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　　摘　要：目的　探讨槐耳清膏抑制肺腺癌细胞增殖、促进细胞凋亡的抗肿瘤作用的分子机制。方法　应用不同浓度槐耳清膏

处理肺腺癌细胞，细胞增殖活性利用羧基荧光素二醋酸盐琥 珀 酰 亚 胺 酯（ＣＦＳＥ）染 色 法 检 测，细 胞 凋 亡 应 用 Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ
双染流式细胞术检测，细胞中相关基因表达利用免疫技术 检 测。结 果　ＣＦＳＥ染 色 结 果 发 现 槐 耳 能 够 明 显 抑 制 肺 腺 癌 细 胞 的 增

殖，并具有浓度和时间依赖性；Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双染流式细胞术检测细胞凋亡结果发现槐耳 能 够 促 进 肺 腺 癌 细 胞 凋 亡，具 有

浓度和时间依赖性；免疫蛋白印迹实验结果发现在肺腺癌细胞中，槐耳能够抑制相关基因ＥＺＨ２、β－ｃａｔｅｎｉｎ和ｂｃｌ－２的表达。结论

在肺腺癌细胞中槐耳清膏抗肿 瘤 作 用 的 分 子 机 制 可 能 是 通 过 抑 制ＥＺＨ２／β－ｃａｔｅｎｉｎ信 号 通 路，抑 制 肺 腺 癌 细 胞 增 殖、促 进 细 胞

凋亡。
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　　肺癌是当今世界 上 病 死 率 最 高 的 恶 性 肿 瘤［１］。尽 管 多 种

治疗手段如外科手术治 疗、内 科 放 化 疗、生 物 治 疗 等 已 广 泛 用

于临床，但由于治疗产生 的 不 良 反 应 及 多 重 耐 药 性，其 治 疗 效

果一直不佳。传统中药 因 其 安 全、天 然 和 不 良 反 应 小，能 够 延

长生 存 期、提 高 生 活 质 量，在 肿 瘤 防 治 研 究 中 正 逐 渐 受 到 关

注［２］。槐耳清膏是真菌槐耳的提取物，其主要活性成分为多糖

蛋白，已广泛用于肿瘤 防 治，但 其 具 体 机 制 不 清 楚。本 研 究 通

过应用槐耳清膏处理肺 腺 癌 细 胞，观 察 细 胞 增 殖 活 性、细 胞 凋

亡及相关基因表达，从而分析槐耳抗瘤作用的可能分子机制。

１　材料与方法

１．１　细胞与试剂　人肺腺癌细胞株Ａ５４９细胞从美国模 式 培

养物保藏所（ＡＴＣＣ）购买，由本实验室保存。槐耳 清 膏 购 自 江

苏启东盖天力药业 有 限 公 司，制 备 浓 度 为１００ｍｇ／ｍＬ无 菌 槐

耳清膏浓缩液，－２０℃保存备用。胎牛血清、ＲＰＭＩ－１６４０细胞

培养基由美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司提供，蛋白浓度测定试剂盒由北京

鼎国昌盛生物技术公司提供，羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺

酯（ＣＦＳＥ）由美 国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 提 供，异 硫 氰 酸 荧 光 素 标 记

膜联蛋白－Ｖ／碘化丙啶（Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ）试 剂 盒 购 自 南 京

凯基生物科技发展有限公 司，β－ｃａｔｅｎｉｎ、Ｂｃｌ－２抗 体 由 美 国Ｓａｎ－

ｔａ　Ｃｒｕｚ公司提供，Ｚｅｓｔｅ基因增强子同源物２（ＥＺＨ２）抗体由美

国Ｃｅｌｌ　Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公 司 提 供，β－ａｃｔｉｎ抗 体 和 羊 抗 鼠

二抗由美国Ｓｉｇｍａ公司提供。

１．２　细胞增殖活性 检 测　采 用ＣＦＳＥ荧 光 染 料 标 记，应 用 流

式细胞术检测细胞增殖活性。接种Ａ５４９细胞培养２４ｈ后，用

ＲＰＭＩ－１６４０无 血 清 培 养 基 洗２遍，胰 酶 消 化 收 集 细 胞，用５

μｍｏｌ／Ｌ　ＣＦＳＥ的磷酸盐（ＰＢＳ）缓 冲 液 重 悬，３７℃避 光 水 浴１５
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ｍｉｎ染色。随后用预冷５倍 体 积 的ＲＰＭＩ－１６４０含 血 清 培 养 基

终止染 色。按５×１０５ 个／孔 接 种 于６孔 板 中，３７℃５％ ＣＯ２
培养箱中培养２４ｈ后，加入槐耳浓缩液，使其终浓度分别为０、

２、４、８ｍｇ／ｍＬ，处理 细 胞。分 别 于 处 理 后２４、４８、７２ｈ收 集 细

胞，ＰＢＳ洗涤２遍，用流式细 胞 仪 在４８８ｎｍ的 激 发 光 下 检 测，

分析细胞的增殖指数（Ｐ．Ｉ．），研究槐耳对肺腺癌细胞增殖活性

的影响。

１．３　细胞凋 亡 率 检 测　采 用 Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ／ＰＩ双 染 法 应

