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细胞"采用
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后"细胞增殖均明显受抑制*
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法及
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染色检测结果显示苦参碱呈时间'剂量依赖性诱导细胞凋亡*促凋亡蛋白
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随着苦参碱剂
量增加表达增加"抗凋亡蛋白
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随着苦参碱剂量增加表达减少) %结论& 苦参碱具有抑制
大肠癌细胞增殖"诱导其凋亡的作用) 苦参碱诱导大肠癌细胞凋亡的机制可能与促凋亡蛋白
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苦参碱是从中药苦参干燥根中提取的一类活性

物质"它的化学式为
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"属于四环的喹嗪啶

类"分子骨架可看作
!

个喹嗪啶环的杂体)有文献报

道苦参碱对多种恶性肿瘤"如$胃癌'肺癌'白血病'

大肠癌'肝癌及卵巢癌^$_等均有疗效) 苦参碱抗肿瘤

作用包括抑制肿瘤细胞增殖'诱导肿瘤细胞分化'促

进肿瘤细胞凋亡'抑制肿瘤细胞黏附转移'逆转肿瘤

细胞耐药性'调节肿瘤宿主免疫功能等多个方面 ^!_

"

本实验从细胞生长抑制'细胞凋亡检测'蛋白表达分

析等多方面来研究苦参碱对人大肠癌
'()(

细胞的

增殖抑制及凋亡诱导作用"并探讨其可能机制)
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公司
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!
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法检测细胞增殖率

取指数生长期
#"#1

L 个
M=5 B6N6

细胞接种于
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孔细胞培养板中!待细胞贴壁后!分别加入终浓度为

1O1L

%

1O$

%

1O!

%

1O0

%

1O)

%

$O/=<M=5

苦参碱!每个实验组

设置
/

个平行孔!同时用生理盐水作为空白对照!用

不加药物组作为调零孔&培养
!0P

或
0)P

后!将带有

药物的培养液移除! 加入
-99

作用
0P

后! 吸出

-99

! 加 入
Q-:C

于
%R#

水 浴
$ !11IM=;7

作 用

%1=;7

!测
0(!7=

波长处吸光度
'S&

值!按照以下公式

计算细胞增殖抑制率'细胞增殖抑制率
'*&T'$U

处理

组
CQ

0(!

值
M

空白对照组
CQ

0(!

值
&"$""*

&

!"$ Q@S

提取

取指数生长期
$"$"

/ 个
M=5 B6N6

细胞!加入终浓

度为
"O0

%

"O)

%

$O/=<M=5

的苦参碱作用
!0P

后! 收集

细胞!加入
/""!5

裂解液进行裂解!向裂解产物中加

%!5

蛋白酶
V

!

LL$

水浴
0P

& 取出样品降至室温!

加
!11!5

醋酸钾震荡
!1W

!充分混匀后冰浴
L=;7

!

$% 111IM=;7

离心
%=;7

!取上清移入加有
/11!5

异丙

醇
A,

管中混匀后!

$% 111IM=;7

离心
$=;7

! 弃上清

收集沉淀!用
R1*

乙醇洗沉淀
$

次!空气中干燥沉

淀
$L=;7

!加入适量
9A

缓冲液溶解沉淀!

UR1$

保存

备用&

!"%

流式细胞术检测细胞凋亡

取指数生长期
$%$1

/ 个
M=5 B6N6

细胞!加入终浓

度为
1O0

%

1O)

%

$O/=<M=5

的苦参碱作用
!0P

后! 用胰

酶轻柔消化细胞!

,D:

轻柔洗涤
!

次&将细胞悬于结

合缓冲液中!加入膜联蛋白
"'>778E;7"&

!避光室温

反应
$L=;7

以上!临检测前加入碘化丙啶
'XI6X;Y;J=

;6Y;Y8

!

,.&

反应
L=;7

!用美国
DQ

公司
Z>WF>5;[JI

型

流式细胞仪检测细胞凋亡&

!"& 9?@AB

法检测细胞凋亡

取指数生长期
B6N6

细胞爬片! 待细胞贴壁后!

加入终浓度为
1O0

%

1O)

%

$O/=<M=5

的苦参碱作用
!0P

!

