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槐耳对人胃癌细胞 ＭＧＣ８０３增殖和凋亡的影响

卢　洁
（舟山市舟山医院 药剂科，浙江 舟山 ３１６０００）

　　摘要：［目的］观察中药槐耳对 胃 癌 细 胞 株 ＭＧＣ８０３增 殖 和 凋 亡 的 影 响。［方 法］以 不 同 浓 度 的 槐 耳（４、８、１６、

３２、６４ｍｇ／ｍｌ）分别作用于体外培养的人胃癌细胞 ＭＧＣ８０３，通过 ＭＴＴ法、划痕实验 等 检 测 槐 耳 对 ＭＧＣ８０３细 胞

增殖和迁移的作用，倒置显微镜下观察细胞的形态变化，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。［结果］ＭＴＴ实验显示槐

耳可抑制 ＭＧＣ８０３细胞的生长，呈时间及浓 度 依 赖 性；显 微 镜 下 可 观 察 到 细 胞 肿 胀、破 裂、呈 坏 死 状；划 痕 实 验 显

示，４、８ｍｇ／ｍｌ槐耳分别作用 ＭＧＣ８０３细 胞，划 痕 愈 合 明 显 慢 于 对 照 组，呈 剂 量 依 赖 关 系；流 式 细 胞 仪 可 检 测 到

ＭＧＣ８０３细胞凋亡率明显增加，呈时间及浓度依赖性。［结论］槐耳可抑制人胃癌 ＭＧＣ８０３细胞的迁移，且能通过

诱导细胞凋亡的方式有效地抑制人胃癌细胞 ＭＧＣ８０３的生长。
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　　胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤，对化疗敏

感性差，对放射线的耐受力也低，其发病率和病死率

居各种恶性肿瘤的首位。因此，寻找更有效的抗胃

癌药物是目前的重要任务。近年来，中医中药在癌

症治疗中的作用日益受到重视。槐耳颗粒作为国家

级一类抗癌新药，具有良好的免疫增强作用，能抑制

肿瘤的 生 长，逆 转 肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 物 的 耐 药 问

题［１－２］。本实验 拟 研 究 槐 耳 在 体 外 对 人 胃 癌 细 胞

ＭＧＣ８０３增殖的抑制作用，为后期抗胃癌药物的研

发提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　仪器和试剂

ＣＯ２培 养 箱（ＨＥＲＡＥＵＳ）；酶 标 仪（ＭＡＧＥＬ－
ＬＡＮ）；ＣＫＸ４１型 倒 置 显 微 镜（ＯＬＹＭＰＵＳ）；流 式

细胞仪（ＦＡＣＳ　ｃａｄｉｂｕｒ）；槐 耳 颗 粒（江 苏 盖 天 力 药

物有限公司）溶于ＲＰＭＩ－１６４０培养液中，配成４、８、

１６、３２、６４ｍｇ／ｍｌ，２０μｍ滤膜过滤除菌待用；ＲＰＭＩ－



１６４０干粉（美 国 Ｇｉｂｃｏ公 司 产 品）；小 牛 血 清（杭 州

四季青公司）；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司）

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　人胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３购自南

