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探讨槐耳清膏抑制肺腺癌细胞增殖%促进细胞凋亡的抗肿瘤作用的分子机制$方法
!

应用不同浓度槐耳清膏

处理肺腺癌细胞!细胞增殖活性利用羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺酯"

!ZK[

#染色法检测!细胞凋亡应用
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双染流式细胞术检测!细胞中相关基因表达利用免疫技术检测$结果
!
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染色结果发现槐耳能够明显抑制肺腺癌细胞的增

殖!并具有浓度和时间依赖性'
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VQ

双染流式细胞术检测细胞凋亡结果发现槐耳能够促进肺腺癌细胞凋亡!具有

浓度和时间依赖性'免疫蛋白印迹实验结果发现在肺腺癌细胞中!槐耳能够抑制相关基因
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)&DA=:9:

和
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的表达$结论

在肺腺癌细胞中槐耳清膏抗肿瘤作用的分子机制可能是通过抑制
[\%*

&

#

)&DA=:9:

信号通路!抑制肺腺癌细胞增殖%促进细胞

凋亡$

关键词"槐耳清膏'
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肺癌'
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细胞增殖'
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细胞凋亡'
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分子机制
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肺癌是当今世界上病死率最高的恶性肿瘤)

+

*

'尽管多种

治疗手段如外科手术治疗(内科放化疗(生物治疗等已广泛用

于临床#但由于治疗产生的不良反应及多重耐药性#其治疗效

果一直不佳'传统中药因其安全(天然和不良反应小#能够延

长生存期(提高生活质量#在肿瘤防治研究中正逐渐受到关

注)

*

*

'槐耳清膏是真菌槐耳的提取物#其主要活性成分为多糖

蛋白#已广泛用于肿瘤防治#但其具体机制不清楚'本研究通

过应用槐耳清膏处理肺腺癌细胞#观察细胞增殖活性(细胞凋

亡及相关基因表达#从而分析槐耳抗瘤作用的可能分子机制'

?
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材料与方法
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细胞与试剂
!

人肺腺癌细胞株
;/#0

细胞从美国模式培

养物保藏所$

;<!!

%购买#由本实验室保存'槐耳清膏购自江

苏启东盖天力药业有限公司#制备浓度为
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36

无菌槐

耳清膏浓缩液#

S*$T

保存备用'胎牛血清(

YVJQ)+"#$

细胞

培养基由美国
%

'

&54:=

公司提供#蛋白浓度测定试剂盒由北京

鼎国昌盛生物技术公司提供#羧基荧光素二醋酸盐琥珀酰亚胺

酯$
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%由美国
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公司提供#异硫氰酸荧光素标记

膜联蛋白
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"碘化丙啶$
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%试剂盒购自南京

凯基生物科技发展有限公司#

#
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(
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抗体由美国
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公司提供#
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基因增强子同源物
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%抗体由美

国
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公司提供#

#
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抗体和羊抗鼠

二抗由美国
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公司提供'
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细胞增殖活性检测
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采用
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荧光染料标记#应用流

式细胞术检测细胞增殖活性'接种
;/#0

细胞培养
*#B

后#用

YVJQ)+"#$

无血清培养基洗
*

遍#胰酶消化收集细胞#用
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染色'随后用预冷
/

倍体积的
YVJQ)+"#$

含血清培养基

终止染色'按
/b+$

/ 个"孔接种于
"

孔板中#

,.T /U !M

*

培养箱中培养
*#B

后#加入槐耳浓缩液#使其终浓度分别为
$
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#处理细胞'分别于处理后
*#

(

#-

(

.*B

收集细

胞#

V̂ K

洗涤
*

遍#用流式细胞仪在
#--:3

的激发光下检测#

分析细胞的增殖指数$

V1Q1

%#研究槐耳对肺腺癌细胞增殖活性

的影响'
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细胞凋亡率检测
!