,D:

轻柔洗涤
!

次!每次
L=;7

!室温
0*

多聚甲醛中

固定
$L=;7

(

,D:

轻柔洗涤
!

次!每次
L=;7

!将吸附

细胞的载玻片在
1O$*

的
9I;H67 \!$11

中处理
!=;7

(

,D:

轻柔洗涤
!

次!每次
L=;7

!用滤纸吸去载玻片

上的多余液体! 滴加
$11!5

的
9?@AB

反应液
%R$

作用
$P

(

,D:

浸洗后! 滴加
$11!5 467N8IH8I!,CQ

溶

液!室温反应
%1=;7

(

,D:

轻柔洗涤
!

次!每次
L=;7

!

滴加
$11!5 QSD

工作液! 直到呈现浅棕色背景(用

去离子水漂洗
!&%

次(甘油封片!光学显微镜下进

行观察并拍照)

!11

倍光镜下进行计数分析!每张玻

片选
$1

个视野进行计数!计量每个视野的阳性细胞

数以及总细胞数!计算凋亡率&

!"' ]8WH8I7 [56H

法检测
DF5!!

!

D>E

蛋白表达

取指数生长期
B6N6

细胞! 加入终浓度为
1O0

%

1O)

%

$O/=<M=5

的苦参碱作用
!0P

后收集细胞! 用适

量细胞蛋白裂解液裂解各组标本!

0$ $! 111IM=;7

离心
$L=;7

后取上清液!用
DI>Y^6IY

法测蛋白浓度!

取
!1!<

蛋白加上样缓冲液!

(L$

煮
L=;7

变性蛋白

以获取样品!保存备用& 配置
#1*

十二烷基苯磺酸

钠*聚丙烯酰胺凝胶电泳
':Q:!,SGA&

进行蛋白分

离) 电转至硝酸纤维膜!

L*

脱脂奶粉封闭
#P

后!加

入一抗
>7H;!DF5!! '#'!11&

+

>7H;!D>E '#'!11&0$

孵育过

夜&

9D:9

缓冲液洗
%

遍!辣根过氧化物酶
'2+,&

标记

的相应二抗室温孵育
#P

后! 再用
9D:9

缓冲液洗
%

遍!

A4B

试剂盒发光& 暗室曝光胶片!显影及定影获

得结果!凝胶扫描仪扫描分析条带&

!"(

统计学处理

数据采用均数
(

标准差表示& 应用
:,::

软件进

行分析!差异性比较采用
H

检验!

,)1O1L

为差异有统

计学意义&

!

结 果

#"!

苦参碱对大肠癌
B6N6

细胞增殖的影响

不同浓度苦参碱作用
!0P

%

0)P

后
B6_6

细胞

CQ

值及抑制率见表
#

&

1O0

%

1O)

%

#O/=<M=5

苦参碱作

用于大肠癌
B6N6

细胞
!0P

!与对照组相比抑制率均

有显著性差异,

,

值分别为
1O11!

%

1O11#

%

1O11#

$&

1O!

%

1O0

%

1O)

%

#O/=<M=5

参 碱 作 用 于 大 肠 癌
B6N6

细 胞

0)P

!与对照组相比抑制率均有显著性差异,

,

值分

别为
1O1!

%

1O11#

%

1O11#

%

1O11#

$! 说明苦参碱呈剂量

依赖性及时间依赖性抑制
B6N6

细胞的增殖&

#"#

苦参碱诱导
B6N6

细胞凋亡

由于苦参碱抑制大肠癌
B6N6

细胞增殖实验中!

1O0=<M=5

苦参碱作用于大肠癌
B6N6

细胞
!0P

即具
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表
% &'()*

检测苦参碱对
*+,+

细胞凋亡的影响!

-.%

"

苦参碱浓度!

/01/2

" 凋亡率!

3

"

对照组
456

"57

$58

!589!"5:

!%5%!!5:

;

%9<%!#<9

=

69<4!6<:

=

=

#与对照组比较$

>"4<4:

%

表
6

苦参碱对
*+,+

细胞中
?@2#!

#

?AB

表达的影响!

-.%

"

苦参碱浓度!

