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【
摘 要

】目 的 探究槐耳清膏对结直 肠 癌 细胞增殖和侵袭 能力 的影 响 。 方 法 应 用 ＭＴＳ 、

Ｔｍｎｓｗｅ
ｌｌ 、
流 式细胞术及 Ｗ ｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 等研究槐耳 清膏 对人结直肠癌 细胞 系 的 抑 制作 用

，

并建立小 鼠

动物模 型 。 结果ＭＴＳ 表 明 槐耳清 膏 能够 抑 制 ＳＷ４８０ 细胞增殖
；
Ｔｍｎｓｗｅｌｌ 表 明 槐耳 清 膏可 抑 制

ＳＷ４８０ 侵袭能力
；
流式细胞术表 明 槐耳清膏 可诱导 ＳＷ４８０ 细胞凋 亡

；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ 显示槐耳 清膏 可上

调 Ｂ ａｘ
 ，

ｃ ｌｅａｖａ
ｇ
ｅｃａｓｐａｓｅ

－

３
，
抑制 Ｂｃｌ

－２ 等蛋 白
；
小 鼠体 内皮下成瘤 实验提 ７Ｋ亦可 抑制肿瘤 生长 。 结论

槐耳清膏 可抑制 结直肠癌 细胞 的增殖及侵袭能力
，

并可 诱导 ＳＷ４８０ 细胞 凋亡
，

其作用 机制 可能 与激

活 Ｂ ｃｌ
－
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ｐ
ａｓｅ

－

３ 凋 亡相关信号通路相关 。
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结直肠 癌是常见的恶性肿 瘤之
一

