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研究灵芝三萜类化合物在不同肿瘤细胞上的抗肿瘤活性&方法
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%法检测
#

种灵芝三

萜化合物对
&

种肿瘤细胞的抑制能力!绘制抑制曲线!并计算
)Y

&'

!反映化合物的细胞毒活性&结果
!

体外实验显示!

#

种灵芝三

萜类化合物单体对
&

种肿瘤细胞表现出不同程度的抑制作用!其中灵芝酸
e

的抑制作用比较强!对肺癌细胞
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的
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种化合物灵芝酸
e
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和
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?8;B=H;82

对其

他被测细胞株未显示活性或活性很弱&结论
!

灵芝酸
e

对肺癌细胞
c0%'

显示了较强的抑制活性!

-9;W;9

*

?8;B=H6Ed"

对肺癌细胞

c0%'

显示了一定的抑制活性!且抑制作用具有剂量依赖性&灵芝酸
e

和
-9;W;9

*

?8;B=H6Ed"

的抗肺癌作用有待于进一步深入研究&
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灵芝是兼具药用(食用功能的真菌#在世界各地均有分布#

以热带和亚热带地区居多'药理研究表明#灵芝具有调节免

疫(抗肿瘤(抗衰老(提高机体耐缺氧能力等活性'灵芝多糖是

研究较多的灵芝成分#具有多种生物活性'近年来#从灵芝中

分离得到了一些三萜类化合物#具有抗肿瘤)

!9"

*

(保肝排毒)

#90

*

(

抗疲劳(提高机体耐缺氧能力等多种药理活性#但研究对象多

为灵芝提取物的混合成分#对灵芝三萜类化合物单体的研究较

少#其确切活性成分和作用机制尚不清楚'因此#本文对
#

种

三萜类化合物单体对不同肿瘤细胞的抗肿瘤作用进行了研究#

旨在为灵芝单体成分的抗肿瘤研究奠定基础'
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材料与方法
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材料来源
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种肿瘤细胞株包括肺癌细胞株
c0%'

(肝癌

细胞株
c=

A

"̀

(胃癌细胞株
2̀ Y,"#

(乳腺癌细胞株
+Z49

+29"#!

(结肠癌细胞株
cY:!!%

#均为本实验室保存并传代培

养'三萜类化合物由中国医学科学院药物研究所植化室课题

组从赤芝中以高效液相色谱法分离得到)
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#并鉴定结构#纯度

高于
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仪器与试剂
!

R/+)!%0'

培养基购自
6̀JE;

公司%培养

用胎牛血清购自北京元亨圣马生物技术研究所%四甲基偶氮唑

盐$

+::

&购自
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公司%

'$"&.

胰酶购自
[;D?J6;

公司%其

他试剂均为国产分析纯'所有溶液均用超纯水配制'主要仪

器为美国
+Z

公司的
[
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=E>H?+?W!('

型酶标仪'

?$A
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方法
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分组
!

实验设空白对照组(阴性对照组和实验组#实验

组为一系列不同浓度的
#

种三萜类化合物单体溶液'
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检测
!

将肿瘤细胞制成细胞悬液#按一定浓度加

入
(%

孔培养板$

!''

#

T

"孔&#置于
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(
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的培养箱培

养
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'加入待测化合物的工作液#使其终浓度为
'$!

(

!$'

(
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$每个浓度
0

个复孔&'作用
-"@

后弃去

培养液#每孔加入
!''

#

T

含
'$&C

*

"

CT+::

的培养基$

!'.

血清&'置于培养箱继续培养
0@

后弃液#每孔加入
Z+[O

!&'

#

T

#常温下震摇
!'C68

#使蓝色结晶完全溶解#以检测波长

&-'8C

(参考波长
%&&8C

于酶标仪测定每孔吸光度$
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对肿瘤细胞抑制作用的测定
!

*

值与活细胞数量成正

比#细胞存活率
\*

实验组"
*

阴性对照组%药物抑制率
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实验组"
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阴性对照组&
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结
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果
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三萜类化合物对肿瘤细胞的抑制作用
!

对实验结果进行

数据处理#得到
#

种化合物对
&

种肿瘤细胞的抑制率和半抑制

浓度$
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图
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三萜化合物对不同细胞的量效关系

!!

灵芝酸
e

对
c0%'

(

c=

A

"̀

(

+Z49+29"#!

(

2̀ Y,"#

和

cY:9!!%

肿瘤细胞均具有一定的抑制活性#其
)Y

&'

值分别

""$0

(

("$#

(

0($!

(

(%$-

和
0-$(

#
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"
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-9;W;9
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?8;B=H6E?E6B

d"

对细胞
c0%'

(

c=

A

"̀

和
+Z49+29"#!

有一定的抑制活

性#其
)Y

&'

值分别
0#$!

