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姜半夏乙醇提取物对人胃癌 SGC7901 细胞增殖和凋亡的影响
张慈安 武 峰 毛竹君 魏 振 李勇进 魏品康△

（第二军医大学附属长征医院中医科 上海 200003）

摘要 目的：观察姜半夏乙醇提取物对人胃癌 SGC7901 细胞增殖和凋亡的影响。方法：不同浓度姜半夏乙醇提取物 （终浓度为

1mg/ml，0.5mg/ml，0.25mg/ml，0.125mg/ml）处理 SGC7901 细胞后，倒置相差显微镜下观察细胞的形态学变化；通过甲基噻唑基四

唑法检测细胞增殖状况、描绘生长曲线，使用紫外分光光度法观察药物干预后细胞 ATP 酶活力；AnnexinV- 异硫氰酸荧光素（flu-
orescein isothiocyanate，FITC）/ 碘化丙啶（propidium iodide，PI）双标记法流式细胞术检测姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞诱导

凋亡的情况。结果：不同浓度姜半夏乙醇提取物均能不同程度地抑制人胃癌 SGC7901 细胞的增殖；在姜半夏乙醇提取物诱导细胞

后细胞发生了边缘毛刺、体积缩小等形态学变化，同时可见细胞折光度和贴壁能力下降；AnnexinV-FITC/PI 双标记法检测显示姜

半夏乙醇提取物可诱导细胞发生凋亡；细胞总 ATP 酶活力在药物干预 72 小时后出现明显下降；并且随着药物浓度增加细胞凋亡

率、细胞形态异常改变以及 ATP 酶活力抑制作用均呈上升趋势。结论：姜半夏乙醇提取物可抑制人胃癌 SGC7901 细胞的增殖，促

进其凋亡，抑制细胞 ATP 酶活力。
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ABSTRACT Objective: To observe the effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata with different concentrations on

proliferation and apoptosis of human gastric cancer cells SGC7901. Methods: After coculturing SGC7901 cells with enthanol extract
from Rhizome Pinelliae Preparata (1mg/ml，0.5mg/ml，0.25mg/ml，0.125mg/ml), inverted microscope was utilized to observe morpholog-
ical changes; The cell viability was evaluated with MTT chromatometry and cell growth curve was generated; The activity of total
ATPase of each groups were evaluated with UV spectrophotometric determination; Annexin V-fluorescein isothiocyanate/propidium io-
dide double label method was used to detect apoptosis rate of SGC7901 cells. Results: The proliferation of SGC7901 cells can be sharply
inhibited by enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata with different concentration; After treating with enthanol extract from
Rhizome Pinelliae Preparata, cellular morphology changed, including brim of cell wall roughening and cell volumes shrinkening, which
result in a decline in diopter and the abilty of adhenrence to plate surface; It was observed by flow cytometry that enthanol extract from
Rhizome Pinelliae Preparata can induced SGC7901 cells apoptosis. The activity of total ATPase decreased significantly after coculturing
SG7901 cells with drugs for 72h. The all effect of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata can be enhanced with the increase
of its dose. Conclusion: Enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata can inhibit the SGC7901 cells proliferation and induce cell
apoptosis, decrease the activity of total ATPase.
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据流行病学统计，在世界范围内最常见的恶性肿瘤中胃癌