，
其治 疗原

则主要是 以手术为主的综合性治疗
，
包括放疗 、化

疗 、
生物免疫治疗等

，
但单

一

治疗方法总体疗效仍

有待提高 ［ １
－

３ ］

。 在现有治疗方法 的基础上
，
探索新

的辅助治疗手段 ，
是提高其治疗效果 的重要方法 。

槐耳是生长在老龄 中 国槐树杆上的槐栓菌
，
属于

菌物界 、真菌 门 、担子菌亚 门 、 层 菌纲 、非褶 菌 目 、

多孔 菌科 、 栓菌属 ，
含有 多种有机成分和 １ ０ 余种

矿物质元素 。 其主要成分是多糖蛋 白
，
具有独特的

直接抗癌作用 和显著的免疫增强调节作用 ［

４
，
５

］

。 现

有研究表 明槐耳颗粒对多种恶 性肿瘤包括直肠癌

具有独 特及显著 的抗肿瘤免疫增 强调节作 用
，
其

临床疗效已在肝细胞癌 、 乳腺 癌等恶性肿瘤 中得

到证实 ［
６ ， ７

］

。本研究通过结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 系 的

体内体外模型
，
探讨槐耳清膏在结直肠癌 中 的作

用及其可能机制 。

１ 材料 与方法

１
．
１ 实验材料 槐耳清膏用 ＤＭＥＭ 配置成 ｌＯＯｍｇｆｅｉｌ

溶液 ，
用 ０ ．

２２ｕｍ 的滤器过滤后－２０Ｔ长期保存
；

人

结直肠癌细胞株 ＳＷ４８０ 购 自 中科院上海 细胞库
；

６ 只 ４ 周 龄雄性 ＢＡＬＢ ／ｃ 裸鼠 购 自 中 山 大学 实验

动物 中心 。

１
．
２ 实验方法

１
．
２

．
１ 细胞培 养 人结直肠癌 细胞株 ＳＷ４８０ 常

规培养在包含 １ ０％血清 、 １％青霉素 －链霉素 、 １％

非必需氨基酸 、 １％左旋谷氨酸的 ＤＭＥＭ 培养体系

中
，
放在 ３７Ｔ 、５％Ｃ０２ 培养箱 中培养

，
每 ２－ ３ 天换

液一次 。 应用 ０ ． ２５％胰酶 ３７Ｔ ；消化细胞 ２
－

３ｍｉｎ
，

消化后传代培养
，
培养条件 同前 。

１
．
２

．
２ＭＴＳ 法检测 细胞增殖 消化重悬 ＳＷ４８０

细胞后 ， 在 ９６ 孔板 中 每孔加入 １ ５０ｕ ｌ 含 ５０００ 个

细胞 的完全培养基
，
培养 ２４ｈ 后将细胞培养液吸

进
，
替换为含有 ０ ，１ ，２ ，４ ，６ａｎｄ１０ｍｇ／ｍｌ 的槐耳

清膏 的完全培养基
，

继续培养 ２４ 、４８ 、 ７２ ｈ 后
，
每

孔加入 ２０ｕｌ 的 ＭＴＳ 溶液在在 ３７Ｔ
，
５％Ｃ０

２ 的环

境下孵育 ３ 个小 时
，
４９０ｎｍ 读取吸光度值 。 每个

浓度重复五个孔 。

１
．
２

． ３Ｔｒａｎ ｓｗｅｌｌ 侵 袭 实 验 将 预先 溶 解 好 的

Ｍａｔｒｉｇｅ ｌ 胶用无血清培养基按 １ ：９ 的 比例 配成溶

液
，
３７丈孵育 ４ｈ 。

取 ５０ｕｌ 上述溶液均 勻 的铺在

Ｔｒａｎｓｗｅ ｌｌ 小室上层 。 消化细胞并计数
，

无血清培养

液重悬细胞
，

混勾
，
每个 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室加入 ２００ｕｌ

含 ５
＊
１ ０

４ 个细胞
，
同时上室用 ４

，６ｍｇ／ｍｌ 的槐耳清

膏处理细胞
，
以不加槐耳清膏溶液处理 的作为对

照组 。 培养 ３６ｈ 后取 出小室
，

固定
，
染色

，
拍照

，
计

数并统计分析 。

１ ． ２ ．４ 流式细胞检测 用含 ０
，
４

， ６ｍｇ／ｍ ｌ 的槐耳

清膏处理细胞 ４８ｈ 后
，
消化离心后 用 １００ｕｌＩＸ

ＡｎｎｅｘｉｎＶｂｕｆｆｅｒ轻轻重悬细胞
，
加人５ｕｌＡｎｎｅｘｉｎ

Ｖ－ＦＩＴＣ 和 ５
｜

ｘｌ 碘化丙啶染 色液 ， 轻轻混勻 ，
室 温

避光孵育 １ ５ｍｉｎ
， 随 即进行 流 式 细 胞仪检测 ，

ＡｎｎｅｘｉｎＶ －

ＦＩＴＣ 为绿色荧光
，
ＰＩ 为红色荧光 。

１ ． ２ ． ５ 裸鼠皮下成瘤 小 鼠先 自 由进食 、 饮水适

应环境 １ 周
，
然后给予下述处理

：
于裸鼠背部皮下

注射 ＨＣＴ １ １ ６ 细胞悬液 １ ００ ｕｌ （
即 ｌ ｘｌ ０

６

ｃｅｌｌｓ
）
。 继

续按上述条件饲养
一

周
，
观察成瘤情况 。 皮下注射

结直肠癌细胞 １ 周后
，

根据成瘤大小
，

按分层随机

抽样 的方法分成 ２ 组
，
分别按体重给予 ４

ｇ／
ｋ
ｇ 槐

耳清膏溶液 ［
８

］

。 每 ３ 天测量
一

次肿瘤最大长径ａ ）

和横径 （Ｓ ） ，
肿瘤体积＝ｔｔ１ｓ

２

／６
［
９

］

。

１ ． ２ ． ６蛋 白 质印记 （Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂ ｌｏｔｔｉｎｇ ）
配置ＳＤＳ－

