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白蔡芦醇诱导胃癌细胞脱落凋亡
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,

陕西 西安 中国科学院上海药物研究所
,

上海

摘 要 目的 研究 白黎芦醇诱导 胃癌细胞脱落凋亡的作用
。

方法 采用细胞形态学观察
、 一

和 细胞染

色和流式细胞仪检测
,

观察白黎芦醇
、 、

对脱落培养 胃癌细胞
、

和

的生长状态
、

细胞周期的影响及诱导脱落凋亡的作用
。

结果 倒置显微镜下发现脱落培养的胃癌细胞聚集成团生

长
,

白黎芦醇作用细胞后可抑制抗脱落凋亡的胃癌细胞聚集成团 流式细胞仪检侧和
一

和

细胞染色表明 白黎芦醇可分别阻滞脱落培养的
、

和 细胞于 。 , 、 、

期
,

并可诱导这 株胃癌细胞发生脱落凋亡
,

其中白葬芦醇诱导 细胞脱落凋亡 比例达 肠
,

远高于其他

两株 胃癌细胞
。

结论 白黎芦醇可诱导 胃癌细胞发生脱落凋亡
。
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正常来源的上皮细胞或内皮细胞如果失去基质

的 支 持
,

会 发 生 凋 亡
,

这 一 现 象 称 为 脱 落 凋 亡

户 」
。

脱落凋亡的意义在于防止脱落的细胞

种植于其他不适当的地方继续生长
。

然而很多恶性

肿瘤细胞从瘤体上脱落后并不发生凋亡
,

而是迁徙

到其他部位再次生长
,

这种存在于肿瘤细胞 的抗脱

落凋亡现象是肿瘤发生转移 的主要原因之一〔, 一 〕。

胃癌的发病率和恶性程度 比较高
,

是易于转移的恶

性肿瘤
。

本实验在前期实验中所获得的具有抗脱落

凋亡特性 的胃癌细胞株 的基础上
,

选择近年非常

有发展前景的天然抗肿瘤药物白黎芦醇
,

观察其阻

止肿瘤转移的活性
,

即诱导 胃癌细胞脱落凋亡的作

用
,

以期为临床治疗肿瘤和肿瘤转移提供理论依据
。
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西安西京医院消化 内科全军重点实验室惠赠
。