位居第 4，特别是在我国，胃癌男女人口调整死亡率分别是欧

美发达国家的 4.2～7.9 倍和 3.8～8 倍，城市人口粗死亡率男

性居恶性肿瘤发病第二位，女性则是恶性肿瘤的第三位[1]。近几

年，虽然对胃癌的诊断、治疗水平已经有了很大的提高，但患者

受益程度尚不时分明确，且总体上胃癌患者生存率低，晚期胃

癌明确诊断后的中位生存时间不超过 1 年[2-3]。中国古代医家早

就认识到肿瘤与中医学的病理产物 " 痰 " 关系密切，魏品康教

授通过总结前人的经验，及结合自身数十年的实验研究及临床

实践成果，在中医痰证学说的基础上提出了胃癌痰证理论，并

以消痰散结法为治则，创立消痰散结方。经实验研究和临床观

察证明[4]，通过清化痰浊污染，可有效抑制肿瘤生长、转移和复

发，提高病人生存期的作用。为深入研究消痰散结方抗肿瘤的

机制，本实验采用消痰散结方君药姜半夏的乙醇提取物干预人

胃癌 SGC7901 细胞，观察其对人胃癌 SGC7901 细胞生长及凋

亡的影响。

1 材料和方法
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1.1 实验材料

1.1.1 药物 姜半夏 200g 由长征医院药材科提供，产地明确，经

第二军医大学药学院生药学教研室鉴定。
1.1.2 主要试剂 RPMI 1640 培养基、胎牛血清 （PAA 公司产

品）；甲基噻唑基四唑（3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-
tetrazolium bromide, MTT）（美国 Sigma 公司）；AnnexinV- 异硫

氰酸荧光素 （fluorescein isothiocyanate，FITC）/ 碘化丙啶（pro-
pidium iodide，PI）凋亡检测试剂盒（南京凯基生物科技发展有

限公司）；超微量 ATP 酶测试盒（测总 ATPase）（南京建成生物

工程研究所产品）。
1.1.3 细胞株 人胃癌 SGC7901 细胞株购自中国科学院细胞

库 ， 细 胞 培 养 液 为 含 10%胎 牛 血 清、100U/mL 青 霉 素 和

100μg/mL 链霉素的 RPMI1640 培养液。37℃、5% CO2、饱和湿

度条件下培养，细胞用 0.25%胰酶消化传代，传代 3 次后用于

实验。
1.1.4 主要仪器及设备 细胞培养板 （Costar 公司），离心机

（Thermo 公司），直径 0.22μm 过滤器（上海普飞生物技术有限

公司），酶标仪（美国 Stat 公司，Fax-2100 型），倒置相差显微镜

（日本 Olympus 公司，CK2 型），LSRⅡ数字化分析型流式细胞

仪（美国 BD 公司）。
1.2 实验方法

1.2.1 药物制备与分组 将姜半夏 200g 粉碎后，用 95％乙醇

200mL 室温浸泡 72 小时，重复 3 次，过滤后合并提取液，减压

蒸去溶剂，经 0.22μm 过滤膜过滤灭菌后，加 RPMI 1640 培养

液制成 1mg/ml 姜半夏乙醇提取物，实验时将细胞随机分为 5
组，其中空白对照组加入不含药物的 RPMI 1640 培养液培养，

实验组分为 4 组，使用 RPMI 1640 培养液稀释，使各组细胞培

养 液 内 含 姜 半 夏 乙 醇 提 取 物 的 终 浓 度 分 别 为 1mg/ml、
0.5mg/ml、0.25mg/ml、0.125mg/ml。
1.2.2 SGC7901 细胞增殖率检测 将对数生长期的 SGC-7901
细胞使用胰酶消化 2 分钟后收集，使用无血清的 RPMI 1640 培