ＰＡＧＥ 分离胶
，
每孔上样 ８０ ｕｇ 蛋 白

，
应用 硝酸纤

维素膜转膜 ，
以 ５％脱脂牛奶封闭 ，然后

一

抗按 照

如下 比例加人过夜孵育
（
至少 １２ｈ

）：
ｍｏｕ ｓｅａｎｔ ｉ－

Ｂ ｅｌ
－２（

１
：
１０００

，Ａｂｅａｍ ） ，ｒａｂｂ
ｉ ｔａｎｔｉ

－Ｂａｘ（
１

：
１ ０００

，

Ａｂｅａｍ
） ，ｒａｂｂｉ ｔａｎ ｔｉ

－

ｃ ｌｅａｖａｇｅｃａｓｐａｓｅ
－

３ （
１

： ５００
，

Ａｂｅａｍ
） ， 

ｒａｂｂｉｔａｎ ｔｉ
－ＧＡＰＤＨ

（
１ ：５０００

，
Ｓｉ

ｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ
）
〇

加人二抗孵育 １ｈ
，
应用 ＴＢＳＴ 清洗后扫膜分析 。

１
． ３ 统计学分析 采用 ＳＰＳＳ２２ ．０ 统计软件对数

据进行分析 。 组 间差异 比 较采用 ｔ 检验或单因 素

方差分析
，
计量资料 以均数±标准差表示

，

Ｐ＜０ ．０５

认为差异有统计学意义 。

２ 结果

２ ． １ 槐耳清膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 系 增殖

的影 响 ＭＴＳ 实验结果表 明 ， 槐耳清膏 能够抑 制

ＳＷ４８０ 细胞的 生长 ，
且其抑制效应具有剂量依赖

性
（
图 １Ａ

） ，
０ 、 １ 、 ２ 、４ 、６ 和 １０ｍｇ／ｍｌ 的槐耳清膏作

用 ＳＷ４８０ 细 胞 ４８ｈ 后
，
其 抑 制 率分 别 为

：
０ 、

１ ３ ． ２％ 、 ２２ ． ３％ 、４４ ． １％ 、 ５０ ． ２％和 ５７ ．９％ 。 基于上述

结果
，
后续实验我们选用 ４ 和 ６ｍｇ／ｍｌ 的槐耳清膏

作用浓度 。
应用 ４ 和 ６ｍｇ／ｍｌ 的槐耳清膏分别作用

ＳＷ４８０ 细 胞 ２４ｈ 、４８ｈ 及 ７２ｈ 后
，

ＭＴＳ 显示槐耳

清膏对 ＳＷ４８０ 细 胞 的 生长抑 制作用呈 现
一

定 的

时间依赖性 （图 １ Ｂ
）
。
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２ ．２ 槐耳清膏对人结直肠 癌 ＳＷ４ ８０ 细胞系侵袭

