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槐耳清膏诱导胃癌SGC一7901细胞凋亡的实验研究

吴志慧1， 蒋建伟1， 曹明溶2， 陈 涛1， 张小鹰1， 吴风云1

(1．暨南大学医学院生化教研窒，广州510632；2．暨南大学第一医院普外科，广州510630)

摘 要：日的研究槐耳清膏对胃癌SGC-7901细胞增殖抑制和凋亡诱导的作用，并探讨其作用机制。方法用终浓度为0、0．5、

l、2、4、6 111-g／mL的槐耳清膏和lO¨g／mL的5一氟尿嘧啶(5-Fu)作用于SGC-7901细胞，分别于24 h和48 h后采用M1vr法检测细

胞增殖抑制率；48 h后收集各组胃癌SGC-7901细胞，琼脂糖凝胶电泳检测DNA，流式细胞术检测细胞凋亡率，RT-PCR检测

survivin mRNA表达。结景MTT法检测显示，槐耳清膏对胃癌SGC-7901细胞有增殖抑制作用，并存在浓度和时间依赖关系

(P<0．05)；槐耳清膏6 me-／mL组的抑制率48 h后达到(77．9±2．3)％，5-Fu组为(53．4±1．6)％，差异有统计学意义(P<0．05)。

流式细胞术检测显示，槐耳清膏4 mS／mL组的细胞凋亡率最高，早期凋亡细胞达33．2％；6 mS／mL组早期凋亡细胞6．3％，而晚

期凋亡细胞为19．9％。RT—PCR结果显示，槐耳清膏组胃癌SGC-7901细胞survivin mRNA表达下调。结论槐耳清膏在体外对胃

癌SGC．7901细胞有明显的增殖抑制和凋亡诱导作用，初步推断槐耳清膏诱发胃癌细胞凋亡与其对survivin基因表达的抑制有关。
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Experimental study on apoptosis of human gastric carcinoma SGC-7901 cells induced

by Trametes robiniophila

wu Zhi．huil。JIANG Jian．weil，CAO Ming．ron92，CHEN Ta01，ZHANG Xiao．yin91，WU Feng—yunl

(J．Department of Biochemistry，Medical College，矗肛n凡University，Guangzhou 510632，China；2．Department of Surgery，

First Affiliated Hospital，Jinan University，Guangzhou 510630，China)

Abstract： Objective To study the effects of Tramets robinophila on the proliferation inhibition and apoptosis induction of

human gastric carcinoma SGC一7901 cells，and explore the mechanism． Methods Human gastric carcinoma SGC一7901

cells were treated with 0，0．5，1，2，4，6 nlIS／mL Tramets robinophila and 10 I山g／mL 5-fluorouracil(5-Fu)，and the cell

proliferation inhibition rates were determined by MTT assay 24 h and 48 h after treatment．Gastric carcinoma SGC-7901 cells

were collected．DNA was isolated 48 h after treatment and was subjected to agarose gel electrophoresis．In addition，cell

apoptosis rates were determined by flow cytometry，and RT—PCR was employed to detect the expression of survivin mRNA．

ResuIts It was demonstrated by MTT assay that the growth of SGC．7901 cells was inhibited by Tramets robinophila in a

time—and dose．dependent manner(P<0．05)．The inhibition rate of the group of 6 mg／mL Tramets robinophila reached the

peak 48 h after treatment，significantly different from that in the group of 10“g／mL 5-Fu[(77．9±2．3)％vs(53．4±1．6)％]

(P<0．05)．It was revealed by flow cytometry that the cell apoptosis rate was the highest in the group of 4 me,／mL Tramets

robinophila。and the early apoptosis rate was 33．2％，while the early apoptosis rate and late apoptosis rate were 6．3％and

19．9％．respectively for the group of 6 me,／mL Tramets robinophila．It was indicated by RT-PCR that the expression of

survivin mRNA in SGC．7901 cells in the groups of Tramets robinophila was down．regulated． Conclusion Trametes

robiniophila has inhibitory effects on SGC-7901 cell proliferation and can induce cell apoptosis，which may be related to the

inhibition of the expression of survivin mRNA．
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胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一，死亡率高，常

