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槐耳浸膏对骨髓瘤细胞株 PRM I8226细胞的影响

钱红兰 　汤丽苑 　孙 　岚 　陈 　怡 　梁 　彬 　叶海格

温州医学院附属第一医院血液科 　温州 325000

摘 　要 　目的 :探讨槐耳浸膏 (金克 )对骨髓瘤细胞细胞株 PRM I8226细胞增殖和凋亡的影响。方法 :

体外培养 PRM I8226细胞与 1. 5、3、5mg/m l的不同浓度槐耳浸膏共孵育 ,分别在 24、36和 72小时时 ,

用 CCK28法检测细胞增殖抑制率 ,流式细胞术 ( FCM )检测早期细胞凋亡情况。结果 :槐耳浸膏可

抑制 PRM I8226细胞细胞增殖 ,不同浓度的槐耳浸膏对多发性骨髓瘤细胞增殖的抑制效果不同 ,以

5mg/m l时抑制增殖效果最好。且浓度为 5. 0mg/m l的槐耳浸膏诱导多发性骨髓瘤细胞 48小时抑

制率达到高峰 84%。FCM检测表明 ,槐耳浸膏可诱导 PRM I8226细胞早期凋亡 ,浓度为 5. 0mg/m l槐

耳浸膏对 PRM I8226细胞处理 48小时引起 25. 9%的凋亡率。这两种作用均随槐耳浸膏浓度和作用

时间的延长而增强。结论 :槐耳浸膏可在体外抑制 PRM I8226细胞增殖 ,并促进其凋亡。
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　　多发性骨髓瘤是影响人类健康的恶性肿瘤之一。

由于对化疗药物易产生耐药性 ,故疗效并不理想。槐

耳浸膏 (金克 )作为一种传统的抗癌中药 ,目前已有其

成品 (金克 R—槐耳颗粒 ,国家一类新药 ) 运用于临

床 ,对肝癌、肺癌、食管癌、胃癌、淋巴瘤等均有独特疗

效。为进一步探讨其抗癌机制 ,本实验以多发性骨髓

瘤细胞株 PRM I8226细胞为研究对象 ,观察槐耳浸膏对

PRM I8226细胞增殖及凋亡的影响 , 为临床应用槐耳治

疗多发性骨髓瘤细胞提供理论依据。

1　实验材料

①药物与试剂 :槐耳浸膏 (由江苏盖天力药业

有限公司提供 ) ; CellCountingKit28试剂 (日本同仁化

学研究所 ) ; F ITC2Annexin2V 试剂 (Bender Medsys2
tem s公司 ) ; PRM I21640培养基 (美国 GIBCO公司 ) ;

胎牛血清 (天津市正江高科技有限公司 ) 。②细胞 :

多发性骨髓瘤细胞株 PRM I8226 (由浙医大惠赠 )。③

仪器和器材 : FACSC calibur流式细胞仪 (美国 B. D

公司 ) ;台式高速离心机 ,恒温水浴箱 ,低温冰箱 ,高

压灭菌锅 ,磁力震荡器 ,微量加样器 ,恒温 CO2 培养

箱 , 超滤除菌器 (M illipore) ;超净工作台 ,高温烤

箱 ,超低温冰箱 ,移液器 , 96孔、24孔培养板若干 ,酶

标仪 (B io2tek Instruments ELX800)。

2　实验方法

2. 1　药品制备 　精确称取槐耳浸膏 1000mg,将其

溶解于 100m lPRM I21640培养基 ,以 0. 22um超滤除

菌器过滤除菌 ,制备成 10mg/m l的 PRM I21640浓缩

含药培养液 ,实验时稀释成不同浓度备用。

2. 2　细胞培养 　多发性骨髓瘤细胞株 PRM I8226细

胞用常规方法培养。培养条件 :加 1%青霉素、1%

链霉素、10%小牛血清的 PRM I 2 1640培养液 ,相对

湿度 94% , 5% CO2 , 37℃。细胞每隔 48～72小时换

液 1次 , 细胞浓度 2 ×105 /m l时常规传代培养。

2. 3　CCK28法检测细胞增殖活性 　实验按 CCK28
试剂盒说明书操作。主要包括 : 取对数生长期细

胞 ,将每孔 6 ×10
3个 PRM I8226细胞接种于 96孔培养

板中 , 24小时后于 96孔培养板分别加入 0、1. 5、3、

5mg/m l的槐耳浸膏 ,每组 6复孔 ,继续培养 24小

时、36小时、48小时后 ,每孔加入 CCK28溶液 10μl,

微振荡后 37℃继续孵育 1 ～ 2 小时 , 酶标仪测

OD450nm值。生长抑制率计算公式 :生长抑制率

( % ) = (1 -实验组平均吸光度 /细胞对照组平均吸

光度 ) ×100%。

2. 4　流式细细术检测 AnnexinV (细胞凋亡 ) 　An2
nexinV /P I方法检测细胞凋亡 ,检测方法参照试剂盒

说明书进行。设立 1个对照组和 3个药物浓度组 ,

每组浓度分别为 0、1. 5、3、5mg/mL。不同浓度药液

与 PRM I8226细胞共同培养 48小时 ,每组收集 1 ×106

个细胞 ;将细胞悬于 bindingbuffer液中 ,其中 binding

buffer是以 1 ∶4稀释 ( 50mL buffer + 150mL 蒸馏

水 ) ,在稀释的 buffer重悬细胞 ,并调整细胞流式细

胞仪 Annexin V /P I法检测细胞感染浓度 2 ×10
5

/

mL,取 195μL细胞悬液加入 5μL BTV2HbC3上机检

测在 24小时、36小时、48小时的凋亡百分率。

2. 5　统计学方法 　采用 SPSS 11. 0软件。所有数据
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以 ( �x ±s)表示。组内比较采用单因素方差分析和 t

