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摘　要　目的:从分子水平探讨SRRS 方剂治疗消化道癌的可能机制 。方法:选用 Lovo 结肠

腺癌细胞裸小鼠移植瘤模型 ,观察中药 SRRS方剂抑制移植瘤生长的作用 ,并用 PCR-SSCP 银染色

法研究 SRRS 方剂对 Lovo 移植瘤生长过程中 P53基因突变的影响情况。结果:对照组有 50%

(5/10)发生 P53基因第七外显子突变 ,SRRS 方剂治疗组无(0/10)此现象(P <0.05)。结论:提示

SRRS 方剂能抑制 Lovo移植瘤生长过程中 P
53
基因的突变 ,即 SRRS 方剂可对肿瘤生长过程中肿

瘤细胞的基因水平有影响作用 。
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　　SRRS 复方是根据中医健脾理气 、清热解毒 、软

坚散结等原理组成的中药方剂 ,临床和实验研究表

明对胃癌 、结直肠癌 、肝癌等消化道恶性肿瘤有明显

的治疗作用[ 1 ～ 3] ;本课题在以往研究结果的基础

上 ,通过裸小鼠 Lovo 移植瘤模型 ,观察 SRRS 抑制

移植瘤生长的作用 , 并用 PCR-SSCP 银染法检测

SRRS 对 Lovo 移植瘤生长过程中 P53基因突变的影

响情况 ,从分子水平探讨 SRRS 治疗消化道癌的可

能机制。

1　材料与方法

1.1　实验动物　8 ～ 10周龄雌性裸小鼠(BALB/C)