规治疗方法效果不明显，多年来，人们一直致力于寻

找新的治疗靶点。细胞凋亡调控机制失常而引起细

胞凋亡阻滞和致癌因子作用导致细胞的恶性增殖是

恶性肿瘤细胞的主要特征，因此，诱导细胞凋亡成为

肿瘤治疗的研究热点。槐耳清膏是一种真菌类抗肿

瘤新药，其主要活性成分为多糖蛋白ill，本实验主要

研究槐耳清膏对胃癌SGC-7901细胞增殖抑制和凋
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亡诱导的作用，并探讨其作用机制。

1材料与方法

1．1主要试剂 槐耳清膏由江苏启东盖天力药业

有限公司提供(药品批号：FDl7)。称取槐耳清膏

10 g，用100 mL无血清RPMI-1640培养液溶解，过滤

除菌，制成100 ms／mL的槐耳清膏浓缩药液，临用前

用培养液稀释成相应浓度的工作液。人胃癌SGC．

7901细胞由本实验室保存。其他试剂有转染试剂

Lipofectamin2000(1nvitrogen)、总RNA分离试剂

TRlzol(Gibco)、ReverTra Dash“RT—PCR试剂盒

(Toyobo)和Annexin V—FITC凋亡检测试剂盒(长瑞

生物技术公司)。

1．2分组实验分终浓度为0、0．5、1、2、4、6 mg／mL

的槐耳清膏组和10“g／mL的5．氟尿嘧啶(5一Fu)组，

其中0 ms／mL的槐耳清膏组(即未加任何药物)为阴

性对照组，10斗s／mL的5-Fu组为阳性对照组，分别

作用于胃癌SGC-7901细胞，每组设5个平行孔。取

对数生长期的胃癌SGC．7901细胞，调整细胞浓度为

6×104／mL，传代接种于96孔板内；37℃、5％CO，培

养箱中培养24 h，约80％的细胞融合时接种药物。

1．3 MTT法检测细胞增殖抑制率 于24 h和48 hA

分别采用MTT法检测细胞的增殖抑制率，在波长

570 am处测定吸光度(D，，。。。)，按以下公式计算：细

胞增殖抑制率=(对照孔D册。。一实验孔D跏。。)／x寸

照孑L D570。×100％。

1．4琼脂糖凝胶电泳检测DNA条带 取1×106个

对数生长期的胃癌SGC．7901细胞接种于6孔板，常

规条件下培养24 h，分别用槐耳清膏2、4、6 mg／mL和

5-Fu 10¨s／mL作用48 h后，离心收集细胞，常规酚

一氯仿法抽提DNA，2％琼脂糖凝胶电泳，凝胶图像

分析仪下观察电泳条带并拍照。

1．5流式细胞术检测细胞凋亡率取1×106个对

数生长期的胃癌SGC-7901细胞接种于6孔板，常规

条件下培养24 h，阴性对照组和槐耳清膏1、2、4、

6 mg／mL作用48 h后，离心收集细胞。将收获的各

组细胞制成单细胞悬液，取1×106个细胞，用PBS洗2

次，加入结合缓冲液100止和FITC标记的Annexin V

(20斗s／mL)10斗L，室温避光30 min，再加入PI

(50斗s／mL)5斗L，避光反应5 min后，加入结合缓冲

液400 I．rL，立即用流式细胞仪进行定量检测。阴性

对照组不加Annexin V和PI。根据FITC和PI荧光

作双参数散点图，可获得由4个象限组成的双参

数图。左下象限为活细胞：Annexin V—FITC(一)，

PI(一)；右下象限为早期凋亡细胞：Annexin V—FITC

(+)，PI(一)；右上象限为晚期凋亡细胞和坏死细胞：

Annexin V．FITC(+)，Pl(+)；左上象限为细胞收集过

程中产生的坏死细胞：Annexin V—F1TC(一)，PI(+)。

1．6 RT．PCR测定survivin mRNA表达Survivin上

游引物为5’一GGACCACCGCATCTCTACAT一3’，下游

引物为5’一GCAClvrTCTTCGCAGlrrITCC-3’；内参照

B-actin上游弓I物为5’一TACACTGAATTCACCCCCAC-3’，

下游弓l物为5’一CATCCAATCCAAATGCGGCA-3’，均由

