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细胞增殖作用研究
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"
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摘
"

要"目的
"

分别探讨白藜芦醇"

BLH

#联合
)"

氟尿嘧啶"

)"=f

#在体外对胃癌
0W<"IF+*

细胞增殖和凋亡的作用及其机制!

为将来临床上以
BLH

基础的联合用药提供理论和实验依据$方法
"

分别采用不同浓度的
)"=f

单独或与半抑制浓度"

><

)+

#的

BLH

联合处理
0W<"IF+*

细胞
,6

&

6J

&

I,O

后!采用
D"

"

6

!

)"

二甲基噻唑
",

#

",

!

)"

二苯基四氮唑溴盐"

A11

#法检测细胞增殖抑制率!

计算
)"=f

单独或与
BLH

联合处理对
0W<"IF+*

细胞增殖抑制的中效浓度!以检测二者有无联合增效作用'以
A11

法检测细胞增

殖抑制率'以流式细胞仪"

=<A

#检测细胞凋亡率'原位末端标记"

1f9!;

#法检测细胞凋亡等!观察联合应用对肿瘤细胞的抑制

作用$结果
"

A11

法显示%

)"=f

单独作用于
0W<"IF+*

细胞!其
><

)+

**-66

#

R

(

#;

!而与
*)+

#

#/;

(

;BLH

联合作用时!则
><

)+

(-()

#

R

(

#;

!说明两种药物联合应用有协同增效作用'

=<A

结果显示%

)"=f

分别与
BLH

联合应用!其凋亡率
*)-(JY

!与
)"=f

单

独应用相比"

**-(+Y

#!差异有统计学意义"

!

#

+-+)

#'

1f9!;

法显示%联合应用与单独应用相比!细胞核明显棕黄色深染!且阳

性染色细胞数目明显增多!表明
)"=f

与
BLH

联合作用!凋亡细胞明显增加$结论
"

BLH

联合
)"=f

可显著抑制肿瘤细胞增殖和

促进肿瘤细胞凋亡!说明
BLH

与
)"=f

具有协同作用$
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由于大多数胃癌患者发现较晚!失去了根治手术的机会或

姑息手术治疗后!采取以化疗为主的综合治疗模式!以提高胃

癌总体疗效已得到了大家的认同!然而肿瘤的化疗药物普遍存

在特异性差(不良反应大以及容易产生耐药等缺点!因此临床

上多采用联合用药!其目的是为了获得协同作用!产生最大的

抑瘤效应!减少投药量!降低不良反应等#因此寻找具有选择

性杀伤肿瘤细胞同时赦免正常细胞的抗癌药物是抗肿瘤研究

的最终目标#

大量的研究表明!化疗药物如
2H

,

7

D

或
)"=f

在体内(外

皆具有抑制肿瘤细胞的增殖和诱导肿瘤细胞凋亡的作用)

*"D

*

!

由于不良反应明显!在临床上的应用就受到了一定的限制)

6

*

#

据研究上述药物分别与其他化疗药物联合应用不但增强临床

疗效!同时可减轻临床上不良反应)

)"(

*

!而白藜芦醇%

BLHNLM$"

3M/&

!

BLH

&能够通过多种途径抑制肿瘤细胞的生长!因此本实验

选择
BLH

联合
)"=f

在体外探讨是否具有协同作用及其可能

作用机制!以期为临床应用提供理论依据#

B

"

材料与方法

B-B

"

材料
"

人胃癌细胞株
0W<"IF+*

购于上海细胞研究所'

BLH

购自西安冠宇生物有限公司!其纯度为
FFY

!采用二甲基

亚砜%

8A07

&溶解配成
*++##/&

$

;

的原溶液!

\,+]

避光保

存备用'实验前以洛斯维公园纪念研究所%

BCA>

&

*(6+

培养液

稀释成不同浓度!

8A07

终浓度小于
+-,Y

'

A11

(

8A07

购

自
0%

R

#$

公司'

BCA>*(6+

培养液为
W%K./

产品'小牛血清为

杭州四季青公司产品'

B/.OL

试剂盒为中杉公司产品#

)"=f

购自重庆医科大学附一院门诊西药房#

B-C

"

方法

B-C-B

"

细胞培养
"

肿瘤细胞株培养于含
*+Y

胎牛血清的

BCA>*(6+

培养液中!置于
DI]

孵箱!

