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摘要： 目的　 探讨甘草附子汤对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ （大鼠雪旺细胞） 线粒体功能和凋亡的影响。 方法　 将 ＲＳＣ９６ 细胞

随机分为正常组、 模型组、 阿司匹林组、 甘草附子汤组、 辛味药组和甘味药组， 正常组和模型组给予 １０％ 空白血清，
各给药组分别给予 １０％ 含药血清。 预给药 ４ ｈ 后， 除正常组外其余各组加入 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 顺铂造模， ２４ ｈ 后检测各组细

胞存活率、 细胞凋亡率、 ＳＯＤ 活性及 Ｈ２Ｏ２、 ＡＴＰ 水平， ＥＬＩＳＡ 法检测 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ＰＧＣ⁃１α 水平，
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＤＲＰ１、 ｐ⁃ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达， ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法检测 ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达， 免疫荧

光法检测 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达。 结果 　 与正常组比较， 模型组细胞存活率降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＡＴＰ、 ＰＧＣ⁃１α 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、
Ｂａｘ 蛋白及 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 蛋白荧光表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）。 与模型组比较， 甘草附子汤组 ２４ ｈ 细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ
活性及 ＡＴＰ、 ＰＧＣ⁃１α 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、
Ｂａｘ 蛋白及 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 蛋白荧光表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜
０􀆰 ０１）； 甘味药组细胞凋亡率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、 Ｂａｘ 蛋白及 ＤＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 及 ＭＦＮ１ 蛋白荧光表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）；
辛味药组 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＡＴＰ 升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｈ２Ｏ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， ＰＧＣ⁃１α 水平

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 结论　 甘草附子汤可通过 “辛” “甘” 配伍来改善

顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞线粒体功能障碍和细胞凋亡， 其机制可能与抑制 ＤＲＰ１ 磷酸化而减少线粒体分裂， 上调 ＭＦＮ１、
ＭＦＮ２ 表达而促进线粒体融合有关。
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ｓｗｅｅｔ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１， Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ａｎｄ ＤＲＰ１ ｍＲＮＡ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ ａｎｄ ＭＦＮ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）．
Ｉｎ ｔｈｅ ａｃｒｉｄ ｍｅｄｉｃｉｎｅ ｇｒｏｕｐ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ＡＴＰ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１），
Ｈ２Ｏ２ ｌｅｖｅｌ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）， ＰＧＣ⁃１α ｌｅｖｅｌ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， ａｎｄ ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１ ａｎｄ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ （Ｐ＜０􀆰 ０１）． ＣＯＮＣＬＵＳＩＯＮ 　 Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ｃａｎ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ “ Ｘｉｎ” ａｎｄ “ Ｇａｎ”， ａｎｄ ｉｔｓ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＤＲＰ１ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｄｉｖｉｓｉｏｎ， ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＦＮ１ ａｎｄ ＭＦＮ２ ｔｏ ｐｒｏｍｏｔｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｓｉｏｎ．
ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ： Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ； ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ； ｓｗｅｅｔ ｆｌａｖｏｒ； ａｃｒｉｄ ｆｌａｖｏｒ； ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；
ＤＲＰ１； ＭＦＮ１ ／ ２

　 　 目前， 我国癌症的发生率和死亡率均高于全球

平均水平［１］。 化疗可特异性杀伤癌细胞并阻断增

殖， 但其诸多不良反应成为棘手问题。 化疗所致周

围神经病（ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｎｅｕｒｏｐａｔｈｙ，
ＣＩＰＮ） 是由神经毒性化疗药所致的严重不良反

应［２］， 发病率高达 ６８􀆰 １％ ［３］， 其典型症状包括对

称分布的肢端麻木、 刺痛、 触感异常和感觉障

碍［４］， 通常随化疗进程而发展， 具有明显的剂量

依赖性［５］。 ＣＩＰＮ 发病机制尚未明确， 主要涉及线

粒体功能障碍、 氧化应激、 背根神经节感觉神经元

损伤、 神经炎症等［４⁃５］。 目前， 有证据支持可治疗

ＣＩＰＮ 的药物数量单一， 作用有限， 并存在不良反

应［３，６］。 近年来， 中医药在促进周围神经损伤修复

方面有切实可靠的作用［７］， 因此， 充分利用其独

特优势进一步挖掘有效防治 ＣＩＰＮ 的方法切实

可行。
甘草附子汤出自 《伤寒杂病论》， 是 “辛甘化

阳” 配伍的代表方之一， 用于治疗风湿相搏所致

“骨节烦疼， 掣痛， 不得屈伸”， 对寒湿证疼痛模

型的止痛作用显著［８］。 课题组前期研究表明， 甘

草附子汤能有效缓解 ＣＩＰＮ 模型小鼠疼痛症状， 其

机制与抗炎、 抗氧化应激有关［９］。 为了进一步明

确甘草附子汤防治 ＣＩＰＮ 的作用机制， 本实验将从

该方及其拆方调控动力蛋白相关蛋白 １ （ｄｙｎａｍｉｎ⁃
ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＤＲＰ１）、 改善线粒体功能、 抑制

细胞凋亡的角度进行探讨， 以期为扩大其临床应用

提供依据。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 大鼠雪旺细胞 ＲＳＣ９６， 购自武汉普

诺赛生命科技有限公司， 序列号 ２Ｊ１Ｚ８ＢＣＯＶＴ。
１􀆰 ２　 动物 　 ５０ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性大鼠， 体质量

