
#

!

通讯作者$

@FI

!

"5<--*-!=5<

%

W/(HCI

!

IE755=,7<,

#

EC9H+QB(

)

!基础研究!

蛹虫草提取物对人结肠癌细胞
X1"""0

抑制作用的研究

纪朋艳"

!罗
!

速*

#

!姜艳霞"

"

"+

吉林医药学院医学实验中心!吉林
"5*,"5

#

*+

北华大学!吉林
"5*,"5

$

!!

摘
!

要#目的
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探讨蛹虫草提取物"

'1

$对结肠癌细胞株
X1"""0

的抑制作用及可能的机制&方法
!

通过四甲基耦氮唑盐

"
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$法)台盼蓝拒染法检测
'1

对
X1"""0

增殖的抑制作用!琼脂糖"

\)#

$凝胶电泳检测细胞凋亡#流式细胞术"

0̂&

$

$Z

染

色法检测
'1

所引起
X1"""0

的凋亡百分率和细胞周期的分布变化&结果
!

&@@

法与台盼蓝拒染法检测结果表明
'1

对

X1"""0

细胞有明显抑制作用!

'1

作用
*-

)
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6*J

后的
Z0
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分别为
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)
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!且这种抑制作用呈现浓度和时

间的依赖性#

\)#

凝胶电泳检测发现
5*(

:

%

%'1

组出现
\)#

'梯状(条带#

0̂&

检测发现凋亡率随浓度的增高而增高!
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的凋亡率分别为"
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!与对照组+"

"+=j"+5

$

;

,相比差异有统计学意义"

"

$
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$&细胞周期阻滞于
a

"

期!

X

期细胞减少&结论
!

"

"
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'1

对体外培养的
X1"""0

细胞的增殖有抑制作用!并呈现浓度和时

间的依赖性!这种抑制作用可能与诱导
X1"""0

细胞凋亡)改变其细胞周期分布有关&
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蛹虫草又名北冬虫夏草*北虫草*蛹草等#与名贵中药冬虫

夏草为同属真菌植物)-全国中草药汇编.记载!+蛹虫草$北虫

草&的子实体及虫体也可作为冬虫夏草入药,

'

"

(

)由于冬虫夏

草在自然条件下不能长期保存#加之近年来环境条件日益受到

破坏和无限的人工采集#虫草资源越来越贫乏)而目前人工栽

培蛹虫草已获成功'

*/!

(

#因此#对其有效成分的研究*开发具有

更深的意义)国内外关于蛹虫草提取物$

'1

&对结肠癌细胞

的作用及机制鲜有报道)本研究通过体外实验初步探讨
'1

对人结肠癌细胞株
X1"""0

的作用#为其作为一种抗癌药物

或防癌保健药应用于临床提供一定的实验依据)

B

!

材料与方法

B+B

!

材料

B+B+B

!

细胞
!

结肠癌细胞株
X1"""0

购自吉林省肿瘤研究

所)用含
",;

胎牛血清的
\&W&

培养基培养于
56 `

*

!;

0b

*

的恒温培养箱中)

B+B+C

!

药物与试剂
!

'1

$由北华大学崔新颖教授所赠&用无

菌二甲基亚砜$

\&Xb

&助溶#其中
\&Xb

的浓度小于
,+";

)

\&W&

$低糖&培养基购自
aZ20b

公司#四甲基耦氮唑蓝

$

&@@

&购自
aF9NCFT

公司#台盼蓝购自
XC

:

(H

公司#凋亡

\)#%HAAFK

提取试剂盒购自北京普利莱基因技术有限公司)

B+B+D

!

仪器与设备
!

流式细胞仪$

2FQU(H90BMIGFKW

S

CQE

c%

&*二氧化碳培养箱$日本平泽制作所&*倒置显微镜$

bI

O

(/

S

ME

&*低温超速离心机$

W

SS

F9ABKR!-"6'

型&*酶联免疫检测仪

$南京华标仪器厂&等)

B+C

!

实验方法

B+C+B

!

&@@

法观察
'1

对
X1"""0

细胞增殖的抑制作用
!

细胞以每孔
!8",

5 个#体积
*,,

$

%

接种于
=7

孔板#

56`

*

!;

0b

*

温箱内培养
*-J

)吸弃培养液#实验组分别用浓度为
*

*

-

*

<

*

"7

*

5*(

:

"

%

的
'1

药液
*,,

$

%

处理%阴性对照组加入完

全培养液
*,,

$

%

%调零组加入完全培养液
*,,

$

%

%各设复孔
5

个)注意在细胞加药后的第
*

天进行
"

"

*

的换液或换药#分别

培养细胞
*-

*

-<

*

6*J

后#每天取一块板#吸弃培养液#加入浓

"7

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期



度为
!

:

"

%

的
&@@

#

*,

$

%

"孔)继续孵育
-J

后吸出各孔上

清液#加入
\&Xb"!,

$

%

"孔#振荡
",(C9

)酶标仪以
!6,9(

为检测波长测定各孔光密度值$

#

值&)细胞增殖的抑制率
3

$对照组
#

值
4

用药组
#

值&"对照组
#

值
8",,;

)

B+C+C

!

台盼蓝拒染法检测
'1

对肿瘤细胞的杀伤作用
!

