
·基础实验研究论著·

藏花素调控犱犲犾狋犪犖犘６３基因抑制膀胱肿瘤细胞生长的研究
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（重庆医科大学附属第一医院泌尿外科，重庆４０００１６）

　　摘　要：目的　探讨藏花素对膀胱肿瘤细胞５６３７的生长抑制作用及调控机制。方法　用３ｍｍｏｌ／Ｌ藏花素处理膀胱肿瘤细

胞５６３７细胞株，采用反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测细胞犱犲犾狋犪犖犘６３基因表达的变化，光镜下检测细胞形态改变，流式细胞术检测

细胞周期改变，四甲基偶氮唑盐法（ＭＴＴ）检测细胞增殖改变。结果　在一定浓度的藏花素作用下，可见５６３７细胞生长缓慢，ｄｅｌ

ｔａＮＰ６３基因表达下降，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞数量增加，Ｇ２／Ｍ期细胞数量减少，ＭＴＴ检测显示细胞增殖受到抑制。结论　藏花素可以

抑制膀胱肿瘤细胞增殖和生长，其机制可能与通过下调犱犲犾狋犪犖犘６３基因的表达有关。
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　　在中国，膀胱肿瘤是泌尿系统最常见的肿瘤，其发生、发展

与众多的肿瘤基因密切相关。关于膀胱肿瘤治疗的研究主要

集中在西医手段，关于传统医学治疗方法的研究和报道较少，

本课题组采用中药组分藏花素干预膀胱肿瘤细胞，对其相关机

制做了初步的探讨，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　膀胱肿瘤细胞株５６３７细胞由中科院上海细胞所

