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摘 要
!

%目的& 研究三苯氧胺"

GC?

'联合低剂量苦参碱对人乳腺癌
;4+<!=>

细胞的
增殖抑制及作用机制( %方法& 用

?GG

法检测各组细胞的抑制率!克隆形成实验检
测对细胞增殖的影响! 流式细胞仪检测细胞凋亡率!
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法检测
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;4,!!

蛋白表达( %结果&

GC?

对
;4+<!=>

细胞增殖具有明显抑制作用!且具有剂量
和时间依赖性!与低剂量苦参碱联合!其抑制作用明显增强( 药物作用
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后!与对照组相比!

GC?

组的凋亡率均明显增高*
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'#与
GC?

组相比!联合组
的凋亡率均明显增高*
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检测发现!与对照组相比!
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组
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蛋白表达增加!
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蛋白表达降低#与
GC?

组相比!联合组
<J=

)
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蛋白表达
增加!

;4,!!

蛋白表达降低( %结论& 低剂量苦参碱能促进
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对
;4+<!=>

细胞增殖
抑制作用!其作用机制与增加
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蛋白表达!降低
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蛋白表达!促进细胞凋
亡有关(
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一! 占全身

各种恶性肿瘤的
>WX$"W

%

$

&

!乳腺癌是一种激素依赖

性肿瘤!三苯氧胺*

A+@'H0-1*

!

GC?

'是一种雌激素受

体*

12A)'51* )141<A')

!
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'阻断剂!已经广泛应用于乳

腺癌雌激素受体)孕激素受体*
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!
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'阳性患者的辅助治疗和解救治疗!然而!长期应

用
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可促进子宫内膜癌及血栓形成等危险%

!
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相关研究发现!苦参*

2'</')+ -,+Y1241*2 +0A

'的

主要活性成分苦参碱*

@+A)0*1

'可以抑制多种肿瘤细

胞增殖!诱导肿瘤细胞分化!促进细胞凋亡(该实验以

人乳腺癌
;4+<!=>

细胞为研究对象! 探讨
GC?

联合

低剂量苦参碱对
;4+<!=>

细胞增殖抑制作用机制(

$

材料与方法
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材料与仪器

细胞! 人乳腺癌
;4+<!=>

细胞株购自上海中科

院细胞所(

药物! 苦参碱注射液购自广州白云山明兴制药

有限公司*批号+

"O"!"L
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试剂和仪器! 标准品
GC?

为欧洲药典生产!纯

度
ZOO#

!分子量为
JP=9P

!溶于无水酒精!冰箱储存

备用(
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高糖培养液购自杭州宏博生物工程有
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京'有限公司(
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粉)
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方 法

细胞培养!用含
$"W

胎牛血清的
[?S?

高糖培

养液!于
=>$

)

JW.3

!

的孵箱中培养人乳腺癌
;4+<!

=>

细胞!以
$%!X$%=

传代(

?GG

法检测药物对细胞的抑制率!

;4+<!=>

细

胞按每孔
L """

个细胞
a#II!,

接种于
OP

孔板!贴壁
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!倒去培养液!分别加入不同浓度的
GC? #II!,

!

浓度为
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)
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)
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! 另设对
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'!每组设
%
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和
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后"每孔加入
)*+,*- .//

液
$)!-

"

继续培养
&(

"吸去上液"每孔加入
0.12 #)3!-

"摇

床上摇晃
$4*56

# 用酶标仪检测
))46*

处各孔吸光

值
20

))4

" 计算各组抑制率" 细胞抑制率
7

$对照组

20

))4

8

试验组
20

))"

%

,

对照组
20

))"

!$""9

# 实验重复

:

次"计算
/;.

的
<=

)"

&

<=

:"

和
<=

!"

值#

克隆形成率实验!以低浓度苦参碱注射液$

%"*+>?

%&

/;.

$

!@A*+>?

%为研究药物浓度"设对照组&苦参碱

$

%4*+>?

%&

/;.

$

!@A*+>?

%& 苦 参 碱 $

%4*+>?

%

B/;.

$

!@A*+>?

