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Abstract
AIM: To investigate the effect of Astragalus 
membranaceus and Rhizoma curcumae′s 
compatibility on MKN-45 cells and the regulatory 
action of the compatibility on expression 
of cyclooxygenase 2 (COX-2), peroxisome 
proliferators activated receptorγ (PPARγ) and 
nuclear factor κB (NF-κB).

METHODS: The compatibility of Astragalus 

membranaceus and Rhizoma curcumae was 
used on MKN-45 cells and there were five 
groups including Celecoxib group, Rosigli-
tazone group, Astragalus membranaceus group, 
Rhizoma curcumae group and control group. 
The inhibition ratio in each group was deter-
mined using MTT method, and the expressions 
of COX-2 mRNA, PPARγ mRNA, NF-κB mRNA 
and COX-2 protein were measured using RT-
PCR and Western blot methods. 

RESULTS: Both the Chinese drugs and Western 
medicines had suppression on NF-κB mRNA and 
COX-2 mRNA. All medicines except Rhizoma cur-
cumae promoted the expression of PPARγ mRNA. 
The most obvious suppressive effect on COX-2 
mRNA expression was detected in celecoxib 
group and compatibility group. And suppressive 
effect was significantly stronger in compatibility 
group than either in Astragalus membranaceus 
group or Rhizoma curcumae group. Both Rosi-
glitazone group and compatibility group had the 
best suppressive effect on NF-κB mRNA and the 
best promoting effect on PPARγ mRNA. 

CONCLUSION: Astragalus membranaceus and 
Rhizoma curcumae′s compatibility has better 
effect with marked suppressive effect. The com-
patibility group showed stronger suppressive 
effect on COX-2 expression than Astragalus 
membranaceus and Rhizoma curcumae used 
alone, closing to Celecoxib. Its suppressive effect 
on COX-2 may be produced through the signal 
pathway of PPARγ/NF-κB. 

Key Words: Astragalus membranaceus; Rhizoma 
curcumae; Compatibility; Gastric cancer; Signal 
pathway; Cyclooxygenase-2; Peroxisome prolifera-
tors activated receptorγ; Nuclear factor κB
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摘要
目的: 观察黄芪、莪术配伍对MKN-45细胞
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■背景资料
本课题组的前期
研 究 已 证 实 黄
芪、莪术对胃癌
COX-2的表达有
抑制作用, 并以此
为靶点发挥抗肿
瘤作用. 但临床中
很少单独用于治
疗肿瘤患者, 多将
二者配伍使用, 构
成益气活血的治
疗方法. 所以, 本
研究以黄芪、莪
术配伍为研究对
象, 以证实配伍后
较单位药物具有
更强的抗肿瘤作
用, 并进一步揭示
中药调节COX-2
表达的信号通路
机制.

■同行评议者
杜群 ,  副研究员 ,
广州中医药大学
脾胃研究所药理
室



COX-2、PPARγ、NF-κB的影响. 

方法: 以黄芪、莪术配伍作用于MKN-45细
胞 ,  并设塞莱希布组、罗格列酮组、黄芪
组、莪术组和空白组相对照. 用MTT法观察
各组药物对胃癌细胞的抑制率, 用RT-PCR以
及Western blot方法检测给药后人胃癌细胞
COX-2、PPARγ、NF-κB基因及COX-2蛋白
表达的变化.  

结果: 各组对COX-2和NF-κB的mRNA表达均
有抑制作用, 除莪术外对PPARγ mRNA均有
促表达作用, 其中以塞莱希布组和配伍组对
COX-2 mRNA表达的抑制作用最为明显, 且配
伍组作用明显强于黄芪组和莪术组, 以罗格列
酮组和配伍组对NF-κB mRNA的表达抑制作
用和对PPARγ表达的促表达作用都是最明显. 

结论: 黄芪、莪术配伍能起到增效作用, 对细
胞的抑制效应明显, 对COX-2的抑制作用大于
黄芪、莪术的单独效应, 与塞莱希布相近, 其
对COX-2的抑制作用可能是通过PPARγ/NF-
κB信号途径发挥作用的. 