一

培养基
,

公 司 新生牛血清
,

杭州 四

季青生物工程公司
、 一 ,

公

司 琼脂粉 北京百灵克公司 分装

流式细胞仪
, 一

公司
。

药物 白黎芦醉 由西安市天行健生物制品有限

公司提供
,

由虎杖中提取
,

纯度
,

用 配

成
,

分装
,

一 ℃ 储存
。

方法

细胞培养 细胞采用含 小牛血清的
一

培养基
,

置 于 ℃ 含 的细胞培

养箱中培养
。

胰蛋 白酶和 消

化
、

传代细胞
。

细胞脱落培养模型 的建立 参照文献方法困
,

将 溶于无水 乙醇的
一

辅于

直径 为 的 培养皿 中
,

室温干燥
,

重复

上述步骤一次
。

使用前用 洗 遍
,

紫外线消毒
,

将 细 胞接 种 于
一

包 被 的 培 养皿

中
。

由于
一

为一种阴离子聚合物
,

铺在平

皿底部
,

细胞无法贴壁
,

只能在培养皿 中悬浮生长
,

借此来模拟细胞的脱落培养状态
。

形态学观察细胞生长状态 调整单细胞至
,

接种 于上述制备好的脱落培养皿 内
,

实验

组加人 白黎芦 醇
、 、 ,

对照组

加人等体积
,

孵育 后
,

倒置显微镜下连

续时间点观察细胞的形态学改变
。

流式细胞仪检测细胞周期和凋亡 调整单细胞

至 护
,

接种于
一

包被 的培养皿

中
,

同时加人 白黎芦醇与细胞共 同孵

育
,

对照组加人同体积
。

培养 后收集细

胞
,

离心
,

吸弃上清液
,

洗

次
,

沉淀细胞后用含小牛血清的 重悬
,

加人无

水 乙醇
,

使含小牛血清
,

含 乙醇
,

总体积为
,

于 管中置 一 ℃ 固定保存
。

检

测 时
,

用 洗 细胞 次
,

吸弃上 清液
,

加人
,

℃ 水浴消化
,

再加人

置 暗处染 色 后上机检测
。

用

软件获取单个细胞 个
,

用

软件分析细胞周期及凋亡峰
。

实验重复 次
,

结

果以 王士 表示
,

用 统计软件进行两组样

本均数 检验
。

一

和 染色检测细胞凋亡 调整单

细胞至
,

接种于上述制备好 的脱落培养

皿 内
,

实验组加人 白黎芦醇
,

对照组加

人同体积
,

作用 后收集细胞
,

和
一

双染细胞
一

是一种 依赖性

结合蛋 白
,

能与翻转到膜外 的 高亲和力特异性

结合
,

流式细胞仪检测分析
,

获得 个象限的值
。

第

象限代表细胞收集过程 中出现的损伤细胞
,

第 象 限代 表 晚 期 凋 亡 细 胞 和 坏 死 细 胞
,

第 象限代表正常细胞
一 一 ,

第

象限代表早期凋亡细胞 一 。

实验重复 次
,

统计各组凋亡
、

坏死细胞 早期凋亡细胞所 占比例
,

结果 以 王士 表示
,

用 统计软件进行组间

检验
。

结果

对脱落培养胃癌细胞形态学的影响 胃癌细胞
、

和 脱落培养时
,

聚集成

比较大 的细胞 团
,

正 常生长
,

具有抗脱落凋亡 的特

性
。

这种聚集现象是其保持存活的方式之一
。

。

白黎芦醇作用 于细胞
,

细胞聚集成 团

的现象受 到 明显抑制
,

白黎芦醇作用

时
,

细胞完全呈现单个散在 的状态
,

药物浓度

越高
,

作用时间越长
,

抑制现象越明显
。

对脱落培养 胃癌细胞周期的影 响及诱导脱落

凋亡 的作用 将 白黎芦醇分别作用于

脱落培养的
、

和 细胞
。

流式细胞仪 分析细胞周期发现
,

药物对

脱落培养的不同胃癌细胞系的细胞周期的影响是不

一致的
,

分别使
、

和 细胞

阻滞于
。 、 、

期
。

同时 还检测到细

胞 出现 了不 同程度 的凋 亡峰
,

其 中 白葬芦醇诱导

细胞脱落凋亡 比例达 士
,

高

于其他两株 胃癌细胞
,

表示 细胞 比其他两

种细胞对药物更加敏感
,

结果见表
。

将
·

白黎芦 醇作用 于脱 落 培 养 的

表 白蔡芦醉对脱落培养的胃癌细胞周期及

脱落凋亡的影响 士
,

士
, 碑

细胞周期
。 ,

凋亡率

防

日

对照

白黎芦醇

对照

白蒙芦醇

对照

白蔡芦醇

士 士 士 士

士 士 士 土
讨

士 士 士
,

士

士 士 士 士
每

士
,

士 士 士

士 士 士 士
赞 份

与对照组 比较
‘ 尸 。 , ·

。
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、

和 细 胞 后
,

用
一

和 染 色
,

分析凋亡细胞和死亡

细胞
,

结果表 明
,

与对照组相 比
,

白黎芦醇组 出现 了

较多凋亡和死亡的细胞
,

见表
。

表 白落芦醉对胃瘤细胞的诱导脱落

凋亡作用 士
,

士
,

一

细胞 组别 凋亡坏死细胞 比例

对照 士

白黎芦醇
,

士
·

”

对照 士

白蔡芦醇 土
· ’ ‘

对照 士

白蔡芦醉
·

士
·

”

与对照组 比较 “
份 书

讨论

白黎芦醇
,

化学名 为茂三 酚
,

分子式
,

相对分子质量
,

是一种天然 的植物抗毒素
。

目前在桑甚
、

花生
、

葡萄等 种植物 中发现有 白黎

芦醇川
。

近年研究发现 白黎芦醇对乳腺癌
、

前列腺

癌
、

皮肤癌等多种肿瘤细胞 的生长均具有显著的抑

制作用 〔卜‘“ 〕,

是非常有前景的天然抗肿瘤药物
。

虽

然有多种 因素可 以促进肿瘤细胞发生脱落凋亡
,

从

而抑制肿瘤 的转移
,

但迄今少有关于 中药在脱落凋

亡方面的研究
。

因此
,

本实验在前期实验所获得的抗

脱落凋亡 胃癌细胞株 的基础上圈
,

观察 白葬芦醇诱

导 胃癌细胞脱落凋亡的作用
,

为寻找有效 的抗肿瘤

药物
,

尤其是抑制肿瘤转移的药物提供理论依据
。

本实验所选择 的 胃癌细胞
、

和 均具有抗脱落凋亡 的特性
,

脱落培养 时

细胞聚集成团川
。

肿瘤细胞这种相互聚集成团的表

现是其逃离脱落凋亡的的 自救反应
。

白黎芦醇作用

于脱落培养的 胃癌细胞后
,

细胞聚集成 团的现象受

到抑制
,

细胞转变为单个散在的状态
。

这一现象的发

生可能是 由于 白黎芦醇影响了与细胞勃附相关的信

号分子的改变
,

导致细胞表面薪附分子表达水平下

降的结果
,

因而这一现象可能是 白黎芦醇诱导 胃癌

细胞脱落凋亡的机制之一
。

本实验还观察到白黎芦

醇使 株 胃癌细胞阻滞于不同的细胞周期
,

此结果

一方面说明白黎芦醇可能通过影响细胞周期蛋 白
,

从而抑制细胞周期
,

进一步抑制细胞的生长
,

另一方

面也说明白黎芦醇对不同细胞的细胞周期的影响方

式是不一致的
,

因此其对不 同细胞周期蛋 白的调控

也是不一致 的
。

流式细胞仪检测
、 一

和

染色实验都证明
,

白黎芦醇可诱导这 株 胃癌细胞

发生不 同程度 的脱落凋亡
,

其 中 细胞对药

物诱导凋亡的敏感性强于其他两种 胃癌细胞
。

本实

验结果表 明
,

白黎芦醇可诱导 胃癌细胞发生脱落凋

亡
,

并且不 同的细胞对于药物 的反应性和敏感性是

不一致的
,

其确切的作用机制还有待于进一步研究
。
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、
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、
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、

数据库光盘是国家科技部重点扶植
、
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。
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,

主要收载国内外公开发行的 余种医药学及相关学科期刊的药学文献
,

以文摘
、
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、

题录等形式进行报道
。
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,
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,
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,
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,
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。
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。
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