%

&

组 $以下实验同%#

CDEF":'

细胞贴壁

!&(

"加入实验药物"继续培养
&%(

"消化计数"每组

分别接种
CDEF":'

细胞
&""

个
>

培养瓶" 继续培养
!

周"

GC1

漂洗两次"每孔加入甲醇
:*-

"固定
$)*56

"

弃固定液"加适量姬姆萨染液染色"自然干燥"肉眼

直接计数克隆"计算克隆形成率# 克隆形成率
7

克隆

数
>

接种细胞数
!$""9

#

流式细胞仪测定细胞凋亡率!

CDEF":'

细胞按

每瓶
$"!$"

& 接种"设对照组&苦参碱组&

/;.

&苦参

碱联合
/;. &

组"贴壁
!&(

"加入实验用药"继续培

养
!&

&

&%

&

'!(

" 胰酶消化"

$ !""H>*56

离心
A*56

"收

集各时间点细胞# 将各组细胞经
GC1

液漂洗
!

次"

按
;66IJ56I>G<

试剂盒操作"上流式细胞仪检测细胞

凋亡率"每份标本计数
$4 444

个细胞"实验重复
:

次#

KILMIH6 N-OM

检 测
F):

"

CEJ

"

CD-"!

蛋 白 表 达 !

KILMIH6 N-OM

检测药物作用
&%(

后各试验组细胞

F):

&

CEJ

&

CD-"!

蛋白表达情况"按说明书操作#

!"#

统计学处理

应用
1G11#A@3

统计软件" 计量资料用均数
#

标

准差$

!#L

%表示"检验方差齐性"均数间两两比较用

单因素方差分析"多组均数间比较用方差分析"

P

检

验"以
GQ3@3)

为差异有统计学意义#

!

结 果

$!! /;.

对
CDEF":'

细胞增殖的影响

由表
#

可见" 与对照组相比"

/;.

对
CDEF":'

细胞具有明显抑制作用"且随着药物浓度增加$

3@#

&

3@)

&

!@3

&

:@)

&

)@3

&

A@)

&

%@3*+>?

%& 药物作用时间延长

$

!&

&

&%

&

'!(

%"平均抑制率逐渐增加"呈现剂量和时

间依赖效应#

/;.

作用于
CDEF":'

细胞
!&

&

&%

&

'!(

的
<=

)3

分别为
)@!'A

&

!@A'A

&

#@AR:*+>?

"

<=

:3

分别为

#@:A:

&

3@%!'

&

3@))A*+>?

"

<=

!3

分 别 为
3@)'A

&

3@:R!

&

3@!'&*+>?

#

$!$

苦参碱!

/;.

对细胞克隆形成率的影响

对照组& 苦参碱组&

/;.

组和联合组每
&33

个

细胞形成的克隆数分别为
%'#!@)!

&

'%#!@3%

&

)&#

!@)!

和
&&#!@)!

"与对照组相比"单药组的克隆数明

显下降"与
/;.

组相比"联合组的克隆数明显下降"

差异均具有统计学意义$

P7!3'@R33

"

GQ3@3#

%# 结果

提示"

/;.

可以抑制
CDEF":'

细胞增殖" 而且联合

低剂量苦参碱可以增强其对
CDEF":'

细胞的生长抑

制作用#

$"#

苦参碱!

/;.

对细胞凋亡率的影响

由表
!

可见"药物作用
!&

&

&%

&

'!(

后"与对照组

相比"

/;.

组的凋亡率均明显增高"与
/;.

单药组

相比"联合组的凋亡率均明显增高$

GQ3@3#

%"差异均

具有明显统 计学意义 $

GQ3@3#

%"

P

值 为
::#@3:%

$

!&(

%&

:)R@A:3

$

&%(

%&

A:3@&)A

$

'!(

%# 并以作用
&%(

后的细胞凋亡最为明显#

$!% KILMIH6 N-OM

检测
F):

!

CEJ

!

CD-"!

蛋白表达

从图
#

中可以看出" 与对照组相比"

/;.

组

F):

&

CEJ

蛋白表达增加 "

CD-"!

蛋白表达降低 # 与

/;.