)Y<7

,

饱和湿度条件

下培养#细胞单层贴壁培养!每
,

"

D

天传代
*

次!细胞传代时

用
+-*Y

的胰酶消化!

J++M

$

#%5

离心
)#%5

!去除上清液!加适

,*J,

重庆医学
,+**

年
*+

月第
6+

卷第
,J

期



量新鲜培养液!吹打混匀成细胞悬液后接种#实验时取对数生

长期细胞!细胞存活率均大于
FJY

#

B-C-C

"

A11

检测
BLH

联合
)"=f

对细胞增殖抑制率
"

收集

对数生长期肿瘤细胞!调整细胞浓度为
*a*+

)

$

;

!以
*a*+

6

个$孔%每孔
*++

#

;

&接种于
F(

孔板中!调零组只加入等体积

培养液#随机分为阴性对照组%加入等体积培养液&(

)"=f

单

药实验组%分别加入终浓度为
*

(

,

(

6

(

J

(

*(

#

R

$

#;

的
)"=f

&(

)"

=f

与
BLH

联合实验组)分别加入半抑制浓度%

><

)+

&的
BLH

与

不同浓度的
)"=f

配伍*和调零组%加入等体积培养液&#每组

设
)

个平行孔!

DI ]

!

)Y <7

,

条件下分别培养
,6

(

6J

(

I,O

后!加
)

R

$

;A11,+

#

;

%调零组除外&!继续培养
6O

后小心

吸去上清液!每孔加入
*)+

#

;8A07

溶解样品!震荡混匀#用

酶联免疫检测仪测定各孔
6F+5#

吸光度%

2

&值!取
)

孔
2

值

的均数按公式计算细胞生长抑制率%

>B

&"

>B

%

Y

&

`

%

*\

试验孔

2

均值$对照孔均值&

a*++Y

!比较联合用药前后
)"=f

对肿

瘤细胞的
><

)+

的变化!推断两药是否有协同或拮抗作用#

B-C-D

"

流式细胞仪%

=<A

&检测细胞凋亡率
"

培养细胞和分

组同前!作用
6JO

后!收集联合用药组%加入终浓度为
*

$

,><

)+

的
BLH

与
*

$

,><

)+

)"=f

联合作用&!单药实验组%加入终浓度

为
><

)+

的
)"=f

&和对照组%加入等体积培养液&细胞!磷酸盐

缓冲液%

C:0

&洗涤
,

次!

I+Y

冷乙醇固定过夜!

C:0

离心洗涤
,

次!加入
*+

#

;B92

酶%

)+

#

R

$

#;

&!

DI]

温浴
D+#%5

后!碘

化丙啶%

C>

&染液冰浴作用
D+#%5

!流式细胞仪分析细胞凋亡#

B-C-E

"

原位末端标记%

1f9!;

&法检测细胞凋亡
"

收集对数

生长期肿瘤细胞!接种于放有盖玻片的
,6

孔板中%

Da*+

6 个$

孔&!随机分为对照组%加入等体积培养液&(单药实验组%加入

终浓度为
><

)+

的
)"=f

&和联合用药组%加入终浓度为
*

$

,><

)+

的
BLH

与
*

$

,><

)+

)"=f

联合作用&!培养
I,O

后吸弃培养液!

DI]C:0

洗
D

次!吸干净孔内液体!加新鲜配制的
6Y

多聚甲

醛!室温固定
(+#%5

#

C:0

洗
D

次!吸干净孔内液体!再加
DY

过氧化氢
"

甲醇室温作用
*+#%5

!

C:0

洗
D

次!把培养孔板放在

冰上!加
+-*Y1M%3/5"X"*++

!冰浴
)#%5

!用
C:0

洗
D

次!加

1f9!;

反应液!

82:

显色!光镜观察结果并照相#

B-D

"

统计学处理
"

使用
0C00*,-+

统计软件对数据进行处

理!实验结果以
C_7

表示#细胞的生长抑制率采用方差分析!

细胞凋亡率采用方差分析%

75L"T$

'

297V2

&!

!

#

+-+)

为差

异有统计学意义#

C

"

结
""

果

C-B

"

A11

检测
BLH

联合
)"=f

对细胞增殖抑制率
"

以
*

(

,

(

6

(

J

(

*(

#

R

$

#;

的
)"=f

分别单独或联合
><

)+

的
BLH

共同作用

处理细胞
,6

(

6J

(

I,O

!