养基调整计数为 5×104 个 /mL，接种于 3 块 96 孔板，每组设 5
个平行孔，每孔加入 100μl 细胞，培养 12 h 后，改用含 10%小

牛血清的 RPMI 1640 培养液培养，另设空白调零孔，3 块 96 孔

板分别培养 24、48、72 小时。检测前每孔加入 20μ15 mg/ml
MTT 溶液共同培育 4 小时，培育结束后弃去上清液，每孔加入

150ul 的 DMSO 溶液，震荡混匀后，酶标仪 490 nm 波长处检测

各孔吸光度，计算各组细胞的抑制率。
1.2.3 SGC7901 细胞生长曲线 将对数生长期的 SGC-7901 细

胞分别接种于 7 块 96 孔板，分别于药物干预细胞 0、12、24、
36、48、60、72 小时后，采用 MTT 法检测各组 OD 值，绘制细胞

生长曲线。
1.2.4 SGC7901 细胞形态的观察 各浓度药物分别干预细胞 72
小时后，弃培养孔内上清液，使用 PBS 漂洗 2 次，置于倒置相

差显微镜下观察，取细胞形态变化显著者照相。
1.2.5 SGC7901 细胞总 ATP 酶活性测定 由于 ATP 酶可分解

ATP 成 ADP 和无机磷，因此测定无机磷的量可判断 ATP 酶活

力，据此原理，本实验采用超微量 ATP 酶测试盒检测，根据公

式（总 ATP 酶活力（U/ml）=（测定管 OD 值 - 对照管 OD 值）/
(标准管 OD 值 - 空白管 OD 值)×标准管浓度（0.02umol/ml）×
6×样品前稀释倍数×7.8）计算各浓度药物干预细胞 72 h 后细

胞 ATP 酶活力。
1.2.6 姜半夏乙醇提取液诱导 SGC7901 细胞凋亡的检测 各浓

度药物干预细胞 72 小时后，弃去培养孔内细胞上清液，使用不

含 EDTA 的胰酶消化收集细胞，PBS 漂洗 2 次，计数并调整细

胞浓度，使每 0.1mL 含(1~5)×105 个细胞，400μL 结合缓冲液

悬浮细胞，加入 Annexin V-FITC、PI 各 10μL，混匀，室温避光

10 min，采用流式细胞仪检测。
1.3 统计学方法

应用 SPSS 18.0 软件包，数据用 X±S 表示，统计方法采用

方差分析，组间两两比较采用 LSD-t 检验。

2 结果

2.1 SGC7901 细胞增殖率检测及形态观察

2.1.1 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞增殖的影响 通过

MTT 检测可以发现，不同浓度的姜半夏乙醇提取物均能对

SGC7901 细胞的生长增殖起到抑制作用，且随着药物浓度的增

加，以及培养时间的延长，姜半夏乙醇提取物对细胞增殖的抑

制作用也越来越明显。见表 1。尤其在药物干预细胞 72 小时

后，随着药物浓度的增加，细胞抑制率分别为，16.1%、24.4%、
41.1%、75.7%不仅与对照组相比具有统计学差异（p＜0.01），而

且高浓度药物组的抑制率与低浓度药物组的抑制率相比，也有

明显统计学差异（p＜0.01）。见图 1。

表 1 姜半夏乙醇提取物干预不同时间对 SGC7901 细胞增殖的影响（OD x±s）
Table 1 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on proliferation of SGC7901 cell line（OD x±s）

24h 48h 72h

Conrol group 0.317±0.011 0.548±0.075 0.813±0.059

0.125mg/ml group 0.310±0.038 0.493±0.076 0.682±0.094*

0.25mg/ml group 0.299±0.023 0.462±0.087* 0.615±0.057*▲

0.5mg/ml group 0.286±0.023*▲ 0.366±0.092*▲ 0.479±0.031*▲

1mg/ml group 0.256±0.028*▲ 0.257±0.045*▲ 0.197±0.059*▲

2.1.2 SGC7901 细胞生长曲线 根据各浓度组药物干预细胞后

所绘制的 SGC7901 细胞生长曲线显示，不同浓度的姜半夏乙

醇提取物作用于 SGC7901 细胞后，SGC7901 细胞生长均受到

不同程度的抑制，尤以 1mg/ml 浓度组最强。见图 2。

*P<0.05 compared with the control;▲P<0.05 compared with the same time 0.125mg/ml group
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2.1.3 姜半夏乙醇提取物干预 72 小时后 SGC7901 细胞形态

显微镜下观察，药物干预 72 小时后，可见细胞壁边缘毛刺、细
胞体积缩小等形态学变化，同时可见细胞折光度和贴壁能力下

降。见图 3。

图 1 姜半夏乙醇提取物干预不同时间对 SGC7901 细胞的抑制作用

Figure 1 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on

inhibition of SGC7901 cell line

图 2 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞生长的影响

Figure 2 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on

growth of SGC7901 cells

图 3 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞形态的影响（倒置显微镜，×100）
Figure 3 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on morphological changes of SGC7901 cells (Inverted microscopy,×100)

A: Control cells; B: 0.125mg/ml group; C: 0.25mg/ml group; D: 0.5mg/ml group; E: 1mg/ml group.