组相比" 联合组
F):

&

CEJ

蛋白表达增加"

CD-"!

蛋白表达降低#

表
#

不同浓度
/;.

作用
!&

!

&%

!

'!(

后对
CDEF":'

细胞
生长抑制率"

S

#的比较

/;.

浓度
T*+,?U !&( &%( '!(

" " " "

"@$ R@:"#"@"R $$@:"#"@"% $)@R"#"@$:

"@) $'@'"#"@$! !"@&"#"@$" !:@$"#"@")

!@" !A@$"#"@": ::@:"#"@"& :'@%"#"@"'

:@) &"@""#"@"$ &%@R"#"@"A )&@!"#"@":

)@" &'@%"#"@$$ )'@$"#"@$: A$@$"#"@$"

A@) ))@A"#"@"& A)@)"#"@"& '!@""#"@"%

%@" A)@R"#"@"! %!@""#"@"% R$@R"#"@"R

表
! P=.

检测药物作用
!&

!

&%

!

'!(

后各组
CDEF":'

细胞的凋亡率"

9

#

组别
!&( &%( '!(

对照组
!@%A#":$ :@$"#"@)" !@R'#"@!&

苦参碱组
&@'%#"@&& A@R"#"@$R )@):#"@:"

/;.

组
$$@!!#"@A&

V

$&@%&#"@R&

V

$:@$"#"@&!

V

联合组
$'@':#"@R'

V!

!:@%R#$@RR

V!

!"@R$#"@RA

V!

注'与对照组比较'

V

GQ"@"$

(与
/;.

组比较'

V!

GQ"@"$

#

%&$
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讨 论

内分泌治疗是乳腺癌全身治疗的重要手段之

一!

<=>

是一种雌激素受体调节剂"通过在细胞水

平阻断雌激素与其受体结合而起到抗雌激素作用"

对绝经前和绝经后乳腺癌患者都具有确切疗效! 有

研究证实#

?

$

"

<=>

能通过调节乳腺癌
>.@!A

细胞的

B+C

和
B4,!!

水平"从而促进肿瘤细胞的凋亡! 苦参

碱是从苦参根%苦豆子中提取的一些生物碱等"其分

子结构为
.

$D

E

!?

:

!

3

#

D

"

F

$

"苦参碱可抑制多种肿瘤细胞

增殖%诱导细胞分化"促进凋亡"并且"与化疗药物联

合能显著增强化疗药物的疗效#

D"$$

$

"成为抗肿瘤治疗

一个新的研究热点! 体外实验证实"苦参碱和
<=>

均可诱导乳腺癌
>.@!A

细胞凋亡 #

?

"

$!

$

"因此"理论上

两者联用存在效果增强的可能! 该试验选用低剂量

的苦参碱与
<=>

联合使用"旨在排除细胞毒的相加

作用"观察苦参碱增强
<=>

的抗肿瘤作用!

该研究发现"不同浓度
<=>

对人乳腺癌
B4+G!

;A

细胞生长具有明显抑制作用"且随着药物浓度增

加%作用时间延长"抑制率也逐渐增加"呈现剂量和

时间依赖效应!进一步行克隆形成率实验证实"低剂

量苦参碱与
<=>

联合使用" 能显著增强
<=>

对

B4+G!;A

细胞的抑制作用"差异具有统计学意义&

HI

J9"$

'! 通过流式细胞仪检测发现"药物作用
!?

%

?%

%

A!/

后" 与对照组相比"

<=>

组的凋亡率均明显增

高"与
<=>

单药组相比"联合组的凋亡率均明显增

高&

HI"9"$

'"差异均具有显著统计学意义&

HI"9"$

'"

并以作用
?%/

后的细胞凋亡最为明显!

细胞凋亡的发生机制十分复杂" 与许多基因表

达有密切关系"其中
B4,!!

家族倍受瞩目"它通过表

达的蛋白发挥促进或抑制细胞凋亡的作用!

B4,!!

和

B+C

分别是
B4,!!

家族中最具代表性的抑制凋亡和

促进凋亡基因" 并且
B+C

是
B4,!!

活性的主要调控

因子" 是
B4,!!

