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妇科再造丸含药血清对人子宫肌瘤细胞 Ｂａｘ和
Ｂｃｌ２蛋白表达的影响
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［摘　要］目的：探讨妇科再造丸（ＦＫＷ）含药血清对体外培养人子宫肌瘤细胞凋亡相关蛋白Ｂａｘ和Ｂ细胞淋
巴瘤２（Ｂｃｌ２）表达的影响。方法：对人子宫肌瘤细胞进行原代培养、传代并进行鉴定；６０只 ＳＤ雌性大鼠随机
均分为空白组（无药血清组），ＦＫＷ高、中、低剂量组和桂枝茯苓胶囊（ＧＺＦＬ）组，利用各组大鼠制备无药血清和
含药血清分别作用于子宫肌瘤细胞７２ｈ时，采用ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达。结果：
培养的细胞经鉴定证实为人子宫肌瘤细胞；与无药血清组比较，ＦＫＷ含药血清各剂量组均能增加Ｂａｘ蛋白相对
表达量，降低Ｂｃｌ２蛋白相对表达量（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），且作用随剂量的增加而有增强的趋势（Ｐ＜００５或Ｐ
＜００１）。结论：ＦＫＷ含药血清可影响人子宫肌瘤细胞凋亡相关蛋白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达，这可能是ＦＫＷ临床应
用时缓解子宫肌瘤症状的机制之一。
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　　子宫肌瘤起源于子宫平滑肌细胞，多见于３０
～５０岁女性，发病率高达２０％～２５％，是女性生殖
器中最常见的良性肿瘤，也是未绝经妇女行子宫全

切术的最主要原因，严重威胁着女性的身心健

康［１－３］。目前多采用激素类药物治疗子宫肌瘤，但

副作用大，停药后易复发，治疗效果并不理想［４～６］，

因此临床上采用中药辅助治疗子宫肌瘤，取得了较

满意的疗效［７－８］。妇科再造丸（ＦｕＫｅＺａｉＺａｏｐｉｌｌ，
ＦＫＷ）系贵州名医王聘贤所创，至今已有７０多年
的历史，具有活血化瘀、行气止痛、益气健脾之功

效，临床广泛用于月经不调、痛经、体虚带下和妇科

炎症等妇科疾病，对子宫肌瘤症状亦具有缓解作

用。本课题组前期研究显示 ＦＫＷ对于雌、孕激素
诱发的大鼠子宫平滑肌瘤样增生有显著的抑制作

用，并能促进体外培养人子宫肌瘤细胞的凋

亡［９－１３］。有研究表明，细胞凋亡调控基因表达异

常是子宫肌瘤发生、发展的重要因素之一，其中 Ｂ
细胞淋巴瘤２基因（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ２，Ｂｃｌ２）家族
起着重要的作用［１４］，然而目前ＦＫＷ促进子宫肌瘤
细胞凋亡相关机制的研究尚未见报道。因此，本研

究通过血清药理学方法，观察 ＦＫＷ对体外培养人
体子宫肌瘤细胞凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２及 Ｂａｘ表达
的影响，探讨ＦＫＷ促进子宫肌瘤细胞凋亡可能的
作用机制，为临床应用增加新的适应症提供科学

依据。

１　材料与方法
１１　材料
１１１　标本来源　选择２０１５年１月 －２０１７年４
月因子宫肌瘤行子宫全切或肌瘤剔除术的患者４
例，３５～５０岁，未绝经，术前３个月无类固醇激素
使用史，术后经病理学诊断为子宫肌瘤。

１１２　实验动物　清洁级３月龄 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ
（ＳＤ）大鼠，雌性，体质量（２００±２０）ｇ，合格证号
ＳＣＸＫ（黔）２０１２－０００１，由贵州医科大学实验动物
中心提供。

