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直肠癌是消化道常见的恶性肿瘤! 目前直肠癌的化疗仍

以"+#$为主"迫切需要研究与开发低毒或无毒且不易耐药的

抗癌新药! 金克槐耳颗粒为近年来开发出的国家一类抗癌新

药" 已较广泛地用于包括直肠癌在内的各种恶性肿瘤的治

疗"取得了一定的临床疗效! 然而槐耳的抗癌作用机理"特别

是与细胞凋亡有关的研究甚少! 为了探讨槐耳对人直肠癌的

抗 癌 作 用 及 其 机 制 " 我 们 研 究 了 槐 耳 清 膏 对 人 直 肠 癌

%&’()’细胞的生长抑制作用# 凋亡诱导作用及其对凋亡调

节基因*+,+-#*+,+./#*01#*02及3"(表达的影响"希望为国家

中药一类新药$$$金克槐耳颗粒用于治疗直肠癌提 供 一 定

的理论依据!

! 材料与方法

4,( 实验细胞

%&’()’细胞系直肠低分化腺癌" 由浙江省肿瘤研究所

提供!培养液为5&6748)9加-9:小牛血清及每毫升含青霉素

499$#链霉素499!;#氢化考的松49!;#胰岛素9<94$"=>-"":

?@-!

4<- 药品配制

精确称取干槐耳清膏 A启东盖天力药业有限公司提供B
49<9;"将其溶于499C, 单5&6748)9培养液"以9<!9!C超滤除

菌器%?@&D7DE公司产品&过滤除菌"制成499C;FC,的槐耳清

膏浓缩含药培养液! 临用前用培养液分别稀释成9<"C;FC,.
8<9C;FC,的工作液!

4<= 体外药物抑瘤实验

采 用 四 氮 唑 蓝 %6GG& 比 色 法 ! 6GG为HIJK+LCMNI+0J
*IKOM+PJK,K;Q公司产品! 取对数生长期的%&’()’细胞"调节

细胞浓度为"/49)FC,"接种于S8孔培养板"每孔加9<4C,! 将细

胞置含"T?@-#=>-的培养箱中培养-)小时! 去除旧的培养

液"每孔加槐耳清膏浓度分别为9<" C;FC,#4<9 C;FC,#-<9 C;F
C,#)<9 C;FC,#8<9 C;FC,的含药培养液9<-C,"另设空白对照组

及"+#$49!;FC,组"每组设4-孔! 继续置含":?@-#=>-的培养

箱中培养=8小时! 每孔加入9<":6GG -9!,"继续培养)小时!

吸 去 培 养 液 " 每 孔 加 入 二 甲 基 亚 砜 %U6H@&499!,! 置

VM,,W+0J 62(酶 标 仪%/0XWQWOMCW公 司 产 品&振 荡4"秒 钟 "在

波长">9JC处测定吸光度@U值! 结果按以下公式计算抑制

槐耳清膏诱导人直肠癌%&’()’细胞

凋亡的实验研究

程若川!汤礼贵!兰丽琴 Y昆明医学院第一附属医院#云南 昆明 8"99=4B

"#$#%$&’& $( )*+,- ./0%,1 "2/-$0,30’-$+, 4/11 5’-/
).6789 :-2*0/2 ;< =>!? ’- @’%3$
!"#$% &’(!)*’+,-./$% 01!2’1-03$ 01!41,

摘0要’(目的)探讨槐耳清膏在体外对人直肠癌%&’=)’细胞的生长抑制作用和凋亡诱导作用及其作

用机制! (方法)将处于对数生长期的%&’=)’细胞用含槐耳清膏的培养基培养=8小时"用6GG比色法检

测@U值"计算抑制率*用甲基绿Z派诺宁染色法及G[D\/法检测细胞凋亡指数*用免疫组织化学方法研

究*+,+-#*+,+./#*01#*02及3"=基因表达情况! (结果)"槐耳清膏对%&’=)’细胞的抑制率随浓度增加而

上升"浓度)<9 C;FC,的抑制率最大"为>4<4:!与"+#$49!;FC,对照组相比无显著差异Y519<9"B!#两种凋亡

检测方法均可见到典型的细胞凋亡#凋亡小体或出泡现象! 凋亡指数随槐耳清膏浓度增加而增加"当浓

度达)<9C;FC,时"凋亡指数迅速上升"甲基绿Z派诺宁法达9<48-9"G[D\/法达9<-84-"均大于"+#$49!;FC,
对照组的凋亡指数"差异显著Y529<9"B! $槐耳清膏组*+,+-#*+,+./#*02#3"=蛋白表达较空白对照组明显

