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线和人参皂甙
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$

对人脑胶质瘤细胞株
?@A!&&

的影响% #方法$ 应
用

GHH

法检测细胞增殖情况"流式细胞仪检测细胞周期的变化"

=HIJ/=

法检测
GGJ!#

&

GGJ!$

K=;L

的表达水平%#结果$ 高能
<

线照射后
?@A!&&

细胞增殖受到抑制!且随照射剂量加大抑制
作用增强% 当加入人参皂甙

=>

$

后!细胞增殖抑制更加明显"高能
<

线照射后
?@A!&&

细胞表现
为

A

!

MG

期阻滞!而人参皂甙
=>

#

可缓解
A

!

MG

期阻滞现象"辐射促进
GGJ!#

&

GGJ!$

的表达!且随
照射剂量的增加表达量增加!而人参皂甙

=>

#

抑制其表达!与药物浓度呈反比% #结论$ 人参皂甙
=>

#

与高能
<

线协同抑制
?@A!&&

的增殖!辐射后肿瘤细胞侵袭能力增强!而人参皂甙
=>

#

使照
射后肿瘤细胞侵袭能力下降%
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脑肿瘤是神经系统常见的恶性肿瘤之一! 手术

加术后放射治疗是其主要治疗手段! 但患者
_

年无

病生存率仍然较低% 本实验旨在探讨高能
<

线对人

脑胶质瘤细胞株
?@A!&&

的影响及人参皂甙
=>

$

的

防护作用%

$

材料与方法

010

材 料

$:$:$

细胞来源和照射源

人胶质细胞瘤
?@A!&&

细胞株引自西安舟鼎国

生物技术有限公司
\

直线加速器射线源来源于南通

大学附属医院直线加速器辐照中心西门子公司
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药物

人参皂甙
,2

#

"

3!,2

#

#吉林大学基础医学院有

机化学教研室惠赠$!

!"#

方 法

#1!1#

实验分组

将细胞分成
4

组#对照组%不给药#不照射&照射

组
#

%剂量
536

&照射组
!

%剂量
$"36

&照射组
7

%剂量

$536

&加药组
$

%

,2

$

浓度
5""89:;

#

#536

辐照&加药

组
!

%

,2

#

浓度
#<<"89:;

#

$536

辐照& 加药组
7

%

,2

$

浓度
!<<"89:;

#

$536

辐照! 实验重复
7

次!

$1!1! '++

法测定细胞周期增殖情况

将浓度为
!"$<

5

#7"$<

5 个
9:;

的细胞悬液接种

于
=>

孔细胞培养板中#

#<<";9

孔# 待细胞贴壁后弃

去上清#生长至对数生长期时#即辐射前
#!?

在培养

基中加不同浓度的
,2

#

# 使
,2

#

的终浓度分别为

5<"89:;

'

#<< "89:;

'

!<<"89:;

!加药后每孔用无血清

0'('

培养液补充至终体积为
!<<";

!

辐射后继续培养
#!?

后加
'++

溶液
@5:89:;A!<";9

孔#

74$

孵育
&?

#弃上清#加入
!<<"; %

孔
0'B-

振荡溶

解
#<:CD

#使结晶完全溶解#在酶标仪上检测
-0

&=<

值!

#1!17

流式细胞仪检测细胞周期

细胞被辐射后继续培养
#!?

# 用
<1!5&

的胰酶

及
<1<!E(0+*

消化#

$ <<<F9:CD

离心
5:CD

!

GHB

洗

两遍#用预冷
4<&

乙醇在
I!<$

固定过夜#再用
GHB

洗两遍弃上清&细胞沉淀加入碘化丙啶"

GJ

$染色液

#:;

混匀#

&$

避光孵育
7<:CD

&用
!<<

目尼龙过滤细

胞到流式细胞管中#以除去细胞团块&

K*LBMND

流式

细胞仪检测#

LO;;PQORS

软件计数细胞#

'NMTQCS

软件

分析所获得的数据!

