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摘 要!$目的% 探讨重楼皂甙
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对胃癌肿瘤相关成纤维细胞 &
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#的作用' $方法% 以体外原代培养的胃癌
.AB2

为研究对象"
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法检测重楼皂甙
!

对
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细胞的增殖抑制作用 "
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法检测
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蛋白表达改变'$结果% 不同浓度重楼皂甙
!

能有效抑制
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细胞的增殖"且呈浓度依
赖性'
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重楼皂甙
!

作用
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细胞
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后"
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和
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蛋白表达降低"与对照
组相比差异均有统计学意义!

G"":"O

)'

HGAI.

和
D;.

蛋白表达改变与对照组相比差异无统
计学意义!

G#":"O

)' $结论% 重楼皂甙
!

能抑制胃癌
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细胞的体外增殖"通过下调
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蛋白表达影响
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功能'
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我国是胃癌高发国家" 胃癌仍然是第二位常见

恶性肿瘤致死原因$

8

%

' 由于诊断时多为进展期"我国

胃癌
O

年生存率低于
<=%
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' 肿瘤细胞的侵袭和转

移不仅取决于肿瘤细胞本身的生物学行为" 还与间

质微环境密切相关' 肿瘤相关成纤维细胞&

4+*41)!

+22'40+>1? -0@)'@,+2>2
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)是肿瘤间质的主要细胞

成分"能够分泌多种细胞因子"促进肿瘤血管生成(

细胞外基质重塑以及肿瘤相关炎症等" 在肿瘤的增

殖(侵袭(免疫逃逸及耐药等过程中发挥重要作用'

这些细胞因子主要包括成纤维细胞活化蛋白&
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基因组稳定不易产生耐药性"近年作为抗癌治

疗的新靶点受到广泛关注' 国内外研究报道重楼皂

苷
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增殖及促进凋亡!但
&&!

能否通过调节间质微环境

发挥抗肿瘤作用目前少有报道" 本研究旨在探讨

&&!

对胃癌
'()*

功能的调控作用及其潜在抗肿瘤

机制"

#

材料与方法

!"!

药物和主要试剂

&&!

#分子式为
'%%+,-.#/

!分子量为
$00

$购

自成都曼斯特生物科技有限公司! 纯度大于
1$2

!

用二甲基亚砜#

345.

$稀释成浓度为
#-67869

的贮

存液!以滤器过滤除菌!等量分装!

:!-!

保存% 使用

时加入
;&4<"#/%-

!配成终浓度!保持
345.

的终浓

度小于
#2

"

&;4<"#/%-

和胎牛血清为杭州四季青生

物有限公司产品!

345.

和噻唑蓝 &

4==

$ 为
5>76?

公司产品!

(@@AB>@"")<='

试剂盒为美国
C3

公司

产品%
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'
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'
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和
=F'

等抗体为
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公司产品"
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的分离及培养

手术室取新鲜胃癌标本!用
&C5G

抗生素清洗临

床标本!剪成
D66

大小的组织块!加入适量合成培

养基后放入培养箱培养!每
!HIJ

换液
D

次" 待细胞

铺满瓶底后!用棉签蘸少许胰酶在标记区擦拭!以刮

除成团生长的上皮细胞" 加入
-K!02

胰蛋白酶消化

!6>@

!在相差显微镜下一旦发现胞质回缩'折光性增

强即加入
!69

含血清培养基终止消化" 用吸管反复

轻轻吹打制备细胞悬液!计数后进行接种培养!传代

纯化"

!"$ '()*

的鉴定

DKIKD

流式细胞仪检测细胞
)(&

表达

"K!02=LMN*>@

消化收集细胞!

&C5

漂洗!

%O

多

聚甲醛室温固定
06>@

!

"KD2=L>PQ@ R"D""

室温处理

D06>@

!

&C5

漂洗!

D"2 C5("&C5

重悬&

D""#9

$!加入
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一抗&
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孵育过夜!
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漂洗!

D"2 C5("
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重悬 &
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$! 加入
EQ?P ?@P> L?SS>P <7E"')T

%$$

荧光二抗
U# ##--V

!

%!

孵育
!-6>@

!

&C5

漂洗 !

0--#9 &C5

重悬!流式细胞仪检测
)(&

阳性表达率"

#KIK!

免疫荧光法测定细胞内
)(&

表达

-K!02=LMN*>@

消化收集细胞!

&C5

漂洗!

%2

多

聚甲醛室温固定
I-6>@

!
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洗
I

次
$06>@

( 加入

-K#2 =L>PQ@ R"#--

溶液室温破膜
#-6>@

!

&C5

洗
I

次
$06>@

% 各孔滴加
#2 C5(

溶液!

I,!

封闭
1-6>@

!

不洗% 滴加一抗&

)(&

抗体工作浓度分别为
###--

$!

%!

冰箱孵育过夜% 次日取出湿盒! 放置室温平衡

I-6>@

!