采用
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双染法应

用流式细胞术检测细胞凋亡率'

;/#0

细胞按
/b+$

/ 个"孔

接种
"

孔板中#培养
*#B

后#加入槐耳浓缩液#使其终浓度分

别为
$

(

*

(

#

(
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#处理细胞'分别于处理后
*#

(

#-

(

.*B

收集细胞#用预冷
V̂ K

洗涤细胞
*

次#于离心管中
+$$$@

"

39:

离心
/39:

#弃上清'加入
/$$

"

6

的结合缓冲液重悬'加入
/

"

6;::=>9:O)ZQ<!

染液混匀后#加入
/

"

6VQ

染液#混匀后室

温避光反应
+/39:

'用流式细胞仪检测细胞凋亡情况'

?1B

!

相关基因表达检测
!

应用免疫蛋白印迹技术检测相关基

因的表达'将对数生长期
;/#0

细胞接种六孔板#按
/b+$

/

个"孔#培养
*#B

后#用槐耳处理细胞#其终浓度为
#3

7

"

36

#

对照组用
V̂ K

处理'

#-B

后收集细胞#提取总蛋白'应用免

疫蛋白印迹技术分别检测
[\%*

(

#

)&DA=:9:

和
H&5)*

蛋白表达

情况'
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!

统计学处理
!

采用
KVKK+01$

软件进行数据处理及统计

学分析'计量资料以
@2?

表示#组间比较采用
#

检验'

"

#

$1$/

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果
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槐耳清膏对肺腺癌细胞增殖活性的影响
!
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槐

耳清膏作用于细胞不同时间$

*#B

(

#-B

(

.*B

%细胞的
V1Q1

依次

为
#1/2$1$,

(

"1"2$1$*

(

"1*2$1$/

&作用
*#B

后有明显抑制

增殖作用&

*

(

#

(

-3

7

"

36

槐耳清膏作用于细胞
#-BV1Q1

依次

为
-1-2$1$,

(

"1"2$1$*

(

"1+2$1$/

#均能够明显抑制肺腺癌

细胞增殖&

#3

7

"

36

和
-3

7

"

36

槐耳清膏处理细胞
.*B

后#

V1Q1

依次为
"1*2$1$/

(

"1#2$1$.

#均有明显抑制增殖作用'

见图
+

'

!!

"

!

"

#

$1$/

#与
$3

7

"

36

的槐耳清膏作用于
;/#0

细胞的
V1Q1

比较'

图
+
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槐耳清膏对
;/#0

细胞增殖的影响

@1@

!

槐耳清膏促进肺腺癌细胞的凋亡
!

*

(

#

(

-3

7

"

36

槐耳

清膏作用于
;/#0

细胞
#-B

细胞凋亡率依次为
*/1*U

(

,#1,U

(

#$10U

#而
$3

7

"

36

槐耳清膏作用于
;/#0

细胞
#-B

细胞凋亡率为
01-U

#槐耳具有明显促细胞凋亡作用#且随着

浓度增加凋亡率增加&

#3

7

"

36

槐耳清膏处理细胞
*#

(

#-

(

.*

B

细胞凋亡率依次为
01/U

(

,#1,U

(

"$1/U

#均有明显促凋亡

作用#且随着时间延长凋亡率增加'见图
*

'
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;
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*
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-3

7

"

36

与
$3

7

"

36

的槐耳清膏作用于
;/#0

细胞
#-B

后细胞凋亡率比较&

^

!

#3

7

"

36

槐耳清膏作用于
;/#0

细胞
*#

(

#-

(

.*

B

后与作用
$B

细胞凋亡率比较&

"

!

"

#

$1$/

#差异有统计学意义'

图
*

!!

槐耳清膏对
;/#0

细胞凋亡的影响

@1A

!

槐耳清膏对相关基因表达的影响
!

与对照组相比#槐耳

处理后肺腺癌细胞中
[\%*

(

#

)&DA=:9:

和
H&5*

的表达下调#表

明在肺腺癌细胞中槐耳清膏抗癌作用的可能机制是!槐耳清膏

通过抑制
[\%*

"

#

)&DA=:9:

通路#进而抑制细胞增殖(促进细胞

凋亡而起作用'见图
,

'

图
,

!!