$1!1& ,+IGL,

方法检测
''G!'

!

''G!( :,.*

表达

用
+FCUV;

法 提 取 胶 质

细 胞 瘤 细 胞 总
,.*

# 在

'!'QW)

反转录酶作用下逆

转录成
M0.*

! 以
M0.*

为

模板#在
+NT 0.*

聚合酶催

化下进行
GL,

检测!

''G!'

'

''G!(

和内参对照
3*G0X

引物由上海生工生物技术工

程有限公司 合成 部 合 成 !

''G!'

% 正 义 链 %

5) !3L3!

3*+LL*3L3LLL*3*3*!

3*L*L!7)

& 反 义 链 %

5) !++**3L++LL*L+L!

L333L*33*++!7)

#扩增片段长度
>=$2Y

!

''G!(

%

正义链%

5)!L*L+3+LL*LLLL+L*3*3L!7)

&反义链

5)!3LL*L++3+L33L3*+**33!7)

# 扩增片段长度

5=<2Y

!

3*G0X

% 正 义 链 %

5) !L33*3+L**L3!

3*++33+L3+*+!7)

& 反 义 链 %

5) !*3LL++L+L!

L*+33+33+3**3*L!7)

# 扩增片段长度
7<>2Y

!

GL,

扩增条件为%变性
=&$

#

7:CD

&退火
5&$

#

7<R

&

延伸
4!$

#

5<R

!

7!

个循环后#

4!$Z$< :CD

! 取
51<";

GL,

产物在
$E

琼脂糖凝胶
@

含
<15 :89W

溴化乙锭
[

电泳!紫外灯下观察结果#采用凝胶图像分析系统测

定扩增带下的光密度值
@0[

! 计算
''GR

和
3*G0X

条带光密度值的比值
@090

"

[

!

!"$

统计学方法

本研究数据为计量资料#统计描述以均数
*

标准

差
@!*R[

表示!各组间数据比较采用方差分析#数据用

BGBB$71"

统计软件包处理'分析! 以
G\"1"5

表示差

异有统计学意义!

!

结 果

#"!

高能
]

线及人参皂甙
,2

$

对
BX3!&&

细胞增殖的

影响

高能
]

线照射
$!?

后# 细胞增殖受到明显抑

制! 各照射组方差分析显示#

K^!51%5

#

G\<1<$

#说明

各照射组之间存在差异&且随照射剂量的增加#抑癌

作用增强"

F^I<1%%

#

G\<1<$

$!相同照射剂量组方差分

析显示#

K^5$1&<

#

G\<1<$

#说明照射组
7

与各加药组

之间的差异亦有统计学意义! 且抑癌作用随药物浓

度增大而增强"

F^I<145

#

G\<1<5

$!人参皂甙
,2

$

与高

能
]

线辐射协同抑制
BX3!&&

的增殖! 见表
$

!

表
$

高能
]

线及人参皂甙
,2

$

对
BX3!&&

细胞增殖和细胞周期率的影响

组别
照射剂量

"

36

$

人参皂甙
,2

$

"

"89:;

$

-0

值
细胞周期率"

E

$

3

<

93

$

期
B

期
3

!

9'

期

对照组
< < <1%=5*<1<7& >%1%&*$1&4 !!1%%*!1>< %1!5*$1<=

照射组
$ 5 < <14=%*<1<7>

!

5=1<5*$1!! $=1&&*!14% !$15$*$154

照射组
! $< < <1455*<1<&7

!

7<15!*$1<> !41<7*71!= &!1&4*!1!4

照射组
7 $5 < <1>&5*<1<!4

!

