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　　【摘要】　目的 :探讨槐耳清膏对体外培养人结肠癌 SW480细胞生长抑制作用及其作用机制。方法 :采用甲基噻唑

基四唑 (M TT)比色法检测槐耳清膏对 SW480生长抑制作用并探求最佳作用浓度 ;体外培养 SW480细胞 48 h ,随机分为

常氧组 (NC组)、低氧组 ( HC组)和低氧槐耳组 ( H H组) 。半定量 RT2PCR检测 SW480细胞血管内皮生长因子 (V EGF)

mRNA表达水平 ,Western blot 检测蛋白表达水平。结果 :槐耳清膏对 SW480 细胞抑制率随药物浓度增加而上升 ,1

mg/ ml时抑制率最大 (6617 %) ,与 52FU组 (浓度为 10μg/ ml)相比无统计学意义。H H组和 HC组 V EGF mRNA表达

均显著高于 NC组 4171±0107 ,4154±0102和 1119±0103 ( P < 0105) ,但 H H组与 HC组比较差异无统计学意义。HC

组 V EGF蛋白表达显著高于 NC组 0166±0103和 0138±0102 ( P < 0105) , H H组较 HC组 V EGF蛋白表达均显著下降

0137±0103和 0166±0103 ( P < 0105)。结论 :槐耳清膏可抑制 SW480细胞生长 ,1mg/ ml时抑制率最大。机制为槐耳清

膏下调 SW480细胞内 V EGF蛋白表达抑制肿瘤。

【主题词】　结直肠肿瘤/病理学 ; 血管内皮生长因子 A/代谢 ; 抗肿瘤药 (中药) /药理学

【中图分类号】　R735135　　　　【文献标识码】　A　　　　【文章编号】　100926647 (2010) 0621264204

Inhibitation and Mechanism of Huaier Cream in Colon Cancer Cells SW480 in Vitro
LV Chi , YIN Hong2zhuan ,XU Feng ,et al.

(1st Depa rtment of Minimal I nvasive Surgery , Sheng j ing Hos pit al of

China Medical Universit y , Shenyang 110004 , China)

　　【Abstract】　Objective :To investigate the inhibition and mechanism of Huaier cream in colon cancer cells SW480 in

Vit ro . Methods :The ability of Huaier cream to inhibit colon cancer cells SW480 and the top inhabitation ratio were detec2
ted by the M TT method. SW480 cells were cultured for 48 hours and randomly divided into normoxic group (NC group) ,

hypoxia group ( HC group) and hypoxia group treated by Huaier ( H H group) . Levels of mRNA and protein expression of

V EGF were detected by semi2quantitative RT2PCR and Western blot , respectively. Results : Huaier cream induced a dose

dependent inhibition of SW480 cells. The maximum percentage of growth inhibition was 6617 % at a concentration of 110

mg/ ml ,but no significant difference as compared to the positive control (52FU 10μg/ ml) . V EGF mRNA expression levels

were significantly higher in both HC group and H H group than in NC group (4171±0107 , 4154±0102 vs. 1119±0103 ,

all P < 0105) ,but not significantly different between HC group and H H group . V EGF protein were over expressed in HC

group than NC group (0166±0103 vs. 0138±0102 , P < 0105) . In H H group , however , V EGF protein was inhibited re2
markably compared with HC group (0137±0103 vs 0166±0103 , P < 0105) . Conclusion : Huaier cream can significantly in2
hibit SW480 cells and reach the top inhabitation ratio at a concentration of 110 mg/ ml. Huaier cream through down2regu2
lating protein expression of V EGF plays a role in inhibiting tumor.

【MeSH】　Colorectal Neoplasms/ pathology ; Vascular endothelial growth factor A/ metabolism ; Antineoplastic drugs

(tcd) / pharmacology

　　大肠癌是我国发病率及病死率很高的消化系恶性

肿瘤 ,化疗仍然是其术后治疗的主要治疗手段。中药

在恶性肿瘤治疗中发挥着不可忽视的作用。有研究证

明 ,金克槐耳能诱导直肠癌细胞凋亡 ,但其作用机制尚

不明确[1 ]。早在 1971 年 Folkman 首次提出“肿瘤的

生长和转移依赖于新生血管形成”的观点 ,血管内皮生

长因子 (vascular endot helial growt h factor ,V EGF)是

重要的促进血管生成因子之一。但金克槐耳是否具有

抗结肠癌新生血管生成的作用尚不清楚。为此 ,我们

采用甲基噻唑基四唑比色法检测槐耳清膏对 SW480

细胞的影响 ,借以探讨槐耳清膏对 SW480细胞的生长

抑制作用及其对 V EGF表达的影响 ,为其临床应用提
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供实验依据。