（２２０±２０） ｇ， 购买并饲养于江西中医药大学实验

动物中心 ［实验动物生产许可证号 ＳＣＸＫ （赣）
２０２３⁃０００１， 实验动物使用许可证号 ＳＹＸＫ （赣）
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２０２２⁃０００２］， 饲养环境温度 （２５±１）℃， 相对湿度

（５５±５）％ ， 自由摄食饮水。 实验方案符合江西中

医药大学实验动物伦理委员会标准 （伦理审批号

ＪＺＬＬＳＣ２０２１００５１）。
１􀆰 ３　 药物 　 甘草附子汤 （炙甘草 １０ ｇ、 制附子

１５ ｇ、 桂枝 ２０ ｇ、 白术 １０ ｇ） 及其辛味药 （制附子

１５ ｇ、 桂枝 ２０ ｇ）、 甘味药 （炙甘草 １０ ｇ、 白术

１０ ｇ） 组方饮片均购自江西中医药大学附属医院。
制附子 （黑顺片） 由亳州市沛谯药业有限责任公

司生产， 批号 ２４０９０２； 炙甘草、 桂枝、 白术均由

江西江中中药饮片有限公司生产， 批号 ２４１０２５、
２４１２０５９、 ２４０７０８。 取甘草附子汤及其辛味药、 甘

味药组方饮片适量， 分别加入 ８ 倍量蒸馏水浸泡

３０ ｍｉｎ， 先煎制附子 １ ｈ， 再加入其他药物煎煮 ２
次， 每次 ５０ ｍｉｎ， 合并 ２ 次滤液， 浓缩至生药量 １
ｇ ／ ｍＬ。 阿司匹林肠溶片 （１００ ｍｇ ／片， 石药集团欧

意药业有限公司， 批号 ２８６２２０９３２６）， 制成 ０􀆰 ００９
ｇ ／ ｍＬ 药液， 现用现配。 顺铂 （美国 Ｓｉｇｍａ 公司，
批号 １０２４７８４６２）。
１􀆰 ４　 试剂　 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （深圳百凯美生物技术

有限公司， 批号 ２３１２１１）； Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋

亡检测试剂盒 （北京索莱宝科技有限公司， 批号

２４０００８００４ ）； 超 氧 化 物 歧 化 酶 （ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｄｉｓｍｕｔａｓｅ， ＳＯＤ）、 过氧化氢 （Ｈ２Ｏ２）、 三磷酸腺

苷 （ａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｔｒｉｐｈｏｓｐｈａｔｅ， ＡＴＰ） 试剂盒 （南京

建成生物工程研究所， 批号 ２０２４０８０２、 ２０２４１１２２、
２０２３０１２２１）； 丙 二 醛 （ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ， ＭＤＡ）、
谷胱 甘 肽 过 氧 化 物 酶 （ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＧＳＨ⁃Ｐｘ）、 细胞色素 Ｃ （ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅ Ｃ， Ｃｙｔ⁃Ｃ）、 过

氧化 物 酶 体 增 殖 激 活 受 体⁃γ 辅 激 活 因 子⁃１α
（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒ⁃ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃γ ｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ⁃
１α，ＰＧＣ⁃１α）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（上海江莱生物科技有限公

司， 批 号 ０７０９２１００８５３６３２０７１０、 １２１３０９００８２１０１６１２１８、
１２１３０９００８１１４３４１２１８、１２１３０９００８２１０３２１２１８）；ＤＲＰ１、磷酸

化 ＤＲＰ１ （ ｐ⁃ＤＲＰ１ ） 抗 体 （ 美 国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司， 货号 ８５７０Ｓ、 ６３１９Ｓ）； Ｂ 淋巴细胞

瘤⁃２ （Ｂ⁃ｃｅｌｌ ｌｙｍｐｈｏｍａ⁃２， Ｂｃｌ⁃２）、 Ｂｃｌ⁃２ 相关 Ｘ 蛋

白 （Ｂｃｌ⁃２⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ Ｘ ｐｒｏｔｅｉｎ， Ｂａｘ） 抗体 （英国

Ａｂｃａｍ 公司， 货号 ＡＢ１９４５８３、 ＡＢ３２５０３）； 线粒体融

合素 １ （ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ １， ＭＦＮ１）、 ＭＦＮ２ 抗体 （武汉三

鹰生物技术有限公司， 批号 ００１２２８５３、 ００１４０８３３）。
１􀆰 ５　 仪器　 Ａｔｔｕｎｅ ＮｘＴ 流式细胞仪 （美国赛默飞

世尔科技公司）； ＸＲＳ＋型化学发光成像系统、 ＣＦＸ
９６ Ｔｏｕｃｈ 实时荧光定量 ＰＣＲ 系统 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ

公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ １９０ 光吸收型全波长酶标仪

（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）； Ｓｐａｒｋ １０Ｍ 多功能

酶标仪 （瑞士 Ｔｅｃａｎ 公司）； ｕＬｉｔｅ 超微量分光光度

计 （英国 ＢｉｏＣｈｒｏｍ 公司）； ＤＭ３０００ ＬＥＤ 显微镜

（德国 Ｌｅｉｃａ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 细胞培养　 ＲＳＣ９６ 细胞选用含 １０％ 胎牛血清