槐耳清膏处理对
[\%*

及其相关蛋白表达的影响

A

!

讨
!!

论

世界肺癌联盟发布的最新数据显示#肺癌发病率和病死率

呈逐年上升趋势#全球每年有约
+/$

万人死于肺癌'国内第三

次人口死因调查结果表明!肺癌居国内恶性肿瘤死亡原因之

首#每年大约有
"$

万人死于肺癌'肺癌的五年生存率不足

+/U

#其主要原因在于大多数被确诊的肺癌患者已处于中晚

期#失去外科手术治疗机会#而放化疗不良反应大#治疗效

果差'

槐耳清膏是真菌槐耳的提取物#已有近
+"$$

年的历

史)

,

*

#其活性成分为蛋白多糖$

VK)<

%

)

#

*

'由南京中医药大学

研制的金克槐耳颗粒具有广谱抗瘤作用#且无明显不良反应#

能够明显延长生存期(提高生活质量#是国家中药一类新药'

但槐耳的抗瘤作用机制尚不清楚'有研究发现在肝癌和乳腺

癌中槐耳可以促进肿瘤细胞凋亡)

/)"

*

#抑制肿瘤组织血管生

成)

.

*

#促进肺癌细胞对化疗药物敏感性等)

-

*

'

D̀:

等)

0

*研究表

明槐耳能够抑制卵巢癌的转移'

]D:

7

等)

+$

*发现槐耳能够抑

制乳腺癌细胞增殖'本研究结果发现在肺腺癌细胞
;/#0

细

胞中槐耳清膏能够抑制细胞增殖(诱导凋亡#并具有时间和剂

量依赖性'

[\%*

是多梳蛋白抑制复合物
*

的催化亚基#能够使组蛋

白
,

第
*.

位赖氨酸甲基化#抑制与细胞分化和增殖相关基因

+

#-#+

+
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的表达#参与肿瘤发生发展)

++

*

'研究发现多种肿瘤细胞中

[\%*

呈高表达)

+*

*

#

!D9

等)

+,

*发现在鼻咽癌细胞中#

[\%*

被

6=A).D

抑制#进而抑制细胞增殖#促进凋亡'本研究发现在肺

腺癌细胞
;/#0

细胞中#槐耳能够抑制
[\%*

蛋白表达#表明

[\%*

与槐耳抗瘤作用密切相关'

为进一步研究在槐耳抗瘤作用中
[\%*

的作用#本研究进

一步检测了
[\%*

相关基因的表达情况'正常细胞胞浆中
#

)

&DA=:9:

被控制在较低水平)

+#

*

#而
[\%*

能活化
]:A

"

#

)&DA=:9:

信号通路#促进
#

)&DA=:9:

的表达)

+/

*

&在结肠癌细胞中#

#

)&DA=)

:9:

"

<&F

信号通路活化#

H&5)*

的表达上调)

+"

*

&表明在肿瘤细胞

中
[\%*

高表达能够活化
#

)&DA=:9:

信号通路#进而促进
H&5)*

的表达#促进细胞增殖(抑制细胞凋亡'本研究结果显示#在肺

腺癌细胞中槐耳能抑制
#

)&DA=:9:

和
H&5)*

的表达#表明
[\%*

(

#

)&DA=:9:

和
H&5)*

在槐耳抑瘤作用中具有重要作用'

本研究探讨了在肺腺癌细胞中传统中药槐耳抗瘤作用的

可能机制#发现槐耳能够抑制
[\%*

(

#

)&DA=:9:

和
&̂5)*

的表

达#进而抑制肺腺癌细胞增殖(促进凋亡'本研究首次提出槐

耳抗瘤作用的新的分子机制#即槐耳"
[\%*

"

#

)&DA=:9:

"

H&5)*

"

细胞凋亡途径#为槐耳抗癌的临床应用提供了新的理论和实验

依据'
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