1　材料与方法

111　材料来源　人结肠癌 SW480细胞株购于 A TCC

细胞库。RPMI 1640 培养基购于 Gibico 公司。小牛

血清购于 Clarkbio 公司。四甲基偶氮唑蓝 (M T T) ,二

甲基亚砜 (DMSO)均购于 Sigma 公司。总 RNA 提取

试剂、反转录试剂盒、Taq 聚合酶均购于 Ta KaRa 公

司。上下游引物由 Invit rogen 公司合成。V EGF

mAb购于 Santa cruz 公司。槐耳清膏由江苏启东盖

天力药业有限公司提供。

112　检测方法

11211　细胞培养 　人结肠癌细胞 SW480 培养于含

100 g/ L 小牛血清、1 kU/ L 青霉素、1 mg/ L 链霉素的

RPMI 1640培养基中 ,置于 37 ℃, 50 ml/ L CO2 , 200

ml/ L O2 的培养箱 ,细胞贴壁生长后 ,每 2 d更换培养

基 ,每 3 d传代 1次。

11212　M T T 比色法体外药物抑瘤实验 　取对数生

长期 SW480细胞 ,调节细胞浓度为 5 ×104 个/ ml ,接

种于 96孔培养板 ,每孔加 011 ml。按随机数字表法

分为槐耳清膏组 (按药物浓度分 011 mg/ ml、012 mg/

ml、015 mg/ ml、1 mg/ ml、2 mg/ ml 5 个亚组) 、52FU

阳性对照组 (浓度为 10μg/ ml)和空白对照组 ,每组复

种 6孔。将细胞置于 37 ℃, 50 ml/ L CO2 , 200 ml/ L

O2 的培养箱中培养 24 h ,去掉旧培养液 ,槐耳清膏组

和 52FU 阳性组每孔分别加入上述浓度含药培养液

012 ml ,空白对照组加入无药新鲜培养液 012 ml ,继续

置于 37 ℃, 50 ml/ L CO2 , 200 ml/ L O2 的培养箱中

培养 48 h后 ,每孔加入 015 %M T T 20μl ,继续培养 4

h ,去掉培养液 ,每孔加入二甲基亚砜 (DMSO) 100μl ,

酶标仪上振荡 30 s ,于波长 570 nm 出测定光密度

(OD)值。按如下公式计算抑制率 :

抑制率 = 1 -
实验孔 OD值
对照组 OD 值×100 %

11213　半定量 R T2PCR 法检测 V EGF mRNA 表达

　取对数生长期细胞 ,随机分为常氧对照组 (NC组) 、

低氧对照组 ( HC组)和低氧槐耳组 ( H H 组) 。NC组

继续常氧培养 48 h ,其余两组低氧 (37 ℃,940 ml/ L

N2、50 ml/ L CO2、10 ml/ L O2。)培养 48 h ,其中 HC

组低氧不给药 , H H 组为 RPMI 1640含终浓度 1 g/ L

槐耳清膏。收集培养细胞 ,采用 TRIzol两步法提取各

组 SW480细胞内的总 RNA ,测定 A260/ A280计算总

RNA纯度和浓度。每组取 1μg总 RNA ,按试剂盒说

明合成 cDNA 第一链 ,以此 cDNA 为模板进行 PCR

反应。PCR反应条件如下 :94 ℃预变性 3 min ,94 ℃

变性 30 s ,53 ℃/ 5515 ℃(V EGF /β2 actin)退火 40 s ,

72 ℃延伸 40 s ,共 35个循环。72 ℃延伸 7 min ,4 ℃

冷却。取 PCR 产物进行琼脂糖电泳。Gene Snap 凝

胶成像系统照相并进行灰度值分析 ,以条带吸光度

(A)值代表其目的片段的表达量 ,以内参照β2actin的

量校正 ,取二者 A 值之比进行分析。每组实验重复 3

次。R T2PCR中所用引物见表 1。
表 1　R T2PCR中所用引物

引物 　　　　　顺序 大小 (bp) 退火温度 (℃)