及 １％ 青⁃链霉素双抗的 ＤＭＥＭ 高糖培养基， 置于

３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 无菌培养箱中培养。 当细胞增长至

８０％ ～９０％ 时进行传代， 取对数生长期者进行后续

实验。
２􀆰 ２　 顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＣＩＰＮ 模型制备 　 取对

数生长期 ＲＳＣ９６ 细胞， 调整密度至 ３×１０４ ／ ｍＬ， 接

种于 ９６ 孔板， 每孔 １００ μＬ， 细胞贴壁后分别用

０􀆰 ５、 １􀆰 ０、 １􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 顺铂干预［１０］， ２４、 ４８ ｈ 后

检测细胞存活率， 确定顺铂造模浓度。
２􀆰 ３　 含药血清制备 　 大鼠适应性喂养 ３ ｄ 后， 随

机分为空白血清组、 阿司匹林含药血清组 （０􀆰 ００９
ｇ ／ ｋｇ）、 甘草附子汤含药血清组 （４􀆰 ９５ ｇ ／ ｋｇ）、 辛

味药含药血清组 （３􀆰 １５ ｇ ／ ｋｇ） 和甘味药含药血清

组 （１􀆰 ８ ｇ ／ ｋｇ）， 每组 １０ 只， 每天按相应给药剂量

灌胃， 空白血清组给予等体积生理盐水， 连续给药

７ ｄ。 末次给药 １ ｈ 后麻醉大鼠， 腹主动脉采血，
静置， 离心后取上清， ５６ ℃ 水浴灭活 ３０ ｍｉｎ，
０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤除菌， 得到相应含药血清，
置于－８０ ℃冰箱中保存。
２􀆰 ４　 含药血清浓度筛选　 取对数生长期 ＲＳＣ９６ 细

胞， 调整密度至 ３×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板， 每孔

１００ μＬ， 待细胞贴壁后弃去原培养基， 分别加入用

ＤＭＥＭ 高糖培养基梯度稀释的阿司匹林含药血清、
甘草附子汤含药血清、 辛味药含药血清、 甘味药含

药血清 （梯度依次为 ５％ 、 １０％ 、 １５％ 、 ２０％ ） 进

行干预， 同时设置相应浓度的空白血清组作为对

照。 ２４、 ４８ ｈ 后， 检测各组细胞存活率， 选择最

佳含药血清浓度。
２􀆰 ５　 分组及给药　 ＲＳＣ９６ 细胞分为正常组、 模型

组、 阿司匹林组、 甘草附子汤组、 辛味药组和甘味

药组， 正常组和模型组加入空白血清， 其余 ４ 组加

入含药血清。 预给药 ４ ｈ 后， 除正常组外其余各组

加入顺铂进行造模， 正常组给予等体积 ＰＢＳ。
２􀆰 ６　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率 　 ＲＳＣ９６ 细胞按

“２􀆰 ５” 项下方法分组、 给药后按照试剂盒说明书，
每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂， 置于培养箱中继续孵

育 ２ ｈ， 测定 ４５０ ｎｍ 波长处光密度 （ＯＤ） 值， 计
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算细胞存活率。
２􀆰 ７　 流式细胞术检测细胞凋亡情况　 收集 ＲＳＣ９６
细胞， 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 凋亡检测试剂盒说

明书， 将流式细胞仪调整至合适电压进行检测， 通

过 Ｆｌｏｗｊｏ 软件分析细胞凋亡情况。
２􀆰 ８　 生化试剂盒检测细胞 Ｈ２Ｏ２、 ＡＴＰ 水平和 ＳＯＤ
活性　 取对数生长期 ＲＳＣ９６ 细胞， 调整其密度至

５×１０４ ／ ｍＬ， 接种于 １０ ｃｍ 培养皿中， 每皿 ８ ｍＬ，
按 “２􀆰 ５” 项下方法分组、 给药后收集， 按照试剂

盒说明书检测 Ｈ２Ｏ２、 ＡＴＰ 水平和 ＳＯＤ 活性。
２􀆰 ９　 ＥＬＩＳＡ 法检测细胞 ＭＤＡ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ＰＧＣ⁃１α 水

平和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性 　 ＲＳＣ９６ 细胞按 “２􀆰 ８” 项下方

法分组、 给药后收集， 按照试剂盒说明书检测

ＭＤＡ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ＰＧＣ⁃１α 水平和 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性。
２􀆰 １０ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１、 ＤＲＰ１、
Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达 　 提取各组 ＲＳＣ９６ 细胞总蛋

白， 变性后采用聚丙烯酰胺凝胶电泳分离， 转膜、
封闭后加入稀释后的一抗 ｐ⁃ＤＲＰ１ （１ ∶ １ ０００）、
ＤＲＰ１ （１ ∶ １ ０００）、 Ｂｃｌ⁃２ （１ ∶ ５００）、 Ｂａｘ （１ ∶
１ ０００） 及 ＧＡＰＤＨ （１ ∶ ５ ０００）， ４ ℃ 孵育过夜，
次日加入稀释后的二抗 （１ ∶ １０ ０００）， 室温孵育

１ ｈ， 化学发光法曝光成像， 条带采用 Ｉｍａｇｅ Ｌａｂ 软

件进行定量分析。
２􀆰 １１ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法 检 测 细 胞 ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ
ｍＲＮＡ 表达　 按照试剂盒说明书提取 ＲＳＣ９６ 细胞

