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摘 要!%目的& 研究红景天苷对胃癌细胞
'(!)*!+

增殖的影响' %方法& 细胞计数法(

D,,

法(

流式细胞术检测分析不同浓度红景天苷对胃癌细胞
'(!)*!+

增殖的抑制作用! 相差显微镜下
观察形态学改变'

5,E@*5

(

F0320?9 G<42

法分别检测加药组 )

!""HIJ<

红景天苷* 和不加药组
,)-!#!J5':

以及蛋白的表达水平' %结果&加药组细胞
K

期(

)

!

LD

期细胞数(增殖指数
@M

显著
低于对照组!而细胞凋亡百分比(

)

N

L)

$

期细胞数则显著高于不加药组'加药组
,)-!$!J5':

以
及

,)-!$

蛋白的表达水平均高于不加药组' %结论& 红景天苷对胃癌细胞
'(!)*!+

具有抑制
其增殖并诱导其凋亡的作用' 红景天苷作用于

'(!)*!+

细胞后明显促进了
,)-!$ J5':

以及
,)-!$

蛋白的表达'

主题词!红景天苷#胃肿瘤#
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红景天苷取自生长在长白山海拔
! """

米苔原

带的高山红景天 %

$

&

!具有增强免疫功能和清除体内

过剩的自由基(促进细胞凋亡(抗肿瘤作用 %

!

&

!但其

抗肿瘤作用及其机制还在实验研究阶段' 本文以胃

癌细胞
'(!)*!+

为材料!应用流式细胞术分析红景

天苷对胃癌细胞的生长抑制及其诱导凋亡的作用!

5,E@*5

(

F0320?9 G<42

分别检测不同细胞组
,)-!$

J5':

以及蛋白的表达水平! 探讨红景天苷抑制胃

癌细胞
'(!)*!+

增殖的可能机制!为红景天苷治疗

恶性肿瘤提供理论依据'

$

材料与方法

!"!

材 料

$A$A$

实验细胞

人胃上皮细胞系
'(!)*!+

由日本北海道大学

医学部遗传医学研究所肿瘤病毒学部门高田贤藏教

授惠赠!培养于含
$""

胎牛血清的
5@DM!$CR"

培养

基中!在
+O#

含
&"*Z

!

的饱和湿度条件下培养'

$A$A!

实验试剂

红景天苷由白求恩医科大学化学教研室提供!

将其配成
$NN"H[J<

贮存液!

E!"#

保存备用'

5@DM!

$CR"

培养液由
)8\14 G5]

公司出品' 胎牛血清由天

津生化制品厂出品'

$A$A+

仪 器

采用美国
G01^J=9 *4V<20?

公司生产的
.;813!

Q] #

型流式细胞仪'

!"#

方 法

$Y!Y$

细胞形态学观察

实验
=

组!红景天苷浓度为
$N"H[J<

#实验
\

组+

药物浓度为
!N"H[J<

#对照组+不加红景天苷' 于倒

置相差显微镜下进行形态学观察并照相'

$Y!Y!

细胞计数法测定红景天苷对胃癌细胞的抑制率

同样实验分为对照组(实验
=

组)

$N"H[J<

*(实

验
\

组)

!N"H[J<

*' 将
$$$N

+ 细胞
[J<

接种于
!R

孔培

养板中! 每孔
$J<

!

!R6

贴壁后加入不同浓度的红景

天苷!每浓度设
R

个复孔!

+

组均培养
C7

!每天进行

细胞计数'

$Y!Y+ D,,

法测定红景天苷对胃癌细胞的抑制率

将
$$$N

& 细胞
[J<

接种于
_C

孔培养板中! 每孔

NY$J<

!

!R6

贴壁后加入不同浓度的红景天苷!每浓度

专
题
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设
<

个复孔!分别培养
=%0

"

>!0

!距培养结束
=0

前!

每孔加入
?@@

溶液#

&A6BA-

$

!C!-

!

D>!

继续孵育至

相应时间!终止培养!弃上清!

EFG

洗两遍!每孔加入

#&C!- H?G4

!振荡
#CA1+

!使结晶物充分溶解% 选择

=I!+A

波长! 在酶联免疫检测仪上测定各孔光吸收

值!记录结果!实验重复
=

次&

#:!:=

流式细胞术

取加药
>!0

的实验组及对照组的
#"#C

& 细胞
BA-

的单细胞悬液
C:#A-

! 加入
#CJ

鸡红细胞作为内参

标准!与样品同步染色!加入碘化丙叮'

EK

$'

&CA6BL

!

M*1M(+#N#CC #:CJ

$

#A-

! 在
=!

