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探讨新藤黄酸"

a[3

#对人肺癌细胞株
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的增值和凋亡的影响及其调控的可能机制$方法
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用不同浓度

的
a[3

处理
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细胞!分为对照组和
a[3

组"
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浓度分别为
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#!采用
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%细胞划痕%

J56C<1;

染色法观

察细胞的增殖%迁移和凋亡状况&
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检测凋亡相关蛋白
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和
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G

的表达变化$结果
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a[3

能

明显抑制细胞的体外增殖和迁移且呈剂量依赖性&

J56C<1;

染色显示
a[3

能诱导细胞凋亡!且随着浓度的升高凋亡现象越来越

明显&

X61;6A2E95;

显示
a[3

能上调促进凋亡的蛋白
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能

明显抑制人肺癌细胞株
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的增殖和迁移并诱导凋亡$
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年江西省恶性肿瘤死亡病例
(R%'

例#病死率

为
##+-)(

"

#$

万#男性为
#%%-+&

"

#$

万#女性为
R)-((

"

#$

万#

肺癌*肝癌和胃癌是严重危害江西省城乡居民最主要的肿瘤死

因(

#

)

'开发新的抗肿瘤药物已迫在眉睫'藤黄系藤黄科植物

藤黄所分泌出的干燥树脂#其抗肿瘤作用逐渐受到高度关

注(

'

)

'新藤黄酸$

B

8>E5

B

620C8C0@

#

a[3

%是中药藤黄重要成分

之一#常用来衡量中药藤黄药效及质量分级'近年来相关研究

表明#

a[3

能选择性的作用于靶细胞#而对动物正常免疫系

统*造血系统和神经系统毒副作用小#抗瘤谱广#抗肿瘤作用尤

为显著(

)

)

#有希望成为新结构类型的抗肿瘤药物'本次研究主

要初步探讨
a[3

对人肺癌细胞株
3+%&

的生长增殖能力*迁

移能力*细胞凋亡及相关凋亡蛋白表达的变化#并且初步探讨

这些作用可能的分子机制'

A

!

材料与方法

A-A

!

材料
!

人非小细胞肺癌细胞株
3+%&

#美国
34II

公司#

中心实验室保存&

a[3

由上海融禾医药科技有限公司提供&细

胞培养液$

J0

B

<

B

9:C516!K\K

%#

a0E0C5

公司&灭活小牛血清#

杭州四季青生物工程材料有限公司&

K44

#

U0

B

>8

公司&相关

凋亡一抗
3C;02
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*
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#二抗#

U82;8

IA:P

公司&

J56C<1;))'+R

#合肥碧云天公司'

A-B

!

方法

A-B-A

!

癌细胞培养
!

人非小细胞肺癌细胞株
3+%&

由本中心

实验室保存#培养条件!含
#$.

小牛血清的高糖
!K\K

$实验

室手工配制%#混匀悬液#培养瓶置于
IN

'

培养箱中$

)(f

*

+.

IN

'

%'次日#倒置显微镜下观察细胞密度#胰酶消化传代#

备用'

A-B-B

!

a[3

对
3+%&

细胞生长抑制试验
!

采用
K44

法'传

代后的
3+%&

细胞用
$-'+.

胰酶消化#配置细胞悬液#细胞计

数板计数#配置适量的稀释液#平均接种到
&*

孔板中$每孔约

+$$$

个细胞%'次日弃去原液加入含
$-+

*

#-+

*

'-$>

B

"

S

a[3

的培养液#

a[3

作用
%R<

后进行
K44

检测'取出
&*

孔板#倒置显微镜下观察细胞状态#每孔加入
'$

)

S K44

$

+

>

B

"

>S

%#

)(f %<

#弃去上清#滤纸控干#每孔加入
#$$

)

S

!KUN

#溶解
#$>02

#选择
+($2>

波长下测定吸光度值$

3

值%'每浓度设
*

个复孔#取各组中吸光度平均值$

N!

%#按照

如下公式计算细胞生长的抑制率!抑制率
.,

$正常对照孔

N!

+($

_a[3

试验孔
N!

+($

%"正常对照孔
N!

+($

h#$$.

#实验

重复
)

次(

%

)

'

A-B-C

!

细胞迁移试验
!

