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　　槐耳清膏是药用真菌槐耳菌质的热水提取物 ,临床上证

实有一定的抗癌效果。为进一步探讨其抗癌机制 ,我们研究

了槐耳清膏在体外诱导人肺腺癌细胞系 A549 凋亡的作用。

材料与方法 　引进并培养人肺腺癌细胞系 A549 细胞

株。制备不同浓度的槐耳清膏 PRMI21640 含药培养液与接

种成功、呈对数生长的 A549 细胞共同培养 24 h 后 ,每 6 h 进

行以下观察及测定 (设阳性对照组羟基喜树碱 100μg/ ml ,共

同孵育 10～12 h 后进行测定) [1 ] 。(1)荧光染色 :收集培养细

胞 ,清洗并均匀涂片自然风干 24 h , 置于 0105 mg/ L 的

Hoechst33258 及 011 mg/ L 的硫柳汞的无钙、镁的磷酸缓冲染

色液中作用 40 min ,封片后荧光显微镜下观察、拍照、计数 ;

(2)电子显微镜观察 :同上收集细胞 6 ×106 ,磷酸缓冲液

(PBS)清洗 ,戊二醛固定 ,再经锇酸染色、缩水包埋、切片后透

射电子显微镜观察照相记录 ; (3) 流式细胞仪分析 :同法收

集、清洗、固定细胞 2 ×106 ,离心后加入 100μl 磷酸二氢钠/

柠檬酸缓冲液室温震荡 30 min ,在离心的细胞中加入含 100

mg/ L 核糖核酸酶 A(Rnase A) 和 25 mg/ L 碘化丙啶 (PI)的染

色液 1 ml 在暗处 4 ℃染色 3 h ,用 FACSort 流式细胞仪分析细

胞周期。实验数据通过 SPSS For Windows 软件进行统计学分

析。

结果 　在 Hoechst33258 荧光染色下 ,清膏各浓度组 24 h

后及羟基喜树碱组 10～12 h 后均可见到凋亡发生 (图 1 ,2) 。

分别计数各组每 5 个高倍镜视野中的细胞总数及凋亡细胞

数 ,计算凋亡比率可见 :清膏不同浓度组均在 36 h 左右达凋

亡高峰 ,其中 310 mg/ ml 清膏组凋亡比率最高为 3612 % ;100

μg/ ml 羟基喜树碱 10～ 12 h 左右达凋亡高峰 ,凋亡率为

3517 %。两者比较差异无显著性 ( t = 1167 , P > 0105) 。透射

电子显微镜观察可见典型的细胞凋亡变化 (图 3～6) 。流式

细胞仪分析 (表 1) :当槐耳清膏浓度小于 115 mg/ ml 时主要

表现为对 A549 的抑制作用 ,阻止 A549 由 S期进入 G2/ M期。

当槐耳清膏浓度为 310 mg/ ml 时细胞凋亡明显增多 ,表现为

G1 峰前出现明显的 sub2G1 峰 (AO 峰) ,并且随时间的逐渐延

长 ,细胞凋亡比例明显增高 ,培养 36 h 达高峰 ,为 3518 % ;此

后加大浓度、延长作用时间 ,凋亡率反而下降。310 mg/ ml 槐

耳清膏作用 36 h 时诱导 A549 细胞凋亡率与羟基喜树碱阳性

对照比较 ,两者比较差异无显著性 ( t = 1171 , P > 0105) 。

表 1 　槐耳清膏浓度对 A549 细胞凋亡率的影响 ( n = 4 , %)

组别
作用时间

24 h 36 h 48 h

无药阴性对照组 210 ±015 312 ±018 214 ±014

115 mg/ ml 槐耳清膏组 713 ±114 2219 ±213 1011 ±019

310 mg/ ml 槐耳清膏组 1216 ±210 3518 ±316 1917 ±116

610 mg/ ml 槐耳清膏组 917 ±112 2514 ±216 1315 ±114

羟基喜树碱阳性对照组 1311 ±213 3514 ±314 △ 1818 ±117

　　注 : △36 h 310 mg/ ml 槐耳清膏组与羟基喜树碱阳性对照组凋亡

率的比较 t = 1171 , P > 0105

讨论 　槐耳清膏的主要活性成分是多糖蛋白。既往认

为其不具细胞毒性 ,仅通过机体内环境调动免疫功能发挥作

用[2 ,3 ] 。本研究表明槐耳阻止 A549 由 S 期进入 G2/ M 期 ,表

现为 G1 峰前出现一个 sub2G1 峰 ,诱发细胞凋亡。310 mg/ ml

36 h 作用最强 ,此后凋亡率反而下降 ,这可能与细胞崩解成

碎片有关。高于此浓度凋亡率反而下降说明 :其凋亡作用与

培养基的 pH 值 (槐耳清膏 pH 值为 515 ,偏酸) 、渗透压等理

化因素无关。本研究多种方法均见典型凋亡发生 ,流式细胞

仪细胞分析与荧光染色计数的凋亡比率相互吻合 ,两者差异

无显著性 ( r = 01964 , P > 0105) 。在诱导细胞凋亡上 ,槐耳清

膏与羟基喜树碱相似 ,但无化疗药物的毒副作用 ,且能调节

免疫 ,不失为一种高效低毒的抗癌新药。槐耳清膏诱导肿瘤

细胞凋亡的基因学证据有待进一步研究。

(本文图 1～6 见插图 8 - 6)
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