１１３　药物、主要试剂与仪器　ＦＫＷ（棕褐色丸
剂，２６ｇ／１０丸，贵阳德昌祥药业有限公司生产，批

号２０１５１０２１），桂枝茯苓胶囊（ＧｕｉＺｈｉＦｕＬｉｎｃａｐ
ｓｕｌｅ，ＧＺＦＬ，连云港康缘制药股份有限公司生产，
批号 １５０１０６）；Ｄｕｌｂｅｃｃｏ＇ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅＭｅｄｉｕｍ
（ＤＭＥＭ）培养基（美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），胎牛血清
（美国Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），二甲基亚砜和胰蛋白酶（美
国Ｓｉｇｍａ公司），鼠抗人Ｂｃｌ２单克隆抗体和兔抗人
Ｂａｘ单克隆抗体（美国 ＣＳＴ公司），单克隆兔抗甘
油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅ
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）抗体和兔抗人平滑肌肌动蛋
白单克隆抗体（英国 Ａｂｃａｍ公司）；ＣＯ２恒温培养
箱（上海一恒科技有限公司），ＱＬ－９０１旋涡振荡
器（海门市麒麟医用仪器厂），Ｍｉｎｉ型蛋白电泳系
统（美国Ｂｉｏ－ｒａｄ公司）及 ＬＧ２０００数码凝胶图像
分析系统（杭州朗基科学仪器有限公司）。

１１４　标本及药品制备　术中无菌条件下取子宫
肌瘤组织１ｃｍ３，加入３％双抗（青、链霉素）的磷酸
缓冲盐溶液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）１０ｍＬ，
冰浴密闭尽快送入细胞培养室。ＦＫＷ试验前用蒸
馏水配制成高剂量组药液（终浓度１１２ｇ／Ｌ），再依
次稀释配制成中、低剂量组药液（终浓度分别为

５６、２８ｇ／Ｌ）；ＧＺＦＬ临用前用蒸馏水配制成浓度为
３０ｇ／Ｌ混悬液。
１２　方法
１２１　给药和制备血清　取ＳＤ大鼠６０只，随机分
为空白组（无药血清组）、ＦＫＷ低剂量组（２８ｇ／Ｌ）、
中剂量ＦＫＷ组（５６ｇ／Ｌ）、高剂量ＦＫＷ组（１１２ｇ／Ｌ）
及ＧＺＦＬ组，每组１２只。无药血清组大鼠每次灌
服生理盐水１０ｍＬ／ｋｇ，ＦＫＷ高、中、低剂量组每次
灌服相应药液 １０ｍＬ／ｋｇ（分别为成人等效剂量
１２９倍、６５倍、３２倍），ＧＺＦＬ组每次灌服混悬液
１０ｍＬ／ｋｇ（为成人等效剂量６４倍）。各组大鼠给
药２次／ｄ，间隔６ｈ，连续２ｄ，第３天末次给药１ｈ后
股动脉取血，分离血清，５６℃、３０ｍｉｎ灭活，０２２μｍ
微孔滤膜过滤除菌后分装，－２０℃保存备用。
１２２　人子宫肌瘤细胞的原代培养及鉴定［１５］　
无菌条件下用３％双抗ＰＢＳ液漂洗肌瘤组织，眼科
剪将标本剪碎为１ｍｍ３组织块，间距２～３ｍｍ摆
放于培养瓶中，置于３７℃的５％ ＣＯ２培养箱内，吸
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出培养液，翻转培养瓶使瓶底朝上后加入含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ培养液，培养４ｈ后将培养瓶翻
正培养，每２～３天换液１次，约３～４周出现致密
细胞层后取出组织块，继续培养、传代，传代细胞均