冰箱染色
DCA1+

!以

&CC

目铜网过滤!使样品成为合格的单细胞悬液!上

机检测 & 采用美国
F25OA,+ /()-M2*

公司生产的

PQ153#NL "

型流式细胞仪!激发光源为
#&AR

氩离

子激发光!激发波长为
=%%+A

!应用
PSQ(D! TH/

进

行免疫荧光数据分析!用
?)M1575-2 T9

分析软件对

H;T

细胞周期拟合分析& 细胞发出的荧光信号以组

方图或点阵图及数字表的形式在多道脉冲分析仪上

显示& 所得数据经计算机处理!调整仪器的
/9

值!

使稳定在
!J

之内& 采用
F,*-(612

细胞周期分析法(

<

)

将处于不同时期的细胞分成
D

部分! 即
U

C

BU

#

期*

G

期和
U

!

B?

期% 细胞增殖指数
VEKW

公式
XEK Y VGZU

!

B?W

BVU

C

BU

$

ZGZU

!

B? W"$CCJ

%

$:!:& [@\E/[

和
R23M2*+ F-(M

检测

转染后
=%0

! 实验
]

组和不加药对照组细胞分

别提取总
[;T

%据
@U^#$

基因序列!设计
E/[

反应

引物% 上游
&$#UU@///UT/@/T/@/TUT///U//#

//UU/TU#D$

!下游
&$#TT/@/T/@/TU@////U/@U

//@@U///T@UU#D$

!进行
[@\E/[

反应!总反应体

系
&C!-

% 反应条件+

I=!

预变性
&A1+

!

I=!

变性
DC3

!

<C!

退火
=C3

!

>!!

延伸
$A1+

!

D&

个循环!最后
>!!

延伸
&A1+

%

转染后
=%0

! 实验
]

组和不加药对照组细胞用

[KET

裂解液进行细胞裂解收集蛋白%

$C%

的
GHG#

ETUP

凝胶 ! 取
D!!-

总蛋白和
%!-

的
&&L(,_1+6

F)..2*

经煮沸
DA1+

后立即冰置
DA1+

后!上样%

$CC9

电压电泳
$0

% 转膜
!0

后!将膜浸入
F-(MM(

封闭液中

室温封闭
$:&0

% 与一抗的结合!在摇床上
=!

轻轻摇

动过夜%

$&@FG@

中摇动浸洗
D

次
&&A1+

% 将膜分别

浸入含相应二抗 '辣根过氧化物酶标记$ 的
F-(MM(

中!室温轻轻摇动
!0

% 在
$&@FG@

中摇动浸洗
D

次
&

&A1+

!洗去非特异结合的二抗%最后用化学发光检测

试剂盒'

E2*O1+ P-A2*

!

`GT

$检测!显影%

!"#

统计学处理

将实验数据整理 ! 用
PS52-

建立数据库 !用

GEGG$$:&

软件包进行统计分析!数据以
!'3

表示!组

间比较用单因素方差分析%

!

结 果

$"!

红景天苷对
;`#U/#D

细胞形态学影响

对照组
;`#U/#D

细胞贴壁生长!细胞呈多边形!

细胞贴壁生长状态良好!胞膜完整!胞浆饱满!立体感

显著!增长密度适中'图
$

$% 实验
,

组和
]

组大部分

细胞形态呈不规则或变圆!体积增大!细胞贴壁生长

较差!凋亡增多!少数细胞可见胞膜不完整!胞浆饱满

度较差!立体感不显著!胞浆中黑色颗粒增多% 实验
]

组较实验
,

组细胞形态变化程度高'图
!

*

D

$%

图
D

实验
]

组细胞形态!

"!CC

"

图
$

对照组细胞形态!

"!CC

"

图
!

实验
,

组细胞形态!

"!CC

"

D!!
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细胞数!
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$( !( )( '( &( *(

对照组
+,')"+,+' +,-)"+,+* !,#)"+,+% ),-+"+,+* *,%)"+,+. $","&"",".

实验
/

组
",)""","' ",*%"","' $,"-"","% !,"-"",". ),)."","* ',%*"","%

实验
0

组
",!&"","* ",&&"","! ",-""","& $,-%"",". !,-*"","& ',"*"","-

1

$

",""% ",""" ",""" ",""" ",""" ","""

1

!

",""! ",""" ",""" ",""" ",""" ","""

!"!

细胞计数法检测红景天苷抑制
#$!%&!'