英伟创津公司合成。提取细胞总RNA，采用ReverTra

Dash“RT．PCR试剂盒逆转录为cDNA。逆转录条件：

30℃10 min，42 cC 20 min，99℃5 min，4℃5 min，瞬

时离心后4℃保存。取逆转录产物进行PCR，检测

survivin mRNA表达，B．actin为内参照。PCR复合扩

增条件：94℃预变性5 min，94℃变性30 s，50℃退火

30 S，72℃延伸30 s，共30个循环，最后72℃延伸

5 min。用Gel．Doc 1000型紫外凝胶图像分析仪自带

软件分析survivin和B—actin的扩增条带，计算survivin

mRNA表达的抑制率，以阴性对照组survivin表达率

(survivin mRNA／13-actin mRNA)为1。

1．7统计学处理采用SPSSl0．0软件进行统计学分

析，数据以牙±s表示，组间比较采用t检验，P<0．05

表示差异有统计学意义。

2结 果

2．1槐耳清膏对胃癌SGC-7901细胞的增殖抑制

槐耳清膏对胃癌SGC-7901细胞的增殖抑制率随作用

时间和浓度的增加而上升。与阴性对照组比较，槐耳

清膏l、2、4、6 ms／mL组对胃癌SGC-7901细胞的增殖

抑制率显著升高(P<0．05)，6 ms／mL组48 h的抑制

率为(77．9±2．3)％，与5．Fu组比较，差异有统计学意

义(P<0．05)(表1)。

裹1各组胃癌SGC-7901细胞增殖抑制率的比较(i士s。％)

Tab 1 Comparison of proliferafion inhibitory rate of gastric carcinoma

SGC-7901 cells in different groups(z±5．％)

Group 24 h 48 h

5·f。u 30．1±2．9

Trametes biniophila(ms／mL)

0 0

0．5 4．1-t-2．2

1 7．5±3．6①

2 16．3±4．4①

4 28．6±3．1①

6 41．2±1．7①o

53．4±I．6

0

7．3±2．5

18．7±I．4①

31．2±3．8①

57．3±4．7①

77．9±2．3①o

①P<O．05 w Trametea obiniophila 0 ms／mL group：Cp<0．05 ff$5-Fu

group
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2．2 DNA条带的特征 槐耳清膏2、4、6 mg／mL组 ， ， ， ．

与5一Fu组作用于胃癌SGC-7901细胞48 h后，均可

见明显凋亡的特征性阶梯状DNA条带(图1)。

2．3各组胃癌SGC-7901细胞凋亡率比较 流式细

胞术检测结果显示，与阴性对照组比较，不同浓度槐

耳清膏组胃癌SGC-7901细胞均出现明显早期凋亡

群。槐耳清膏1、2、4 mg／mL组的早期凋亡率分别为

8．7％、19．9％和33．2％；6 mg／mL组早期凋亡率为

6．3％，而晚期凋亡细胞占19．9％(图2)。

2．4 Survivin mRNA表达水平 Survivin和B．actin

扩增片段长度分别为338 bP和145 bp。槐耳清膏
田1琼脂糖凝胶电泳检测胃癌sGc．790l细胞DNA条带

2 mg／mL幺_JJ．survivin表达抑制率为20．24％，槐耳
Fjg l DNA ladders of ga删c carcin哪a sGc-7知l c叫s d咖ted by

清膏4、6 mg／mL组抑制率分别高达68．11％和 aga瑚e geI。lectrophoresi8

83．99％(图3)o 1：5·Fu group；2-4：Trametea obiniophila 2，4，6 mg／mL group
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图2流式细胞仪检测各组细胞凋亡情况