&C5

洗
I

次
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!滴加
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洗
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% 滴加
3(&<

室温染核
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洗
I

次
$06>@

% 封片! 荧光显微镜下观察
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阳性表达率%

!"% 4==

法检测
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对
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增殖的影响

将浓度为
0$#-

%

869

的
'()*

细胞悬液
-K#69

接

种于
1/

孔板!孵育
!%W

后!加入
&&!

使其终浓度达

到
-K0

'

#K-

'

!K-

'

%K-

'

$K-#7869

!同时设阴性对照组!每

组
0

个平行孔%

I,!

'

02'.

!

培养
!%W

后!弃去上清

液!每孔加入
4==

液
!-#9

!继续培养
%W

!弃去上清!

每孔加入
345. #0-#9

! 充分振荡
#-6>@

! 酶标仪

0,-@6

波长处测定各孔吸光度值%细胞存活率&

2

$

X

实验组
.3

值
8

不加药组
.3

值
$#--2

%
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法检测
)(&

!

5&(;'

!

53)"#

!

=F'

和
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蛋白表达

'()*

细胞经胰酶消化'计数后以
#$#-

/

8

孔的浓

度接种于培养瓶!共设
!

组)空白对照组'

&&!

组!

各组设
I

个平行样本% 各组
'()*

细胞贴壁后分别

接受空白培养液'含
!#7869

浓度
&&!

培养液处理!

于
I,!

培养箱内培养
!%W

后胰酶消化离心'收集细

胞 %

=L>ZQ9

法同时提取总蛋白 !

YA*PAL@"S9QP

检测

)(&

'

5&(;'

'

53)"D

'

=F'

和
+E)

蛋白表达% 照片以

=<)

格式导出后在
<6?7A [

软件下分析各条带光密度%

!"'

统计学处理

采用
5&55D0K"

统计软件进行分析!计量资料分

析采用方差分析和
P

检验!

&\"K"0

为差异有统计学

意义%

!

结 果

#"! '()*

的鉴定

'()*

为梭形或星形!胞突较多!胞质丰富!

)(&

呈强阳性表达% 从流式细胞和免疫荧光结果分析

'()*

细胞
)(&

阳性表达均率达到
1"2

以上! 确定

胃癌
'()*

分离培养成功&

)>7]LA D

$%

#"# &&!

对
'()*

细胞增殖的影响

不同浓度的
&&!

均能抑制胃癌
'()*

细胞的增
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殖!随着浓度的增加!其抑制率亦随

之增加!呈剂量依赖性!
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组的 胃癌

.CD2

细胞存活率分别为
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对
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细 胞
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BED!#

"

H;.

和
FGD

蛋白表

达的影响

.CD2

细胞经浓度
!"5JK,

的
<<!

作用
!%/

后!

DC<

蛋白相对表达水平

为 对 照 组 的
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讨 论

中药的抗肿瘤作用已得到广泛肯定! 中药通过

对肿瘤细胞及机体内环境的多靶点'多环节作用!抑

制肿瘤细胞增殖"诱导细胞凋亡"重塑肿瘤微环境(

中药重楼是百合科属植物重楼的根茎! 性微寒!味

苦!具有清热解毒!消肿止痛!凉肝定惊等功效(重楼
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的主要有效成分是甾体皂苷!

&&!

是其抗肿瘤主要

成分之一!全称是
%!'!

呋喃阿拉伯糖基
!!!'!

呋喃鼠

李糖基
!"!(!

呋喃葡萄糖基薯蓣皂甙" 研究发现重楼

皂苷对肺癌#胃癌#肝癌#乳腺癌#胰腺癌#直肠癌#肾

癌# 前列腺癌和宫颈癌等多种肿瘤细胞均有一定的

抑制作用 $

)

!

%

%

! 其作用机制主要为抑制肿瘤细胞增

殖#诱导肿瘤细胞凋亡#抑制肿瘤血管生长#逆转肿

瘤细胞多药耐药性等$

*

%

" 关于
&&!

的抗肿瘤机制的

研究已经取得一定成果! 但多关注于对肿瘤细胞的

直接作用!

&&!

能否通过作用于肿瘤微环境发挥抗

肿瘤效应目前少有报道!值得进一步深入探索"

肿瘤间质微环境在实体肿瘤的发生# 演进中起

重要作用" 肿瘤间质微环境包括间质成纤维细胞!

浸润的免疫细胞! 内皮细胞以及细胞外基质等 "

+,-.

是肿瘤间质中的主要细胞成分"

+,-.

通过其

特殊的细胞表面标志物!并合成一系列细胞因子#生

长因子#

/+0

等!通过不同的信号通路!促进肿瘤细

胞生长#侵袭#新生血管生成#免疫逃逸#转移等!这

些重要分子主要包括
-,&

#

1&,2+

#

1(-!3

#

45-

和

67+

等" 本研究发现
&&!

能够抑制胃癌
+,-.

细胞

的增殖!下调
+,-.

细胞
-,&

#

1(-!3

和
45-

蛋白表

达!提示
&&!

可以通过作用于肿瘤间质微环境中的

+,-.

间接发挥抗肿瘤效应!本研究结果有助于进一

步探讨
&&!

的抗肿瘤机制"

-,&

是
+,-.