2.2 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞凋亡的影响

采用 Annexin-FITC/PI 双标记流式细胞术检测各组细胞凋

亡率，检测结果表明，随着药物浓度增加，各浓度姜半夏乙醇提

取物干预细胞 72 小时后，总凋亡率分别为 17.59%±0.71%、
25.17%±1.08%、37.79%±1.90%、51.10%±2.11%，对照组则

为：11.88%±0.34%，药物组与对照组相比差异具有统计学意义

（P＜0.01）。且高浓度药物与低浓度药物组相比，也具有显著统

计学差异（P＜0.01）。且凋亡诱导作用主要出现在早期凋亡。见

表 2、图 4。

表 2 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 细胞凋亡的影响

Figure 2 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on apoptosis of SGC7901 cells

early apoptosis% late apoptosis% total apoptosis%

Control group 11.84±0.33 0.04±0.04 11.88±0.34

0.125mg/ml group 17.54±0.69 0.05±0.03 17.59±0.71*

0.25mg/ml group 25.12±1.11*▲ 0.05±0.04 25.17±1.08*▲

0.5mg/ml group 36.92±2.07*▲ 0.87±0.23*▲ 37.79±1.90*▲

1mg/ml group 48.38±2.06*▲ 2.72±0.27*▲ 51.10±2.11*▲

*P<0.05 compared with the control;▲P<0.05 compared with the same time 0.125mg/ml group
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图 4 姜半夏乙醇提取物对 S GC7901 细胞凋亡的影响

Figure 4 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on apoptosis of SGC7901 cells

2.3 姜半夏乙醇提取物对 SGC-7901 细胞总 ATP 酶活力的影

响

根据检测可以发现，SGC7901 细胞的总 ATP 酶经过不同

浓度的姜半夏乙醇提取物干预 72 小时后，均出现活力下降，与

对照组相比均有统计学差异，且具有浓度依赖性。具体见表 3

3 讨论

早在《神农本草经》中就有探讨肿瘤与痰证关系的 " 胸中

痰结留饮痰癖 " 等的记载。元代朱震亨更是明确提出肿瘤与痰

有关，认为 " 凡人上、中、下有块者，多是痰 "，又言 " 癌瘤者，非

阴阳正气所结肿，乃五脏瘀血浊气痰滞而成 "。魏品康教授在前

人研究的基础上，结合自身长期的实践成果，总结并提出了胃

癌痰证组学。该理论认为[5]，胃癌的产生是由于六淫入侵（环境

恶变）、饮食失宜（致癌物质）、七情内伤（精神抑郁）造成的气机

阻滞（细胞信号传导异常），进而津液停滞（细胞代谢紊乱），郁

而化浊，痰浊内蕴（肿瘤循环代谢物质表达异常），淫浸细胞，

最终造成细胞突变，产生肿瘤。在此理论指导下，魏品康教授立

消痰散结法为治则，采用以化痰类药物掌叶半夏为君药的消痰

散结方为主要方药治疗胃癌，临床疗效令人满意[6]。
掌叶半夏为天南星科草本植物掌叶半夏的干燥块茎，具有

燥湿化痰、消痞散结、降逆止呕的功效，是中药中治疗痰证的的

主要药物。文献报道其有效提取物可抑制人肝癌 HepG2 细胞[7]、
人宫颈癌细胞株 HeLa 和 CaSki[8]以及人结肠癌 HT-29 细胞、人
直肠癌 T-18 细胞、小白鼠肉瘤 Sarcoma-180 细胞[9]等肿瘤细胞