京凯 基 生 物 科 技 有 限 公 司。ＭＧＣ８０３细 胞 用 含

１０％小牛 血 清、１００Ｕ／ｍｌ青 霉 素、１００μｇ／ｍｌ链 霉

素的ＲＰＭＩ　１６４０培养液，于３７℃、５％ＣＯ２条件下培

养；以０．２５％胰 蛋 白 酶（含０．０２％ＥＤＴＡ）消 化，按

实验所需细胞密度接种，所有实验均在细胞对数生

长期进行。

１．２．２　ＭＴＴ 测 定 细 胞 抑 制 率　取 对 数 生 长 期 的

胃癌 ＭＧＣ８０３细胞消化，配制成１×１０５个／ｍｌ细胞

悬液，接种于９６孔培养板中，每孔２００μｌ，培养２４ｈ
后，设５个浓度的药物组、空白对照组，每组１２个复

孔。药物组 加 不 同 浓 度 的 槐 耳 使 其 终 浓 度 分 别 为

４、８、１６、３２、６４ｍｇ／ｍｌ；空白对照组为不加药物的培

养基。置３７℃，５％ＣＯ２培养箱中分别培养２４、４８、

７２ｈ后每孔加 ＭＴＴ　２０μｌ，继续培养４ｈ后取出，吸
弃培养基，每 孔 加１５０μｌ　ＤＭＳＯ，置 摇 床 上 低 速 振

荡１０ｍｉｎ，于酶标仪４９０ｎｍ处测定其ＯＤ值，以正

常组 ＯＤ值为对照，计算各孔细胞抑制率（﹪）＝（１
— 各孔 ＯＤ值／正常组 ＯＤ值均数）×１００％。

１．２．３　划痕试验　将２×１０６个 ＭＧＣ８０３细胞接种

于６孔板，培养至８０％融合状态，无血清培养液洗３
次，加入新鲜无血清培养基；１０μｌ　Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ　Ｔｉｐ在

细胞板上划痕，无血清培养液洗３次，加入新鲜无血

清培养基；加入不同浓度 槐 耳，３７℃，５％ ＣＯ２培 养

１２、４８、７２ｈ，观察划痕距离。

１．２．４　流式细胞仪检测细胞凋亡　将 ＭＧＣ８０３细

胞于培养基中正常培养２４ｈ后，加入不同浓度（４、

８、１６ｍｇ／ｍｌ）槐 耳 培 养２４ｈ后，收 集 细 胞，以 ＰＢＳ
清洗，加 入１μｌ　ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ，５μｌ碘 化 丙 啶

（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ　ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）至细胞悬液中，轻轻摇匀，置

冰浴中 避 光 反 应１０ｍｉｎ，加 入４００μｌ预 冷 的１０×
ｂｉｎｄｉｎｇ　ｂｕｆｆｅｒ至 样 品 中，轻 轻 摇 匀，１ｈ内 上 机 检

测［３－４］。

２　结果

２．１　不同时间段倒置显微镜下细胞形态学改变

与 正 常 细 胞 相 比，低 浓 度 的 槐 耳 作 用 于

ＭＧＣ８０３细胞２４ｈ后 部 分 细 胞 变 圆，体 积 变 小，细

胞形态不规则，部分细胞破裂；作用４８ｈ后，过半的

细胞脱落，漂浮于培养基中，多数细胞肿胀、破裂，呈
坏死状。见图１。

２．２　不同浓度槐耳对ＭＧＣ８０３细胞的生长抑制作用

实验结果表明，槐耳可抑制 ＭＧＣ８０３细胞的增

殖，其抑制程度随剂量增加呈增强趋势，但当槐耳浓

度达到１６ｍｇ／ｍｌ时，对 ＭＧＣ８０３细 胞 的 抑 制 程 度

达到最大且随着剂量的增大其抑制程度没有显著变

化。同一浓度下，槐耳对 ＭＧＣ８０３细胞的抑制程度

随作用时间延长呈增强趋势。见图２。

Ａ－１～Ａ－３：分别为正常细胞培养１２、２４、４８ｈ后形态变化（×１０）；Ｂ－１～Ｂ－３：４ｍｇ／ｍｌ槐耳作用于 ＭＧＣ８０３细胞１２、

２４、４８ｈ后细胞形态的（×１０）；Ｃ－１～Ｃ－３：８ｍｇ／ｍｌ槐耳作用于 ＭＧＣ８０３细胞１２、２４、４８ｈ后细胞形态的变（×１０）

图１　不同时间段细胞形态学变化
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图２　不同浓度的槐耳作用２４、４８、７２ｈ对 ＭＧＣ８０３细胞

存活率的影响

２．３　槐耳对人胃癌 ＭＧＣ８０３细胞迁移能力的影响

空白对照组细胞在培养４８、７２ｈ后，细胞划痕距离

明显减少，表明 ＭＧＣ８０３细胞具有较强的迁移能力。
而经４、８ｍｇ／ｍｌ槐耳处理的ＭＧＣ８０３细胞在作用４８ｈ
后，较空白对照组划痕距离明显增大，呈浓度依赖性。
表明槐耳可抑制ＭＧＣ８０３细胞迁移。见图３。