能力 的影 响 Ｔｒａｎ ｓｗｅｌｌ 侵袭实验结果表 明
，
在 ４

和 ６ｍｇ／ｍｌ 的槐耳清膏作 用 ４８ｈ 后
，

ＳＷ４８０ 细胞

系 的侵袭能力受到 明显抑 制
，

而且 ６ｍｇ
／ｍｌ 作用浓

度下 的抑制效应相 比于 ４ｍｇ／ｍＬ 作用浓度更加显

著 （ 图 ２
） 。

２ ．３ 槐耳清膏对人结直肠 癌 ＳＷ４８０ 细胞系凋亡

的 影 响ＰＩ
－ａｎｎｅｘｉｎ 

－Ｖ流 式 实 验 结 果 表 明
，

ＳＷ４８０ 细胞在 ０ 、
４ 和 ６ｍｇ／ｍ ｌ 的槐耳清膏作用 ４８ｈ

后早期 凋 亡与 晚期 凋 亡 总 比 例 分别 为 ６ ． ２９％ 、

１ ０ ． ９３％ 和 １４ ． ３４％
，
呈现 出 一定的递增趋势

，
而且

早期凋亡与晚期凋亡 比例都随着槐耳清膏浓度 的

增加呈现递增趋势 （
图 ３Ａ

）
。 Ｗｅｓ ｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测

Ｈ ｕａ ｉ ｅｒ  ｃｏｎｃｅｒ
ｔ
ｒａ

ｔ
ｉ ｏｎ

（
ｍｇ／ｍｌ

）

＊
Ｐ＜０ ． ０５ｃ ｏｍｐａ ｒｅｄｗ ｉｔ ｈ Ｃｏｎ ｔ ｒｏ ｌ

图 １ 槐耳清 膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞系增殖的影 响

Ａ． 在不同剂 量槐 耳清 膏作用下 ＳＷ４８０ 细胞 的 抑 制率 〇 ＜

０ ．０５ ） ；
Ｂ ． 在 ４ｍ

ｇ
／ｍｌ 及 ６ｍ

ｇ
／ｍ ｌ 槐耳 清膏 作用 下 ＳＷ４８ ０ 细

胞 的抑 制率
，
结果提示抑 制 效果与 时 间 有 相 关性 〇

？＜

０ ．０５
） 〇

Ｃｏｎｔ ｒｏｌ Ｈｕａ ｉｅｒ
 （
４ｍｇ ｉｎｌ

）

Ｃｏｎｔ
ｒｏ ｌＨｕ ａ ｉ ｅｉＨｕ ａ ｉ ｅｉ

（４ｍｇ
／ｍ ｌ

） （
６ｍ

ｇ
／ｍ ｌ）

＊
Ｐ＜ ０ ．０ ５ｃｏｍ ｐ ａ ｒｅｄ ｗ ｉ ｔｈＣｏｎｔ ｒｏ ｌ

图 ２ 槐耳清 膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 系侵袭能力 的

影 响

对照 组及 实验组 ＴｍｎｓｗｅＵ 侵袭实验 典型 图 及 高 倍镜 下

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实 验 ５ 个高 倍镜下 细胞数平均值
（ｐ ＜０ ．０５ ） 。

细 胞 调 亡 相 关 蛋 白 （
Ｂａｘ

，Ｂｅ ｌ
－２ 和 ｃｌ ｅａｖａｇｅ

ｃａｓｐａｓｅ
－

３ ）显 ｚＫ
：
ＳＷ４８０细胞系在４和６ｍｇ／ｍ

ｌ的

槐耳清膏作 用 ４８ｈ 后
，

Ｂａｘ 和 ｃ ｌｅａｖａｇｅｃａｓｐａｓｅ
－３

蛋 白量相 比未处理组增加
，

而 Ｂ ｃｌ
－２ 蛋 白量较少

，

且Ｂａｘ 、 ｃ ｌｅａｖａｇｅｃａｓｐａｓｅ
－３和Ｂｅｌ － ２在６ｍｇ／ｍｌ的

槐耳清膏作用下 的 ＳＷ４８０ 细胞蛋 白 变化程度较

４ｍｇ ／ｍｌ明 显
，
但 是ｃ ｌｅａｖａｇｅｃａｓｐａｓｅ

－ ３在４和

６ｍｇ／ｍ ｌ 的槐耳清膏作用下未见显著差异 （
图 ３Ｂ

，
Ｃ

） 。

２
．
４ 槐耳清膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞 系 的体

内效应 在 ６ 只裸 鼠皮下接种 ２ｘ ｌ０
６ 个 ＳＷ４８０ 细

胞 ７ 天左右
，
接 种部位可见直径 ４ｍｍ 左右 的 肿

瘤
，
成瘤率 １００％ 。 而后按照肿瘤大小

，
均衡分为两

组
，
其 中

一组按体重给予 ４
ｇ／ｋｇ 的槐耳清膏溶液

每天 ０ ． １ｍｌ／只
，
另 外

一组给予等体积生理盐水灌

胃
，
连续处理 １４ 天后处理小 鼠

，
剥离肿瘤

，
肿 瘤大

小 每三天测量
一

次 。 所有动物未见肝脏 、肺脏 、淋

巴结等器官组织转移现象 。 槐耳清膏处理组肿瘤

体积明 显受到抑制 （
图 ４Ａ

，
Ｂ ） ，
肿 瘤质量亦小 于生

理盐水处理组 （
图 ４Ｃ

） ，
药物处理后两组小 鼠体重

变化未见 明显差异 （
图 ４Ｄ

） ，
提示槐耳清 膏在该剂

量条件下对小 鼠无 明显毒 副作用 。 结合体外 实验

结果
，
提示槐耳清膏抑制结直肠癌的生长

，
并可诱

导结直肠癌细胞的凋亡 。

３ 讨论

近年来
，
中 医药逐渐成为开发安全有效临床

ＡＣｏｎｔｒｏｌＨｕａｉｅ ｒ
ｍ

ｌ
）Ｈｕａｉ ｅｒ  （

６ｍｇ 
ｍ ｌ

）

图 ３ 槐耳 清膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞系 凋亡的影 响

Ａ ． 在 ４ｍｇ／ｍｌ 及 ６ｍ
ｇ
／ｍｌ 槐耳清 膏 作 用 下 ｓｗ４８０ 细 胞 ＰＩ

－

ａｎｎｅｘｉｎ－Ｖ 流式实验结果
，
提示槐 耳清 膏促进肿 瘤细胞 凋

亡与剂 量 有相关性
，
Ｂ

，
Ｃ

．
免疫 印迹检测 提示 ＳＷ４８０ 细 胞

在槐耳清 膏作用后相关凋 亡蛋 白 增多
，

且与 剂量相关 。

Ｉ

Ｉ

４
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．
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图 ４ 槐耳清 膏对人结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞系 的体 内效应

