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摘 要
!

$目的% 研究金水鲜胶囊联合放疗对肺腺癌
'()%

细胞增殖的抑制作用!同时检
测采用两者联合治疗对肺癌细胞分泌的

*+,-

蛋白及
?BG'

表达的影响& $方法% 体外
培养肺腺癌

'()%

细胞!将处于对数期的
'()%

细胞随机分为
)

组'空白对照组(

G=

#)

金水鲜组
HIJKL

)放疗组
HBMN

以及金水鲜与放疗联合组
OIJKPBMN

!其中联合组又按照时序
不同分为

$

个亚组
Q

先金水鲜后放疗组
HIJK!BMN

!先放疗后金水鲜组
HBM!IJKN

!同时金
水鲜联合放疗组

HIJKPBMN

*

RMM

法计算细胞生长抑制率!

+E.J'

法测定
*+,-

蛋白表达
的含量!

BMST=B

技术检测各处理组
*+,- ?BG'

的表达变化* $结果%

!

与对照组相
比! 各处理组肺腺癌细胞的生长速度随时间的改变都受到不同程度的抑制! 其中以
IJKPBM

组最为明显!

BM

组其次!

IJK

组抑制肺腺癌细胞的增殖程度不如其他两个实验
组*

IJKPBM

组抑制细胞增殖程度与空白对照组+

IJK

组)

BM

组相比!均具有显著统计学
差异(

TUVW"(

#,

"

各处理组细胞表达的
*+,-

蛋白含量有所下降!其中
IJK

组及
IJKP

BM

组在
)X<

时
*+,-

蛋白表达量下降的作用明显!与空白对照组及
BM

组相比!差异
有显著统计学意义

HTU"W"(N

,

#

与空白对照组相比!各处理组
*+,- ?BG'

的表达均表
现出下降趋势!在

)X<

时
IJK

组及
IJKPBM

组与空白对照组)

BM

组相比!差异有显著统
计学意义(

TU"W"(

#!

BM

组与空白对照组相比!差异有明显统计学意义(

TU"W"(

#,$结论%

金水鲜联合放疗可显著抑制肺腺癌
'()%

细胞增殖! 下调
*+,-

蛋白以及
?BG'

的表
达!间接降低新生血管的生成速度和数量!考虑为金水鲜胶囊在影响血管生成方面能
增加放疗对肺癌的杀伤作用,

主题词!金水鲜胶囊-放射疗法-肺肿瘤-

'()%

细胞-血管内皮生长因子
中图分类号!
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目前肺癌仍然是国内外发病率与死亡率都位居

前列的恶性肿瘤之一!放射治疗在
Y(]

左右的肺癌

患者中是一种不可或缺的治疗方法! 但因肿瘤不能

控制)局部复发或转移!

(

年生存率始终较低, 近年

来! 具有抗肿瘤血管生成作用的中药由于其价格便

宜)副作用低!已受到肿瘤界学者的广泛关注, 金水

鲜胶囊是取材于鲜活动物! 根据中医药扶正驱邪的

理论!在金龙胶囊有效成分的基础上加用鲜蛤蚧)鲜

西洋参)冬虫夏草,同时金水鲜胶囊含有生理活性多

肽)核苷酸以及蛋白水解酶)淀粉酶)脂肪酶和精氨

酸脂酶等多种酶类! 对于癌症患者生理免疫活动的

调节起着十分关键的作用, 血管内皮生长因子
O^8;!

4218: 3/659<31A81 F:579< 08495:

!

*+,-N

通过促进肿瘤

血管和淋巴管的形成参与多种肿瘤的生长和转移,

肺癌作为一种富含血管的实体肿瘤!

*+,-

在其形

成)转移和复发中起到重大作用,缺氧是
*+,-

表达

增加的主要原因! 而非小细胞肺癌组织中的缺氧情

况致使
*+,-

表达增加! 使肿瘤组织对放化疗的敏

感性降低!出现肿瘤的生长和转移,本项目研究现代

鲜药金水鲜胶囊抑制血管生成的作用! 进一步探讨

与放射治疗联合治疗肺癌的作用及可能机制,

Z

材料与方法

!"!

试验药物与试剂

金水鲜胶囊冻干粉 (北京建生药业有限公司惠
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赠!用生理盐水稀释"经
=;!!!>

微孔滤膜过滤"配

成
?=>6@>-

金水鲜胶囊悬液#

ABB

细胞增殖及细胞

毒性检测试剂盒 $南京凯基生物" 货号%

CDE$9!

