铱 摇 本文对“火郁发之冶在《黄帝内经》中的本义进行了探讨。 火郁,与运气的火郁有关,
既有火运之郁,也有火气之郁;寒水之制外,多种气化运动失常皆可造成。 火郁“发之冶的治法,是在

自然界“火郁之发冶的启示之下,对人体气机郁滞状态加以疏导,使之流畅。 “发之冶的用药,是“以
苦发之冶“辛苦发之冶,且“发不远热冶,以辛味药、苦温药为主。 治疗火郁,需注意清热与透热并行。
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Discuss on the theory of “dispersing fire for treating depressing of fire冶 with the theory of Five
Movements and Six Climates 摇 HUANG Yuyan, ZHENG Qi, TANG Erqun, et al. 摇 Institute of Basic
Theory of Chinese Medicine,China Academy of Chinese Medical Sciences,Beijing 100700,China
Corresponding author: Huang Yuyan, E鄄mail: yanyanbjd@ 126. com

揖Abstract铱摇 This paper discusses the original meaning of “dispersing fire for treating depressing of
fire冶 in Huangdi Neijing, in which depressing of fire is related to Five Movements and Six Climates
(Yunqi). Whether fire in Five Movementsor fire in Six Climates could be depressed, by water in Yunqi and
some related disorder of movement of qi. Therapy of “ release of fire stagnation冶 is inspired by the
dispersing of fire in Yunqi in nature, and the therapy can disperse the stagnant qi in human body to make
the qi flow smoothly. The medication is mainly composed of acrid drugs and bitter and warm drugs.
Finally, clearing heat and dispersing fire are both important in the treatment of depressing of fire.

揖Key words铱摇 Dispersing fire for treating depressing of fire;摇 Huangdi Neijing;摇 Five Movements
and Six Climates;摇 Epidemic disease;摇 Qingwen Baidu decoction