总 ＲＮＡ， 采用超微量分光光度计测定纯度和浓度，
按照试剂盒说明书逆转录为 ｃＤＮＡ。 采用实时荧光

ＰＣＲ 定量系统设定扩增循环程序， 以 ＧＡＰＤＨ 为内

参， 测定 ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 相对表达。 引

物由深圳华大基因股份有限公司合成， 序列见

表 １。

表 １　 引物序列

Ｔａｂ􀆰 １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
基因 正向引物 反向引物 产物长度 ／ ｂｐ

ＧＡＰＤＨ ５′⁃ＣＡＧＴＧＣＣＡＧＣＣＴＣＧＴＣＴＣＡＴ⁃３′ ５′⁃ＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ⁃３′ ９４
ＤＲＰ１ ５′⁃ＡＧＧＴＴＧＣＣＣＧＴＧＡＣＡＡＡＴＧＡ⁃３′ ５′⁃ＣＡＣＡＧＧＣＡＴＣＡＧＣＡＡＡＧＴＣＧ⁃３′ ９４
Ｂｃｌ⁃２ ５′⁃ＧＧＴＧＡＡＣＴＧＧＧＧＧＡＧＧＡＴＴＧ⁃３′ ５′⁃ＡＧＡＧＣＧＡＴＧＴＴＧＴＣＣＡＣＣＡＧ⁃３′ １０２
Ｂａｘ ５′⁃ＴＧＣＴＡＣＡＧＧＧＴＴＴＣＡＴＣＣＡＧＧ⁃３′ ５′⁃ＴＧＡＧＡＣＡＣＴＣＧＣＴＣＡＧＣＴＴＣＴＴＧ⁃３′ １１４

２􀆰 １２　 免疫荧光法检测细胞 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达　 在

１２ 孔板中放入 ＲＳＣ９６ 细胞爬片， 每孔接种 ４×１０４

个， 按 “２􀆰 ５” 项下方法分组、 给药后 ４％ 多聚甲

醛固定， ０􀆰 ２％ Ｔｒｉｔｏｎ 通透， ５％ 牛血清白蛋白封

闭， 加入稀释后的一抗 ＭＦＮ１ （１ ∶ ４００） 和 ＭＦＮ２
（１ ∶ ２００）， ４ ℃孵育过夜， 次日复温后， 加入稀释

后的荧光二抗 （１ ∶ ４００）， 避光孵育 １ ｈ， 再加入

ＤＡＰＩ 染色液， 避光孵育 ５ ｍｉｎ， 滴加适量抗荧光淬

灭封片剂， 取出细胞爬片， 倒扣在封片剂上， 在荧

光显微镜下观察并拍摄， 采用 ＩｍａｇｅＪ 软件进行平

均荧光强度定量分析。
２􀆰 １３　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２２􀆰 ０ 软件进行处

理， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单

因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 不同浓度顺铂对 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影响　 与

对照组比较， 不同浓度顺铂均导致 ＲＳＣ９６ 细胞存

活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 并且随其质量浓度增加及作

用时间延长而进一步降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ２。 最

终， 选择 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 进行造模。
３􀆰 ２　 不同浓度含药血清对 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影

响　 各组含药血清作用于 ＲＳＣ９６ 细胞 ２４ ｈ 后，

　 　 　表 ２　 不同质量浓度顺铂对 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影响 （ｘ±
ｓ， ｎ＝６）

Ｔａｂ􀆰 ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别 ２４ ｈ 细胞存活率 ／ ％ ４８ ｈ 细胞存活率 ／ ％

对照组 １００􀆰 ００±８􀆰 ３８ １００􀆰 ００±７􀆰 ２１

０􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 顺铂组 ８３􀆰 ５５±６􀆰 ３６＃＃ ５４􀆰 ９３±５􀆰 ７５＃＃

１􀆰 ０ μｇ ／ ｍＬ 顺铂组 ７３􀆰 ００±２􀆰 ６５＃＃ ３１􀆰 ３６±２􀆰 ９９＃＃

１􀆰 ５ μｇ ／ ｍＬ 顺铂组 ７１􀆰 ０６±８􀆰 ５７＃＃ ２３􀆰 ８０±１􀆰 ８３＃＃

　 　 注： 与对照组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

细胞存活率基本随其浓度增加呈现不同程度的下降

趋势， 在 １５％ 、 ２０％ 下更明显； 与空白血清组比

较， ５％ 各含药血清组细胞存活率无明显变化 （Ｐ＞
０􀆰 ０５）， １０％ 辛味药含药血清组细胞存活率降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， １５％ 甘味药含药血清组和 ２０％ 辛味药

含药血清组细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 ３。
培养 ４８ ｈ 后， 与空白血清组比较， １５％ 、 ２０％ 各含

药血清组细胞存活率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， ５％
阿司匹林含药血清组、 ５％ 辛味药含药血清组细胞

存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， １０％ 甘草附子汤含药血清

组细胞存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ４。 最终， 选

择 ５％ 、 １０％ 进行后续实验。
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表 ３　 不同浓度含药血清培养 ２４ ｈ 对 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影响 （ＯＤ， ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ （ＯＤ，

ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ５％ 血清浓度 １０％ 血清浓度 １５％ 血清浓度 ２０％ 血清浓度

空白血清组 ０􀆰 ８２±０􀆰 ０７ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０３ ０􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０３∗∗

阿司匹林含药血清组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６５±０􀆰 ０４ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０７∗∗

甘草附子汤含药血清组 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０７ ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ５１±０􀆰 ０７∗∗ ０􀆰 ４１±０􀆰 ０４∗∗