!#

9&F=

培养基 $

D1G5(

" 货号%

$#H==!=!!

!" 胎牛血清

$

D1G5(

"

#==%%!#F#

!"

5I<E

第一链合成试剂盒$

J2*>2+!

K,3

"货号%

LC9&!!

!"

IM!=== I<E A,*N2*

$

BECEOE

"货

号%

I?=#E

!"

IM#?=== I<E A,*N2*

$

BECEOE

"货号%

I?=!E

!&

!"#

实验细胞

人肺腺癌
E?F%

原代细胞 $购于武汉大学中南

医院肿瘤研究所!" 肺腺癌细胞常规培养于含
#=P

胎牛血清的
OQAR 9&F=

培养液"培养液中加入青霉

素
9==RS@>-

和链霉素
9==!6@>-

" 置于
$T"

'

?P

的

/4

!

培养箱中培养"每
!U

换液
9

次"显微镜下观察

到癌细胞表现为贴壁生长" 长满后以
=;=?P

胰蛋白

酶'

=;=!P VIBE

消化传代"取对数生长期的细胞进

行实验&

!"$

实验设备

美国
:,*1,+

公司
!$VW

直线加速器"

/4

!

恒温

培养箱$

XE<Y4

"型号%

A/4!#?E/

!"可见(紫外光

微孔板检测仪" 倒置显微镜 $

4MYAQSX

" 型号%

RW?#

!"低速离心机$

VZZ2+U(*.

"型号%

?T=!O

!"全自

动酶标仪 $

B02*>(

" 型号%

ASMBRXCE< AC$

!"

Q/O

台式高速冷冻离心机$

XRDAE

公司!"

Q/O

检测系统

$

E[RT?==

!$宏石公司!&

!"%

实验分组及处理

将培养好的肺癌
E?F%

细胞随机分为
F

组%空

白对照组$

</

!'金水鲜组
\'XW]

'放疗组
\OB]

以及金

水鲜与放疗联合组" 其中联合组又按照时序不同分

为
$

个亚组
^

先金水鲜后放疗组
\'XW!OB]

"先放疗

后金水鲜组
\OB!'XW]

" 同时金水鲜联合放疗组

\'XW_OB]`

&

"

空白对照组%向培养液中加入
!=!-

的

生理盐水#

#

放射治疗组%使用
&A2:

电子线照射"

肿瘤表面覆盖
=;?5>

的组织等效材料" 源皮距
XXI

取
9==5>

& 放疗剂量为
!D7@

次"单次照#

$

金水鲜胶

囊组向培养液中加入金水鲜胶囊悬液
!=!-

#

%

放射

治疗
#

金水鲜胶囊组再分为先放疗后给药$

U

9

放疗"

U

!

给药!'先给药后放疗$

U

9

给药"

U

!

放疗!'同时治疗

$放疗后半小时内给药!"

$

个亚组给药方法和放疗

剂量同单纯放疗组和单用金水鲜组&

!"&

方 法

9;?;9 ABB

试验

细胞正常传代"计数"将细胞密度调整到
9$9=

F

个
@9==!-

"接入
%&

孔板"每孔
9==!-

细胞悬液"

$T"

培养过夜& 每块
%&

孔板均同时设空白组"即孔内加

入
9==!- IAVA

培养基"不含细胞#在细胞孔周围

孔内加入
9==!-

无菌
Q[X

& 按实验分组分别处理细

胞%将金水鲜胶囊悬液加入细胞孔内#空白对照组加

入相同体积生理盐水#联合组按拟定时间进行给药"

每组
$

个复孔"

$T"

培养&各个实验组在相应处理后

分别培养
&

'

9!

'

9H

'

!F

'

FH0

后每孔加入
?=!- 9$ABB

$用
I1-)K1(+ [)..2*

将
?$ABB

稀释成
9$ABB

!"

$T"

培养
F0

&小心吸出孔内液体"加入
9?=!- @

孔
IAX4

"

低速振荡
9=>1+

"使紫色结晶溶解&

4I

?T=

测定各孔

吸光值"以
E

?T=

间接反映存活细胞数量&计算肿瘤细

胞增殖抑制率%增殖抑制率$

P

!

a

$对照组
E

值
b

实

验组
E

值!

@

对照组
E

值
$9""P

&以上实验重复
$

次"

$

次结果取均值统计处理&

9;?;! VMRXE

法检测细胞分泌的
:VDJ

蛋白含量

细胞处理结束后第
"

'

&

'

9!