20只 ,体重 18 ～ 20g 。由中科院上海药物所提供。

1.2　瘤种　Lovo 人结肠腺癌 ,裸鼠腹水型(第 217

代)。由中科院上海药物所提供。

1.3　分组及用药　将 20 只裸小鼠随机分为两组 ,

每组 10只 ,分笼按 SPF 级动物实验要求饲养与管

理。治疗组每日予 SRRS药饼 ,计量以生药计 ,每日

60g/Kg ,空白对照组食不含药物的饲料饼。

1.4　模型制作　将瘤种裸小鼠(腹水型)传代 ,待续

传第三代腹水长成后 ,无菌状态下抽取腹水 ,计数瘤

细胞含量 ,用无菌生理盐水稀释至浓度为 7.5 ×

10
6
/ml于裸鼠颈背部皮下接种 0.1ml。

1.5　标本切取　所有实验动物均于致瘤后第 16天

处死 ,处死前用游标卡尺测量瘤块的长径与短径 。

处死后立即将瘤块组织剥离 , 取小块组织立刻

-80°C保存 。

1.6　PCR-SSCP 银染色法

1.6.1　基因组 DNA分离　小块冰冻瘤块剪碎 ,加

40ul裂解液 ,蛋白酶 K20ul ,37°C保温过夜 。

1.6.2　DNA纯化　上述经蛋白酶K 消化后的
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DNA溶液沸水浴 5 分钟 , 15 , 000转/分钟 ,离心 10

分钟后取上清液 ,用等体积酚/氯仿抽提 , 85%乙醇

沉淀 ,加 TE10ul溶解 DNA[ 4] 。

1.6.3　P53基因第 7外显子扩增反应　采用复旦大

学复华生物医学工程有限公司的 FD-人类 P
53
基因

外显子 7 基因扩增试剂盒 ,引物碱基序列:5' -

GTGT TGTCTCCTAGG TTGGCTCTG -3' , 5' -

CAAGTGGCTCCTGACCTGGAG TC-3' 。PCR反

应体系:PCR反应液 27ul ,DNA多聚酶 1ul ,DNA溶

液 2ul。扩增条件:94°C 保温 90 秒后 94°C×30秒

～ 63°C×45秒～ 72°C×30秒 , 32个循环后 72°C 延

伸 5 分钟 。(DNAThermal Cycler 480 , PERKIN

ELMER CETUS)。取 8ul扩增产物加 2ul溴酚兰和

二甲苯青于 3%琼脂糖电泳 ,紫外灯下观察 ,P53第 7

外显子扩增长度为 139bp。

1.6.4　SSCP和银染　将 5%的非变性聚丙烯酰胺

(含甘油 5%)灌制于垂直电泳槽的两块玻璃板之间

(M ini-PROTEAN Ⅱ Cell ,Bio-Rad)室温放置 1小时

以上直至凝固 ,于槽内加 1×TBE 缓冲液 ,取出梳

子 ,冲洗加样孔 ,取 PCR产物 8ul ,加 8ul变性上样

指示剂 ,沸水中变性 8 分钟 ,立即冰浴 3分钟 ,上样

电泳 。电泳条件:0.5W/cm ,常温下 2 ～ 3小时。电

泳结束后 ,凝胶在固定液(10%冰乙酸)中固定 20分

钟 ,超纯水漂洗 3次 ,立即放入染色液(0.2%硝酸

银 ,0.056%甲醛)中染色 30分钟;超纯水漂洗 1次

立即放入显色液(3%碳酸钠 ,0.056%甲醛和 0.2%

硫代硫酸钠)中显色约 2 ～ 3分钟至凝胶背面透明的

淡黄色 ,置固定液中 2 ～ 3分钟 ,超纯水漂洗 2次 ,记

录结果并照相。

2　结果

2.1　中药组和对照组瘤块表面积(长径×短径)和

P53第 7外显子突变情况结果见表 1 、2 ,中药组瘤组

织中未发现 P
53
第 7外显子突变 ,对照组有 5例瘤组
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织发现有突变 ,两组部分标本非变性聚丙烯酰胺电

泳结果见图 1。
表 1　中药组瘤块表面积(长径×短径 cm2)和

P53第七外显子突变情况

编号 瘤块表面(长径×短径)cm2 P53 exon7 突变

1 1.0×0.7 -

2 0.9×0.65 -

3 1.0×0.9 -

4 1.6×1.2 -

5 1.4×1.4 -

6 2.0×0.9 -

7 1.3×0.7 -

8 1.7×0.8 -

9 1.1×1.0 -

10 1.1×0.9 -

表 2　对照组瘤块表面积(长径×短径 cm2)和

P53第七外显子突变情况

编号 瘤块表面(长径×短径)cm2 P53 exon7 突变

11 1.2×1.0 -

12 1.8×1.8 +

13 2.1×1.3 +

14 2.0×1.2 -

15 2.1×1.7 +

16 1.9×0.9 -

17 2.5×1.0 -

18 1.7×1.5 +

19 2.0×1.3 +

20 1.7×1.3 -

图 1　PCR-SSCP 银染法检测 P53第 7 外显子突变情况 ,

部分标本电泳结果;A:标准:正常 P53第 7 外显子

条带;B、C:中药组;D、E:对照组。与标准比较 , B 、

C 均未出现异常泳动条带;D、E出现异常条带。

2.2　中药组和对照组瘤组织大小比较见表 3 ,结果

示中药组瘤表面积较对照组小 ,两组呈显著性差异

(P<0.05)。
表 3　中药组和对照组瘤组织表面积(长径×短径 cm2)

组别 例数 瘤表面积( x±s)

中药组 10 1.296±0.246

对照组 10 2.471±0.369

　　t=4.545　P<0.05

2.3　对照组中 P53基因第 7外显子突变与未突变的

瘤组织大小比较见表 4 ,对照组中有 P
53
基因第 7外

显子突变的 5例瘤组织表面积较无突变的 5例瘤表

面积大 ,两组有显著性差异(P<0.05)。
表 4　对照组 P53突变与未突变的瘤块表面积比较(cm2)

P53突变 P53无突变

3.24 1.20

2.73 2.40

3.57 1.71

2.55 2.50

2.60 2.10

平均值( x±S) 2.94±0.45 2.00±0.54

　　t=2.97　P<0.05

2.4　中药组和对照组 P53基因第7外显子突变率比

较见表 5。结果示中药组无突变(0/10);对照组有

50%(5/10)发生突变。两组比较有显著性差异(P

<0.05)。
表 5　中药组和对照组瘤块中 P

53
基因突变率

组别 突变例数 未突变例数 合计

中药组 0 10 10

对照组 5 5 10

合计 5 15 20

　　P<0.05

3　讨论

本实验选用国际上通用的 Lovo 结肠癌细胞株

接种裸小鼠皮下建立肿瘤模型 ,并予实验动物服用

中药 SRRS 方剂所制药饼 ,观察其肿瘤病理及 P 53基

因的变化 ,病理结果示治疗组肿瘤生长缓慢 ,瘤块

小 ,与不服用 SRRS 药饼的对照组比较有显著性差

异 ,提示 SRRS具有抑制 Lovo 瘤组织生长作用 ,与

我们以往的实验结果一致。在此基础上 ,本实验进

一步探讨SRRS 抑制肿瘤生长的基因水平的机制 。

肿瘤是多步骤多基因异常所致疾病[ 5] , 其中

P
53
抑癌基因失活在人类肿瘤中最为常见 。P

53
基因

在细胞增殖调控中起重要作用。野生型 P53基因其

生物学功能主要有诱导细胞生长停滞于 G1 期;