细胞

生长结果

实验
/

组与
0

组
23#45#)

细胞生长增殖速度

明显低于对照组#其中
0

组抑制
23#45#)

细胞生长

的作用更显著!表
$

"$

!"' 677

检测红景天苷抑制
23#45#)

细胞生长结果

677

检测随着药物浓度增加# 细胞抑制率升

高#有剂量依赖关系%其次随着时间的延长#抑制细

胞生长的作用也增加#说明有时间依赖关系!表
!

"$

!"(

红景天苷对胃癌细胞
23#45#)

影响的流式细

胞术分析

实验
/

&

0

组细胞凋亡百分率分别为
!,')8

&

&,!+8

#明显高于不加药对照组
$,&-8

#与对照组相

比有显著性差异!

19+,+&

"%而
4

+

:4

$

期细胞数实验

/

&

0

组均显著高于对照组!

19+,+&

"%

;

&

4

!

:6

&增殖指

数
1<=8>

均低于对照组$ 实验
0

组
1<

与对照组相比

有显著性差异
=19","&>

#见表
)

$

!")

红景天苷对胃癌细胞
23#45#)

中
74?!$ @A#

2B

和
74?!$

的影响

实验
0

组细胞中
74?!$ @A2B

的水平为
=

设定

对照组为
$>$,%+"+,+&

#明显高于对照组!

19+,+&

"#有

显著性差异!见图
'B

"%实验
0

组细胞中
74?!$

蛋

白的表达水平为
=

设定不加药组为

$>$,.-"+,+*

#明显高于对照组!

19

+,+&

"#有显著性差异!见图
'C

"$

)

讨 论

肺癌是一种炎症相关的肿瘤'

)

(

$

当机体受到创伤或病原体侵入

时# 机体的免疫系统会被激活并且招募大量的炎症

细胞至损伤的部位#并且后者会分泌多种细胞因子#

包括炎症因子&趋化因子&黏附分子等$ 这些因子将

与细胞及细胞外基质在局部形成新的微环境# 从而

用于维持慢性炎症# 并且促进肿瘤的发生发展$ 其

中# 一个研究比较透彻的重要的细胞因子是转化生

长因子!

DE/FGHIE@JFK KEILDM H/NDIE!

#

74?!

"$ 以往的

研究表明#

74?!

与细胞的增殖&分化&迁移及凋亡

有关%在机体中参与了炎症反应&组织修复&骨骼形

成&胚胎发育等一系列重要的生物学过程$

74?!

信

号通路与某些人类疾病的发生密切相关# 是人类癌

症中最常改变的细胞信号通路之一 '

'

(

$ 在哺乳动物

细胞中#

74?!$

是
74?!

家族中最丰富的亚型!包括

74?!$

&

74?!!

和
74?!)

"$

74?!

信号通路关键的

信号传导分子为胞浆蛋白
G@/(G

#

G@/(G

可将
74?!

信 号 由 胞 膜 受 体 转 导 入 胞 核 内 $ 研 究 发 现 #

表
$

实验组与对照组各时间点细胞数!

!"G

"

FO'

#

注)

1

$

)实验
/

组分别与对照组相比%

1

!

)实验
0

组分别与对照组相比$

表
!

实验组与对照组各时间点细胞增殖的
677

值!

!"G

"

FO'

$

分组
PQ

值

'%M .!M

对照组
+,*+"+,+' +,%."+,+*

实验
/

组
+,'."+,+' +,*."+,+&

实验
0

组
+,')"+,+) +,*'"+,+'

1

$

+,++) +,++$

1

!

+,+++ +,+++

1

$

)实验
/

组分别与对照组相比%

1

!

)实验
0

组分别与对照组相比$

表
)

红景天苷对胃癌细胞
23#45#)

细胞周期%增殖指数
的影响!

!"G

"

FO'

$

4

+

:4

$

对照组
)',)+"!,%%

实验
/

组
'+,$."+,.&

实验
0

组
'',-+"!,)-

1

$

+,+)-

1

!

+,++)

分组
;

&),%+"%,&*

'-,*+"),&!

'.,-."*,!$

+,.$.

+,&')

4

!

:6 1<=8>

$',%."$,)* *%,..".,'$

$+,!)"),'% &-,%)"+,%'

.,$."&,&$ &&,$'"!,'$

+,)*& +,$$)

+,$+- +,+!'

注)

1

$

)实验
/

组分别与对照组相比%

1

!