'

9H

'

!F

'

FH0

收集上

清液"备用& 按
VMRXE

试剂盒步骤检测细胞分泌的

:VDJ

蛋白含量$具体按试剂盒说明操作!&

实验开始前"各试剂均应平衡至室温"试剂或样

品配制时"均需充分混匀"并尽量避免起泡& 分别设

空白孔'标准孔'待测样品孔#空白孔加样品稀释液

9""!-

"余孔分别加标准品或待测样品
9""!-

#给酶

标板覆膜"

$T"

孵育
!0

"弃去液体"甩干"每个孔中

加入
I2K25K1(+ EG

工作液
9""!-

$在使用前
9?>1+

内

配制!"酶标板加上覆膜"

$T"

温育
90

#弃去孔内液体"

甩干"洗板
$

次"每次浸泡
9%!>1+

"大约
$?"!-@

孔"甩

干并在吸水纸上轻拍将孔内液体拍干&每孔加
cOQ

/(+d)6,K2

工作液 $临用前
9?>1+

内配制!

9""!-

"加

上覆膜"

$T&

温育
90

#弃去孔内液体"甩干"洗板
?

次"方法同步骤
$

#每孔加底物溶液
9""!-

"酶标板加

上覆膜
$T&

避光孵育
9?>1+

# 每孔加终止液
?"!-

"

终止反应" 此时蓝色立转黄色" 立即用酶标仪在

F?"+>

波长测量各孔的光密度 $

4I

值!" 计算出

:VDJ

的含量&

9;?;$ OBbQ/O

法测定各组细胞中
:VDJ

基因的表达

Q/O

引物由武汉金斯瑞公司合成&

O2,-!K1>2

Q/O

引物设计
&!,5K1+!B

>

a?&

"

&!,5K1+ J

%

?'!/E/DEB!

F9H
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!

!!+,-./ 0

"

1" !*(((!

'())*)*(*'))(()()('*!$"

#

234356'7 ( 89(

链长度为
#::;<

!

2343 56'7 ( 7= 1" !(('*))*'!

'(')'*'*()'**' !$"

!

2343 56'7 ( 0= 1" !

)'**)'***(()*)((')*'))*)!$"

#

实时
>)0

反应体系
!1"?

! 内含
1#

实时
>)0

@ABBCD 1"?

!

$"""43?EF G9*>

!

1443?EF HI)?

!

!上下游

引物各
!JK/43?EF

!相应荧光探针
L!"/43?EF

!

*+M

酶

LN!1O

!

,89( !"?

!水补齐到
!1"?

#

%1$ $4./

后!按

下述条件进行循环
=%1$ L1P

!

&1$ !1P

!

Q"

个循环!

每个样本设
$

个平行反应# 换取内参照
>R

基因
S

编

码人酸性核糖体磷酸蛋白
T

的引物和探针!按前述同

样条件进行
0*U>)0

检测# 结果数据采用
03-3D!

'C/C 0C+?!*.4C (/+?VP.P W3B-X+DC

进行定量分析!以

测定各组细胞中
56'7

基因表达的变化#

!"#

统计学处理

使用统计软件
W>WWLYNK

对实验数据进行统计

分析!结果以均数
%

标准差$

!%P

%表示&多组均数间比

较使用
7

检验!

>ZKNK1

为差异有统计学意义&

!

结 果

$"!

肺腺癌
(1Q%

细胞的生长抑制作用

不同处理方法对肺腺癌
(1Q%

细胞的生长均有

抑制作用!且随时间的增加而加强!具有明显的时效

性!其中
[W\]0*

组与
0*

组对肺腺癌
(1Q%

细胞的

生长抑制作用更为明显&另外!不同时序放疗联合金

水鲜处理组间!不同时间点的生长抑制率$

^0

%相比!

统计学上并无显著差异'不同时间点!放射组对细胞

生长抑制值与金水鲜组的差异具有统计学意义$

7_

!N$L

!

>ZKNK1

%$

*+;?C L

!

7.IADC LT

&

$"$ 6F^W(

法检测联合治疗后肺腺癌
(1Q%

细胞

表达
56'7

的情况

在处理前各组肿瘤细胞
56'7

表达量无差异

%&'() ! *+,-'-.-/+ 0&.)1 /2 3-22)0)+. 3).)4.-/+ .-5)1 -+ .,) 6 70/891

!