V EGF
CTTGCCTTGCTGCTCTAC

GA TGTCCACCA GGGTCTC
150 53

β2actin
GTGGGGCGCCCCA GGCACCA

CTCCTTAA TGTCACGCACGA T
508 551 5

11214　Western blot 法检测 V EGF蛋白表达 　收集

细胞 ,按试剂盒说明提取蛋白并用 BCA 法蛋白定量。

各组上样蛋白经 SDS2PA GE 电泳分离后 ,湿转至

PVDF膜上。50 g/ L 脱脂奶粉 37 ℃封闭 2 h。分别

加入鼠抗人 V EGF一抗 (1∶200稀释)和兔抗人β2ac2
tin一抗 (1 ∶1 000 稀释) ,4 ℃孵育过夜。TBST洗 3

次 ,加入辣根过氧化物酶标记的羊抗兔 Ig G或羊抗鼠

Ig G二抗 (1∶2 000稀释) ,37 ℃孵育 2 h。TBST洗 3

次 ,增强化学发光剂 ( ECL )显色。Gene Snap 凝胶成

像系统照相。用β2actin为内对照 ,以阳性条带与内对

照β2actin 光密度比值作为阳性条带的相对表达值。

每组实验重复 3次。

113　统计学处理　采用 SPSS 1310统计软件进行数

据分析。所有数据以 �x ±s表示 ,数据比较采用两独立

样本 t检验 , P < 0105差异有统计学意义。

2　结果

211　槐耳清膏对人结肠癌 SW480细胞的生长抑制作

用　实验结果表明 ,槐耳清膏抑制率与药物浓度呈一

定的剂量依赖性 ,即药物浓度增加 ,其抑制率亦随之增

加 ,但当浓度达 1 mg/ ml 时其抑制率达峰值 ,此后药

物剂量增加 ,抑制率保持不变甚至有下降趋势 ;槐耳清

膏 1 mg/ ml和 2 mg/ ml亚组的抑制率与 52FU 组比较

均无统计学差异 ( P > 0105) ,槐耳清膏其余各亚组与

52FU 组比较均有统计学差异 ( P < 0105) 。见表 2。
表 2　不同浓度槐耳清膏对 SW480细胞生长抑制作用

组别 例数 光密度 抑制率 ( %)

槐耳清膏组 6 01 9157±01024 -
01 1 mg/ ml 6 01 7832±01039 141 51±318
01 2 mg/ ml 6 01 6238±01031 311 62±312
01 5 mg/ ml 6 01 4662±01035 491 33±415
1 mg/ ml 6 01 3026±01030 661 72±310

2 mg/ ml 6 01 3284±01044 631 75±412
52FU (10μg/ ml)组 6 01 3526±01034 601 28±314

　　注 :与槐耳清膏组比较 ,均 P < 0105。
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212 　V EGF mRNA 表达水平 　HC 组和 H H 组

V EGF mRNA 表达水平均显著高于 NC 组 ( P <

0105) 。但 H H组与 HC组比较两者无统计学差异 ( P

> 0105) 。见表 3。

213　V EGF蛋白表达水平 　HC组 V EGF蛋白表达

水平较 NC组显著增加 ( P < 0105) 。H H组 V EGF蛋

白表达水平明显低于 HC组 ( P < 0105) ,且低于 NC

组水平 ,但差异无统计学意义。见表 3。
表 3　V EGF mRNA和蛋白表达

组别 V EGF mRNA V EGF因子

NC组 1119±01 03 01 38±01 02

HC组 4154±01 021) 01 66±01 031)

H H组 4171±01 071) 01 37±01 032)