辛味药含药血清组 ０􀆰 ７８±０􀆰 ０５ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０４∗∗＃＃ ０􀆰 ６６±０􀆰 ０７∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０８∗∗ ＃

甘味药含药血清组 ０􀆰 ７３±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６９±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６８±０􀆰 ０７＃ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０８∗∗

　 　 注： 与 ５％ 血清浓度比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ４　 不同浓度含药血清培养 ４８ ｈ 对 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影响 （ＯＤ， ｘ±ｓ， ｎ＝５）
Ｔａｂ􀆰 ４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｓｅｒｕｍ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ４８ ｈ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ （ＯＤ，

ｘ±ｓ， ｎ＝５）
组别 ５％ 血清浓度 １０％ 血清浓度 １５％ 血清浓度 ２０％ 血清浓度

空白血清组 １􀆰 ７５±０􀆰 ０３ １􀆰 ７５±０􀆰 ０９ １􀆰 ７６±０􀆰 ０７ １􀆰 ８６±０􀆰 ０５
阿司匹林含药血清组 １􀆰 ６４±０􀆰 ０４＃ １􀆰 ８４±０􀆰 ０６∗ １􀆰 ７６±０􀆰 １０ １􀆰 ８１±０􀆰 １８

甘草附子汤含药血清组 １􀆰 ６９±０􀆰 ０７ １􀆰 ９５±０􀆰 ０６∗∗＃＃ １􀆰 ７７±０􀆰 １２ １􀆰 ８３±０􀆰 ０６∗

辛味药含药血清组 １􀆰 ６３±０􀆰 ０５＃ １􀆰 ８４±０􀆰 ０９∗ １􀆰 ７１±０􀆰 １２ １􀆰 ８２±０􀆰 １３∗

甘味药含药血清组 １􀆰 ７０±０􀆰 ０７ １􀆰 ８２±０􀆰 ０７ １􀆰 ７６±０􀆰 １０ １􀆰 ８０±０􀆰 ０７

　 　 注： 与 ５％ 血清浓度比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白血清组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ３　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

存活率的影响 　 培养 ２４ ｈ 后， 与正常组比较， 模

型组细胞存活率降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
５％ 甘草附子汤组细胞存活率有升高趋势， 但差异

无统计学意义 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， １０％ 甘草附子汤组细胞

存活率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， １０％ 甘味药组细胞存活率

降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而培养 ４８ ｈ 后， 与模型组比较，
各给药组细胞存活率无明显变化 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表

５。 最终， 后续实验以 １０％ 血清浓度给药， 造模

２４ ｈ为时间截点进行指标检测。
表 ５　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞存活率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝５）

Ｔａｂ􀆰 ５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ，
ｎ＝５）

组别
２４ ｈ 细胞存活率 ／ ％ ４８ ｈ 细胞存活率 ／ ％

５％ 血清浓度 １０％ 血清浓度 ５％ 血清浓度 １０％ 血清浓度

正常组 １００􀆰 ００±９􀆰 １３ １００􀆰 ００±４􀆰 ７７ １００􀆰 ００±３􀆰 ８６ １００􀆰 ００±４􀆰 ００
模型组 ６９􀆰 ３４±６􀆰 ３５＃＃ ７８􀆰 ９５±８􀆰 ４６＃＃ ４８􀆰 ０４±３􀆰 ８６＃＃ ４４􀆰 ５２±１􀆰 ８４＃＃

阿司匹林组 ６９􀆰 ３９±７􀆰 ５２ ７８􀆰 ４７±７􀆰 ７８ ４９􀆰 ８５±４􀆰 ４０ ３９􀆰 ３１±２􀆰 ９０
甘草附子汤组 ７７􀆰 ０３±７􀆰 ７１ ９２􀆰 ４１±７􀆰 ９８∗ ４７􀆰 ４９±５􀆰 ３１ ４４􀆰 １５±１􀆰 ２８

辛味药组 ６７􀆰 ５７±５􀆰 １４ ７１􀆰 １７±６􀆰 １２ ４７􀆰 ２４±３􀆰 ５８ ４０􀆰 ３８±３􀆰 ４６
甘味药组 ７６􀆰 ８６±９􀆰 ４４ ６１􀆰 ７３±１􀆰 ８０∗∗ ４４􀆰 ７７±６􀆰 ０１ ３９􀆰 ４０±３􀆰 ３６

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ４　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

凋亡的影响　 与正常组比较， 模型组凋亡细胞百分

比升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 阿司匹林组、
甘草附子汤组和甘味药组凋亡细胞百分比降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 ６、 图 １。
３􀆰 ５　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平的影响　 与

正常组比较， 模型组细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性降低

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与

模型组比较， 甘草附子汤组细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活

性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平降

低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 辛味药组和甘味药组细

　 　 　表 ６　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞凋亡的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ

ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 凋亡细胞百分比 ／ ％ 数量 ／ 个

正常组 ２􀆰 ２６±０􀆰 １４ ２３１􀆰 ６７±２７􀆰 ５４

模型组 ６􀆰 ６０±０􀆰 １６＃＃ ６４４􀆰 ００±１４􀆰 ９３＃＃

阿司匹林组 ４􀆰 ２２±０􀆰 １５∗∗ ４０６􀆰 ００±１４􀆰 ９３∗∗

甘草附子汤组 ４􀆰 ７５±０􀆰 ２１∗∗ ４５３􀆰 ００±１８􀆰 ０３∗∗

辛味药组 ６􀆰 ２８±０􀆰 １６ ６０１􀆰 ６７±１６􀆰 １７

甘味药组 ４􀆰 ４５±０􀆰 ０９∗∗ ４２９􀆰 ６７±７􀆰 ６４∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为阿司匹林组， Ｄ 为甘草附