!&1%=*51<% !51>5*$1<% &=1&5*71!=

加药组
$ $5 5< <15<7*<1<7>

"

7!177*$1>> !&1<$*$1$! &71>4*<155

加药组
! $5 $<< <1&!&*<1<$%

"

7>1!<*$1>< !$17!*<1>4 &!1&%*<147

加药组
7 $5 !<< <1&<=*<1<!$

"

751>$*<1>= !51<%*!14& 7=17$*!1<5

注%

!

%与对照组相比有统计学差异
_G\"1"5[ ` "

%与照射组
7

相比有统计学差异
@G\"1"$[

!

!>4
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!"!

高能
<

线及人参皂甙
=>

$

对
?@A!&&

细胞周期的

影响

高能
<

线照射
$!0

后! 细胞周期阻滞于
A

!

BC

期" 各照射组之间是有差别的! 且随照射剂量增加

A

!

BC

期细胞阻滞现象增强#

*DE:FG

!

HIE:E#

$%

A

#

期细

胞减少& 当加入人参皂甙
=>

#

后!

A

!

BC

期细胞受阻

现象得到一定的缓和!且随药物浓度的增加
A

!

BC

期

细胞减少#

*DJE:%K

!

HIE:E$

$&

A

$

期细胞所占比例有

所回升& 见表
$

'图
$

"

!"#

高能
<

线及人参皂甙
=>

$

对
?@A!&&

细胞

CCH!"

!

CCH!#

表达的影响

采用捷达
%E$

专业凝胶成像与分析系统定量检

测
L=;M

含量显示(

CCH!"

各组平均光密度比值分

别为
$:!!N$E:E&G

'

#:N!K$E:EO#

'

!:GOF$E:EO%

'

!:FKF$

E:E&#

'

!:%&F$E:E!G

'

!:O!F$E:EGN

'

#:F%!$E:EFO

%

CCH!%

各组平均光密度比值分别为
E:F&E$E:EO%

'

#:##!$

E:E&%

'

#:KK&$E:EFG

'

!:!KF$E:EGO

'

!:#E%$E:EO#

'

#:ONG$E:E!O

'

#:#GG$E:E&%

& 各照射组与对照组相比

具有显著统计学差异#

HIE:E#

$!各加药组与照射组

O

相比也具有统计学差异#

HIE:EG

$& 见图
!

'

O

& 随着

照射剂量的增加!

CCH!"

'

CCH!%

的表达越来越高

#

*

#

DE:F%

!

HIE:E#P*

!

DE:FF

!

HIE:E#

$& 当加入人参皂甙

=>

#

后!其在胶质细胞瘤#

#GA7

照射$中的表达有所

下降! 呈剂量依赖性 #

*

#

DJE:F&

!

HIE:E#P*

!

DJE:%%

!

HI

E:E#

$& 表明射线能增强
CCH!"

'

CCH!%

的表达而人

参皂甙
=>

#

能抑制其表达&

O

讨 论

人参皂甙
=>

#

属于人参二醇组皂甙! 是由人参

中提取的天然活性成分! 具有抗氧化' 清除氧自由

基'免疫调节'神经系统保护等多种生物效应)

!Q&

*

& 本

课题组已研究证实人参皂甙
=>

#

能预防大鼠的放射

脑损伤)

G

*

& 葛迎春等 )

K

*研究人参皂甙单体对宫颈癌

#

@2R,

$ 的影响中发现人参皂甙
=>

#

可抑制肿瘤细

图
#

流式细胞仪分析结果

A

E

BA

#

A

!

BC

?

对照组 照射组
#

照射组
!

照射组
O

加药组
#

加药组
!

加药组
O

!EEE

GEE

!GE

#EE

CCH!"SKF$>TU

AMHV@SOEK>TU

图
! ?@A!&&

细胞
CCH!!

的
=WJH/=

电泳结果

!EEE

GEE

!GE

$EE

CCH!FSGFE>TU

AMHV@SOEK>TU

图
O ?@A!&&

细胞
CCH!F

的
=WJH/=

电泳结果

>T

>T

!K%
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&

期

胞的增殖及代谢活性! 在本实验中"高能
'

线照射

后
()*!&&

细胞增殖受到抑制"当加入人参皂甙
+,

$

后"细胞增殖抑制更加明显"人参皂甙
+,

$

和高能
'

线协同抑制肿瘤细胞增殖!