细胞特异性表达的一种表面抗

原!具有二肽基肽酶和胶原酶活性!发挥促肿瘤细胞

生长#侵袭!促新生血管生成及免疫抑制作用"

-,&

的表达水平和胃癌不良临床病理特征相关! 如
-,&

高表达病理多为弥漫型#分期晚#预后差等$

8

%

"

&&!

可降低
+,-.

细胞的
-,&

表达水平!提示
&&!

可能

通过此途径抑制胃癌细胞的恶性生物学行为!改善患

者生存"

-,&

在
+,-.

细胞表达具有特异性!提示其

可能作为一个新的生物标记用于胃癌的个体化治疗"

+,-.

自身可分泌
1(-!3

&或称为黏附分子
+9!

+:3!

'!

1(-!3

可以吸引调节
6

细胞进入肿瘤微环

境!阻断效应
6

细胞与肿瘤的相互作用!妨碍肿瘤

清除"

1(-!3

还能够作用于肿瘤细胞
+9+2%

受体!

增加血管生成!促进肿瘤生长!从而在肿瘤的演进过

程中发挥作用"

1(-!3

的表达水平和胃癌肿瘤大小#

浸润深度# 淋巴管浸润及不良预后密切相关! 阻断

1(-!3

信号通路能够抑制胃癌细胞的浸润能力 $

;

%

"

乏氧细胞在实体瘤中普遍存在!在乏氧条件下!

4<-!

3#

可以上调
+,-.

细胞
1(-!3

表达!促进胃癌细胞

迁移和浸润$

$

%

" 在乏氧环境下!弥漫型胃癌细胞可将

其驱动途径从
-5-2!!

信号途径转换至
1(-3=+9!

+2%

轴!促进肿瘤细胞增殖 $

>

%

"

&&!

可以显著下调

+,-.

细胞的
1(-!3

表达! 提示
&&!

能够通过调节

机体免疫系统!改变机体对肿瘤的免疫反应!发挥抗

肿瘤作用" 乏氧细胞放化疗敏感性差!

&&!

联合化

疗或许能提高治疗效果"

45-

是一种多功能细胞因子!

45-

本身并没有

丝氨酸蛋白酶活性!只有在与
?!0@A

受体结合以后!

才能发挥其功能"

+,-.

是
45-

的主要来源!它与肿

瘤细胞的高亲和性受体
?!0@A

结合! 激活
?!0@A

信

号促进肿瘤细胞增殖!增强肿瘤细胞的运动性!在肿

瘤演进中有着重要作用" 研究发现约
!*B

的胃癌患

者
?!0@A

异常表达$

3"

%

"此外!

?!0@A

过表达还和
4/2!

阳性胃癌对拉帕替尼耐药有关$

33

%

"

+!0@A

是极具潜

力的胃癌治疗靶点!

45-=?!0@A

信号通路抑制剂是

治疗胃癌的潜在突破口"目前!部分作用于该信号通

路的靶向药物正处于临床试验阶段 ! 其中
CDEF!

AGHGIEJ

#

?FKHCAKDKJ

和
FKLCAGIGIEJ

等在治疗晚期胃

癌的早期临床试验中取得一定疗效" 胃癌
!

期临床

试验中!

3

例化疗抵抗的胃癌肝转移患者! 在使用

CDEFAGHGIEJ

治疗后获得持续完全缓解 $

3!

%

"

'DEF!

AGHGIEJ

联合化疗的
$

期临床试验处于运行阶段!

有望成为胃癌治疗新的有效手段"

&&%

可以显著下

调
+,-.

细胞的
45-

表达!提示
&&!

可能通过抑制

该信号通路抑制胃癌细胞增殖! 并可能逆转肿瘤细

胞对一些靶向药物的耐药性"

1&,2+

!又称骨连蛋白&

'.A@CD@?AKD

'#基底膜
%M

蛋白!也是激活的
+,-.

的标志之一" 具有抗黏附!

降解细胞外机制!促进肿瘤血管生成的作用"

+,-.

还能合成
67+

对肿瘤组织局部免疫起抑制作用!促

进肿瘤的免疫逃逸和复发" 此外!

67+

可通过加强

干 细 胞 信 号 分 子
IG.E.NKNCICLCO 3

&

01<3

' 和

L@G?KD@!FK?N F@P@EA!?CDAEKDKDO 5 PFCA@KD!?CGPL@Q F@!

?@PACF *

&

:52*

'的表达!促进肿瘤转移" 但
&&!

在

!&O=IL

浓度不能显著改变
1&,2+

和
67+

的表达!

更高的浓度能否显著改变
1&,2+

或
67+

表达还有

待进一步研究"

综合上述! 本研究通过细胞学研究发现
&&<

能

))>



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!%7;':%

够抑制胃癌
.<=2

细胞的增殖!显著下调胃癌
.<=2

细胞
=<>

"

?@=!8

和
AB=

的表达!提示
>>!

能够通

过调节
.<=2

功能!修饰肿瘤微环境!发挥间接抗肿

瘤作用#

>>!

在抗肿瘤方面有很大的潜力!其作用

机制还有待进一步深入研究$
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