子汤组， Ｅ 为辛味药组， Ｆ 为甘味药组。

图 １　 各组 ＲＳＣ９６ 细胞凋亡流式图

Ｆｉｇ􀆰 １ 　 Ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

胞 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ＭＤＡ 水平降低

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 阿司匹林组 ＭＤＡ 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 而辛味药组 Ｈ２Ｏ２ 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
见表 ７。
３􀆰 ６　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

ＡＴＰ、 Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ＰＧＣ⁃１α 水平的影响 　 与正常组比

较， 模型组细胞 ＡＴＰ、 ＰＧＣ⁃１α 水平降低 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１）； 与模型组比较， 甘草附子汤组 ＡＴＰ、 ＰＧＣ⁃
１α 水平升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）， 辛味药组和甘味药组

ＡＴＰ 水平升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 辛味药组 ＰＧＣ⁃１α 水平

降低 （Ｐ＜ ０􀆰 ０１）， 而各组 Ｃｙｔ⁃Ｃ 水平无明显差异

（Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见表 ８。
３􀆰 ７　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

ｐ⁃ＤＲＰ１、 ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白表达的影响　 与正

常组比较， 模型组细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、 Ｂａｘ 蛋白

　 　 　表 ７　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活性及 ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ， ＧＳＨ⁃Ｐｘ ａｎｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＭＤＡ ａｎｄ Ｈ２Ｏ２

ｉｎ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ＳＯＤ ／ （Ｕ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１） ＧＳＨ⁃Ｐｘ ／ （ｍＩＵ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１） ＭＤＡ ／ （ｎｇ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１） Ｈ２Ｏ２ ／ （ｍｍｏｌ·ｇ ｐｒｏｔ－１）

正常组 １３􀆰 ４６±１􀆰 ０１ １９０􀆰 １８±３􀆰 ６６ １􀆰 ９８±０􀆰 ０１ ８􀆰 １８±０􀆰 ４６
模型组 １１􀆰 ０１±０􀆰 ２８＃＃ １６５􀆰 ２１±３􀆰 ７７＃＃ ２􀆰 ４８±０􀆰 １９＃＃ １３􀆰 ８２±０􀆰 ３２＃＃

阿司匹林组 １１􀆰 ６４±０􀆰 ３３ １７６􀆰 ６１±２􀆰 １９ １􀆰 ９７±０􀆰 ２０∗∗ １５􀆰 ３６±０􀆰 ６５
甘草附子汤组 １２􀆰 １９±０􀆰 ３５∗ １８７􀆰 １６±９􀆰 ０４∗∗ １􀆰 ６７±０􀆰 ０２∗∗ １０􀆰 １１±０􀆰 １８∗

辛味药组 １１􀆰 ２５±０􀆰 ２４ １９８􀆰 ９９±１０􀆰 ８２∗∗ １􀆰 ８３±０􀆰 ０７∗∗ １７􀆰 ３８±０􀆰 ４７∗

甘味药组 １１􀆰 ７３±０􀆰 ９５ １８７􀆰 ０４±１０􀆰 ０９∗∗ １􀆰 ７３±０􀆰 ０６∗∗ １６􀆰 ３６±２􀆰 ８２

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ８　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＡＴＰ、
Ｃｙｔ⁃Ｃ、 ＰＧＣ⁃１α水平的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ８　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ
ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ＡＴＰ， Ｃｙｔ⁃Ｃ ａｎｄ ＰＧＣ⁃１α ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ
ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别
ＡＴＰ ／

（μｍｏｌ·ｇ ｐｒｏｔ－１）

Ｃｙｔ⁃Ｃ ／

（ｎｇ·ｍｇ ｐｒｏｔ－１）

ＰＧＣ⁃１α ／

（ｎｇ·ｇ ｐｒｏｔ－１）
正常组 ３１􀆰 ８０±２􀆰 ４０ ５１􀆰 ５５±４􀆰 ９２ ３１􀆰 ７３±１􀆰 ５５
模型组 ２３􀆰 １６±１􀆰 ２４＃＃ ５５􀆰 ７５±２􀆰 ８０ １６􀆰 ６７±０􀆰 ７８＃＃

阿司匹林组 ２２􀆰 ８８±０􀆰 ８５ ６１􀆰 １０±３􀆰 ０２ １５􀆰 ２９±０􀆰 ８６
甘草附子汤组 ３２􀆰 ８１±０􀆰 ４６∗∗ ５０􀆰 ３２±１􀆰 １２ １９􀆰 １５±１􀆰 ３１∗∗

辛味药组 ２８􀆰 ４２±０􀆰 ５７∗∗ ６３􀆰 ４５±２􀆰 ４９ １３􀆰 ６９±０􀆰 ５１∗∗

甘味药组 ３０􀆰 ８９±０􀆰 ７２∗∗ ５４􀆰 ６２±２􀆰 ５１ １４􀆰 ９０±０􀆰 ３２

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表达升高 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）； 与模型组比较，
甘草附子汤组、 辛味药组、 甘味药组细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／
ＤＲＰ１、 Ｂａｘ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阿司匹林

组细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１ 蛋白表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１），
而各组 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达无明显差异 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 见

表 ９、 图 ２。
３􀆰 ８　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达的影响 　 与正常组

　 　 　表 ９　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１／
ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