增强Y529<9"B"而*01变化不明显Y519<9"B! 槐耳清膏组*02F*+,+- 和 *02F*+,+./比值显著大于空白对照组!
(结论)%槐耳清膏在体外对人直肠癌%&’=)’细胞具有显著的抑制作用和凋亡诱导作用! &槐耳清膏诱

导人直肠癌%&’=)’细胞凋亡可能与提高*02F*+,+-#*02F*+,+./比值及上调3"=基因表达有关!
关键词’细胞凋亡*基因"*+,+-*基因"3"=*槐耳清膏*%&’=)’细胞*直肠肿瘤
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表" #$%&’%细胞凋亡指数()*’+

组 别

清膏’,-./0.1
2&34"-!/0.1
空白对照

甲基绿5派诺宁法

-,"6!-’-,-"!%7
-,-8%-’-,--92
-,--"9’-,---8

:;<=>法

-,!6"!’-,-"2%7
-,"-!%’-,-"&"
-,--’!’-,--"2

7!与2&34"-!/0.1及空白对照比较"!(-,-2

表! 免疫组织化学染色评分()*’+

组 别

槐耳清膏组

空白对照组

?@1&!
"",2-’-,2%
%,--’",’"
!*-,--’

?@1&A>

"-,2-’",9"
8,!2’",2-
!*-,-&8

?BC
9,--’",6&
%,2-’-,2%
!*-,2%2

?BD
"-,82’",!6
&,2-’",8&
!*-,--"

E2&
"-,2-’",8&
!,82’",!6
!(-,--"

表& 免疫组织化学染色评分比值

组 别

槐耳清膏组

空白对照组

?BC0?@1&!
-,8%

")-6-

?BD0?@1&!
-,9&
-,’’

?BC0?@1&A>

-,%6
","8

?BD0?@1&A>

",-!
-,’%

率!

抑制率*"+实验孔FG值0对照孔FG值,"--H
",’ 凋亡细胞的形态学检测

采 用 甲 基 绿5派 诺 宁 染 色 法# 甲 基 绿 和 派 诺 宁 分 别 为

314DB公司和IJKL.B 公司产 品# 取 对 数 生 长 期 的#$%&’%细

胞" 调节细胞浓度为2,"--0.1" 接种于!’孔含盖玻片的培养

板"每孔加".1#将细胞置含2HIF!$&8.的培养箱中培养!’小

时# 去除旧的培养液"每孔加槐耳清膏浓度分别为-,2 ./0.1$
",- ./0.1$!,- ./0.1$&,- ./0.1$’,- ./0.1的含药培养液!.1"
另设空白对照组及2&34"-!/0.1组"共8组"每组设’孔# 继续

置含2HIF!$&8.的培养箱中培养&6小时#取出细胞爬片进行

甲基绿5派诺宁染色"染色方法按文献进行# 结果观察以每张

细胞爬片光镜下随机检查"-个高倍视野"计数其中凋亡细胞

占细胞总数的比值作为细胞凋亡指数(MN+#
",2 凋亡细胞的生化检测

采用:O:介导的O;:P缺口末端标记法%:;<=>法&# 原位

凋亡检测试剂盒购自福州迈新生物技术开发公司# 细胞接

种$加药$分组及结果观察同甲基绿5派诺宁染色法"每组设’
孔#染色步骤严格按说明书进行# 加G<BQR "作为阳性对照"

加不含:O:的反应液作为阴性对照#

",6 凋亡调节蛋白?@1&!!?@1&A>!?BC!?BD及E2&的检测

采 用 细 胞 免 疫 组 织 化 学 方 法# ?@1&!$?@1&A>$?BC$?BD$
E2&单抗及SP试剂盒购自北京中山生物技术有限公司# 细胞

接种及加药同甲基绿5派诺宁染色法# 分槐耳清膏’,- ./0.1
和空白对照两组"每组设’孔# 染色步骤严格按说明书进行"

以P?S替代一抗作为阴性对照# 结果观察以每张细胞爬片光

镜下随机检查"-个高倍视野"按阳性细胞计数值和染色强度

值的乘积记分’!(# 其中"阳性细胞数计分为!-"!2H)""2H/
!2H)!"!2H/2-H)&"2-H/82H)’""82H# 染色强度计分为!