关键词: 黄芪; 莪术; 配伍; 胃癌; 信号通路; 环氧化

物合成酶2; 过氧化物酶增殖因子激活受体γ; 核因
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0  引言

环氧合酶(cyclooxygenase, COX)是花生四烯酸生

物合成前列腺素的限速酶. COX-2为其中一种亚

型, 他的过度表达与胃癌发生、发展有关[1]. 刺
激COX-2表达的因子广泛存在于细胞内外, 主
要包括: 促肿瘤剂(如脂TPA, PMA), 癌基因(如
ras , v-src ), 内皮素(ET), 一氧化氮(NO)等, 这
些刺激因子经过一系列信号转导途径作用于

COX-2的5'旁侧区的转录调控序列, 促进COX-2
转录, 诱导COX-2的表达. COX-2与胃癌具有密

切联系, 其在正常胃黏膜、浅表性胃炎、萎缩

性胃炎伴肠化、不典型增生及胃癌组织中的

表达呈逐渐递增趋势[2-5], 且与胃癌等消化系统

肿瘤的发生、发展和转移之间具有明显相关 
性[6-10].  

过氧化物酶增殖因子激活受体(peroxisome 
proliferators activated receptor γ, PPARγ), 是
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核激素受体超家族中的一员, 在脂肪形成及炎

症过程中起重要作用. 最近发现, PPARγ在多

种肿瘤细胞上表达, 经其配体作用后可通过其

下游目的基因, 如抑癌基因(P T E N)、原癌基

因(c-m y c )、p27 、C O X-2和间质金属蛋白酶

9(MMP9)等, 实现其抑制细胞生长以及诱导细

胞凋亡和抑制肿瘤血管形成等生物学功能[11-14]. 
近年来研究表明PPAR-γ以失活状态在多种肿

瘤中高表达, 同时大量文献证实P PA R-γ配体

可以通过激活PPAR-γ而发挥潜在的抗肿瘤作 
用[15-17].

NF-κB是一种基因多显性转录因子, 与多

种基因的转录有关, 参与多种肿瘤发生发展的

过程. 结构性活化的NF-κB与肿瘤形成的几个

方面有关, 包括上调促细胞存活基因表达促进

肿瘤细胞增殖分化、抑制促凋亡因子抑制肿瘤

细胞凋亡、促进恶性转化、浸润转移和肿瘤血

管形成等[18]. NF-κB在胃癌细胞和组织中过表

达, 通过使其靶基因COX-2、 ICAM-1、uPA[19],  
IL-8[20-21]等的mRNA及蛋白水平上调, 从而与胃

癌形成, 浸润转移密切相关并在某种程度上决

定着患者的预后[22]. 因此, 结构性活化的NF-κB
与上皮源性的肿瘤(如乳腺癌、胃癌、膀胱癌

等)有关, 提示其高表达或过度激活在肿瘤的发

生、发展中起重要作用[23-25]. 
在益气活血法治疗胃癌的前期研究中, 我

们已经分别证实黄芪、莪术能调控C O X-2的
表达, 进而抑制VEGF、PGE2的表达来发挥其

抗肿瘤作用. 但黄芪、莪术配伍而成的益气活

血疗法效用如何, 通过何种途径实现对COX-2
的调控还不清楚, 本研究旨在进一步探讨益气

活血法抗肿瘤的作用, 通过蛋白、基因检测技

术测定黄芪、莪术配伍对胃癌细胞C O X-2、
PPARγ、NF-κB表达的影响, 从分子生物学角度

揭示黄芪、莪术配伍作用的机制. 