的生长活性。然而观察半夏对于胃癌细胞的影响作用却鲜有报

道。同时多数文献所使用的生半夏因其味辛辣、麻舌而刺喉，具

有 " 戟人咽 " 的刺激性，属于有毒中药[10]，因此被归于有毒类药

物，临床使用时常受到限制，并多为姜半夏代替。半夏姜制后，

其有效成分含量与生半夏相比有所不同[11]，因此姜半夏是否也

具有良好的抗肿瘤效果，由于缺乏足够的实验室证明，在临床

上存有争议。在本实验中，采用临床上更常用的姜半夏使用

95%乙醇进行有效成分提取进行实验观察，以期更为贴近临床

实际。通过实验发现，其对 SGC7901 细胞的抑制作用，明显与

药物干预时间和药物浓度成正比，且在药物干预细胞 72 小时

后，细胞形态也发生了不同程度的变化，贴壁能力显著下降，提

示姜半夏乙醇提取物具有抗胃癌细胞 SGC7901 增殖与生长的

作用，同时生半夏姜制后又可降低其对人体的毒副作用，具有

良好的临床实用价值。
细胞凋亡又称为程序性细胞死亡 （programmed cell death

PCD），凋亡逃逸是肿瘤细胞的一个重要特征，同时通过凋亡逃

逸肿瘤细胞又可躲避药物损伤，产生抗药性，因此诱导肿瘤细

胞凋亡是临床上治疗肿瘤的主要目标[12]。虽然以往实验观察发

现，消痰散结方对于胃癌细胞 MKN45 细胞具有诱导凋亡作用[13]，

但是其君药半夏单独干预肿瘤细胞，是否具有明确的诱导细胞

凋亡的作用并不明确。在此次试验中，通过流式细胞仪检测发

表 3 姜半夏乙醇提取物对 SGC7901 总 ATP 酶活力的影响（U/ml）
Figure 3 Effects of enthanol extract from Rhizome Pinelliae Preparata on

total ATP Enzyme of SGC7901 cells（U/ml）

分组 Activity of total ATPas

Control group 0.830±0.058

0.125mg/ml group 0.783±0.067

0.25mg/ml group 0.735±0.098*

0.5mg/ml group 0.622±0.083◆▲

1mg/ml group 0.535±0.091◆▲

*P<0.05 compared with the control; ▲P<0.05 compared with the same

time 0.125mg/ml gropu
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现，姜半夏乙醇提取物干预 SGC7901 细胞 72 小时后，随着药

物终浓度增加，肿瘤细胞凋亡率也呈明显上升趋势，且主要出

现在早期凋亡，并体现出良好的剂量依赖性，提示姜半夏乙醇

提取物对 SGC7901 细胞具有诱导凋亡作用，并且诱导凋亡是

其抗肿瘤的重要机制。
ATP 酶广泛存在于各类细胞的细胞器和细胞膜上，具有能

量转换，平衡细胞内外离子浓度，信息传递，等的重要作用，是

保持细胞生存微环境稳态的关键环节。在肿瘤细胞上常可见几

种或者多种 ATP 酶高表达，以诱导肿瘤细胞产生特有的酸性

微环境，促进肿瘤病情进展、逃避凋亡，抵抗化疗药物损害[14-15]。
逆转肿瘤细胞异常微环境从而使得肿瘤细胞由 " 恶 " 转 " 良 "
是当今肿瘤治疗领域的一个热点。在科室前期观察中发现[6]，痰

浊与胃癌细胞异常微环境存在密切相关性，通过清除痰污染可

改善胃癌细胞产生的异常微环境，但其具体作用环节尚不清

楚。在本试验中观察发现，与空白对照组相比，姜半夏乙醇提取

物对 SGC7901 细胞的总 ATP 酶活性具有明显抑制作用，这不

仅证明了姜半夏对于 SGC7901 细胞的生物活性具有影响作

用，更是初步探讨了化痰类药物可通过清除痰浊污染，抑制胃

癌细胞总 ATP 酶活性，从而逆转胃癌细胞酸性微环境产生的

可能机制。并值得进一步深入研究。
综上所述，本实验从抑制细胞生长、诱导凋亡和消除异常

微环境三个环节探讨了消痰散结方君药半夏姜制后的可能抗

治肿瘤机制，不仅是从以往的整方研究进一步通过拆方研究探

讨了消痰散结方治疗胃癌的机制，也是对化痰类药物的抗肿瘤

机制从实验层次的有力论证，从而丰富胃癌痰证组学。
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