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摘 要!%目的& 探讨重楼皂苷
!

对肺腺癌
;<=>

细胞的体外放射增敏作用及其可能机
制' %方法& 以肺腺癌

;<=>

细胞系为研究对象!

KLL

法检测重楼皂苷
!

对
;<=>

细胞的
抑制率!得到重楼皂苷

!

对
;<=>

细胞的半数抑制浓度(

?.

<"

$及
?.

!"

)

?.

H"

!取
?.

!"MH"

之间
的重楼皂苷

!

浓度用于放射增敏!随机分为对照组)单纯照射组)重楼皂苷
!

)重楼皂
苷
!N

照射组!描绘细胞生长曲线)计算克隆形成率)流式细胞术检测细胞周期及凋亡
率!

O12@1)* P,'@

法检测
2()Q0Q0*

及
E!$

R+-$S40E# 蛋白表达* %结果&

;<=>

细胞在经重楼皂苷
!

处理和照射后重楼皂苷
!N

照射组
;<=>

细胞的增殖能力明显受抑"

T!I9I#

+!克隆形
成率明显下降"

H9HU

!

T!I9I$

+!流式细胞术分析显示在重楼皂苷
!N

照射组
V

!

SK

期阻滞
WHX9<JU!$9>>U

!

TYI9I$Z

!凋亡率明显升高"

>9H=U!I9%=U

!

T!I9I$

+*

O12@1)* P,'@

检测
2()Q0Q0*

蛋白表达降低!而
E!$

R+-$S40E$ 蛋白表达增加* %结论& 重楼皂苷
!

具有较好的放射
增敏作用!可能通过诱导细胞凋亡!细胞

V

!

SK

期阻滞!降低
2()Q0Q0*

蛋白表达!增加
E!$

蛋白表达!从而产生放射增敏作用*

主题词!重楼皂苷
!

#肺肿瘤#放射敏感性
中图分类号!
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"
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文献标识码!

;

文章编号!
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肺癌的主要治疗手段是手术,放疗和化疗' 放化

疗联合使用能够明显提高疗效!但由于存在较大的毒

副作用!因而放射增敏剂的研究成为目前如何提高放

疗疗效的研究热点'从中草药中寻找有效的放射增敏

剂是一个非常有前景的途径!本实验旨在探讨重楼皂

苷
!

对非小细胞肺癌细胞的体外放射增敏作用及可

能机理!为临床非小细胞肺癌治疗中应用重楼皂苷
!

来增加放射敏感性提供坚实的理论依据'

$

材料与方法

!"!

实验细胞株及试剂

;<=>

肺腺癌细胞系由浙江省肿瘤医院肿瘤研

究所提供 ! 传代培养于加
!IU

小牛血清的
CT"

K?$J=I

培养液中 !

<U.3

!

)

HX#

条件下培养 '

CT"

K?$J=I

培养液!美国
V?P.3

公司产品' 小牛血清!

购于杭州四季青生物工程有限公司' 重楼皂甙
!

"

./'*5,'( A+E'*0* !

+! 分子式
.
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`

XI

3

$J

! 分子量

%<=

!购自浙江美迪康医药有限公司!编号-

$$$<>I

'

重楼皂甙
!

粉末溶解于二甲基亚砜
WaKA3Z

!使用时

用培养液稀释至所需浓度'

KLL

为华美生物技术有

限公司产品' 碘化丙锭
WT?Z

染色试剂盒为美国
Pa

公

司产品'

A()Q0Q0*

)

E!$

R+-$S40E$ 抗体为美国
.1,, A05*+,0*5

公司产品' 照射源!直线加速器'

!"# KLL

法检测重楼皂甙
!

对
;<=>

细胞的抑制率

取对数生长期状态良好的细胞! 调整细胞浓度

为
<$$I

= 个
SG,

!每孔
$II",

接种于
>J

孔板!培养
!=/

后置
=# </

同步化!吸去原培养液!加入含重楼皂

甙
!

浓度分别是
I"5SG,

)

I9<"5SG,

)

$"5SG,

)

!"5SG,

)

="5SG,

)

J"5SG,

)

%"5SG,

)

$J"5SG,

)

H!"5SG,

)

J="5SG,

的培养液每孔
$II",

! 以培养液每孔
$II",

为对照

孔! 每个浓度组设
%

个复孔! 培养
=%/

后每孔加入

<G5SG, KLL $<",

!继续培养
=/

!去上清!加入酸化

异丙醇
$II",

!静置
HIG0*

!待孔底褐色结晶完全溶

解!酶标仪检测
<XI*G

处各孔吸光度值
;

<XI

!计算各

$I%
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各组不同时间
&'()

细胞数
*!$"

( 个!