1  材料和方法

1.1 材料 黄芪和莪术饮片由江苏省中医院制

剂部提供 ;  塞莱希布胶囊(塞来昔布)(西尔大

药厂波多黎各分厂生产, 辉瑞制药有限公司分

口包装, 批号: BK070127), 罗格列酮片剂(文
迪雅)(天津葛兰素-史克有限公司生产, 批号: 
07030016)购自江苏省中医院中心药房. 人胃

癌细胞株MKN-45购自上海仁济医院. RPMI 
1640干粉培养基、胎牛血清为Gib ico公司产

品 ,  M T T、二甲基亚砜(D M S O)为S i g m a公

www.wjgnet.com

■研发前沿
目前已经证实在
COX-2基因的5 '
端flanking区域存
在两处NF-κB结
合 位 点 .  在 各 种
刺激因素作用下, 
NF-κB被激活后
从胞质移位至胞
核内, 与COX-2的
NF-κB结合位点
结合, 启动COX-2
基因的转录, 促进
COX-2的表达上
调, 从而引起细胞
凋亡与增殖的失
衡及其他种种变
化 ,  最 终 诱 发 癌
变.
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司产品 .  山羊抗人C O X-2的多克隆抗体和辣

根过氧化物酶标记的抗山羊I g G抗体均购自

Abcam公司. 预染蛋白Marker(Fermentas), 100 
bp DNALadder(TaKaKa), Total RNA TRIzol抽
提试剂盒(Invitrogen), ECL化学发光试剂为英

国Amersham公司产品. 第一链cDNA合成试剂

盒、PCR扩增试剂盒购自上海生工生物有限公

司. 其他试剂如SDS上样缓冲液、显影液、定

影液, 琼脂糖等由江苏省中医院分子细胞实验

室提供. 
1.2 方法 
1.2.1 MTT法观察药物对细胞的抑制率: 以每孔

1×104个细胞的单细胞悬液接种于96孔培养板

(每孔100 μL),  分别加入黄芪(10 mg/L)、莪术(5 
mg/L)、黄芪与莪术配伍(10 mg/L)、塞莱希布

(100 μmol/L)、罗格列酮(20 μmol/L), 37℃ CO2

孵箱中分别培养24、48、72 h. 然后每孔加入

MTT溶液(5 g/L)20 μL, 37℃孵育4 h后弃上清, 
加入100 μL DMSO振荡10 min, 在酶联免疫检测

分析仪测定A 490nm的值. 以只加培养液的空白对

照孔调零. 根据公式: 细胞增殖抑制率 = (对照组

吸光度平均值-实验组吸光度平均值)/对照组吸

光度平均值×100%, 计算各组药物对胃癌细胞

的抑制率.  
1.2.2 RT-PCR测COX-2、PPARγ、NF-κB基因: 
取对数生长期的细胞加入到6孔板中(2×106个

/孔), 细胞贴壁后加药, 作用24、48、72 h后收集

各组细胞. 用Total RNA TRIzol试剂盒提取RNA, 
并用紫外分光光度计测定A 260nm及A 280nm值, 分析

其纯度, 同时定量. 于冰上混合2 μg RNA样品及

10 μL随机六聚体引物, 70℃退火5 min, 立即置

于冰浴中, 加入5 μL逆转录酶缓冲液, 40 mU/L 
rRNase抑制剂1 μL, 10 mmol/L dNTP 1.25 μL, 
200 U/mL的M-MLV逆转录酶1 μL, 并补加水至

25 μL充分混合. 然后37℃ 1 h; 80℃ 5 min终止

反应, -20℃保存. 
PCR反应体系: 10×reaction Buffer 2.5 μL, 

25 mmol/L MgCl2 18.0 μL, 10 mmol/L dNTP 0.5 
μL, 10 mmol/L上下游引物各1 μL(表1), cDNA 

2 μL, 及Taq酶1 μL, 补加水至50 μL. PCR条件: 
94℃热启动, 95℃变性50 s, 58℃复性50 s, 72℃
延伸50 s, 35循环, 其中NF-κB复性的温度和时