)实验
0

组分别与对照组相比$

!,++

$,%+

$,*+

$,'+

$,++

$,!+

$,++

+,%+

+,*+

+,'+

+,!+

+,++

!,++

$,%+

$,*+

$,'+

$,++

$,!+

$,++

+,%+

+,*+

+,'+

+,!+

+,++

实验
0

组 对照组 实验
0

组 对照组

相
对

@
A
2
B

水
平

相
对

蛋
白

水
平

B C

B$ A7R15A

检测
74?!$

@A2B

的表达水平
C$STGDTEF CUID

检测
74?!$

蛋白的表达

图
'

实验
0

组和对照组
74?!$ @A2B

和
74?!$

蛋白
的表达检测

)!)
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<=>!

!

3?,@3

信号转导通路调控了多种与基质降

解" 肿瘤细胞侵袭有关的酶# 如
5,A02B31+

家族"

CCD3

"

)DE

"

/4F!!

等#以及一些细胞因子如
9G=>

$

研究表明#

<=>!$

抑制正常肠上皮细胞增殖#促进

大肠癌恶性细胞的生长 %

&

&

' 在正常细胞癌变初期#

<=>!$

启动细胞分化或凋亡#抑制细胞增殖#通常

被认为是肿瘤抑制基因' 然而# 在晚期肿瘤# 由于

<=>!$

能够刺激血管生成# 促进上皮向间质转化#

促进细胞运动和转移#反而成为促进因子 %

H

&

' 因

此 #

<=>!$

扮演着肿瘤抑制基因和癌基因的双重角

色'

<=>

超家族的许多成员受到
?1I;E3

调控#如

?1I!!!J

通过靶定
3?,@J

调控
<=>!K3?,@3

途径 %

L

&

(

<=>!$

的
M"!N<I

)

MOL +A

长*区有多个
?1I;E3

的

靶位点# 某些
?1I;E3

的表达水平也受到
<=>!

信

号通路的调节%

%

#

P

&

'

红景天苷是一种抗氧化剂%

$

&

#可清除自由基#防

止过剩自由基对细胞内核酸+ 蛋白质酶系及脂质等

形成破坏性改变而导致基因表达失控#因此#具有抗

缺氧"抗衰老"抗病毒"抗疲劳"抗肿瘤"增强免疫力

等作用' 细胞凋亡是一种非常复杂的生理和病理过

程# 是细胞主动参与的自杀机制' 近来认识有所深

入#无论药物的靶点何在#多种化疗药物最终是通过

凋亡或肿瘤细胞坏死而达到治疗目的' 本研究中通

过形态学观察" 细胞计数法和
C<<

法对
;N!=/!M

细胞的增殖检测结果进行分析# 实验组细胞较对照

组增殖明显减慢# 说明红景天苷可能起到抑制癌细

胞增殖的作用' 通过流式细胞术分析细胞凋亡和细

胞周期改变# 发现一定浓度的红景天苷可以抑制

;N!=/!M

细胞的增殖# 并可诱导其细胞发生凋亡'

红景天苷对胃癌细胞
;N!=/!M

的影响具有剂量依

赖性和时间依赖性'

=

"

K=

$

期细胞数实验
,

"

Q

组均显

著高于对照组)

DR":"&

*#

S

"

=

!

KC

"增殖指数
DTUVW

均

低于对照组# 说明红景天苷抑制细胞的增殖是通过

抑制细胞从
=

O

K=

$

进入
X;E

合成期#和细胞的分裂

期# 而使过多的细胞处于静止期# 促进了胃癌细胞

;N!=/!M

的凋亡' 为了进一步研究红景天苷促进胃

癌细胞
;N!=/!M

凋亡的分子机制#分别用
I<YD/I

和
Z23A2*+ [-(A

检测了红景天苷对
;N!=/!M

细胞中

<=>!$ ?I;E

水平和蛋白水平表达的影响' 结果提

示 # 红景天苷促进胃癌细胞
;N!=/!M

中
<=>!$

?I;E

和
<=>!$

蛋白的表达' 提示
<=>!

信号通路

在肿瘤的发生发展中发挥重要的作用' 可能是由于

<=>!$

阻滞
/75-1+G

"

/75-1+X

的表达及其与相应的

/X\!

"

/X\J

"

/X\H

的结合# 使细胞不能从
=

$

期进

入
S

期#促进了胃癌细胞
;N!=/!M

的凋亡' 在胃癌

;N!=/!M

细胞中# 红景天苷抑制细胞增殖# 促进了

<=>!$

的表达#从而影响了细胞周期#使静止期细

胞增加#促进了凋亡'总之#研究结果提示#红景天苷

可阻抑
;N!=/!M

细胞的生长增殖及促进其凋亡#其

可能机制之一是通过促进
<=>!$

的表达#从而干扰

了细胞周期' 这对研究红景天苷对胃癌的作用以及

临床用药提供了一些依据# 但其具体的作用机制仍

有待进一步研究'
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