:

"

!!1

#

8C-C,-.3/ -.4CS`T

*CP-

/A4;CD

^/`.;.-.3/ D+-C

[W\ 0* [W\!0* 0*![W\ [W\]0*

& $ LN%K:%KN:!Y LKNY$!%LN!!Y !1N!&&%KN1LY L%NL1Q%KNL1% !LN$K$%KN$:%

L! $ !NL:%%KN:L1 LYN:%K%KN11$ $&N!$Y%KN!&: !YNKQ$%KNL!! $LN:KQ%KNQ1$

L: $ 1N$Y$%KN$Q$ !1NK1$%KNQK1 Q$NY%:%KN!$: $QN%!&%KN&1Q QKN!L&%KNQ&L

!Q $ YN:K:%KNQ$$ $KNQ:Y%KNQ:L 1$N:$:%KN$Q& Q!N$Y:%KN!&L Q&N1KL%KNLY1

Q: $ L$N&KL%KN1:$ Q$NLL&%KN$Q1 &&N:LQ%KN$$Q 1%NQYY%KNQ:& &$NY&!%KNQ!:

;-780) ! *+,-'-.-/+ 0&.)1 /2 3-22)0)+. 3).)4.-/+ .-5)1 -+ .,) 6 70/891

:KNKK

YKNKK

&KNKK

1KNKK

QKNKK

$KNKK

!KNKK

LKNKK

KNKK

&`

L!`

L:`

!Q`

Q:`

^
/
`
.
;
.
-
.
3
/
D
+
-
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"# 处理后肿瘤细胞
:@AB

表达量除空白对

照组及
CD

组外# 均明显减少$

'EFGCD

%

'EF!CD

%

CD!'EF

组之间
:@AB

表达量无明显差别 !

=>

";"?

"#但是
'EFGCD

组与其他
'EF

%

CD

%空白对照组

有明显差别!

BH?;II

#

=J";"9

"&

'EF

组与其他各组之间

也有明显差异!

BH&;9!

#

=J";"9

"!

D,K-2 !

#

B16)*2 !

"$

!"# CDL=/C

法测定各组肺腺癌细胞
:@AB

基因

的表达情况

与空白对照组相比# 除
CD

组外# 各处理组

:@AB!MC<N

表达均表现 出下降趋势 #

'EFGCD

%

'EF!CD

%

CD!'EF

各组之间
:@AB MC<N

表达量

无明显差别!

=>";"?

"#但是
'EFGCD

组与其他
'EF

%

CD

% 空白对照组有明显差别 !

BH$;?$

#

=J";"9

"&

'EF

组与其他各组之间也有明显差异 !

BHI;!$

#

=J";"9

"

!

D,K-2 $

#

B16)*2 $

"$

$

讨 论

应用中药抗肿瘤血管生成作用给放疗增敏具有

较强的临床应用潜在价值和独特的优势'
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草药种类繁多!价格便宜!但由于缺乏更为系统和科

学的机理研究!一直都得不到广泛的应用"研究成功

可以为患者带来经济实惠#

!

中药抗肿瘤药物一般

无明显骨髓毒性! 也为因体力状态不佳等因素不宜

接受常规放化疗的患者带来福音#

"

中药成分复杂!

具有综合作用"金水鲜胶囊已有的研究表明!可以增

强免疫力!辅助抵抗肿瘤!无并发症!无严重不良反

应!集营养$代谢$免疫$肿瘤坏死因子等作用!调节

机体的平衡"

目前! 金水鲜胶囊已在临床上应用于治疗原发

性肝癌$肺癌$胃癌等多种恶性肿瘤!取得了改善症

状$提高生存质量$延长生存期等良好效果" 但对全

国目前鲜动物中药的资源$临床应用$基础研究$药

理毒理研究以及在此基础上的开发利用! 还有待于

进一步结合现代科学技术作深入研究和广泛探讨"

特别是它的抑制肿瘤血管生成作用! 目前尚无相关

研究结果%

'

!

!

&

"

早在
!"

世纪
("

年代初!