提供；细胞培养相关试剂由Ｓｉｇｍａ公司提供；反转录ＰＣＲ（ＲＴ

ＰＣＲ）试剂及引物由 Ｑｉａｇｅｎ公司提供；藏花素的分子式为

Ｃ４４Ｈ６４Ｏ２４，相对分子质量为９７７．２１，为水溶性橙黄色粉末，纯

度大于９９％，由Ｓｉｇｍａ公司提供；四甲基偶氮唑盐法（ＭＴＴ）试

剂由Ｓｉｇｍａ公司提供。

１．２　方法

１．２．１　藏花素溶液配制和实验分组　将１０００ｍｇ橙黄色藏

花素粉末溶于２０ｍＬＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ、ｐＨ＝７．２）中，加入

６２．５ｍｇＥＤＴＡ（藏花素的稳定剂）配成最终使用浓度３ｍｍｏｌ／

Ｌ。将配制好的藏花素溶液，加入传代后贴壁约６０％的５６３７

细胞培养瓶中（作为治疗组），２４ｈ后光镜下观察细胞生长和

形态的改变。反转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测犱犲犾狋犪犖犘６３基因的

改变，流式细胞术检测细胞周期的改变。每组均设空白对

照组。

１．２．２　ＲＴＰＣＲ　提取细胞总ＲＮＡ，并按试剂盒说明进行操

作，反转录为ｃＤＮＡ。犱犲犾狋犪犖犘６３ 引物序列如下，上游：５′

ＴＧＣＣＣＡ ＧＡＣＴＣＡ ＡＴＴＴＡＧＴＧＡ Ｇ３′；下游：５′ＴＣＴ

ＧＧＡＴＧＧＧＧＣＡＴＧＴＣＴＴＴＧＣ３′，扩增片段长度为３３５

ｂｐ。反应条件：９４℃变性２ｍｉｎ；９５℃１ｍｉｎ，５３．５℃３０ｓ，７２

℃２ｍｉｎ共３０个循环；最后７２℃７ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物做

１．５％琼脂糖凝胶电泳，用ＢＩＯＲＡＤ图象分析仪观察并拍照。

１．２．３　流式细胞术检测细胞周期　３ｍｍｏｌ／Ｌ的藏花素处理

５６３７细胞２４ｈ后，收集细胞，调整细胞浓度至（１～５）×１０５／

ｍＬ，以１０００ｒ／ｍｉｎ，低速离心５ｍｉｎ，弃去培养液。乙醇固定

后，送本校流式细胞检测中心检测细胞周期变化。

１．２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖　取对数生长期的５６３７细胞，经

胰酶消化，以２×１０４／ｍＬ的密度接种于９６孔培养板中。常规

恒温细胞培养箱中培养２４ｈ后，给予３ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的藏花素

进行处理，每孔设５个复孔。全自动酶标仪（波长５７０ｎｍ）测

定各孔吸光度（Ａ）。细胞增殖抑制率（％）＝［（Ａ对照组－Ａ空白组）

－（Ａ治疗组－Ａ空白组）］／（Ａ治疗组－Ａ空白组）×１００％。

２　结　　果

２．１　细胞形态的观察　３ｍｍｏｌ／Ｌ的藏花素处理５６３７细胞

２４ｈ后，光镜下可见治疗组细胞生长受到抑制，细胞形态不规

则，细胞皱缩，见图１。

·１６２·国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３

 基金项目：重庆市卫生局中医药基金资助项目（２００９２８０）。　作者简介：何云锋，男，讲师，主要从事泌尿系统肿瘤学基础的研究。



　　Ａ：对照组；Ｂ：治疗组。

图１　　藏花素处理２４ｈ后５６３７细胞形态的改变

２．２　ＲＴＰＣＲ检测犱犲犾狋犪犖犘６３基因改变　３ｍｍｏｌ／Ｌ的藏花

素处理５６３７细胞２４ｈ后，治疗组犱犲犾狋犪犖犘６３ 基因表达较对

照组明显下降，见图２。

　　１：治疗组；２：对照组；ＧＡＰＤＨ：甘油醛３磷酸脱氢酶，作为内参。

图２　　藏花素处理后５６３７细胞犱犲犾狋犪犖犘６３基因

表达的改变

２．３　流式细胞术检测细胞周期　３ｍｍｏｌ／Ｌ的藏花素处理

５６３７细胞２４ｈ后，治疗组Ｇ０／Ｇ１ 期细胞数量增加，Ｇ２／Ｍ期细

胞数量减少，说明一定浓度的藏花素对膀胱肿瘤细胞５６３７的

细胞周期有调控作用，见附图１（见《国际检验医学杂志》网站

主页“论文附件”）。

２．４　ＭＴＴ检测细胞增殖　ＭＴＴ检测显示，随着时间的延

长，治疗组膀胱肿瘤细胞５６３７的增殖明显受到抑制，而对照组

细胞生长正常，见图３。

图３　　ＭＴＴ检测细胞增殖改变

３　讨　　论

藏花素是来源于藏红花和栀子的提取物与活性成分。其

化学本质为一种水溶性类胡萝卜素，其化学成分主要为１分子

藏花酸和２分子龙胆二糖通过酯键连接而成，其分子中含有多

个共轭双键。因此，藏花素具有广谱抗癌活性，对膀胱肿瘤、白

血病、卵巢癌、结肠癌、横纹肌肉瘤和软组织肉瘤等都具有较强

的抑制作用，而且几乎无毒性［１５］。

本组资料通过前期工作证实３ｍｍｏｌ／Ｌ为藏花素作用于

膀胱肿瘤细胞的最佳浓度［１３］。在此基础之上，通过培养膀胱

肿瘤细胞５６３７，当细胞传代培养贴壁生长至培养容器的６０％

左右的时候，加入３ｍｍｏｌ／Ｌ的藏花素，结果发现，膀胱肿瘤细

胞形态改变，细胞变得不规则，细胞增殖和生长明显受到抑制。

推测其原因可能与减少Ｇ２／Ｍ 期细胞数和诱导细胞凋亡的发

生，同时还与凋亡相关蛋白如肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、ＢＣＬ