２．４　Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ标记细胞凋亡　
流式细胞仪检测结果显示，不同浓度的槐耳作

用于胃癌 ＭＧＣ８０３细胞后，空白对照组与药物组相

比，槐耳能显著诱导 ＭＧＣ８０３细胞发生凋亡。见图

４。

３　讨论

肿 瘤 的 发 生 和 发 展 是 细 胞 无 限 过 度 积 累 的 过

程，概括其原因主要是细胞的异常增生与细胞本身

的凋亡受到抑制［５］，因而对肿瘤的治疗不应仅仅是

杀死肿瘤细胞和抑制肿瘤细胞增殖，而是应启动凋

亡机制进而诱导凋亡［６］。临床上，越来越多 的 患 者

死于肿瘤的转移，肿瘤细胞的迁移行为是发生转移

最关键的因素，因而明确肿瘤细胞迁移机制，是近几

年来研究的热点。最近，中药已成为开发新药的丰

富的资源，越来越多的中药被发现能够诱导细胞凋

亡［７］。中医中 药 在 癌 症 治 疗 中 的 作 用 日 益 受 到 重

视［８］。槐耳颗粒是国家一类新药，它曾经是 中 国 历

史上著名的药用真菌，民间多用于治疗癌症及炎症。
具有扶正固本，活血化瘀的作用。其主要活性成分

为多糖蛋白（ＰＳ－Ｔ），并含有矿物元素，不仅能抑制

肿瘤细胞的生长，还可增强机体的免疫力，改善患者

的生活质量，在治疗肝癌、肺癌、胃癌、乳腺癌中均有

很好的效果［９－１１］，其 治 疗 肿 瘤 的 机 制 近 年 来 也 成 为

一个研究热 点［１２］。本 实 验 将 槐 耳 在 体 外 作 用 于 具

有 高 转 移 潜 力 的 人 胃 癌 细 胞 株 ＭＧＣ８０３，采 用

ＭＴＴ法、透射电镜、划痕实验等观察其对 ＭＧＣ８０３
的体外抑制作用。在研究中，我们发现槐耳能抑制

细胞的活力和迁移能力，并且还会引起细胞形态学

的变化。ＭＴＴ实验结果表明，当槐耳浓度在０～１６
ｍｇ／ｍｌ时，槐耳 对 ＭＧＣ－８０３细 胞 活 力 抑 制 作 用 表

现为 时 间 和 剂 量 的 依 赖 性。但 当 槐 耳 浓 度 达１６
ｍｇ／ｍｌ时，对 ＭＧＣ８０３细胞的抑制程度达 到 最 大，
且随着剂量的增大其抑制程度无显著变化。

Ａ－１～Ａ－３未经处理的 ＭＧＣ８０３细胞１２、４８、７２ｈ镜下形态；Ｂ－１～Ｂ－３：经过４ｍｇ／ｍｌ槐耳处理的 ＭＧＣ８０３细胞１２、

４８、７２ｈ镜下形态；Ｃ－１～Ｃ３：经８ｍｇ／ｍｌ槐耳处理的 ＭＧＣ８０３细胞１２、４８、７２ｈ镜下形态

图３　划痕试验损伤愈合过程延迟
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ａ．空白组；ｂ．４ｍｇ／ｍｌ槐耳干预２４ｈ；ｃ．８ｍｇ／ｍｌ槐耳干预２４ｈ；ｄ．１６ｍｇ／ｍｌ槐耳干预２４ｈ。

图４　流式细胞仪检测 ＭＧＣ８０３细胞凋亡

　　综上所述，我们的实验结果表明，槐耳可通过诱

导胃癌细胞凋亡而抑制细胞增殖。这些结果有助于

今后从分子生物学机制上揭示槐耳的抗癌机制。
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