)*+,-./

提出!肿瘤的

生长有赖于血管的生成! 需要血管为之提供养料并

运走代谢废料" 没有血管! 肿瘤一般只能生长到直

径
'!!--

%

$

&

"到了
%"

年代!又有研究者发现!肿瘤组

织直径
"'!!--

时! 需要生成新血管为其继续增殖

提供足够的氧气和营养物质" 肿瘤的血管按照不同

的生成方式分为
$

种类型'内皮依赖性血管$血管生

成拟态及马赛克血管" 因为肿瘤的内皮依赖性血管

与正常血管结构相似! 且大多数肿瘤血管是以此形

式存在的! 因此本课题选择内皮依赖性血管来进行

金水鲜胶囊的抗血管研究"

内皮依赖性血管生成的基本步骤为'

#

肿瘤血

管生成促进因子与血管生成抑制因子的失衡" 血管

生成促进因子主要包括血管内皮生长因子(

012)

)$

碱性成纤维细胞生长因子(

3)2)

)$血小板源性生长

因子(

452)

)等#血管生成抑制因子主要包括血管抑

素(

./67*89.97/

)$内皮抑素(

:/;*89.97/

)$凝血栓蛋白

(

<=4#'

)等" 这两者失衡导致血管生成表型形成#

!

血管内皮基底膜的降解! 在血管内皮基质降解酶

系统中基质金属蛋白酶系统(

>>48

)发挥重要作用!

>>48

中以
>>4#!

和
>>4#%

研究最多!

>>4#!

被

认为是肿瘤 *血管生成开关+

?@)#'

的一种调节因

子#

"

内皮细胞向肿瘤组织迁移及迁移中增殖#

$

内

皮细胞管道化!分支化形成血管环#

%

形成新的基底

膜"新生成的不成熟的血管与正常成熟的血管相比!

基底膜和胞间复合物少! 使肿瘤细胞向四周侵入的

增强!而造成肿瘤的转移" 可见!新血管的生成是肿

瘤迅速增殖和转移的重要条件之一! 阻断新血管的

生成就可有效地抑制肿瘤的生长和转移%

A

!

B

&

"

原超广等 %

&

&在金龙胶囊联合
24

方案对晚期非

小细胞肺癌血清
012)

表达影响的研究中!将
&"

例

晚期
C=DED

患者随机分为两组! 其中治疗组
$"

例

为
24

方案化疗
F

口服金龙胶囊! 对照组
$G

例仅给
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'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

以
=>

方案化疗! 结果显示治疗组和对照组血清

:?=@

的水平分别由治疗前的
AB!C;DE!9&C;B!FG6HI-

和
AB$#;EJ!9C$;C!KG6HI-

变为治疗后的
ADC!;#$!

##C;&&KG6HI-

"

AJCB;D$!#C%;D!KG6HI-

# 均较治疗前下

降#但治疗组血清
:?=@

水平较对照组下降更明显#

差异有统计学意义
A>LE;EDK

! 吕永丰等$

J

%研究了金龙

胶囊对肺腺癌
MDC%

生长能力影响# 观察不同剂量

金龙胶囊对
MDC%

细胞生长的影响# 结果给药组生

长曲线明显较对照组平缓# 并与给药剂量呈显著相

关性#给药组凋亡指数明显高于对照组#凋亡指数与

给药剂量呈正相关! 由于肿瘤中缺氧环境和癌基因

激活" 抑癌基因失活#

NO@"9

基因激活并过量表达#

它可以通过多条信号转导通路共同作用 # 诱导

:?=@

表达$

B

%

#促使血管的生成#而放疗同样能够对

肿瘤
MDC%

细胞的凋亡及细胞周期的产生影响$

%

%

#我

们的研究结果表明#与对照组相比#各处理组肺腺癌

细胞的生长速度随时间的改变都受到不同程度的抑

制#其中以金水鲜联合放疗组最为明显#具有显著统

计学差异&

>L";"D

'! 各药物处理组细胞
:?=@

蛋白

的含量有所下降# 其中金水鲜组及金水鲜联合放疗

组在
CB0

时使
:?=@

蛋白表达量下降的作用明显#

差异具有明显统计学意义
P>LE;EDK

! 与对照组相比#

各处理组
:?=@ IQ<M

的表达均表现出下降趋势#

在
CB0

时金水鲜组及金水鲜联合放疗组与对照组差

异最明显&

>LE;ED

'!

因此#我们可以认为#通过金水鲜联合放疗可显

著抑制肺腺癌细胞增殖 $

&

#

%

%

#诱导细胞凋亡#下调及

:?=@

蛋白以及
IQ<M

的表达# 间接降低血管的生

成速度和数量# 这种作用机制也考虑为对肺癌放疗

增敏的主要原因#后期我们将通过对
NO@"#

蛋白和基

因的检测#以及流式细胞仪的检测来进一步确定金水

鲜联合放疗更精确的机制$

#ER#!

%

!
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