对数期生长的
3+%&

细胞#胰酶消化#

稀释至
+h#$

%

"

>S

悬液#接种到
*

孔板内#待细胞平铺到
(+.

左右#换取新的培养基#用专用划痕灭菌枪头在单层细胞中划

十字痕#

FGU

洗去漂浮的细胞#选取间距相差比较近的四组#随

即分为对照组#

a[3

组$

$-+

*

#-+

*

'-$>

B

"

Sa[3

%#立即拍照

$

$<

%#观察细胞迁移情况并于
%R<

后换液拍照#照片备用'实

+

$R#'

+

国际检验医学杂志
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年
R

月第
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卷第
#+

期
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验重复
)

次'

A-B-E

!

细胞凋亡
J56C<1;

染色
!

预先灭菌消毒
*

孔板和盖玻

片#消化后的
3+%&

细胞接种于含盖玻片的
*

孔板中#次日待

细胞贴壁后换取含
$-+

*

#-+

*

'-$>

B

"

Sa[3

的
!K\K

#连续

刺激
%R<

后用无菌镊子小心取出盖玻片#置于载玻片上#用

FGU

洗去残留培养基#固定
'$>02

#预冷
FGU

洗
)

遍#小心用

吸水纸吸去残留液体#

J56C<1;

染色液暗处染
+>02

#再用
FGU

洗
)

遍#吸水纸吸去残留液体#倒置载玻片#并立即用荧光淬灭

剂封片#指甲油固定#实验室荧光显微镜下观察细胞形态并拍

照分析'

A-B-F

!

提取细胞总蛋白
!

经
$-+

*

#-+

*

'-$>

B

"

Sa[3

刺激

%R<

的
3+%&

细胞#刮取细胞置
\F

管中#加细胞裂解液缓冲溶

液#置冰上
)$>02

#并反复冻融
)

次#待细胞完全裂解
% f

#%$$$A

"

>02

离心
#+>02

#吸取上清备用#用
GI3

蛋白定量试

剂盒和酶标仪精确测定每组蛋白浓度#通过计算并稀释成相同

蛋白浓度#最后加入蛋白上样缓冲液#高温变性#置于
_'$f

备用'

A-B-I

!

蛋白印迹
X61;6A2E95;

!

配制
#'-+.

的
F3a\

胶&每

孔上样
%$

)

B

&先用
+$Z

电泳然后用
#$$Z

跑完&用
#$$>3

将

蛋白转移至
FZ!O

膜上#

).

牛奶封闭
'<

#洗膜#分别加入一

抗为
3C;02#T#$$$

#

=

+)#T%$$

#

[O"

/

G#T#$$$

#

C81

=

816)

#T#$$$

#

C81

=

816&#T)$$

#摇床
%f

过夜'洗膜并加入相应

的二抗$如抗鼠
#T%$$$

#抗鼠
#T#+$$

#抗兔
#T'+$$

#抗兔

#T'+$$

#抗兔
#T#$$$

#抗鼠
#T#$$$

%室温孵育
'<

#暗室中

显影*定影*曝光'重复实验
)

次'

A-C

!

统计学处理
!

试验数据用
Si@

表示#试验结果均采用专

用软件
UFUU#&-$

进行统计学分析'

X61;6A2E95;

灰度值用

Y>8

B

6FA5%-+

进行分析#并做柱状图'组间计量资料用方差

检验'

B

!

结
!!

果

B-A

!

a[3

对
3+%&

细胞增殖的抑制
!

由
K44

结果得出!随

着
a[3

浓度的增加对
3+%&

细胞的生长抑制率也随之增加#

抑制率最高达到
*R-(*.

'说明
a[3

能影响
3+%&

细胞的体

外增殖#且呈一定的剂量抑制作用#见表
#

'

表
#

!!

不同浓度
a[3

对于
3+%&

细胞增殖的影响#

%,+

$

组别 浓度$

>

B

"

S

%

N!

$

Si@

% 抑制率$

.

%

对照组
$-$ #-&%i$-#' _

a[3

组
$-+ #-*(i$-$R

"

#%-#%

#-+ #-$'i$-##

"

%(-')

'-$ $-*#i$-#%

"

*R-(*

!!

"

!

"

$

$-$+

#与对照组比较'

B-B

!

a[3

抑制
3+%&

细胞的迁移
!