A11

法测定
)"=f

对胃癌
0W<"IF+*

细

胞的生长抑制作用!结果显示"

)"=f

单独作用于
0W<"IF+*

细

胞的
><

)+

为
**-66

#

R

$

#;

%以 后 实 验 采 用 近 似 浓 度

**-6

#

R

$

#;

&!

)"=f

与
*)+

#

#/;

$

;BLH

联合作用的
><

)+

为

(-()

#

R

$

#;

!联合作用后
)"=f

半数抑制浓度降低#检测细胞

生长抑制率并绘制出生长抑制曲线所示!曲线表明
BLH

与
)"

=f

有协同增效作用!见封
,

图
*

#

C-C

"

=<A

检测细胞凋亡率
"

作用
6JO

后!收集联合用药组

%加入终浓度为
I)

#

#/&

$

;

的
BLH

与
)-I

#

R

$

#;)"=f

联合作

用&(单药实验组%加入终浓度为
**-6

#

R

$

#;

的
)"=f

&和对照

组%加入等体积培养液&细胞!用流式细胞仪检测细胞凋亡率#

结果联合用药组与单独用药组和对照组相比!细胞凋亡率明显

增高!见封
,

图
,

#

C-D

"

1f9!;

法检测细胞凋亡
"

经
1f9!;

检测结果显示"

)-I

#

R

$

#;)"=f

与
I)

#

#/&

$

;BLH

共同作用处理
I,O

的

0W<"IF+*

细胞!与
**-6

#

R

$

#;

的
)"=f

单独应用相比较!细

胞核明显棕黄色深染!且阳性染色细胞数目明显增多!而对照

组细胞核染色较淡!染色细胞数目较少或没有!表明
)"=f

与

BLH

联合作用!凋亡细胞明显增加!见封
,

图
D

#

D

"

讨
""

论

BLH

的化学名为
D

!

6Z

!

)

三羟基
"

反
"

均二苯代乙烯!属于非

黄酮类多酚化合物!广泛存在于种子植物中!并以新鲜葡萄皮

中含量最高#随着研究的深入!人们发现
BLH

对人类具有抗肿

瘤特性和抗氧化性(抗突变等作用!可显著抑制多种人类肿瘤

细胞的生长(诱导肿瘤细胞凋亡!这可能与抑制细胞色素

酶)

I"J

*

(抑制环氧合酶)

F"*+

*

(促进肿瘤细胞凋亡和诱导肿瘤细胞

分化)

**"*6

*以及提高机体抗肿瘤免疫应答水平!调节细胞因子

分泌等)

*)

*有关#

前期实验已证实
BLH

具有肯定的诱导胃癌
0W<"IF+*

细

胞凋亡的作用!这一作用具有明显的时间与剂量依赖性!而且

BLH

诱导肿瘤细胞凋亡的机制可能是多方面的#通过
A11

法研究发现!

BLH

对胃癌
0W<"IF+*

细胞有明显的抑制作用!而

且在一定浓度范围内!表现出明显的时间依赖性和浓度依赖

性'同时研究发现
BLH

不仅能抑制
:.&",

和诱导
:$4

表达!转

而诱发
<$H
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诱导肿瘤细胞凋亡可以通过多种途径的共同作用!与文献
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是临床应用较为广泛的化疗药物!对多种肿瘤细胞

具有杀伤作用#动物实验表明!

)"=f

抑瘤率较高!但同时不良

反应也较重!主要表现为腹胀(厌食(精神萎靡(消瘦等症状!而
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单用时无此类症状的发生#据
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时!则抑制
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介导的细

胞凋亡!也就是当两药合用指数为
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用!而
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时!则具有拮抗作用#本实验以胃癌
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细胞为研究对象!
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长抑制曲线明显比单用
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的生长抑制曲线明显向上偏移!

说明
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能明显增强化疗药物
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的抑癌效果!两药联合应

用有明显的协同效应#通过流式细胞技术和
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法检测

细胞凋亡也证实了这一结论!与文献报道相一致#

综上所述!
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不仅单独应用对胃癌
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细胞有诱

导凋亡的作用!而且和其他化疗药物%
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,
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或
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&共同作

用可以明显增强其他化疗药物的抗肿瘤活性!增强抑制肿瘤细

胞生长并诱导其凋亡!同时减少化疗药物的不良反应!因此对

胃癌的治疗具有潜在的应用前景!值得深入研究并逐渐向临床
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