Ｔａｂ􀆰 ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ
ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｐ⁃ＤＲＰ１ ／
ＤＲＰ１， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１ Ｂｃｌ⁃２ ／ ＧＡＰＤＨ Ｂａｘ ／ ＧＡＰＤＨ
正常组 ０􀆰 ７５±０􀆰 ０７ ０􀆰 ６４±０􀆰 １０ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０６
模型组 １􀆰 ０１±０􀆰 ０５＃＃ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０２ １􀆰 ６５±０􀆰 ２８＃＃

阿司匹林组 ０􀆰 ５３±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ７４±０􀆰 ０８ １􀆰 ３８±０􀆰 １７
甘草附子汤组 ０􀆰 ５０±０􀆰 １０∗∗ ０􀆰 ７７±０􀆰 １１ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０２∗∗

辛味药组 ０􀆰 ６７±０􀆰 ０５∗∗ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０３ ０􀆰 ８６±０􀆰 １７∗∗

甘味药组 ０􀆰 ４９±０􀆰 ０６∗∗ ０􀆰 ４５±０􀆰 ０４ ０􀆰 ８６±０􀆰 １２∗∗

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

比较， 模型组细胞 ＤＲＰ１、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与

模型组比较， 各给药组 Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ 表达均升高

（Ｐ＜０􀆰 ０１）， 阿司匹林组、 甘草附子汤组、 甘味药

组细胞 ＤＲＰ１ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 甘草附

子汤组细胞 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而辛

味药组 Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见表 １０。
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注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为阿司匹林组， Ｄ 为甘草附子汤组， Ｅ 为辛味药组， Ｆ 为甘味药组。

图 ２　 各组细胞 ｐ⁃ＤＲＰ１、 ＤＲＰ１、 Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ 蛋白条带

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｐｒｏｔｅｉｎ ｂａｎｄｓ ｏｆ ｐ⁃ＤＲＰ１， ＤＲＰ１， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ Ｂａｘ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ
表 １０　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＤＲＰ１、

Ｂｃｌ⁃２、 Ｂａｘ ｍＲＮＡ表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １０ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ

ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＤＲＰ１， Ｂｃｌ⁃２ ａｎｄ
Ｂａｘ ｉｎ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＤＲＰ１ ｍＲＮＡ Ｂｃｌ⁃２ ｍＲＮＡ Ｂａｘ ｍＲＮＡ
正常组 １􀆰 ００±０􀆰 ０２ １􀆰 ００±０􀆰 ０５ １􀆰 ００±０􀆰 ０８
模型组 １􀆰 ３２±０􀆰 １０＃＃ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０９＃ １􀆰 ５１±０􀆰 ２５＃＃

阿司匹林组 ０􀆰 ８５±０􀆰 ０４∗∗ １􀆰 １５±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 ４５±０􀆰 ０６
甘草附子汤组 ０􀆰 ６８±０􀆰 ０１∗∗ １􀆰 ３５±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 １１±０􀆰 ０７∗∗

辛味药组 １􀆰 １５±０􀆰 １９ １􀆰 ５８±０􀆰 １４∗∗ １􀆰 ８５±０􀆰 １８∗

甘味药组 ０􀆰 ９０±０􀆰 ０７∗∗ １􀆰 １１±０􀆰 ０２∗∗ １􀆰 ３３±０􀆰 ０５

　 　 注： 与正常组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗ Ｐ＜

０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ９　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞

ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达的影响 　 与正常组比较， 模型

组细胞 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与模

　 　 　 　

型组比较， 甘草附子汤组 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达升高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而阿司匹林组和甘味药组细

胞 ＭＦＮ１ 表达升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １１、 图 ３。
表 １１　 甘草附子汤及其拆方对顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＭＦＮ１、

ＭＦＮ２ 表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
Ｔａｂ􀆰 １１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｇａｎｃａｏ Ｆｕｚｉ Ｔａｎｇ ａｎｄ ｉｔｓ ｄｅｃｏｍｐｏｓｅｄ

ｒｅｃｉｐｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＭＦＮ１ ａｎｄ ＭＦＮ２ ｉｎ
ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＭＦＮ１ 平均荧光强度 ＭＦＮ２ 平均荧光强度

正常组 ５３􀆰 ９８±１􀆰 ０２ ６７􀆰 ５２±４􀆰 ８３
模型组 ２８􀆰 １３±１􀆰 ８４＃＃ ３２􀆰 ３３±２􀆰 ７２＃＃

阿司匹林组 ４５􀆰 １７±３􀆰 １３∗∗ ４３􀆰 １９±４􀆰 ７１
甘草附子汤组 ６６􀆰 ８３±１􀆰 ２２∗∗ ４４􀆰 ２６±１􀆰 ５４∗

辛味药组 ２７􀆰 ９８±１􀆰 ４３ ４１􀆰 ９２±０􀆰 ４９
甘味药组 ６１􀆰 ０７±３􀆰 ０７∗∗ ４３􀆰 ３５±５􀆰 ５８

　 　 注： 与正常组比较，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１； 与模型组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为正常组， Ｂ 为模型组， Ｃ 为阿司匹林组， Ｄ 为甘草附子汤组， Ｅ 为辛味药组， Ｆ 为甘味药组。

图 ３　 各组 ＲＳＣ９６ 细胞 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 免疫荧光染色 （×２００）
Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ＭＦＮ１ ａｎｄ ＭＦＮ２ ｉｎ ＲＳＣ９６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ （×２００）
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４　 讨论