电离辐射可以改变细胞周期的进程 #

-

$

"而且辐

射敏感性不同的细胞" 辐射后细胞周期的变化也不

同 #

%

$

! 细胞周期阻滞是辐射引起的重要生物学改

变!本研究发现
()*!&&

细胞受到高能
'

线照射"在

$!.

后主要发生
*

!

/0

期阻滞" 且随照射剂量的增

大"

*

!

/0

期受阻现象越明显"而
*

$

期细胞所占比例

明显下降" 这符合多数哺乳动物肿瘤细胞照射后反

应的普遍规律#

1

$

! 细胞阻滞于
*

!

/0

期"而无明显
*

$

期阻滞"提示该细胞可能存在野生型
234

的缺失#

#5

$

!

*

!

/0

期限制点激活"阻滞了细胞周期的进展"抑制

了肿瘤细胞的增殖! 这与
6789:;<<=8

等 #

##

$研究结果

相符! 当加入人参皂甙
+,

#

后"

*

!

>0

期受阻现象得

到一定的缓和" 且呈浓度依赖性%

*

#

期所占比例有

所回升"细胞增殖受到抑制!

放疗对于脑肿瘤来说仍是主要的辅助治疗方

法之一"在临床治疗时可观察到采取手术及术后放

疗综合治疗后仍复发! 电离辐射能刺激
00?<

的合

成#

#!@#4

$

"从而增强恶性细胞潜在的迁徒和侵袭能力!

A7B9C7

等 #

#&

$证实辐射能引起人神经胶质瘤细胞中

00?!"

活性增加"加强细胞侵袭能力"通过加
00?!"

抑制剂可阻止由辐射诱导的细胞浸润转移能力!

D.:8C

等#

#3

$在研究辐射增强原发性肝癌细胞侵袭性

的机制时发现" 辐射可使
00?!#

在蛋白及
E+FG

水平表达增加"且使其活性增强"可能是通过
?H4I>

GJK>FL!!A

信号转导途径实现的! 在本研究中"我们

检测了人脑胶质细胞瘤细胞
()*!&&

经高能
'

线照

射后
00?!"

&

00?!$!E+FG

表达的变化! 结果显示

经
3*M

&

$"*M

和
$3*M

照射后" 从
E+FG

基因水平

来看"

00?!%

&

00?!$

表达均有所上升" 且
00?!"

的表达要高于
00?!$

! 当加入人参皂甙
+,

$

后

00?!"

&

00?!$

的表达均下降!

人参皂甙
+,

$

具有清除自由基的作用" 理论上

似乎应该对射线对肿瘤细胞的电离辐射同样具有保

护作用" 但本实验研究发现人参皂甙
+,

$

对射线抑

制肿瘤细胞增殖的过程并没有保护作用" 反而与射

线协同抑制肿瘤细胞的增殖! 可能是因为人参皂甙

+,

$

抑制肿瘤的作用大于其清除自由基的作用"具

体机制有待进一步研究!此外"本研究还发现人参皂

甙
+,

$

可通过下调
00?!"

&

00?!1

的表达而抑制由

电离辐射引起的肿瘤细胞浸润和转移的能力!

综上所述" 我们认为人参皂甙
+,

$

对胶质细胞

瘤放射具有双向作用" 即一方面可以预防和保护正

常脑组织的放射性损伤" 另一方面对肿瘤细胞的增

殖具有一定的抑制作用" 并可阻滞由电离辐射引起

的肿瘤细胞迁徙和侵袭性增强的负效应的作用! 这

一效应一旦经临床验证" 将使广大颅内胶质细胞瘤

患者受益!
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