间为52℃ 50 s. 最后于72℃延伸8 min. 反应完毕

后, 取扩增产物10 μL, 于1.5 g/L的琼脂糖凝胶上

进行电泳分析. 为比较各组细胞间表达水平的

强弱, 应用图像分析仪对扩增条带做了扫描半 
定量.  
1.2.3 Western blot检测COX蛋白表达: 换用含

药物的R P M I 1640培养液 ,  分别在培养24、
48、72 h后, 终止培养, 弃培养液, 用预冷的

PBS洗两遍, 加100 μL含PMSF的裂解液, 于冰

上裂解. 超声(150-200 W)3 s, 10次. 离心, 分装

倒0.5 mL的离心管中. 用BCA法将细胞的蛋白

样品定量, 并于100℃, 5 min煮沸变性处理. 制
作100 mL/L的分离胶和40 mL/L的浓缩胶, 按
每孔60 μg蛋白上样. 电泳时电压调至最大, 电
流强度浓缩胶30 mA, 分离胶40 mA(恒流). 用
100 V电压转膜60-90 min. 转膜完毕后用封闭

液封闭1.5 h. 再用TBST液洗3次, 每次10 min. 
加入COX-2的一抗, 4℃冰箱过夜. 一抗浓度: 
均为1∶500, 用含50 g/L脱脂牛奶的TBST稀释. 
一抗孵育成功后用TBST液洗3次, 每次10 min. 
加入二抗室温下孵育1 h. 二抗浓度为1∶2000, 
用含50 g/L脱脂牛奶的TBST稀释. 最后再用

TBST液洗3次, 每次10 min. 每张膜加1∶1的发

光液1 mL, 在暗室中曝光5-7 min, 等条带清晰

后将胶片取出, 扫描后用Tanon Gis 3500软件

半定量分析. 

2  结果

用M T T法测定各组细胞增殖活力, 可以看出, 
在药物开始作用的24 h里, 塞莱希布组、黄芪

组、莪术组和配伍组对细胞产生了抑制作用, 
与空白组和罗格列酮组差异明显, 且塞莱希布

组、黄芪组、莪术组和配伍组作用相近. 药物

作用48 h时, 各组均对细胞产生了抑制作用, 与
空白组对比差异明显, 且莪术组、配伍组与塞

莱希布组的抑制作用相当. 药物作用48 h后, 配

表 1 RT-PCR引物序列

     目的基因            正义序列                            反义序列          片段长度(bp)

COX-2   5' TTC AAA TGA GAT TGT GGG AAA ATT GCT 3'      5' GAG TAT GAG TCT GCT GGT TTG GAA TAG TT 3'    490 

PPARγ    5' TCT GGC CCA CCA ACT TTG GG 3'             5' CTT CAC AAG CAT GAA CTC CA 3'              361 

NF-κB    5' TCA ATG GCT ACA CAG GAC 3'             5' TTG AGC AGG ATG CTG AGG ATT CTG 3'              352 

■相关报道
谌辉 et al 研究发
现在大鼠结肠炎
的 模 型 中 ,  应 用
PPARγ激动剂罗
格 列 酮 ,  可 以 观
察到大鼠组织中
COX-2、PGE2、
TNF-α等炎症介
质表达显著减少. 
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伍组抑制作用明显高于黄芪组和莪术组, 仅次

于塞莱希布组(图1). 将RT-PCR产物经电泳分

析 ,  加入各引物后均可在相应位置见到其扩

增带, 且特异性好. 说明胃癌细胞中有COX-2 

mRNA、PPARγ mRNA、NF-κB mRNA的表

达(图2). 对各条带进行灰度分析发现, 中西药

对COX-2 mRNA和NF-κB mRNA均有抑制作

用, 除莪术外, 其他中西药对PPARγ mRNA均
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图 1 各组药物对细胞
的抑制率.
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图 2 胃癌细胞中COX-2, NF-κB及PPARγ mRNA的表达. A:COX-2; B:  NF-κB; C: PPARγ mRNA; 1-: 作用24 h; 2-: 作用

48 h; 3-: 作用72 h; 1: 塞莱希布组; 2: 罗格列酮组; 3: 黄芪组; 4: 莪术组; 5: 配伍组; 6: 空白组.
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图 3 中西药对COX-2, NF-κB及PPARγ mRNA表达的影响. A:COX-2; B: NF-κB; C: PPARγ.