!!"+

组别
!(, (%,

& -./%!!$/'. '!/'(!!/$$

0 !$/11!./($

!"

!%/-(!$/'.
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2 !3/()!./)3

!"

-3/.-!!/..

!"

4 #1/%)!'/13

!

!./-(!./3-

!
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%(/)(!-/!(

--/)!!#/1%
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(3/.#!!/'%
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!(/(-!#/.'

!
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#-'/'#!'/!.

(1/1%!!/3)

!"

1!/%-!!/'-
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!%/#%!#/)%

!

注!

56-

"

!

与
&

组比较#

76!$3/)$

$

8""/"$

%

"

与
4

组比较$

76)3/-3

$

8""/"$

%

组抑制率&

&'()

细胞抑制率
6

'对照组
&

'3"

9

试验组

&

'3.

(

:

对照组
&

'3.

&

!"#

细胞分组与照射

将细胞按
'!#.

( 个
:

瓶接种& 随机分为
(

组!对

照组 )

&

组(* 单纯照射组 +

0

组(* 重楼皂甙
!

+

2

组(*重楼皂甙
!;

照射组+

4

组("细胞贴壁后$

2

组*

4

组用含
!"<:=>

重楼皂甙
!

的培养液培养$

&

组*

0

组用培养液培养" 同时
0

组*

4

组予
?

射线照射$吸

收剂量率
#!!/.)@AB:=C5

$ 照射面积
!"@=!!"@=

$

DD4

照射剂量
4

E

1AB

" 每隔
!(,

取细胞消化后计数"

!"$

流式细胞仪检测细胞周期改变

调整细胞浓度为
$"!$"

( 个
:

瓶接种

于培养瓶$ 各组作用
!(,

$ 每组
-

个样

本" 收集细胞$流式细胞仪检测"

!"% &55FGC5###7HE2:8H

双染法检测细胞

凋亡改变

调整细胞浓度为
$.!$.

( 个
:

瓶接种

于培养瓶$ 各组作用
!(,

$ 每组
-

个样

本"收集细胞$加入
' "> 7HE2 &55FGC5#$

和
' "> 8H

$

轻微振荡$室温下
*!'$2+

避光孵育
$'=C5

$加入
(..

"> $%0C5IC5< 0JKKFL

$流式细胞仪检测"

!"&

培养瓶克隆形成率

收集细胞$接种每瓶
#!#.

- 个细胞" 继续培养
!

周肉眼可见白色克隆$ 去培养液$ 加入固定液
-=>

+甲醇
&

冰醋酸
6-&#

(固定
#'=C5

$生理盐水冲洗
!

次$

ACF=MN

染液染色
-"=C5

$ 生理盐水冲洗干燥后计数

每瓶克隆数$ 克隆形成率
6

每瓶克隆数
:

每瓶接种细

胞数"

!"' OFMPFL5 0>QP

检测

OFMPFL5 0>QP

检测
MJLRCRC5

*

S!$

TNK$:@CS$ 蛋白表达$

按说明书操作"

!"(

统计学处理

数据使用
D8DD $$/"

统计软件进行统计分析"

计量资料用均数
!

标准差+

!!"

(表示" 均数间两两比

较用单因素方差分析"

8U"/"'

为差异有统计学意义"

!

结 果

)"! VEE

法检测重楼皂甙
%

对
&'()

细胞的抑制率

重楼皂甙
!

对
&'()

细胞的半数抑制浓度
H2

'.

6

'/)1$ ("<:=>

$

H2

-.

6!/3$! %"<:=>

$

H2

!.

6$/1(( ."<:=>

"

)")

细胞计数

随着时间的延长$各处理组细胞生长受到抑制$

尤以
4

组明显" 见表
$

"

)"#

流式细胞术检测细胞周期

A

!

:V

期 比 例
4

组 较 其 他
-

组 为 多 $

4

组

+

-3/'1W!$/))W

(与
&

*

0

*

2

组相比具有统计学差异

*7

值为
-)/3(

$

8""/"$+

"

2

组
A

!

:V

期比例较
&

*

0

两

组为多$

2

组+

!$/3'W!!/%3W

(和
&

*

0

两组相比具有

统计学差异
*7

值为
!'/$3

$

8""/"$+

" 见表
!

"

)"$ &55FGC5#$

检测细胞凋亡率

4

组细胞凋亡率+

)/-(W!"/%(W

(与
&

组+

"/(1W!

"/$-W

(*

0

组+

$/3$W!"/!1W

(*

2

组+

!/%"W!"/-!W

(相

!!

表
!

各组细胞周期分布
*W

!

!!" +

组别
A

"

:A

$

D A

!