经α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αａｃ
ｔｉｎ）免疫细胞化学法鉴定证实。
１２３　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测人子宫肌瘤细胞中 Ｂａｘ、
Ｂｃｌ２的蛋白表达　实验分为无药血清组（加入
２０％无药血清）、ＦＫＷ低、中、高剂量组及 ＧＺＦＬ组
（加入２０％含药血清）。收集经药物干预７２ｈ的
各组子宫肌瘤细胞，ＰＢＳ洗涤２次，裂解液冰上常
规裂解３０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，加入蛋白
质上样缓冲液，１００℃煮沸５ｍｉｎ，行 ＳＤＳＰＡＧＥ电
泳。电转法将蛋白质转移至聚偏二氟乙烯（ｐｏｌｙｖｉ
ｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，常温下浸于５％脱脂牛
奶，水平摇床上封闭２ｈ后加入一抗（鼠抗人 Ｂｃｌ２
单克隆抗体１∶１０００，兔抗人 Ｂａｘ单克隆抗体１∶
１０００，单克隆兔抗 ＧＡＰＤＨ抗体１∶１０００），４℃摇
床上孵育过夜，含吐温 －２０℃的磷酸盐缓冲液
（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ＰＢＳＴ）洗涤 ＰＶＤＦ膜
５ｍｉｎ×６次，加入１∶５０００稀释的辣根过氧化物酶
标记二抗，室温孵育２ｈ，ＰＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ×６次，
用ＥＣＬ显色试剂盒显色，ＰＶＤＦ膜放入 ＢｉｏＲａｄ图
像摄取系统，保存图像。用 ＬＧ２０００数码凝胶图像
分析系统进行条带光密度分析，计算目的蛋白吸光

度与ＧＡＰＤＨ吸光度的比值，作为目的蛋白的相对
表达水平。每个样本重复测量３次。
１３　统计学方法

用ＳＰＳＳ１３０软件包进行统计，所有数据结果
用均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，多组比较采用单因素
方差分析，两两比较用 ＬＳＤｔ检验。Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　人子宫肌瘤细胞原代培养及鉴定　

人子宫肌瘤细胞培养至第７～１０天组织块边
缘开始有细胞游出，随着时间延长细胞逐渐分裂，

最终融合成片；胞体细长，为梭形或不规则三角形，

呈放射状或旋涡状生长，当细胞生长接近铺满瓶底

８０％时传代，传代周期约３～５ｄ，传至３～５代的细
胞形态均一，生长良好，经αａｃｔｉｎ单克隆抗体免疫
细胞化学染色证实，阳性细胞数接近１００％，说明
培养的肌瘤细胞纯度较高，符合要求，可用于后续

的实验观察。见图１。

注：箭头处为肌瘤细胞（棕黄色）

图１　体外培养的人子宫平滑肌瘤细胞
（免疫细胞化学染色，×４００）

Ｆｉｇ．１　Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｕｔｅｒｉｎｅ
ｆｅｂｒｏｉｄｃｅｌｌｓｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｖｉｔｒｏ

２２　子宫肌瘤细胞Ｂａｘ、Ｂｃｌ２蛋白表达
实验结果显示，与无药血清组比较，ＦＫＷ含药

血清各剂量组均能增加Ｂａｘ蛋白相对表达量，降低
Ｂｃｌ２蛋白相对表达量（Ｐ＜００５或 Ｐ＜００１），且
作用随剂量的增加有增强的趋势（Ｐ＜００５或Ｐ＜
００１）。见图２。

注：与无药血清组比较，（１）Ｐ＜００１，（２）Ｐ＜００５；与ＦＫＷ

低剂量组比较，（３）Ｐ＜００１，（４）Ｐ＜００５；与ＦＫＷ

中剂量组比较，（５）Ｐ＜００１，（６）Ｐ＜００５。

图２　ＦＫＷ对子宫肌瘤细胞凋亡相关
蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＦＫＷｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｕｔｅｒｉｎｅｆｉｂｒｏｉｄｃｅｌｌｓ
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３　讨论