ＣＩＰＮ 属于中医 “痹证” 范畴， 与风、 寒、 湿

关系密切， 即 “风寒湿三气杂至， 合而为痹也”。
铂类药物是致 ＣＩＰＮ 的主要原因之一， 其药性寒

凉［１１］， 易损阳气， 常遇冷诱发或遇寒加重［１２］， 故

以阳虚寒凝、 风湿痹阻、 经脉不通为基本病机［１３］，
治则温阳散寒、 宣痹止痛。 甘草附子汤由甘草、 附

子、 桂枝、 白术组成， 方中附子、 桂枝辛热， 温阳

散寒止痛； 白术、 甘草甘温， 益气健脾， 使阳气化

生有源， 合附子、 桂枝温补并用， 寓 “辛甘化阳”
之意。 课题组前期研究证实， 甘草附子汤可通过抗

炎、 抗氧化应激来改善 ＣＩＰＮ［９］； 本实验以顺铂诱

导 ＲＳＣ９６ 细胞损伤建立 ＣＩＰＮ 模型， 以抗炎镇痛药

阿司匹林为阳性对照药， 进一步研究甘草附子汤改

善 ＣＩＰＮ 的作用机制。
线粒体功能障碍、 氧化应激引起的神经损伤是

ＣＩＰＮ 关键发病机制［１４］， 铂类药物易在周围神经系

统中累积， 改变线粒体形态及功能， 造成神经元损

伤， 表现为 ＡＴＰ 生成减少和活性氧类增加［１５］。
ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 可清除异常增多的活性氧类， 有抗

氧化作用， 而 ＭＤＡ 是反映脂质过氧化程度的重要

指标。 本研究结果显示， 甘草附子汤可促进顺铂诱

导 ＲＳＣ９６ 细胞 ＡＴＰ 生成， 提高 ＳＯＤ、 ＧＳＨ⁃Ｐｘ 活

性， 降低 ＭＤＡ、 Ｈ２Ｏ２ 水平， 可能通过抗氧化应

激、 保护线粒体功能来改善 ＣＩＰＮ。
线粒体裂变和融合过程对线粒体功能至关重

要［１６］， ＤＲＰ１ 是促进线粒体分裂的关键蛋白之一，
抑制 ｐ⁃ＤＲＰ１ 表达可减轻神经元损伤［１７］； 线粒体

融合主要由 ＭＦＮ１ 和 ＭＦＮ２ 介导， 缺乏其一会显著

降低线粒体融合效率［１８］； ＰＧＣ⁃１α 作为线粒体生成

的关键调节因子， 可调节 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２、 ＤＲＰ１ 蛋

白表达及磷酸化， 影响线粒体的融合和分裂［１９⁃２１］。
本研究结果显示， 甘草附子汤能提高顺铂诱导

ＲＳＣ９６ 细胞 ＰＧＣ⁃１α 水平， 降低 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１ 蛋

白表达， 升高 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 表达， 可能通过抑制

线粒体分裂、 促进线粒体融合来改善线粒体

功能。
线粒体是介导细胞凋亡的重要因素。 研究表

明， 顺铂通过 Ｂａｘ ／ Ｃｙｔ⁃Ｃ 途径来启动线粒体应激反

应， 诱导细胞凋亡［２２］； Ｂａｘ 激活可促使 Ｃｙｔ⁃Ｃ 释

放［２３］， Ｃｙｔ⁃Ｃ 与凋亡肽酶激活因子 １ 结合后启动凋

亡级联反应［２４］； 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达升高可抑制

细胞凋亡， 保护细胞活性。 本研究结果显示， 甘草

附子汤可提高顺铂诱导 ＲＳＣ９６ 细胞存活率， 降低

细胞凋亡率， 下调 Ｂａｘ 蛋白表达； Ｃｙｔ⁃Ｃ 水平下降

趋势、 Ｂｃｌ⁃２ 蛋白表达升高趋势在基因表达上得到

进一步验证， 可能通过改善线粒体功能而抑制细胞

凋亡。
值得注意的是， 在甘草附子汤拆方中辛味药组

对 ＳＯＤ、 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 及细胞凋

亡率的影响与模型组相比无明显差异， 而甘味药组

对 ｐ⁃ＤＲＰ１ ／ ＤＲＰ１、 ＭＦＮ１ 及细胞凋亡率的影响基

本与甘草附子汤组一致， 可见单用辛味药不能有效

改善线粒体功能而防治 ＣＩＰＮ， 尤其在失去甘味药

佐制后， 甚至可能由于附子毒性呈现出对细胞的进

一步损伤； 甘味药组对线粒体的融合作用有限， 主

要通过抑制线粒体分裂来改善功能， 可能与其主要

有效成分抑制线粒体分裂而改善神经炎症［２５］， 保

护神经功能［２６］ 有关； 甘草附子汤组整体效果优于

拆方组， 充分说明方剂配伍减毒增效的优势。
综上所述， 甘草附子汤能有效改善顺铂诱导

ＣＩＰＮ 细胞模型， 其机制可能是抑制 ＤＲＰ１ 磷酸化

而阻止线粒体分裂， 上调 ＭＦＮ１、 ＭＦＮ２ 而促进线

粒体融合， 从而改善线粒体功能， 抑制细胞凋亡，
并且是通过辛味药与甘味药共同配伍实现的， 为扩

大该方临床应用范围提供了一定实验依据。
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