:V

& '$/(-!!/3( --/3"!-/!! $(/%'!!/$)

0 '!/(3!!/$$ -%/)(!-/"' %/'%!$/$%

2 '"/!(!!/-' !%/""!'/!! !$/3'!!/%3

4 (!/-3!(/31 !"/"1!!/%' -3/'1!$/))

图
$ &55FGC5#$

检测细胞凋亡情况

$")
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比具有统计学差异
;<

值为
$%=9!$

!

>!?9?$@

" 见图
$

"

!"#

克隆形成率检测

各组克隆形成率平均值分别是
A

组
%9BC

#

%BD

$ """

$%

E

组
F9!C

&

F!D$ ???

$%

.

组
G9$C

&

G$D$ ???

$%

H

组
I9IC

&

IID$ ???

$'

E

组%

.

组%

H

组
AFB=

细胞的

克隆形成率与
A

组相比具有统计学差异
J<

值为

$!I9B%

!

>!?9?$@

" 而
E

组%

.

组与
H

组相比具有统计

学差异
K<

值为
LL9BI

!

>!"9"FM

"

!"$ N12O1)* E,'O

检测
2()P0P0*

!

Q!$

R+-$D40Q$ 蛋白表达

N12O1)* E,'O

检测
2()P0P0*

及
Q!$

R+-$D40Q$ 蛋白表达

结果见图
!

!从图中可以看出!与
A

%

E

组相比!

.

组%

H

组
2()P0P0*

蛋白表达降低!而
Q!$

R+-$D40Q$ 蛋白表达增加"

I

讨 论

重楼皂甙
!

是从中药重楼中提取的甾体皂甙!

许多文献报道重楼皂甙具有抗肿瘤作用及免疫调节

作用! 对多种肿瘤细胞及移植瘤具有明显抑制作

用 (

$SG

)

!能诱导多种肿瘤细胞凋亡*

T0+'

等(

G

)发现重楼

皂甙
!

能抑制卵巢癌
UV38I

细胞生长!引起
W

!

DX

期

阻滞及诱导细胞凋亡* 进一步研究发现!重楼皂甙
!

作用后
EAT

+ 细胞色素
.

蛋白水平升高!

4+2Q+21"=

%

4+2Q+21"I

激活!且
Y4,"!

%磷酸化
Z[V#D!

以及磷酸化

AV\

水平降低!抑制
Z[V

通路!诱导细胞凋亡"

U()P0P0*

是一个重要的凋亡抑制因子!可直接抑

制
4+2Q+21"I

和
4+2Q+21"L

的活性! 有效阻断细胞凋

亡过程! 也可以通过与细胞周期调控因子
.HVB

形

成
2()P0P0*".HVB

复合体! 使
Q!#

从
.HV

的复合体

中释放出来并异位到线粒体而间接抑制
4+2Q+21"I

的活性!从而发挥抑制凋亡的作用 (

L

!

%

)

"

>!#

蛋白是

目前已知的具有最广泛激酶抑制活性的细胞周期抑

制蛋白!广泛抑制各种
.64,0*".HV

复合物!可使细

胞周期阻滞于
W

#

期%

W

!

期或
U

期"

Q!#

的过表达可

促进凋亡的发生!其促凋亡的机制目前尚未清楚!可

能与
H:A

修复系统的成员相互作用或对其调节的

作用有关" 有报道中药桂枝茯苓丸能诱导荷瘤鼠肿

瘤细胞凋亡! 上调肿瘤细胞
Q!#

蛋白表达! 下调

2()P0P0* ][:A

表达(

=

)

"

本实验以
X\\

法检测重楼皂甙
!

对
AFB=

细胞

的抑制率!得到
^.

I"

_!9L$! %"5D],

!

^.

!"

_$9GBB ""5D],

"

国际上通常采用药物的
^.

!"SI"

的浓度用于放射增

敏! 因此本实验选择重楼皂甙
!

浓度
!"5D],

" 从

AFB=

细胞计数%克隆形成率的结果中发现!放射线

和重楼皂甙
!

联合能明显抑制
AFB=

细胞的分裂"

流式细胞术分析结果表明重楼皂甙
!

能将细胞阻滞

在
W

!

DX

期! 尤其在重楼皂甙
!

联合放射线作用时

W

!

DX

期阻滞更加明显" 同时凋亡检测也发现重楼皂

甙
!

加照射组与对照组相比出现了明显的凋亡 "

N12O1)* Y,'O

法检测抗凋亡蛋白
2()P0P0*

及周期调控

蛋白
Q!$

发现重楼皂甙
!

组和重楼皂甙
!

联合放射

线能明显降低
2()P0P0*

蛋白表达! 升高
Q!$

蛋白表

达" 因而重楼皂甙
!

可能通过降低
2()P0P0*

表达促进

凋亡和诱导
Q!$

蛋白表达引起
W

!

DX

期阻滞!以增强

放射敏感性"
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