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!!

榄香烯注射液对人肝癌
6+8:!!

细胞微管蛋白
"

'

"!-343052

#的影响( %方法& 采
用噻唑蓝还原法'

<HH

#观察
!!

榄香烯注射液对人肝癌
6+8:!!

细胞增殖的影响"采用流式细胞术检测
其对

6+8:!!

细胞周期的影响"采用逆转录)多聚酶连反应'

IHJK;I

#法检测其对
6+8:!!

细胞微管
蛋白

" 1IC=

表达的影响"采用蛋白免疫印迹法'

L+.-+92 M0/-

#分析微管蛋白
"

蛋白水平的表达及聚
合和未聚合微管蛋白含量的变化( %结果&

!!

榄香烯注射液对
6+8:!!

细胞增殖具有抑制作用!其抑制
效应具有时间和剂量依赖性"随着药物浓度'

"&"!1NO10

*

"&"P1NO10

*

"&"Q1NO10

#的增加将
6+8:!!

细胞
阻滞于

R

期的比例'

(S&!(T

*

PP&#QT

*

U!&QST

#在逐渐增加"

IHVK;I

检测表明!随着
!!

榄香烯注射液浓
度的增加!微管蛋白

" 1IC=

表达的条带逐渐减弱"蛋白免疫印迹显示!随着
!!

榄香烯注射液浓度的
增加!微管蛋白

"

表达的条带在逐渐减弱!同时细胞内聚合微管蛋白的比例'

!Q&ST

*

!'&'T

*

#W&UT

#在
逐渐降低( %结论&

!!

榄香烯注射液能够抑制
6+8:!!

细胞增殖! 影响微管蛋白
"

的表达! 并抑制
6+8:!!

细胞内微管的聚合(
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榄香烯'

!!+0+1+2+

#为我国传统抗肿瘤植物

温莪术干燥根茎中制备的活性单体! 是中国知识产

权药物(临床报道表明!

!!

榄香烯对多种肿瘤细胞具

有较强的抑制和杀伤效应!呈现广谱*高效*副作用

小的抗肿瘤特点\$](^

!它还具有免疫保护作用!与放化

疗协同作用能缓解癌性疼痛! 升高白细胞数量和抑

制血小板聚集等作用! 并且对化疗非敏感肿瘤肝癌

疗效显著\P]'^

( 基础研究表明!

!!

榄香烯能够诱导肿瘤

细胞凋亡*阻断细胞周期*抑制信号传导通路等!表

现为多靶位抗肿瘤作用\X]#P̂

(然而!

!!

榄香烯与微管系

统的关系尚不明晰( 微管是细胞骨架的重要组成部

分!由
"

和
!

两种微管蛋白异二聚体聚合而成的管

状聚合物!在细胞生长*细胞形态维持*细胞信号转

导以及有丝分裂过程中都起着重要作用! 是目前重

要的药效靶位之一\#U

!

#'^

( 本研究旨在观察
!!

榄香烯

注射液对人肝癌
6+8:!!

细胞微管蛋白
"

含量和活

性的影响!为进一步阐明
!!

榄香烯注射液抗肿瘤的

机制提供理论依据(

#

材料与方法

!"!

材 料

人肝癌细胞株
6+8:!!

从中国科学院上海细胞

研究所购买( 其他材料包括
!!

榄香烯注射液'大连

金 港 制 药 有 限 公 司 #* 四 甲 基 偶 氮 唑 蓝 '

<HH

#

'

M5/._798

公司#*二甲基亚砜'

=1+9.,/

产品#*

IHV

K;I

试剂盒'

H7`7I7

公司#*

"!

微管蛋白鼠抗人单克

隆抗体
a

碧云天生物技术研究所
b

*辣根酶标记山羊抗

鼠
BN:

'北京中山金桥生物有限公司#*

KcdE

膜(

!"#

细胞培养

人 肝 癌 细 胞 株
6+8:!!

细 胞 常 规 复 苏 后 用

$WT

胎牛血清的
B<d<

培养液! 置于
(X"

*

;>

!