1.5

1.0

0.5

0.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0.0

1.5

1.0

0.5

0.0
塞莱希布组         罗格列酮组             黄芪组               莪术组                 配伍组                空白组

24 h 48 h 72 h

A

塞莱希布组         罗格列酮组             黄芪组               莪术组                 配伍组                空白组

24 h 48 h 72 h

塞莱希布组         罗格列酮组             黄芪组               莪术组                 配伍组                空白组

24 h 48 h 72 h
B

C

■应用要点
本 研 究 发 现 黄
芪 、 莪 术 配 伍
后 可 能 是 通 过
PPARγ/NF-κB信
号途径调控胃癌
COX-2的表达, 进
而发挥抗肿瘤作
用, 为进一步研究
其抗肿瘤机制提
供了实践经验. 
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有促进表达的作用. 各组对COX-2的抑制作用

以塞莱希布组和配伍组最明显, 且成时间依赖

性. 对PPARγ的影响罗格列酮组和中药配伍组

效果明显, 塞莱希布组和黄芪组亦有促进作用

(图3). 胃癌细胞的Western blot曝光结果可见, 
正常对照细胞组在72 k D a处均可见特异性的

COX-2蛋白表达条带(图4), 说明MKN-45细胞

中有COX-2蛋白的表达. 内参Tubulin的表达在

55 kDa处. 对各条带进行灰度分析发现: 各组中

西药对COX-2均有明显的抑制作用, 且成时间

依赖性, 其中以中药配伍和塞莱希布的抑制作

用最强(图5). 

3  讨论

目前已经证实在COX-2基因的5'端flanking区域

存在两处NF-κB结合位点. 在各种刺激因素作

用下, NF-κB被激活后从胞质移位至胞核内, 与
COX-2的NF-κB结合位点结合, 启动COX-2基因

的转录, 促进COX-2的表达上调, 从而引起细胞

凋亡与增殖的失衡及其他种种变化, 最终诱发

癌变. 而PPARγ可以直接与NF-κB的亚基p65/p50
结合, 发生蛋白质-蛋白质相互作用, 形成转录抑

制复合物, 降低了NF-κB与DNA结合活性, 抑制

NF-κB DNA合成[26-27]. 从而抑制其下游相关基

因的表达. PPARγ还可以通过与竞争结合协同活

化因子p300和CBP来抑制NF-κB的转录. 据报道, 
在大鼠结肠炎的模型中, 应用PPARγ激动剂罗格

列酮, 可以观察到大鼠组织中COX-2、PGE2、
TNF-α等炎症介质表达显著减少, 证实了上述说

法[28-30]. 
从MTT结果看, 塞莱希布抑制作用最强, 说

明COX-2在胃癌细胞中有明显表达, 是抑制胃

癌细胞生长的重要靶点, 罗格列酮对细胞也有

一定的抑制作用, 但作用较弱. 配伍组作用与塞

莱希布接近, 说明配伍组可能是以COX-2为作

用靶点的. 这与COX-2 mRNA结果吻合. 通过对

NF-κB mRNA的结果分析可见, 罗格列酮的抑

制作用最明显, 与其对PPARγ的促表达作用成

明显的负相关性, 证明PPARγ高表达可以降低

NF-κB的水平, 与目前的观点相符. 同时罗格列

酮对COX-2的抑制作用存在时间依赖性, 其抑

制趋势与其对NF-κB的抑制相关, 且塞莱希布对

PPARγ无明显促表达作用, 说明NF-κB、COX-2
可能依次是PPARγ调节的下游基因, COX-2可能

受PPARγ/NF-κB信号通路的调控. 中药的作用

结果表明, 黄芪、莪术配伍后对肿瘤细胞的抑

制作用要强于单用黄芪或莪术. 黄芪、莪术单

用时对NF-κB、COX-2的抑制作用及对PPARγ

的促表达作用均分别弱于塞莱希布和罗格列酮, 
但配伍后的作用均不亚于塞莱希布和罗格列酮, 
即明显提高PPARγ mRNA水平, 同时降低NF-κB 
mRNA、COX-2 mRNA水平. 总之, 黄芪、莪术

配伍后可能是通过PPARγ/NF-κB信号途径调控

胃癌COX-2的表达, 进而发挥抗肿瘤作用. 
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