肿瘤是细胞增殖和死亡均发生了异常的疾

病［１６］。实体肿瘤细胞的死亡主要有坏死和凋亡两

种形式，一般认为，细胞凋亡抑制在肿瘤发生和发

展过程中比细胞过度增殖起的作用更为重要［１７］。

细胞凋亡是有核细胞在凋亡基因调控下发生的细

胞自我消亡的过程，是一种主动的、固有的程序化

现象［１８］。细胞凋亡一旦受到抑制，这部分通过“非

法途径”得以存活的细胞将持续异常“发展”，进而

形成局在型肿物［１９］。研究表明，Ｂｃｌ２基因家族在
细胞凋亡的基因调控网络中起着关键作用［２０］。

Ｂｃｌ２家族成员含有１～４个同源结构域，现已至少
发现１９个同源物，根据蛋白在细胞凋亡中的功能
可将Ｂｃｌ２家族分为两类：一类是抗凋亡的，如Ｂｃｌ
２、Ｂｃｌｘｌ、Ｃｅｄ９、Ｍｃｌ１等，另一类是促凋亡的，如
Ｂａｘ、Ｂｃｌｘｓ、Ｂａｋ、Ｂａｄ等［２１］。其中，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ是
Ｂｃｌ２家族中最具代表性的功能相互对立的凋亡调
控基因［２２］。Ｂｃｌ２来源于Ｂ细胞淋巴瘤，被发现于
Ｂ细胞滤泡性淋巴瘤染色体断裂点，是凋亡抑制基
因，在细胞中高表达时可对抗细胞凋亡、延长细胞

寿命，故亦被称为“长寿基因”；Ｂｃｌ２蛋白是一种
膜蛋白，位于线粒体膜，滑面内质网膜及核膜上，可

通过抗氧化通路、影响 Ｃａ２＋内流等多种机制抑制
细胞凋亡［２３］。Ｂａｘ与Ｂｃｌ２有２１％的同源性，主要
的生物学功能是加速细胞凋亡，具有抑制肿瘤作

用，Ｂａｘ编码的Ｂａｘ蛋白可与 Ｂｃｌ２形成二聚体来
发挥作用［２４］。二者结合可形成 Ｂｃｌ２／Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ
２／Ｂａｘ和Ｂａｘ／Ｂａｘ三种二聚体形式，其中同二聚体
Ｂａｘ／Ｂａｘ促进细胞凋亡，Ｂｃｌ２／Ｂｃｌ２则抑制细胞凋
亡，当二者形成异二聚体 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ时，Ｂａｘ与 Ｂｃｌ
２就会相互对抗、彼此制约，因此二者对细胞凋亡
形成正负调控，各自在细胞内所占的比例是调节细

胞凋亡的重要因素［２５］。子宫肌瘤的发病机制与细

胞凋亡关系密切［１４］。研究发现，Ｂｃｌ２蛋白在子宫
肌瘤标本中强阳性表达，在正常子宫肌层中弱阳性

表达；Ｂａｘ蛋白在正常子宫肌层中强阳性表达，在
子宫肌瘤标本弱阳性表达，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ在子宫肌瘤
组织中的表达显著高于正常［２６－２７］。因此，Ｂａｘ表
达水平过低、Ｂｃｌ２表达水平过高是子宫肌瘤发生
发展的分子基础。

本研究成功建立人子宫肌瘤细胞原代培养并

传代，可用于后续的实验观察，结果显示 ＦＫＷ含

药血清各剂量组作用７２ｈ后，子宫肌瘤细胞 Ｂａｘ
蛋白相对表达量增加，Ｂｃｌ２蛋白相对表达量降低，
与无药血清组比较差异有统计学意义（Ｐ＜００５或
Ｐ＜００１），且作用随剂量的增加有增强的趋势（Ｐ
＜００５或 Ｐ＜００１），提示 ＦＫＷ促进子宫肌瘤细
胞凋亡的作用与 Ｂｃｌ２家族密切相关，即 ＦＫＷ可
上调Ｂｃｌ２家族中抗凋亡成员Ｂｃｌ２的表达并降低
促凋亡成员Ｂａｘ的表达，从而Ｂａｘ／Ｂａｘ结合的同二
聚体减少，Ｂｃｌ２／Ｂａｘ结合的异二聚体相对增多，进
而对子宫肌瘤细胞凋亡实现正调控。ＦＫＷ是否还
具有 Ｂｃｌ２家族外的调控机制促进子宫肌瘤细胞
凋亡，还有待进一步深入研究。此外，由于 ＦＫＷ
由４２味中药组成，组方及作用机制复杂，药理活性
的发挥可能是源于 ＦＫＷ组方中特有的成分，也可
能是各组分相互作用后的产物，或者是其在体内复

杂的药物代谢过程中所产生的代谢物质，其具体发

挥效应的成分亦有待进行进一步深入研究。

综上所述，ＦＫＷ可通过影响细胞凋亡相关蛋
白Ｂｃｌ２、Ｂａｘ的表达，促进子宫肌瘤细胞凋亡，抑
制肌瘤生长。
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