体

积分数为
UT

的培养箱中培养( 取对数生长期的细

论 著
$PU
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胞用
%&!'(

的胰蛋白酶消化!进行细胞计数"

!"# )**

法检测肿瘤细胞增殖

取对数生长期的
+,-.!!

细胞#

%&/"#%

0

$接种于

1/

孔培养板!

!02

后加入不同浓度#

"&$"

%

"&"3

%

"&"/

%

"&"0

%

"&"!

%

"&"$45647

$的
!!

榄香烯注射液!同时设含

8)9)

全培养基的空白对照组! 每个浓度设
0

个副

孔! 分别培养
!02

%

032

%

:!2

! 每孔加入
'56;

的
)**

液
!%"7

! 避光
<:#

孵育
02

! 弃培养液! 每孔加入

$'%"7 9)=>

震荡溶解后于
':%?46/<%?4

测吸光度

&

@

$值'按公式计算不同浓度的药物对肿瘤细胞生长

的抑制率&

8A

$并计算半数抑制浓度&

8B

'%

$"

8AC(DEF@ 对照G@ 实验D6F@ 对照G@ 空白D"$""("

8B

'"

计

算方法( 用细胞存活率对剂量对数作图并按作图法

求出
8B

'"

值!实验重复
<

次)

!"$

流式细胞术分析细胞周期

取对数生长期的
+,-.!!

细胞稀释至
!"$"

/ 种

植于培养瓶!

!02

后分别加入不同浓度&

"&"!

%

"&"0

%

"&"345647

$的
!!

榄香烯注射液培养
!02

!

"&!'(

胰蛋

白酶消化后
$ """H64I?

离心
'4I?

!弃上清!用磷酸

盐缓冲液&

JK=

$洗
!

次!加
:%(

冷乙醇固定!

0$

固

定过夜"

JK=

洗
!

次!离心弃上清!加入
!45647 AL@

酶
!'"7

! 置
<:$ <%4I?

! 再加入
$45647 J8

染料

!'"7

!

0$

避光静置
<%4I?

后在流式细胞仪上对细胞

凋亡和细胞周期进行荧光检测及分析 &激发波长

'/!?4

!发射波长
/<%?4

$" 本实验重复
<

次"

!"% A*GJBA

检测微管蛋白
# 4AL@

含量

不同浓度&

%&%!

%

%&%0

%

%&%345647

$的
!!

榄香烯注

射液作用
+,-.!!

细胞
!02

后收集细胞! 分别提取

细胞总
AL@

!定量后逆转录!逆转录产物进行聚合

酶链反应&

JBA

$!

.@J9+

为内参照"

#!MNON7I?

的上

游引物
'%!@*..@.BBB*.@@*.**.@B!<&

!下游引

物
'& !B*B@@@.B@@.B@**..*.@!<&

! 扩增片段

#'3O-

"

.@J9+

上游引物
'&!.@@..*.@@..*B.!

.@.* !<&

!下游引物
'&! .@@.@*..*.@*...@**!

*B!<&

!扩增片段
!!/O-

"

JBA

反应条件(预变性温度

1'$ '4I?

!变性温度
1'$ <%P

!退火温度
/%$ <%P

!

延伸温度
:!$ <%P

!共
<'

个循环*

JBA

产物用
#Q

琼

脂糖凝胶电泳!紫外透视仪下观察电泳带!一次性成

像仪扫描成像并进行灰度分析) 实验重复
<

次)

!"& R,PM,H? K7SM

检测微管蛋白
#

蛋白含量

不同浓度&

%&%!

!

%&%0

!

%&%345647

$

!!

榄香烯注射

液作用
+,-.!!

细胞
!02

!收集细胞常规方法提取总

蛋白! 蛋白样品采用
KHTUVSHU

法测定总蛋白含量!

=9=!J@.W

电泳!分离胶浓度为
3(X#!(

!每孔上样

'%"5

!电泳完毕后经电转移至
JY9Z

膜上!室温封

闭
$2

! 以
#!

微管蛋白鼠抗人单克隆抗体
0$

过夜!

JK=6*

洗涤后!用辣根酶标记山羊抗鼠
85.

&

$'' """

$

室温孵育
$2

! 最后进行
WB;

试剂反应!