DNA损伤后诱导细胞程序性死亡;抑制肿瘤细胞生

长和保护遗传稳定性等等。故被认为是一种抑癌基
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因[ 6] 。突变后的 P53基因不仅丧失肿瘤抑制作用 ,

而且具有癌基因的作用[ 7] 。P53基因正常功能的丢

失 ,最重要的方式是基因突变 ,点突变是导致 P
53
功

能失活的最主要方式 。约 90%的点突变发生于 P53

基因高度保守的第 5 ～ 8外显子区域内。在大肠癌

中突变的 P53基因可能提供选性的生长优势 ,促进大

肠癌的发生 , 与其恶性进展和侵袭性行为密切相

关[ 6] 。本实验运用近年来发展起来的新型 、简便 、

可靠的检测基因突变的方法 , PCR-SSCP 银染色

法
[ 8]
检测了与消化道恶性肿瘤密切相关的 P

53
基因

第7外显子的突变情况 ,观察 SRRS 方剂对肿瘤生

长过程中肿瘤细胞基因水平的影响作用 。结果示对

照组肿瘤组织中 P53基因第 7外显子 5例(5/10)有

单链 DNA异常泳动条带 ,病理结果亦示此五例瘤

块较大(P<0.05)。提示 P53基因突变在 Lovo 移植

瘤生长过程中可能起作用。此结果与 Pocard 检测

的体外培养的该细胞株 P53基因无突变的结果[ 9]比

较 ,提示本实验所发现的突变是在移植瘤生长过程

中发生的 。而在 SRRS 治疗组 ,结果未发现有目标

DNA单链的泳动变位 ,即未发现治疗组在移殖瘤生

长过程中发生 P
53
基因第 7 外显子的突变 。SRRS

治疗组 P53基因第 7外显子突变率低于对照组(P <

0.05),表明SRRS 可能通过阻断移植瘤生长过程中

P53基因的突变而抑制肿瘤生长 。

从SRRS 方剂具有阻断 Lovo 移植瘤生长过程

中P 53基因突变的实验结果推测:SRRS 方剂可能作

用于某些基因(如本实验的P53基因),阻断其突变的

发生;或作用于已有突变基因的始发细胞克隆后连

续增殖的过程 ,即阻断其启动而达到抑制肿瘤生长

的作用 ,这与以往的研究结果:中药复方 SRRS 在致

癌剂致大鼠肝癌 、胃癌以及胃癌细胞裸小鼠转移模

型等在体实验研究中发现其组分具有阻断致癌的某

些环节和预防癌的转移的作用[ 3] ;在细胞介导突变

和细胞突变等体外实验中证明其主要组分具有明确

的反突变 、反启动作用一致[ 10] 。

本实验研究结果从一个局部提示中药可对肿瘤

生长过程中肿瘤细胞的基因水平有影响。肿瘤是多

基因异常所致疾病 ,SRRS 方剂抑制肿瘤生长在基

因水平的作用是对 P
53
基因特异性的作用 ,抑或是对

多种癌基因和抑癌基因非特异作用有待进一步的研

究 。(本文蒙邱佳信指导 ,特此致谢)
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The Effect of SRRS Prenventing P
53
Gene from Mutation

Zhao Aiguang , Yang Jinkun ,Xiao Zhuoxiang , et al

Department of Oncology , Longhua Hospital Af f il iated of Shanghai

University of Tradit ional Chinese Medicine and Pharmacology , S hanghai 200032

In o rder to study the mechanism of the tumor suppressor ef fect of the “SRRS” , a recipe composed

of some Chinese herbs , the mutat ion of P53 gene exon 7 in the tumor tissue w as observed by PCR-SSCP

in the nude mice Lovo t ransplantat ion tumo rs.The important observation of this study was that none of

the samples(0/10)was shown to have P53 gene exon7 mutation in the experimental group which SRRS

w as taken.After all , 50%(5/10)of the samples were show n to have P53 mutation in the control g roup.

This result suggested that S RRS could prevent P53 gene from mutating during the Lovo t ransplatst ion

tumo rs g row ing.
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