/01/2

"

对照组
"<6

"<7

$<8

"<$$!"<"!

"<!9!"<":

=

$<$:!"<:"

=

:<C7!$<77

=

=

#与对照组比较$

>""<":

%

?AB1A@DE- ?@2#!1A@DE- ?AB1?@2#!

9<$%!$<%6

8<"8!"<C8

!<!!!"<7$

"<CC!"<!C

"<99!"<"$

$<8:!"<!8

!<:8!!<!:

:<C8!"<:7

表
$

苦参碱对大肠癌
*+,+

细胞增殖的影响

苦参碱浓度
!

/01/2

"

对照组
"<":

"<$

"<!

"<6

"<7

$<8

FG

值

!6H 67H

$<$C!4<46

$<$6!4<4%

$<$%!4<4!

4<C7!4<47

4<7:!4<4!

4<8%!4<4!

4<%$!4<4!

$<%4!4<4%

$<!:!4<4!

$<!!!4<4$

$<48!4<4:

4<98!4<4:

4<:$!4<46

4<!%!4<4%

抑制率
IJK

4

%<87

6<%8

#9<6%

!7<8#

=

68<66

=

96<!6

=

4

6<4#

8<:%

#C<#8

=

6#<8%

=

84<9#

=

7!<!!

=

=

#与对照组比较$

>"4<4:

%

!6H 67H

图
#

苦参碱诱导
*+,+

细胞晚期凋亡

苦参碱!

/01/2

"

4 4<6 4<7 #<8

:44LM

644LM

%44LM

!44LM

#:4LM

#44LM

:4LM

对照组
4<6/01/2

4<7/01/2 #<8/01/2

图
!

苦参碱诱导
*+,+

细胞早期凋亡

表
!

流式细胞仪检测苦参碱对
*+,+

细胞凋亡的影响!

-.%

"

苦参碱浓度
!

/01/2

"

3NADOP

'* 'Q ** *Q

对照组
"<6

"<7

$<8

"<!8!"<!!

"<6$!"<$$

"<:%!$<97

%<:C!!<8C

!!$<97!"<:"

6<:8!$<8"

=

$"<6$!6<6$

=

$!<%C!6<:C

=

C8<9$!4<96

C!<C6!!<6C

7!<C8!:<6%

98<64!C<!C

$<!8!4<!7

!<!C!4<8$

%<$4!$<!6

9<8!!8<87

=

#与对照组比较$

>"4<4:

%

有明显增殖抑制作用$ 因此选用苦参碱
4<6

&

4<7

&

$<8/01/2

作用于细胞
!6H

进行诱导
*+,+

细胞凋亡

实验%

G(S 2APPOT

法可以检测细胞晚期凋亡$结果显

示随着苦参碱剂量的增加$

G(S

释放出小片段增

多$说明细胞凋亡增多% 可见苦参碱能够诱导
*+,+

细胞凋亡$并具有剂量依赖性
I

图
$K

%

流式细胞仪检测
*+,+

细胞凋亡结果显示$随着

苦参碱浓度的增加$在
'Q

象限!代表早期凋亡"的

细胞比例增多$ 即早期凋亡增多
I

图
!K

%

4<6

&

4<7

&

$<8/01/2

苦参碱组与对照组比较均有明显差异!

>

值分别为
4<4!

&

4<4$

&

4<447

"$见表
!

% 说明苦参碱能

够诱导
*+,+

细胞早期凋亡$且具有剂量依赖性%

&'()*

染色结果显示$ 随着给药剂量的增加$

*+,+

细胞凋亡率增高!图
%

"$且呈剂量依赖性%苦参

碱
4<6

&

4<7

&

$<8/01/2

组凋亡率与对照组比较差异有

显著性!

>

值分别为
4<449

&

4<44$

&

4<446

"% 表
%

%

!"#

苦参碱对
*+,+

细胞中
?@2#!

#

?AB

表达的影响

苦参碱
4<6

&

4<7

&

$<8/01/2

处理
*+,+

细胞
!6H

$

结果显示$ 促凋亡蛋白
?AB

随着药物剂量增加表达

增加$ 抗凋亡蛋白
?@2#!