　　注 :与 NC组比较 ,1) P < 0105 ;与 HC组比较 ,2) P < 01 05。

3　讨论

槐耳清膏是槐耳菌质发酵后的热水提取物 ,含有

多种有机成分和 10余种矿物质元素 ,主要抗癌活性成

分为多糖蛋白 ( PS2T) 。研究显示槐耳清膏对肝癌、白

血病细胞、肺癌及胃癌有显著的抑制作用[2 - 5 ]。本资

料表明 ,槐耳清膏对 SW480细胞的抑制率随药物浓度

的增加而升高 ,呈一定剂量依赖性 ,1 mg/ ml时抑制率

最大 ,为最佳抑制浓度。其中槐耳清膏 1 mg/ ml 和 2

mg/ ml亚组与 52FU 组之间相比无统计学差异 ,可见

槐耳清膏对 SW480 细胞具有显著的抑制作用。与本

研究结果不同 ,另有研究显示当槐耳清膏浓度为 410

mg/ ml时对直肠癌 HR8348细胞抑制率最大[1 ] ,分析

二者之间差异可能是因为细胞类型及来源不同所致。

抑制肿瘤生长是现代生物医学研究的热点之一 ,

但肿瘤生长抑制是一个涉及多方面多因素的复杂过

程。中医药发挥其在肿瘤研究治疗中的特色和优势 ,

通过抑制肿瘤生成、阻断肿瘤转移 ,对控制肿瘤侵袭、

转移 ,提高生存率具有十分重要的意义[6 ]。鉴于此 ,本

研究以人结肠癌 SW480细胞株为对象 ,研究缺氧条件

下槐耳清膏对 V EGF的抑制作用 ,试图揭示槐耳清膏

抑制肿瘤生长的作用机制 ,为结肠癌临床治疗提供新

的理论和实验依据。

缺氧是恶性肿瘤发生发展过程中的重要特征之

一。当处于生长旺盛时期的实体瘤局部氧供无法满足

生长需要时 ,微环境就会缺氧。缺氧能激活多种血管

生成相关因子表达[7 ,8 ] ,此时新生血管的生成有利于

肿瘤细胞的生存并增强其浸润和转移能力 ,血管通透

性增加是血管内皮细胞生长因子相关疾病主要发病因

素[9 ]。有报道 V EGF 能促使大肠癌组织产生大量新

生幼稚缺乏完整性血管 ,使癌细胞易侵蚀血管 ,增加复

发转移机会 ;有研究报道淋巴转移者 V EGF表达率明

显高于无淋巴转移者 ,提示 V EGF与肿瘤恶性程度密

切相关[10 ]。另有资料显示 :V EGF在大肠癌中的表达

明显高于正常黏膜 ,与肿瘤侵袭程度和组织分化程度

成正相关[11 ]。组织与血清中 V EGF水平对估计肝癌

患者总生存数有重大指导意义[12 ]。

本实验选用人结肠癌 SW480细胞经体外实验证

明 :缺氧状态下 ,癌细胞内 V EGF mRNA 较常氧状态

下显著高表达 ,导致相应蛋白高表达。表明肿瘤细胞

在氧供不足的情况下 ,通过上述基因促进新生血管形

成 ,适应缺氧环境并满足自身生存需要。予以槐耳清

膏作用后 , V EGF蛋白表达显著下降 ,提示槐耳清膏

抗结肠癌的作用可能是通过抑制 V EGF蛋白的表达 ,

即通过降低新生血管的生成等环节 ,发挥抗癌功效。

另外值得注意的是 ,虽然本实验结果证明槐耳清膏可

引起肿瘤细胞 V EGF 蛋白的表达降低 ,但用药后

V EGF mRNA表达却无显著降低。其原因可能是 :槐

耳清膏也可影响 V EGF的合成或清除环节而使肿瘤

细胞的 V EGF表达减少。而调节 V EGF合成或清除

的基因众多 ,究竟槐耳清膏通过什么途径调节血管生

成相关基因的表达 ,抗癌作用是否与同时被激活的其

他靶基因之间的调节有关及其意义如何等尚侍今后进

一步研究。
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　　现将我院误诊的 2 例支气管异物病例就其误诊原因分析