""弱阳性)!"中度阳性)&"强阳性#

",8 数据统计分析

用SPSS"-,- TLK UV)OLUQ 统计软件包作单因素方差分析#

以!(-,-2为结果有统计学意义#

! 结 果

!," 槐耳清膏对人直肠癌#$%&’%细胞生长的影响

槐耳清膏对人直肠癌#$%&’%细胞的抑制率随浓度增加

而上升"呈一定的剂量依赖性# 其中’,-./0.1和6,-./0.1两浓

度组的抑制率分别达到8","H和6%,’H"而对照组2&34 "-!/0
.1%为体内血峰浓度&的抑制率为66,2H"三者无显著性差异

(!0-,-2+#
!,! 槐耳清膏对人直肠癌#$%&’%细胞的凋亡诱导作用

!,"," 甲基绿5派诺宁染色

经甲基绿5派诺宁染色后 凋 亡 的#$%&’%细 胞 在 光 镜 下

表现为细胞核固缩呈绿蓝色深染"胞质呈红紫色深染"并可

见凋亡小体# 凋亡指数随槐耳清膏浓度增加而增加"当浓度

达到’,-./0.1时"凋亡指数迅速上升"达-,"6!-’-,-"!%"大于

2&34"-!/0.1对照组的凋亡指数"两者有显著性差异(!(-,-2"
表"&#

!1!,! :;<=>染色

经:;<=>染色后凋亡的#$%&’%细胞在光镜下表现为细

胞体积缩小$细胞核呈蓝黑色着染"并可见出泡现象)部分核

呈蓝黑色或淡蓝黑色着染的细胞与正常细胞在形态学上无

异# G)BQR "作用的阳性对照为阳性"不含:O:的阴性对照为

阴性# :;<=>法检测的凋亡指数变化情况与甲基绿5派诺宁

法基本一致"但:;<=>法凋亡指数大于甲基绿5派诺宁法%见

表"&# 其中槐耳 清 膏 浓 度’,-./0.1的 凋 亡 指 数 为 %-,!6"!’
-,-"2%&"与2&34"-!/0.1对照组相比有显著性差异(!(-,-2+#
!,& 槐耳清膏对凋亡调节基因表达的影响

!,&," 对?@1&!家族基因表达的影响

?@15!$?@15A>$?BC及?BD表达主要定位于细胞浆" 阳性

细胞胞浆被染成棕黄色#与空白对照组相比"槐耳清膏组?@1&
!$?@1&A>及?BD表达明显增强"而?BC变化不明显# 以P?S代替

一抗的阴性对照为阴性#

?@1&!家族蛋白表达的免疫组织化学染色评分见表!# 槐

耳清膏组的?@1&!$?@1&A2及?BD表达评分大于空白对照组"尤

其是?BD具有非常显著的差异 (!(-,-2+)?BC与空白对照组无

显著差异(!*-,2%2+# 槐耳清膏组?BD0?@1&!$?BD0?@1&A2的比值

显著大于空白对照组%见表&&#
!,&,! 对E2&基因表达的影响

E2&蛋白表达定位于细胞核"呈棕黄色着染# 槐耳清膏组

细胞镜下可见E2&高表达"而空白对照基本呈阴性# 槐耳清膏

组E2&免疫组织化学染色评分显著高于空白对照组(!(-,--""
见表!&#

" 讨 论

槐耳是生长在中国古槐树上的一种药用 真 菌***槐 栓

!"#
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菌!-./01213 .456764896:/ ;<.."#具有$治风%&$破血%&$益力%