通过细胞损伤迁移结果

可以看出#健康组$图
#"3

%细胞爬行比较活跃#

a[3

组爬行明

显变慢$图
#"G

#

I

#

!

%#且随
a[3

浓度的升高现象越来越明

显'提示
a[3

对
3+%&

细胞的迁移呈明显的剂量抑制作用#

各组之间的差异有统计学意义$

"

$

$-$#

%#见图
#

$见,国际检

验医学杂志-网站主页.论文附件/%'

B-C

!

a[3

诱导
3+%&

细胞的凋亡
!

经
a[3

连续刺激
%R<

后#进行
J56C<1;

染色'结果显示#与对照组$见图
'"3

%比较#

a[3

组细胞数目有所减少#且随着浓度的升高凋亡细胞占总

细胞的比例也明显上升$图
'"G

*

I

*

!

%'荧光显微镜下明显观

察到
a[3

组细胞折光性强*核染色质固缩凝集形成凋亡小

体'见图
'

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/%'

B-E

!

a[3

对
3+%&

细胞相关凋亡蛋白表达的影响
!

经
a[3

连续刺激
%R<

后
X61;6A2E95;

结果显示#随着
a[3

浓度的升

高起凋亡促进作用的蛋白
C81

=

816)

*

C81

=

816&

和
=

+)

上调&而

凋亡抑制作用的蛋白
[O"

/

G

下调'见图
)

$见,国际检验医学

杂志-网站主页.论文附件/%'

C

!

讨
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论

由于环境污染*生活习惯改变和人口老龄化等因素#肺癌

已成为呼吸系统中常见的恶性肿瘤'全世界每年约
##R

万人

死于肺癌#病死率仍居各种肿瘤的首位(

%"*

)

'据统计#每年约

#'$

万的新增肺癌患者#其中非小细胞肺癌约占
R$.

#且其发

生率呈上升趋势(

(

)

'与大多数恶性肿瘤的治疗相同#肺癌的治

疗主要是通过手术切除和化疗#但其
+

年存活率仍只有

#*.

(

R

)

'然而目前针对肺癌特别是非小细胞肺癌的化疗药物

尚存不良反应大#长期使用出现不同程度耐药等缺点'因此#

开发新的有效的针对非小细胞肺癌的抗癌药物具有重要临床

意义'

本次研究发现
a[3

对非小细胞肺癌细胞株
3+%&

有明显

的生长和迁移抑制作用#发现随着
a[3

浓度增高#对
3+%&

细

胞的增殖和迁移的抑制作用也增强#且呈一定的剂量依赖性'

不同的凋亡指数$

3Y

%#即凋亡细胞占细胞总数的百分比#在一

定程度上与其对放*化疗的敏感性*肿瘤分化程度*分级*发展

及肿瘤的生物学行为有关(

&

)

'诱导肿瘤细胞发生凋亡是目前

进行肿瘤控制与治疗的可行方法之一#也是筛选抗癌药物的指

标之一'

J56C<1;))'+R

$

JN\))'+R

%#相对分子质量为
+))-RR

#分

子式为
I

'+

J

'%

[

*

N

+

)JI9

'是一种能穿透细胞膜的特异性

![3

荧光染料#对细胞的毒性较低'与双链
![3

结合后#最

大激发波长为
)+'2>

#最大发射波长为
%*#2>

'

JN\))'+R

主要与细胞核染色体
![3

双螺旋富含
3

"

4

碱基对区域的小

沟结合#使活细胞核被荧光标记(

#$

)

'实验发现#随着
a[3

浓

度增高#细胞数量和凋亡现象越来越明显#且出现明显的凋亡

小体#提示
a[3

能诱导
3+%&

细胞凋亡'

核因子
[O"

/

G

在人类癌细胞生长发展的过程中起重要作

用#

[O"

/

G

基因也被证实有重要的促增殖和抗凋亡的作用#有

助于肿瘤细胞的发生发展和抗治疗(

##"#'

)

'有报道显示#沉默

肺癌细胞
[O"

/

G

基因#有助于抗癌治疗(

#)"#%

)

'

=

+)

是迄今发现

的与人类肿瘤相关性最高的基因#目前研究表明#沉默或者诱
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基

因#进而激活
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