如下。

1　病历摘要

例 1 :女 ,48岁。因反复咳嗽 1 a余 ,咯血 3 d到我院就诊。

咯鲜红色血 ,3～4次/ d ,每次 5～10 ml ,无发热、呼吸困难、偶

有胸闷、咳少许脓痰。患者有风湿性心脏病、二尖瓣狭窄病史 6

a。我院急诊内科初步诊断为咯血待查、风湿性心脏病、二尖瓣

狭窄收住院。入院后详询病史 :患者 1 a前曾因食羊肉汤后 ,咽

部不适 ,胸前区刺痛来我院耳鼻咽喉科就诊。当时查体 :咽喉

部未见明显异常。摄 X线喉部侧位片 :未见异常。食道钡餐透

视 :主动脉弓下约 110 cm处少许钡剂残留。初步诊断 :食道异

常 ,建议入院食道镜检查。患者拒绝住院而用抗生素治疗 ,次

日自觉无特殊不适未予进一步检查和治疗。1 a 来 ,患者反复

咳嗽 ,咳白粘痰 ,无发热 ,无阵发性呼吸困难 ,曾先后 6次到呼

吸内科就诊 ,胸部听诊两肺呼吸音粗 ,胸透 :两肺纹理增粗。诊

断为支气管炎 ,全胸片 :未见明显异常 ,用抗生素、止咳药、酮替

芬、中药等治疗后症状好转。此次入院后查体 : T 37 ℃, P 82

次/ min ,R 20 次/ min ,BP 120/ 70 mm Hg ,听诊 :两肺呼吸音

粗 ,未闻及啰音 ;血常规 :WBC 618×109 / L ,N 0168×109 / L ,M

0103×109 / L , ESR 7 mm/ h。胸部超薄层 CT平扫报告 :左侧

主支气管开口处见一高密度异物 ,呈半环形 ,两肺扫描未见异

常 ,纵隔如常。诊断为左主支气管开口处异物 ,遂转入我科。

经表面麻醉行纤维支气管镜检查并异物钳取术 ,术中见左主支

气管开口见一楔形异物嵌顿 ,周围炎性肉芽组织包裹 ,取出楔

形羊骨 20 mm×15 mm×2 mm。术后 2 d治愈出院。

例 2 :男 ,3岁。因咳嗽、发热、喘息 1个月入院。曾于当地

医院就诊 ,医生根据胸透右下肺野有小片状阴影而诊断为支气

管肺炎 ,并给予相关治疗 ,症状时轻时重。患者为求进一步诊

治而来我院。入院查体 : T 38 ℃,阵发性咳嗽 ,并可闻轻轻度

犬吠音 ,右肺呼吸音减低 ,胸透同前。追问病史其母亲回忆病

前有吃花生米呛咳史 ,当时曾吐出少许花生米。经高频通气给

氧 ,行支气管镜检查 ,在右肺下叶支气管内取出 1/ 4花生米碎

块 ,术后抗炎及激素治疗痊愈出院。

2　讨论

下呼吸道异物以 1～3 岁幼儿多见 ,初期症状较轻者往往

数分钟后即缓解 ,加上婴幼儿不能自述病史常易误诊。对小儿

急性喉炎 ,急性支气管炎肺炎及肺不张患儿 ,在询问病史时一

定要问清是突发还是并发或继发于上呼吸道感染 ,有无异物吸

入呛咳史等 ,凡进食或口含物时突然出现咳嗽者高度怀疑为呼

吸道异物 ,需作胸部透视 ,纵隔有摆动则应行支气管镜检查进

一步确诊。

笔者总结本文支气管异物误诊误治的经验教训如下 [1 ,2 ] :

(1)病史不清。仔细询问有关病史是防止气管异物误诊误治的

关键之一。凡病史中有咳嗽发生于明显异物之后者 ,即应疑为

下呼吸道异物。异物落入下呼吸道 ,其主要症状是呼吸困难、

咳嗽等。但可因异物的形状与大小停留时间与部位而不同 ,如

异物未完全阻塞气管或细小的异物仅阻塞在某分枝支气管 ,可

能不出现呼吸困难症状。应结合影像学检查以及物理检查的

客观体征进行分析。(2)症状不典型或将并发症误诊为原发

病。例 1当异物进入气管后不但未出现呼吸困难 ,而却因主诉

咽部不适胸前区刺痛 ,加之放射科诊断错误而被误诊为食道异

物。此类情况值得警惕 ,应当引以为戒。临床上对肺部一定部

位的病变长期不愈或时好时坏 ,尤其长期投入大量抗生素而未

治愈者应想到气管、支气管异物的可能 ,必要时行支气管镜或

纤维支气管镜检查达到明确诊断和治疗的目的。(3)诊断技术

欠缺 ,如过度依赖检查而致误诊 [3 ]。X线检查有时因医生的经

验、患者的体位等均可造成错误定位诊断 ,应该吸取教训 ,医技

人员应加强学习 ,注意基本功锻炼 ,提高技术水平 ,同时对不典

型的患者应全面检查 ,认真分析以减少误诊。
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