[

线胶片曝

光
$X'4I?

后显影!胶片晾干+扫描%照相" 实验重复

<

次"

!"'

聚合微管检测

参照文献
\$1]

的方法检测聚合微管的比例"

"&!(

胰酶消化收集不同浓度&

"&"!

!

"&"0

!

"&"345647

$

!!

榄香烯注射液作用
!02

的
+,-.!!

细胞!

JK=

清

洗
!

次! 在
$&'47

离心管中加入
!"""7

低渗裂解液

\$44S76; )5B7

!

!

!44S76; W.*@

!

"&'( LJ0"

!

!44S76; J)=Z

!

$""7

蛋 白 酶 抑 制 剂 !

!"44S76;

*HIP!+B7F-+ /&3D]

!

<:$

避光裂解
$"4I?

!

$0 """H64I?

室温离心
$"4I?

!分别收集上清和沉淀" 上清中即含

有可溶性的微管蛋白! 沉淀用
$"""7

低渗缓冲液重

悬!此部分的上清中含有原来聚合的微管蛋白"蛋白

免疫印迹法分析同前"

!"(

统计学处理

采用
=J==$0&"

统计软件进行统计分析!实验数

据均以
!("

表示!多组比较采用单因素方差分析!以

J^%&%'

为差异有统计学意义"

!

结 果

)"! !!

榄香烯注射液对肿瘤细胞增殖的影响

采用
)**

方法观察
!!

榄香烯注射液对
+,-.!!

细胞增殖的抑制作用! 结果表明! 随着药物浓度增

加%作用时间延长!药物对
+,-.!!

细胞增殖抑制率

增加! 其
!02

%

032

%

:!2

的
8B

'%

分别是
%&%0%45647

%

%&%!!45647

%

%&%$/45647

! 表现剂量依赖性和时间依

赖性&图
$

$"

)") !!

榄香烯注射液对
+,-.!!

细胞周期的影响

不同浓度&

%&%!

!

%&%0

!

%&%345647

$

!!

榄香烯注射

液作用
!02

的
+,-.!!

细胞和对照组细胞! 流式细

胞 仪 结 果 显 示 肿 瘤 细 胞
=

期 分 布 比 例 分 别 为

<1&!<Q

和
00&$3Q

! 而 对 照 组 细 胞
=

期 比 例 为

<%&$0Q

%

'!&31Q

* 肿瘤细胞凋亡率分别为
!'&<%Q

和

'!&$%Q

!而对照组中细胞凋亡率为
$%&:%Q

%

:1&0%Q

"

论 著 $0/
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%

!对照组
&

!

"'(!)*+), !!

榄香烯

-

!

"'".)*+), !!

榄香烯
/

!

(0"1)*2), !!

榄香烯

计
数

通道

计
数

计
数 计

数

通道

通道 通道

碎片
聚集
凋亡
3

$

期

4

期

图
!

流式细胞术检测
!!

榄香烯注射液对
5673!!

细胞周期的影响

见图
!

"

!"# !!

榄香烯注射液对
5673!!

细胞微管蛋白

")89%

表达的影响

不同浓度#

(0(!

$

(0(.

$

(0(1)*+),

%的
!!

榄香烯注

射液作用于
5673!!

细胞
!.:

$采用
8;!<-8

分析肿

瘤细胞微管蛋白
" )89%

水平$结果表明$随着药

物浓度的增加$微管蛋白
" )89%

表达的条带逐渐

减弱
=<>"0"?@

$表现浓度依赖性#图
A

&

.

%'

!"$ !!

榄香烯注射液对
5673!!

细胞微管蛋白
"

蛋白水平表达的影响

不同浓度(

B0B!

$

B0B.

$

B0B1)*+),

%的
!!

榄香烯注

射液作用于
5673!!

细胞
!.:

$ 采用
C6DE6FG H,IE

分

析
!!

榄香烯作用后微管蛋白
"

蛋白水平表达$ 结果

表明$随着药物浓度增加$微管蛋白
"

表达的条带在

逐渐减弱
=<>"0"?J

$呈现浓度依赖性(图
?

&

K

%)

!"%

聚合微管免疫印迹分析

图
L

和图
1

显示随着
!!