用流式细胞术检 测 细 胞 凋 亡 率。Ａ５４９细 胞 按５×１０５ 个／孔

接种６孔板中，培养２４ｈ后，加 入 槐 耳 浓 缩 液，使 其 终 浓 度 分

别为０、２、４、８ｍｇ／ｍＬ，处 理 细 胞。分 别 于 处 理 后２４、４８、７２ｈ
收集细胞，用预冷ＰＢＳ洗涤细胞２次，于离心管中１　０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，弃上清。加入５００μＬ的结合缓冲液重悬。加入５

μＬ　Ａｎｎｅｘｉｎ　Ｖ－ＦＩＴＣ染液混匀后，加入５μＬ　ＰＩ染液，混匀后室

温避光反应１５ｍｉｎ。用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．４　相关基因表达检测　应用免疫蛋白印迹技术检测相关基

因的 表 达。将 对 数 生 长 期 Ａ５４９细 胞 接 种 六 孔 板，按５×１０５

个／孔，培养２４ｈ后，用槐耳处理细胞，其终浓度为４ｍｇ／ｍＬ，

对照组用ＰＢＳ处 理。４８ｈ后 收 集 细 胞，提 取 总 蛋 白。应 用 免

疫蛋白印迹技术 分 别 检 测ＥＺＨ２、β－ｃａｔｅｎｉｎ和ｂｃｌ－２蛋 白 表 达

情况。

１．５　统计学处理　采用ＳＰＳＳ　１９．０软件进行数据处理及统计

学分析。计量资料 以ｘ±ｓ表 示，组 间 比 较 采 用ｔ检 验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　槐 耳 清 膏 对 肺 腺 癌 细 胞 增 殖 活 性 的 影 响　４ｍｇ／ｍＬ槐

耳清膏作用于细胞不同时间（２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ）细胞的Ｐ．Ｉ．依次

为４．５±０．０３、６．６±０．０２、６．２±０．０５；作用２４ｈ后有明显抑制

增殖作用；２、４、８ｍｇ／ｍＬ槐耳清 膏 作 用 于 细 胞４８ｈＰ．Ｉ．依 次

为８．８±０．０３、６．６±０．０２、６．１±０．０５，均 能 够 明 显 抑 制 肺 腺 癌

细胞增殖；４ｍｇ／ｍＬ和８ｍｇ／ｍＬ槐 耳 清 膏 处 理 细 胞７２ｈ后，

Ｐ．Ｉ．依次为６．２±０．０５、６．４±０．０７，均 有 明 显 抑 制 增 殖 作 用。

见图１。

　　＊：Ｐ＜０．０５，与０ｍｇ／ｍＬ的 槐 耳 清 膏 作 用 于 Ａ５４９细 胞 的Ｐ．Ｉ．

比较。

图１　　槐耳清膏对Ａ５４９细胞增殖的影响

２．２　槐 耳 清 膏 促 进 肺 腺 癌 细 胞 的 凋 亡　２、４、８ｍｇ／ｍＬ槐 耳

清膏 作 用 于 Ａ５４９细 胞４８ｈ细 胞 凋 亡 率 依 次 为２５．２％、

３４．３％、４０．９％，而０ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏作用于Ａ５４９细 胞４８ｈ