Fig 2 Cell apoptosis in different groups detected by flow cytometry

A—E：Trametes obiniophila 0，l，2，4，6 ing／mL group

—l 500 bp

一450000 bb：
一300 b备
一200 bp

1—100 bp

圈3 RT·PCR检测survivin mRNA的表达

Fig 3 Expression of survivin mRNA detected by RT-PCR

1：5-Fu group；2-5：Trametes obiniophila 0，2，4。6 mg／mL group；

M：msrker

E

3讨论

槐耳又名槐栓菌，是寄生在中回槐上的一种药

用真菌。槐耳清膏是槐耳菌质经热水提取所得(相

对体积质量比1．33以上)⋯，含有多种有机成分和

10余种矿物元素，其主要抗癌活性成分为蛋白多糖。

槐耳清膏作为一种真菌类抗肿瘤新药，不仅具有免

疫调节作用心。3】，而且可以抑制肿瘤细胞增殖，诱导

细胞凋亡‘4。7】。
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本实验用不同浓度槐耳清膏作用于对数生长期

的胃癌SGC-7901细胞，MTT法检测其增殖抑制率。

槐耳清膏4 mg／mL组的抑制率与5一Fu(10斗g／mL)

组抑制率比较，差异无统计学意义(P>0．05)；槐耳

清膏6 mg／mL组48 h抑制率达到(77．9±2．3)％；

槐耳清膏对胃癌细胞SGC-7901的增殖抑制率随

作用时间和药物浓度增加而上升(P<0．05)。流

式细胞术(AnnexinV和Pl双染)检测显示，胃癌细

胞SGC-7901凋亡率随槐耳清膏浓度增加而升高，

4 ms／mL槐耳清膏作用48 h后，早期细胞凋亡率为

33．2％；而6 mg／mL组早期凋亡率虽仅为6．3％，但

晚期凋亡率为19．9％，可能与细胞凋亡进程末期细

胞裂解和碎片增多有关。结果表明，槐耳清膏可抑

制胃癌细胞SGC-7901增殖，诱导其凋亡。

Survivin旧一刚是近年来发现的凋亡抑制蛋白

(inhibitors of apoptosis protein，IAPs)家族中的一个

成员，可直接和间接抑制caspase一3和caspase-7的活

性，抑制细胞凋亡。Survivin mRNA在胚胎发育时期

广泛表达，而在成人正常分化的组织中除胸腺和胎

盘等少数组织外很少表达，但在人类肿瘤组织中，

survivin mRNA又重新大量表达。有研究⋯。副表明，

survivin mRNA表达与胃癌的发生发展有关。正常胃

黏膜组织中无survivin蛋白表达，胃癌组织survivin

的阳性表达率为34．5％一88％。本研究显示，胃癌

SGC-7901细胞survivin mRNA表达水平较高，同样证

实该说法。

为减少毒性，提高药物对SGC．7901细胞的增殖

抑制效果，我们设计了槐耳清膏与survivin的反义核

酸联合作用，但并没有出现预期中的增效结果。因

此，本研究以不同浓度的槐耳清膏作用于SGC-7901

细胞，以B-actin为内参照，RT—PCR检测survivin

mRNA表达水平，发现与阴性对照组相比，槐耳清膏

组胃癌细胞survivin mRNA表达水平受到不同程度

抑制，而且随槐耳清膏浓度增加，抑制作用增强。周

进等【61在用槐耳诱导胰腺癌细胞Panc．1凋亡的实

验中，发现3 ms／mL槐耳清膏可提高胰腺癌细胞

Panc—l细胞凋亡基因caspase-3的表达，进而诱导细

胞凋亡。Caspase一3的表达上调可能与survivin蛋白

表达抑制有关，佐证了本实验结果。

槐耳清膏在体外对胃癌细胞SGC-7901有明显

的增殖抑制作用和凋亡诱导作用，初步推断槐耳清

膏诱发胃癌细胞凋亡与其对survivin mRNA表达的

抑制有关。
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