的功效#民间用于治疗癌症和炎症’ 由槐耳菌质经热水提取

得到的槐耳清膏含有多种有机成分和十余种矿物质元素#其

主要抗癌活性成分为蛋白多糖!=>?-"(经荷瘤动物体内抑瘤

试验表明# 槐耳清膏具有明显的抑制肿瘤生长和延长荷瘤

动物生命的作用) 并且动物毒性试验未见毒副作用( 现已

有其成品***金克槐耳颗粒 !国家一类新药" 应用于临床(

据报道 +%&’,#槐耳冲剂对中晚期肝癌具有独特的疗效#无明显

毒副作用) 槐耳冲剂联合其它化疗药物用于治疗大肠肿瘤-

非小细胞肺癌&晚期胃癌&复发性非霍奇金淋巴瘤等#亦有一

定的疗效( 对其抗肿瘤机理的研究表明.!槐耳具有调节与

促进机体免疫功能#从而杀伤-抑制肿瘤细胞的作用+#,( "对

某些肿瘤细胞可通过诱导凋亡来发挥其直接的细胞毒性作

用+(,( 然而有关槐耳抗癌作用的基础性研究很少#尤其是在

抗大肠肿瘤方面还属空白(

%@# 槐耳清膏对人直肠癌AB*%&*细胞的生长抑制作用

本实验结果表明# 槐耳清膏对人直肠癌AB*%&*细胞具

有显著的抑制作用# 当槐耳清膏达到一定的药物浓度时#抑

制率达最大值#再提高药物浓度抑制率反稍有下降#但无统

计学意义# 提示槐耳清膏对AB*%&*细胞的抑制作用具有一

定的剂量依赖性(

%C! 槐耳清膏对人直肠癌AB*%&*细胞的凋亡诱导作用

细胞凋亡是现代生物医学领域的研究热点之一#不仅在

胚胎发育-器官成熟过程中起至关重要的作用#而且与肿瘤

等疾病的发生-发展及治疗密切相关( 本实验两种凋亡检测

方 法 均 可 见 到 典 型 的 凋 亡 细 胞 - 凋 亡 小 体 或 出 泡 现 象 (

AB*%&*细胞凋亡指数随槐耳清膏的浓度增加而增加# 当槐

耳清膏达到一定的浓度时#凋亡指数迅速上升#说明槐耳清

膏 在 一 定 的 药 物 浓 度 能 显 著 诱 导 人 直 肠 癌AB*%&*细 胞 凋

亡( 本研究中-DEFG法凋亡指数大于甲基绿?派诺宁法#可能

是-DEFG法检测到的部分凋亡细胞处于凋亡的早期#还未出

现典型的凋亡细胞形态学特征之故(

%C% 槐耳清膏对HI:)!家族基因表达的影响

细胞凋亡受细胞内一系列基因如 !HI:)!-8’%-I)0JI等"

的网络式精细调控#其中HI:)!家族基因为细胞凋亡的主要调

节基因( HI:)!家族基因按功能分为两类# 一类是抑制细胞

凋亡的基因. 如HI:?!- HI:?K*等) 另一类是促进细胞凋亡

的基因. 如H/L- H/M等( HI:)!家族基因表达的蛋白可通过

各自的同源区域相互作用形成同或异二聚体来调变细胞凋

亡(据 报 道 ++",#HI:)!或HI:)K*和H/L或H/M结 合 可 抑 制 后 两 者

的促凋 亡 作 用(本 研 究 发 现#槐 耳 清 膏 组H/MNHI:)!-H/MNHI:)
K*的比值显著大于空白对照组# 而H/LNHI:)!-H/LNHI:)K*的比

值两者差别不大(由此推测#槐耳清膏诱导人直肠癌AB*%&*
细胞凋亡可能与升高H/MNHI:)!-H/MNHI:)K*的比值有关(

%C& 槐耳清膏对8’%基因表达的影响

8’%亦是与细胞凋亡密切相关的基因# 分为野生型和突变

型( 野生型8’%常见于正常细胞中# 对细胞凋亡起促进作用)

突变型8’%常见于肿瘤中# 对细胞凋亡起抑制作用( 然而也有

报道某些突变型8’%可抑制细胞生长# 促进细胞凋亡 +++# +!,(

由于野生型8’%蛋白在细胞中的半衰期很短# 而突变型8’%
蛋白的半衰期较长 ++#,# 故用免疫组织化学方法检测到的主

要为突变型8’%蛋白( 本研究发现#槐耳清膏组的8’%蛋白表

达不但没有减弱#反而显著增强( 而同样浓度的槐耳清膏此

时可显著诱导AB*%&*细胞凋亡( 由此推测# 槐耳清膏诱导

AB*%&*细胞凋亡可能与上调8’%基因表达有关(

%C’ 本研究的不足

虽然槐耳清膏&C,0ON0:和(C,0ON0:对人直肠癌AB*%&*细

胞的抑制率与’)P<#,#ON0:无显著差异#甚至槐耳清膏&C,0ON
0:组的凋亡指数大于’)P<#,#ON0:组#但由于本研究没有检测

槐耳清膏和’)P<对AB*%&*细胞的最大抑制率及最大凋亡诱

导作用# 故槐耳清膏对人直肠癌AB*%&*细胞抗癌作用与’)
P<的效果比较有待进一步研究(
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