(

(,$!

和
,($"

#

C;D

"

T

#对细胞
2̀ Y,"

和
cY:!!%

没有表现出抑制活性$

)Y

&'

%

!''$'

#
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"

T
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*

?9

8;B=H;82

对
c0%'

(

c=

A

"̀

和
cY:!!%

肿瘤细胞的抑制活性

较弱#其
)Y

&'

值分别
(-$(

(

,'$&

和
(!$#

#

C;D

"

T

#对细胞
+Z49

+29"#!

和
2̀ Y,"#

没有表现出抑制活性'
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三萜化合物对不同细胞的量效关系
!

灵芝酸
e

(

*

?89

;B=H;8d"

(

*

?8;B=H;82

对
&

种肿瘤细胞的生物活性如图
!

'

A

!

讨
!!

论

!!

通常#化合物单体是从赤芝中以高效液相色谱法分离得到

的#但由于分离样品量的限定#只有少数单体的药理作用被研

究'研究表明#灵芝酸
:

通过诱导凋亡和细胞周期阻滞能明

显抑制高转移性肺癌细胞增殖#动物实验显示能抑制裸鼠肿瘤

的生长)

%

*

'有研究采用人宫颈癌
c=T?

细胞研究了灵芝酸
+G

和灵芝酸
[

诱导线粒体介导的细胞凋亡#表明二者通过线粒体

介导的途径诱导
c=T?

细胞凋亡)

-

*

'

N;@87;8

等)

,

*研究了灵芝

酸
Z+

在治疗晚期前列腺癌中的作用#认为灵芝酸
Z+

对雄

激素依赖性和非依赖性的前列腺癌细胞显示毒性#可以在转移

性疾病晚期减少"降低破骨细胞的分化'董虹玲等)

(

*研究发现

灵芝酸
2

对人乳腺癌细胞
[Q92R9#

显示出一定的抑制活性#

在
"'

#

C;D

"

T

浓度下对人乳腺癌细胞
[Q92R9#

的抑制率为

0'$#.

'事实上#本课题组对灵芝酸
2

在
&

种肿瘤细胞上也进

行了
+::

试验测定抑制率#却未显示抑制活性#推测原因可

能是不同的肿瘤细胞受体表达不同所致'

本文主要探讨了灵芝酸
e

(

-9;W;9

*

?8;B=H6E?E6Bd"

和
*

?9

8;B=H;82

等
#

种三萜类化合物单体各自抑制不同肿瘤细胞株

的作用'化合物对不同肿瘤细胞的细胞毒性有剂量依赖性#随

着化合物剂量的增加细胞毒性增强#对肿瘤细胞的抑制率升高'

由图
!

可以看出#同一化合物对不同细胞株表现出不同的活性#

推断可能是由于化合物作用的受体在不同细胞中的表达有所不

同而导致的%

#

种化合物均为三萜类化合物#但是在同一种细胞

株上显示不同的抑制作用#这应该与化合物的结构有关'

从表
!

和图
!

也可以看出#灵芝酸
e

对肺癌细胞
c0%'

显

示了较强的抑制活性#其
)Y

&'

为
""$0

#

C;D

"

T

'

-9;W;9

*

?8;B=H9

6E?E6Bd"

对肺癌细胞
c0%'

显示了一定的抑制活性#其
)Y

&'

值

为
0#$!

#

C;D

"

T

'

#

种化合物灵芝酸
e

(

-9;W;9

*

?8;B=H6E?E6B

d"

和
*

?8;B=H;82

对其他被测肿瘤细胞株未显示活性或活性

很弱'不过没有查到这
#

种化合物单体抗肿瘤研究的相关文

献'因此#灵芝酸
e

和
-9;W;9

*

?8;B=H6E?E6Bd"

具有抗肺癌的

可能性$

)Y

&'

$

&'

#

C;D

"

T

&#下一步可以针对肺癌深入研究'
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!#

*的研究表明#原发性干燥综合征患者中#抗

R;&"

抗体阳性患者更容易出现肝脏受累#若抗
R;&"

抗体阳

性伴有抗
R;%'

抗体阳性的患者出现肝脏受累较单
R;&"

抗体

阳性的比例更大'然而#抗
R;&"

抗体究竟是肝损害的原因还

是结果仍然存在争议'已有文献报道#约有
!

"

#

的慢性丙型肝

炎患者血清中可以检测到自身抗体)

!0

*

#

cY3

感染能诱导自身

免疫反应#使患者血清出现多种自身抗体#自身抗体在低滴度

时#是自身免疫现象反应标志#在高滴度时才与自身免疫性病

密切相关)

!&

*

'

综上所述#抗
R;&"

抗体(抗
[[4

抗体在
))1

中最易漏检#

而漏检的样本中乙肝小三阳占的比例最大'而为何漏检的抗
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