检验。组间比较采用双因素可重复数据方差分析。

3　结 　果

3. 1　PRM I8226细胞增殖抑制情况 　槐耳浸膏对 PR2
M I8226细胞的增殖具有明显的抑制作用。5. 0、3. 0、

1. 5mg/m l槐耳浸膏对 PRM I8226细胞作用 48小时时

生长的抑制率分别为 84. 3%、67. 9%、25. 8%。体

外细胞胞毒实验显示槐耳浸膏高浓度组 ( 5. 0mg/

m l)对 PRM I8226细胞生长的抑制率达 84%以上。随

着槐耳浸膏浓度的增加和作用时间的延长 ,其对

PRM I8226细胞的增殖抑制率逐渐增高 , 且呈时间 2剂
量效应 ,见表 1。

表 1　槐耳浸膏对 PRM I8226细胞的增殖抑制作用 ( �x ±s) 　%

槐耳浸膏浓度
/ (mg/m l)

24小时 36小时 48小时

1. 5 - 18. 6 ±2. 54 27. 2 ±10. 71 25. 8 ±0. 62　

3. 0 - 20. 1 ±2. 22 49. 0 ±0. 643 3 67. 9 ±0. 583 3 △△

5. 0 - 28. 8 ±2. 46 59. 4 ±0. 463 3 84. 3 ±0. 353 3 △△

　　与 36 小时同一浓度比较 , △△ P < 0. 01;与 1. 5mg/m l浓度比

较 , 3 3 P < 0. 01

3. 2　PRM I8226细胞凋亡情况 　AnnexinV2F ITC / PI双

染色后经流式细胞仪行细胞凋亡计数。PRM I8226细胞

经 1. 5～5. 0mg/m l槐耳浸膏作用 24～48小时。细胞

凋亡结果显示 , 1. 5～5. 0mg/m l槐耳浸膏在一定时间

范围内 , 诱导 PRM I8226细胞的作用随药物浓度及作用

时间的增加而增强 , 呈明显的时间 2浓度依赖性。除

24小时外 ,同一浓度不同作用时间比较及同一时间

不同浓度比较 ,差异均有显著性意义 ,见表 2。

表 2　槐耳浸膏对 PRM I8226细胞凋亡的影响 ( �x ±s) 　%

槐耳浸膏浓度
/ (mg/m l)

24小时 36小时 48小时

1. 5 1. 03 ±0. 01 0. 72 ±0. 10 2. 67 ±1. 21△△

3. 0 1. 43 ±0. 11 4. 28 ±0. 64 10. 13 ±2. 61△△

5. 0 1. 51 ±0. 41 14. 47 ±0. 46 22. 59 ±2. 69△△

　　与 36小时不同浓度比较 , △△P < 0. 01

4　讨 　论

槐耳是一种药用真菌 ,槐耳浸膏由槐耳菌质经

热水提取所得 ,含有多种有机成分和 10余种矿物质

元素 ,其主要抗癌活性成分为蛋白多糖 ( PS2T)。研

究表明 ,它不仅能抑制肿瘤细胞生长 ,诱导肿瘤细胞

凋亡 ,还能增强机体免疫力 ,是一种较理想的免疫增

强剂。它对巨噬细胞有非常显著的促进作用 ,还能

增强溶酶体活性 ,提高体液免疫及细胞免疫。并能

内源性诱导产生α、β干扰素 ,能刺激产生 IL22 (白

介素 )等淋巴因子 ,具备α、β干扰素和 IL22的抗肿

瘤特性 [ 1, 2 ]。同时 ,对血管的内皮细胞体外构建新

生血管具有抑制作用 , 从而抑制肿瘤血管的生

成 [ 1, 2 ]。

本实验结果提示 ,槐耳浸膏对骨髓瘤细胞 PR2
M I8226的抑制作用存在明显的时间 2剂量依赖关系。

细胞凋亡早期出现磷脂酰丝氨酸 (phosphatidyl

serine, PS)外翻 ,利用 AnnexinV /P I双染 ,能将早期

凋亡及晚期凋亡 /死亡区分开 ,现已将 AnnexinV /P I

染色流式细胞检测作为一种早期凋亡标志 [ 3, 4 ]。实

验结果显示 ,在高浓度组早期凋亡明显 ,说明高浓度

药物杀伤肿瘤细胞主要通过诱导凋亡。
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(上接第 397页 )积极控制血压、调理血脂等 ,运用

中西医疗法积极全面控制危险因子 ,预防心血管并

发症的发生和发展 ,以提高生活质量 ,降低死亡率 ,

这是我们临床工作者要考虑的首要问题。
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