榄香烯注射液浓度的

增加$聚合的微管蛋白比例渐下降(由于药物作用

后微管蛋白含量下降$药物处理组酌情增加了蛋白

上样量%$ 不同药物浓度作用后聚合微管蛋白占总

微管蛋白(聚合微管蛋白
M

可溶性微管蛋白%的比例

依次为
!10NO

$

!K0KO

$

#B0?O

$而

对照组为
AL01O

$ 各组间的差异

具有统计学意义(

<>B0B?

%" 结果

表明不同浓度的
!!

榄香烯抑制

细胞内微管蛋白的聚合$ 并随着

作用浓度的增加$ 其对细胞内微

管蛋白聚合的抑制作用呈增加的

趋势"

A

讨 论

目前临床缺乏有效的肝癌治

疗药物$ 肝癌化疗药物有效率在

!BO

以下" 靶向药物如索拉非尼

和埃罗替尼等在肝癌治疗中尚处

于试验阶段$ 并且目前报道疗效

尚不理想"寻找有效&低毒的抗肝

癌药物始终是抗肝癌治疗的热点

方向"

细胞微管系统对细胞形态维

持&细胞信号传导&细胞生长分化

都具有重要意义" 微管由
"

和
!

微管蛋白组装成长管状异二聚体

结构$ 依赖于微管蛋白二聚体不

3

!

期

图
# P;;

方法检测
!!

榄香烯注射液对
5673!!

细胞生长的抑制率

#0B

B01

B0K

B0.

B0!

B

!.:

.1:

L!:

B0B#

抑
制

率

!!

榄香烯注射液(

)*2),

%

B0B! B0B. B0BK B0B1 B0#B

论 著
#.L
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%

为空白对照组!

$&'

分别为
%(%!

"

%(%)

"

%(%*+,-+. !!

榄香烯作用
后的肿瘤细胞!

/0123

为内参#

断地聚合与解聚而处于一种装配与去装配的动态平

衡中$是近年抗肿瘤药物的重要靶向目标之一4$56

# 临

床应用广泛的一线抗肿瘤药物紫杉醇 4!6

%多西紫杉

醇"长春新碱 4'6等都是通过促进微管聚合或解聚来

实现杀伤肿瘤细胞& 临床观察表明
!!

榄香烯对肝癌

的疗效突出$并且能够提高患者生存质量$改善免疫

状态$ 与常规肝癌治疗具有协同作用& 基础研究表

明$

!!

榄香烯能够诱导肝癌细胞凋亡$ 影响
371

家

族基因表达 4$*6

$抑制肿瘤细胞迁移%侵袭$然而有关

!!

榄香烯与微管系统关系罕见报道& 我们观察了
!!

% $ ! '
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榄香烯对肝癌增殖及微管系统的影响!结果显示
!!

榄香烯注射液能够抑制
%&'(!!

细胞增殖" 诱导凋

亡!且呈时间与浓度依赖性#可将肿瘤细胞阻滞于
)

期!影响微管蛋白
"

表达!同时下调聚合微管蛋白

比例$

传统以微管为靶点的抗肿瘤药物!如紫杉醇%长

春新碱"秋水仙碱为
(

!

*+

期阻滞药物!通过诱导肿

瘤细胞有丝分裂阻滞!实现凋亡!而近年来发现的一

些能有效地抑制微管装配的化合物! 如环状乙基酯

系列衍生物"天然产物
,-.&/01.23

"

!!

谷甾醇等则是
)

期阻滞药物4#56!!7

!与我们的实验结果一致& 他们将这

些化合物实现
)

期阻滞的机制解释为药物影响与微

管结合的线粒体进而影响
,89*,:9

的转换和能量

供应!因此引起
)

期延长& 然而
!!

榄香烯通过何种

机制引起肿瘤细胞
)

期阻滞有待进一步研究&

综上! 研究表明
!!

榄香烯可抑制
%&'(!!

细胞

增殖!阻滞肿瘤细胞于
)

期!影响微管蛋白
"

表达

及聚合可能为药效机制之一&

!!

榄香烯注射液是一

个有价值的抗肝癌药物&
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