家族中研究最广泛的促凋亡蛋白!

B4,!!KB+C

是决定凋亡的一个重要因素#

#;

$

!在细胞中"

当
B+C

表达量较高时" 形成同源二聚体
B+CKB+C

"促

进细胞凋亡"当
B4,!!

表达量较高时"形成异源二聚

体
B4,!!KB+C

"抑制细胞凋亡 #

#?

"

#D

$

!

B4,!!KB+C

比值对

决定细胞是否进入凋亡状态有重要意义" 是决定对

细胞凋亡抑制作用强弱的关键因素#

#F

"

#A

$

! 细胞死亡

是通过
GD;

依赖或非依赖两条途径进行调节的"而

高效的细胞凋亡必须通过
GD;

途径#

#%

$

!

GD;

基因包

括野生型
GD;

基因&

L0,M N6G1 GD;

"

LNGD;

'和突变型

图
$ <=>

与苦参碱单药或联合对
B4+G!;A

细胞
GD;

!

B+C

!

B4,!!

蛋白表达水平的影响

GD;

B+C

B4,!!

!!+4N0*

对照组 苦参碱组
<=>

组 联合组

对照组 苦参碱组
<=>

组 联合组

"9F

"9D

"9?

"9;

"9!

"9$

"

比
率

&

G
D
;
K
!
!
+
4
N
0
*

'

对照组 苦参碱组
<=>

组 联合组

"9F

"9D

"9?

"9;

"9!

"9$

"

比
率

&

#
+
C
K
!
!
+
4
N
0
*

'

对照组
<=>

组 联合组

"9F

"9D

"9?

"9;

"9!

"9$

"

比
率

&

$
+
C
K
!
!
+
4
N
0
*

'

苦参碱组

%?!
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基因 !

)*+,-+ +.&/ &'(

"

)+&'(

#"

0+&'(

基因对细

胞凋亡有促进作用"

)+&'(

则可抑制细胞凋亡的发

生"两者均参与细胞凋亡的调节$ 研究表明"

&'(

的

凋亡调节作用是通过上调
1,2

和下调
134!!

或
134!24

等实现的" 通过它们的相互作用调节细胞线粒体的

通透性"从而影响下游的促凋亡基因的功能$

&'(

活

性增高可迅速下调
134!!

基因的表达" 当
&'(

基因

敲除"

134!!

蛋白水平明显增高$ 基因调节凋亡与其

调节
134!!

家族蛋白有明显的相关性" 可能是调节

134!!

家族蛋白的重要因素%

$5

"

!"

&

$ 与此相符的"该实

验通过
6/7+/8- 94:+

检测发现"与对照组相比"

;<=

组
&'(

'

1,2

蛋白表达增加"

134!!

蛋白表达降低$ 与

;<=

组相比" 联合组
&'(

'

1,2

蛋白表达增加"

134!!

蛋白表达降低$ 因此"低剂量苦参碱促进
;<=

诱导

乳腺癌
13,&!(>

细胞凋亡的机制可能与调节
&'(

'

1,2

'

134!!

蛋白有关$

从理论上讲"

;<=

的浓度越高" 对乳腺癌细胞

的抑制作用越强"具有明显的剂量相关性$ 然而"长

期应用
;<=

可促进子宫内膜癌增生及血栓形成等

危险"临床上使用的
;<=

在避免加重其不良反应的

前提下采用的是较低的剂量!

!")?@A

("因而"如果能

够提高同等浓度下
;<=

的抗癌活性"则对提高临床

疗效具有一定参考价值$ 近年来" 很多研究已经表

明" 中药提取物苦参碱是一种高效低毒的抗肿瘤药

物" 与多种化疗药物联合能显著增强化疗疗效"并

且"该试验也证实了低剂量苦参碱能促进
;<=

对人

乳腺癌
13,&!(>

细胞的抑制作用" 其作用机理与增

加
&'(

'

1,2

蛋白表达"降低
134!!

蛋白水平"从而诱

导细胞凋亡有关$然而"这种实验结果与人体内药物

作用结果是否一致"目前尚难定论"该实验只是初步

报告"尚待临床进一步验证$
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