Ａ
，
Ｂ ． 槐耳清 膏处理组组与对照组小 鼠肿 瘤体积对 比

，
槐耳

清膏处理组肿 瘤体积 明显较对照组小 （ｐ
＜０

．
０５ ）

；

Ｃ
．
槐 耳清

膏处理组与对照组肿瘤 体积对 比
，
处理组肿 瘤体积 明显较

小
（ｐ

＜０ ．０５ ） ；
Ｄ ． 槐 耳清 膏 处理组组 与对照 组小 鼠体重 对

比
，

提示体重无明 显差异 〇 ＞０ ．０５ ） 。

新药物的重要 来源
，
对中 医药 的研究也受到越来

越多的关注 。 槐耳是我 国特有 的菌类
，

主要成分为

多糖蛋 白
，
其应用 于 中 医药 已 有 １６００ 多 年 的历

史 ［
４

］

。 本文通过结直肠癌 ＳＷ４８０ 细胞系体外体 内

模型
，
初步 阐 明槐耳清膏可抑制 ＳＷ４８０ 细胞 的恶

性生物学行为
，
并可诱导 ＳＷ４８０ 细胞 的凋亡 。

在肿瘤的发生发展过程中
，
增殖与凋亡 的异

常普遍存在 ［
ｗ

］

。 因此
，
抑制肿瘤细胞增殖与诱导其

凋亡也成为肿瘤治疗研究 的一个方 向 。 本研究证

实 ， 槐耳 清 膏 能 够在体外体 内 抑 制 结直 肠癌

ＳＷ４８０ 细胞系 的增殖 ，
而且在体外实验表明 其抑

制效应呈现
一

定时间
、
剂量依赖性

；
同时该研究结

果也证实 ， 槐耳清 膏能 够诱导 ＳＷ４８０ 细胞 的 凋

亡
， 并影响凋亡相关蛋 白 的表达 ，

体内实验表 明槐

耳清膏亦可抑制肿瘤的 生长
，
其结果与体外实验

结果一致 。

槐耳抗肿瘤可能的机制包括促进肿瘤细胞 的

凋亡 、抗肿 瘤血管生成作用 、抑制肿瘤干细胞和提

高化疗药物的敏感性等方面 。 有研究报道槐耳可

通过 Ｗｎ ｔ／ｐ
＿

ｃａｔｅｎｉｎ 通路抑制 结直肠癌干细胞 的

生长 也可通过诱导 细胞凋亡抑 制乳腺癌细胞

的增殖 ［６ ］

，

这 与我们 的在结直肠癌 中 的研究结果

较为
一

致。 同时也有研究报道槐耳清膏在卵巢肿

瘤 中通过 ＡＫＴ／ＧＳＫ３
｜

３ ／
（

３
－

ｃａｔｅｎ ｉｎ 通 路发挥抗肿瘤

作用 ［ ８

ｌ
＊ 在临床应用上 ，

有研究报道槐耳能够改善

新辅助 化 疗乳 腺 癌 患 者化疗后 的 细 胞免 疫功

能 ［ １２

＼ 本文
一

方面应用蛋 白质印记技术检测槐耳

清膏对 ＳＷ４８０ 凋 亡相关 的蛋 白 的 影 响
，

另一方

面
，

通过 流式 细 胞术检 测 了 槐耳 清 膏 处理后

ＳＷ４８０ 细胞的 凋亡情况
，
初步 阐 明槐耳 清膏可诱

导结直肠癌细胞发生凋亡 ， 其作用机制 可能与激

活Ｂｅｌ －２／Ｂａｘ／Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ
－

３调 亡相关信号 通

路相关 。

目前 ， 槐耳清 膏 已 在肝癌 ［
１３

，

１４
］

、 乳腺 癌？ 、肺

癌 ［
１５

，
１６

］

、 胃 癌？等肿瘤 中表现出 良好 的 临床疗效 。

本研究结果为槐耳清膏在结直肠癌 中 的 临床应用

提供 了理论支持
，
有利于促进槐耳在结直肠 癌 中

的 临床应用
，

进一步改善结直肠癌 患者生存预后 。

综上所述
，
槐耳清膏具有诱导结直肠 癌细胞

凋亡
，
抑制结直肠癌生长 的作用 。 但 由 于槐耳清膏

成分较为复杂
，
其抗肿瘤 的具有机制有 待进

一

步

研究 。
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