细胞凋亡率为９．８％，槐 耳 具 有 明 显 促 细 胞 凋 亡 作 用，且 随 着

浓度增加凋亡率增 加；４ｍｇ／ｍＬ槐 耳 清 膏 处 理 细 胞２４、４８、７２

ｈ细胞凋亡率依次 为９．５％、３４．３％、６０．５％，均 有 明 显 促 凋 亡

作用，且随着时间延长凋亡率增加。见图２。

　　Ａ：２～８ｍｇ／ｍＬ与０ｍｇ／ｍＬ的槐 耳 清 膏 作 用 于 Ａ５４９细 胞４８ｈ

后细胞凋亡率比较；Ｂ：４ｍｇ／ｍＬ槐耳清膏作用于Ａ５４９细胞２４、４８、７２

ｈ后与作用０ｈ细胞凋亡率比较；＊：Ｐ＜０．０５，差异有统计学意义。

图２　　槐耳清膏对Ａ５４９细胞凋亡的影响

２．３　槐耳清膏对相关基 因 表 达 的 影 响　与 对 照 组 相 比，槐 耳

处理后肺腺癌细胞 中ＥＺＨ２、β－ｃａｔｅｎｉｎ和ｂｃｌ２的 表 达 下 调，表

明在肺腺癌细胞中槐耳清膏抗癌作用的可能机制是：槐耳清膏

通过抑制ＥＺＨ２／β－ｃａｔｅｎｉｎ通路，进而抑制细 胞 增 殖、促 进 细 胞

凋亡而起作用。见图３。

图３　　槐耳清膏处理对ＥＺＨ２及其相关蛋白表达的影响

３　讨　　论

世界肺癌联盟发布的最新数据显示，肺癌发病率和病死率

呈逐年上升趋势，全球每年有约１５０万人死于肺癌。国内第三

次人口死因调 查 结 果 表 明：肺 癌 居 国 内 恶 性 肿 瘤 死 亡 原 因 之

首，每年大 约 有６０万 人 死 于 肺 癌。肺 癌 的 五 年 生 存 率 不 足

１５％，其主要原因 在 于 大 多 数 被 确 诊 的 肺 癌 患 者 已 处 于 中 晚

期，失去外 科 手 术 治 疗 机 会，而 放 化 疗 不 良 反 应 大，治 疗 效

果差。

槐耳 清 膏 是 真 菌 槐 耳 的 提 取 物，已 有 近１　６００年 的 历

史［３］，其活性成分 为 蛋 白 多 糖（ＰＳ－Ｔ）［４］。由 南 京 中 医 药 大 学

研制的金克槐耳颗粒具有广谱抗瘤作用，且无明显不良反应，

能够明显延长 生 存 期、提 高 生 活 质 量，是 国 家 中 药 一 类 新 药。

但槐耳的抗瘤作用机 制 尚 不 清 楚。有 研 究 发 现 在 肝 癌 和 乳 腺

癌中槐耳 可 以 促 进 肿 瘤 细 胞 凋 亡［５－６］，抑 制 肿 瘤 组 织 血 管 生

成［７］，促进肺癌细胞对化疗药物敏感性等［８］。Ｙａｎ等［９］研究表

明槐耳能够抑制卵巢 癌 的 转 移。Ｗａｎｇ等［１０］发 现 槐 耳 能 够 抑

制乳腺癌细胞增 殖。本 研 究 结 果 发 现 在 肺 腺 癌 细 胞 Ａ５４９细

胞中槐耳清膏能够抑制细胞增殖、诱导凋亡，并具有时间和剂

量依赖性。

ＥＺＨ２是多梳蛋白抑制复合物２的催化亚基，能够使组蛋

白３第２７位赖氨酸甲基化，抑制与细胞分化和增殖相关 基 因

·４８４１· 国际检验医学杂志２０１５年６月第３６卷第１１期　Ｉｎｔ　Ｊ　Ｌａｂ　Ｍｅｄ，Ｊｕｎｅ　２０１５，Ｖｏｌ．３６，Ｎｏ．１１



的表达，参 与 肿 瘤 发 生 发 展［１１］。研 究 发 现 多 种 肿 瘤 细 胞 中

ＥＺＨ２呈 高 表 达［１２］，Ｃａｉ等［１３］发 现 在 鼻 咽 癌 细 胞 中，ＥＺＨ２被

Ｌｅｔ－７ａ抑制，进而抑制细 胞 增 殖，促 进 凋 亡。本 研 究 发 现 在 肺

腺癌细胞Ａ５４９细 胞 中，槐 耳 能 够 抑 制ＥＺＨ２蛋 白 表 达，表 明

ＥＺＨ２与槐耳抗瘤作用密切相关。

为进一步研究在槐耳抗瘤作用中ＥＺＨ２的作用，本研究进

一步检测了ＥＺＨ２相关基因 的 表 达 情 况。正 常 细 胞 胞 浆 中β－

ｃａｔｅｎｉｎ被控制在较低 水 平［１４］，而ＥＺＨ２能 活 化 Ｗｎｔ／β－ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路，促 进β－ｃａｔｅｎｉｎ的 表 达［１５］；在 结 肠 癌 细 胞 中，β－ｃａｔｅ－

ｎｉｎ／Ｔｃｆ信号通路活化，ｂｃｌ－２的表达上调［１６］；表明在肿瘤细胞

中ＥＺＨ２高表达能够 活 化β－ｃａｔｅｎｉｎ信 号 通 路，进 而 促 进ｂｃｌ－２
的表达，促进细胞增殖、抑制细胞凋亡。本研究结果显示，在肺

腺癌细胞中槐耳能抑制β－ｃａｔｅｎｉｎ和ｂｃｌ－２的表达，表明ＥＺＨ２、

β－ｃａｔｅｎｉｎ和ｂｃｌ－２在槐耳抑瘤作用中具有重要作用。

本研究探讨了在肺腺癌细胞中传统中药槐耳抗瘤作用的

可能 机 制，发 现 槐 耳 能 够 抑 制ＥＺＨ２、β－ｃａｔｅｎｉｎ和Ｂｃｌ－２的 表

达，进而抑制肺腺癌细 胞 增 殖、促 进 凋 亡。本 研 究 首 次 提 出 槐

耳抗瘤作用的 新 的 分 子 机 制，即 槐 耳／ＥＺＨ２／β－ｃａｔｅｎｉｎ／ｂｃｌ－２／

细胞凋亡途径，为槐耳抗癌的临床应用提供了新的理论和实验

依据。
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