ＸＬ、ＣＤ９５和胱天蛋白酶３及相应的信号通路有关
［６７］。另外

藏花素可以通过提高谷胱苷肽还原酶（ＧＳＴ）和γ谷氨酰转肽

酶合成酶（γＧＣＳ）等的活性，增强癌细胞抗氧化，淬灭氧自由

基功能来抑制肿瘤细胞生长［８］。

犱犲犾狋犪犖犘６３是犘６３基因的两个亚型之一，已经被证明是

膀胱肿瘤的癌基因，犱犲犾狋犪犖犘６３上调可以促进膀胱肿瘤的发

生、发展，甚至导致其转移和复发，而下调犱犲犾狋犪犖犘６３的表达

可以抑制其恶性生物学行为［９１１］。本组资料发现当藏花素处

理细胞２４ｈ后，膀胱肿瘤癌基因犱犲犾狋犪犖犘６３ 的表达明显下

降。因此推测藏花素可能对膀胱肿瘤细胞具有一定的抑制作

用，而且这种作用可能与抑制癌基因犱犲犾狋犪犖犘６３的表达有关。

但藏花素如何导致犱犲犾狋犪犖犘６３的具体机制仍不明确，值得进

一步探讨。
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ｍａｅｘｔｒａｃｔａｎｄｉｔｓｍａｊｏｒｃｏｎｓｔｉｔｕｅｎｔｃｒｏｃｉｎｐｏｓｓｅｓｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｎ

ｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓａｇａｉｎｓｔｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｎｕｔｒ

Ｃａｎｃｅｒ，２０１３，６５（６）：９３０９４２．

［７］ ＴａｍａｄｄｏｎｆａｒｄＥ，ＦａｒｓｈｉｄＡＡ，ＡｈｍａｄｉａｎＥ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｃｉｎｅｎｈａｎｃｅｄ

ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｒｅｃｏｖｅｒｙａｆｔｅｒｓｃｉａｔｉｃｎｅｒｖｅｃｒｕｓｈｉｎｊｕｒｙｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．Ｉｒａｎ

ＪＢａｓｉｃＭｅｄＳｃｉ，２０１３，１６（１）：８３９０．

［８］ＳｕｎＹ，ＸｕＨＪ，ＺｈａｏＹＸ，ｅｔａｌ．Ｃｒｏｃｉｎｅｘｈｉｂｉｔｓａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｓ

ｏｎｈｕｍａｎｌｅｕｋｅｍｉａＨＬ６０ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｎｖｉｖｏ［Ｊ］．Ｅｖｉｄ

ＢａｓｅｄＣｏｍｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎａｔＭｅｄ，２０１３，１０（１）：６９０１６４．

［９］ ＨｅＹ，ＷｕＸ，ＴａｎｇＷ，ｅｔａｌ．ＩｍｐａｉｒｅｄｄｅｌｔａＮＰ６３ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｓａｓ

ｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｐｏｏｒｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｉｎｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏ

ｍａｏｆｔｈｅｂｌａｄｄｅｒ［Ｊ］．ＪＫｏｒｅａｎＭｅｄＳｃｉ，２００８，２３（５）：８２５８３２．

［１０］ＨｅＹＦ，ＴｉａｎＤＹ，ＹｉＺＪ，ｅｔａｌ．Ｕｐｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎ

ｔｈｒｏｕｇｈｄｅｌｔａＮｐ６３ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｈｕｍａｎ５６３７ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ

［Ｊ］．ＡｓｉａｎＪＡｎｄｒｏｌ，２０１２，１４（５）：７８８７９２．

［１１］ＴｒａｎＭＮ，ＣｈｏｉＷ，ＷｓｚｏｌｅｋＭＦ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｐ６３ｐｒｏｔｅｉｎｉｓｏｆｏｒｍ

ΔＮｐ６３αｉｎｈｉｂｉｔｓｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎｉｎｈｕｍａｎｂｌａｄ

ｄｅｒＣａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ：ｒｏｌｅｏｆＭＩＲ２０５［Ｊ］．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３，２８８（５）：

３２７５３２８８．

（收稿日期：２０１３１０２２）

·２６２· 国际检验医学杂志２０１４年２月第３５卷第３期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．３