随着药物剂量增加表达减

少!图
6

"% 对条带的灰度值进行统计学分析$随苦参

碱 浓 度 增 加
?AB1?@2#!

比 值 逐 渐 增 大 $

4<6

&

4<7

&

$<8/01/2

组与对照组比较差异均有统计学意义!

>

值分别为
4<446

&

4<4$!

&

4<446

"% 见表
6

%
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中国肿瘤
!"#!

年第
!$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/14

对照组
&'()*+),

&'-)*+), $'.)*+),

图
%

苦参碱诱导
/010

细胞凋亡

图
(

苦参碱对
/010

细胞
23,!!

!

245

表达的影响

苦参碱!

)*+),

"

" "'( "'- $'.

23,!!

245

43678

%

讨 论

苦参始见于#神农本草经$%以古代文献为依据%

当代学者对苦参的抗肿瘤作用进行了深入研究%发

现苦参水煎剂或醇提物确有抑制小鼠肿瘤生长的作

用9%:

& 进一步分离提取得到的苦参碱提取物
;

含苦参

碱'氧化苦参碱'槐果碱'槐定碱'槐胺碱等
<

对实体

瘤和腹水癌均有明显抑制作用 9(:

& 本研究发现不同

浓度苦参碱
;"'"="$'.)*+),<

作用于大肠癌
/010

细胞

!(>

或
(->

%抑制率与对照组比较差异均具有统计学

意义% 提示苦参碱抗肿瘤机制之一是抑制肿瘤细胞

的增殖%且随着药物剂量的增加%作用时间的延长%

抑制率增高&

本研究应用流式细胞仪检测技术检测细胞凋

亡% 结果显示分别用苦参碱
&'(

'

&'-

'

$'.)*+),

作用

于
/010

细胞%与对照组相比细胞早期凋亡率明显增

加!

?@&'&=

"%说明苦参碱能够诱导细胞早期凋亡%且

呈明显的剂量依赖性& 进一步用
ABC ,4DDEF

实验检

测苦参碱诱导细胞晚期凋亡的情况% 结果表明苦参

碱呈剂量依赖性诱导细胞晚期凋亡&

GHBI/

染色从

形态学上观察
/010

细胞晚期凋亡%

&'(

'

&'-

'

$'.)*+

),

苦参碱作用
/010

细胞
!(>

%凋亡率与对照组相比

明显增加!

?@&'&=

"%可见苦参碱诱导
/010

细胞晚期

凋亡率亦随着给药剂量的增加而增高% 说明苦参碱

能够同时诱导肿瘤细胞早期'晚期凋亡%发挥其抗肿

瘤作用&

在细胞凋亡调控因子中%

23,!!

家族倍受瞩目%

其中
23,!!

是原癌基因%其作用是抑制细胞凋亡%而

245

是
23,!!

的同源基因% 其过表达可拮抗
23,!!

的

抗凋亡作用%而使细胞趋于凋亡&

23,!!

和
245

在体

内通常以二聚体形式发挥作用% 两者的比例决定了

细胞在体内遭到某些刺激后对凋亡的敏感性 9=:

& 如

245

的表达量少%

23,!!

即可拮抗
245

的作用而阻止

肿瘤细胞凋亡%细胞趋于生存(如
245

过多的表达%

则细胞对外界凋亡诱导因素十分敏感% 细胞趋于凋

亡9.:

&本研究结果显示%

&'(

'

&'-

'

$'.)*+),

苦参碱分别

作用
/010

细胞
!(>

% 与对照组相比%

23,!!

表达减少

245

表达增多%并且
245+23,!!

比例与对照组相比明

显增大!

?@&'&=

"%提示在苦参碱作用组中
245

高表

达%可使肿瘤细胞对凋亡更敏感%更易发生凋亡%并

且高剂量组
245

高表达更明显% 这可能是苦参碱诱

导细胞凋亡'发挥抗肿瘤作用的重要机制之一&

综上所述%苦参碱能够明显抑制人大肠癌
/010

细胞的增殖%且呈时间剂量依赖性&苦参碱能够诱导

/010

细胞凋亡%其机制可能与抑制
23,!!

表达'激活

245

表达有关&
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