培

养细胞*药物处理同
&@@

法#各设复孔
5

个)分别在
-<

*

6*J

后各取一块板#对细胞进行常规消化#制备单细胞悬液)悬液

均匀后#立即向一青霉素小瓶中滴入细胞悬液
=

滴#再滴入台

盼蓝染液
"

滴#混匀#放置
5

"

!(C9

)在
"!(C9

内用血细胞计

数板计数
*,,

个细胞)活细胞率
3

未染色细胞数"细胞总数
8

",,;

#对照组活细胞率应在
=,;

以上)

B+C+D

!

琼脂糖$

\)#

&凝胶电泳检测细胞凋亡
!

取对数生长

期
X1"""0

细胞以
<8",

- 个"
(%

接种于
*!(%

培养瓶#每瓶

*(%

)细胞培养过夜#阴性对照组加入相应体积的完全培养

液)实验组分别加入
*

*

<

*

5*(

:

"

%

的药液#每浓度组
5

瓶)

药物加入
6*J

后进行消化收集细胞)按照
\)#%HAAFK

抽提

试剂盒说明书进行操作)将获得的
\)#

应用
*,

:

"

%\)#

凝

胶电泳)电泳完成后取出凝胶于紫外透射仪下观察并照相)

B+C+E

!

流式细胞术$

0̂&

&

$Z

染色法检测细胞凋亡率及细胞

周期变化
!

取对数生长期的细胞以
<8",

- 个"
(%

接种于
"*

孔培养板内#每孔
"(%

)细胞培养过夜#阴性对照组加入相应

体积的完全培养液)实验组分别加入
*

*

<

*

5*(

:

"

%

的药液#

每个浓度加
5

瓶)药物作用
6*J

后收获离心#磷酸盐缓冲液

$

$2X

&漂洗后再离心#

6,;

的冷乙醇固定#

-`

冰箱保存过夜)

弃去
6,;

的乙醇#用
$2X

漂洗后以
",,

目筛网过滤#再离心$

"

,,,K

"

(C9

#

!(C9

&#弃
$2X

)加入
$Z

工作液
,+!(%

#室温避光

5,(C9

#上机检测)使用
&MIGC0

O

QIF

软件分析结果)

B+D

!

统计学处理
!

采用
X$XX""+!

统计分析软件#计量资料

用
'j>

表示)两组均数间比较采用
6

检验#多组均数比较采

用单因素方差分析#对抑制率与
'1

浓度与作用时间进行直

线相关回归分析)

C

!

结
!!

果

C+B

!

&@@

实验结果
!

结果显示
'1

对体外培养的
X1"""0

细胞的生长具有抑制作用#随着
'1

浓度的升高和时间的增

长#其细胞增殖的抑制率明显增加$表
"

&)

表
"

!!

'1

对
X1"""0

细胞抑制率的影响%

'j>

$

%35

&

组别
抑制率$

;

&

*-J -<J 6*J

对照组
, , ,

'1

组$

(

:

"

%

&

!

* *+=!j"+56 7+=7j"+75 ""+!,j-+5,

*

!

- 5+<,j"+<7 "*+56j"+7"

#

"6+*-j*+6<

*

!

< <+-5j"+*" *7+,5j5+-,

*

5,+""j5+!*

*

!

"7 "*+*-j*+,,

#

57+<7j*+5-

*

-"+5,j-+6*

*

!

5* "=+-"j*+*!

*

-!+7*j"+<!

*

!-+7"j*!+"*

*

!!

#

!

"

$

,+,!

#

*

!

"

$

,+,"

#与对照组同时间点比较)

!!

直线相关回归分析表明#

'1

对
X1"""0

细胞增殖的抑制

作用具有剂量*时间依赖效应)处理
*-

*

-<

*

6*J

的
Z0

!,

值分

别为
66+6<

*

5*+"=

*

*7+*,(

:

"

%

)

C+C

!

台盼蓝拒染法检测结果
!

经
'1

作用
-<

*

6*J

后#随着

浓度的增大#

X1"""0

细胞存活率逐渐降低$图
"

&)

C+D

!

\)#

凝胶电泳结果
!

'1

作用
6*J

后
\)#

抽提
\)#

凝胶电泳结果显示#

*+<(

:

"

%'1

组处理的
X1"""0

细胞的

\)#

凝胶电泳图谱未出现明显可辨的+梯状,条带#

5*(

:

"

%

'1

组的电泳图谱出现+梯状,条带$图
*

&)

图
"

!!

'1

对
X1"""0

细胞存活率的影响

!!

"

!

",,?

S

\)#(HKUFK

%

*

!对照组$未加药细胞组&%

5

*

-

*

!

!

'1

组

$浓度分别为
*

*

<

*

5*(

:

"

%

&)

图
*

!!

'1

作用后细胞
\)#

凝胶电泳结果

表
*

!!

不同浓度的
'1

对
X1"""0

细胞周期的

!!!

影响%

'j>

$

%35

&

组别
细胞周期

a

"

X

a

*

对照组
!7+6j*+!6 *"+*j5+75 **+"j5+,7

'1

组$

(

:

"

%

&

!

* 75+*j"+55

*

"<+5j5+5* "<+!j*+!"

!

< 7!+6j*+-<

*

"5+6j5+5*

*

*,+7j*+*5

!

5* 67+"j*+=5

*

""+!j*+<-

*

"*+-j5+!"

*

!!

*

!

"

$

,+,"

#与对照组比较)

C+E

!

0̂&

检测细胞周期和凋亡率的结果
!

'1

作用
6*J

后#

X1"""0

细胞周期和凋亡率都发生了明显的变化)随着
'1

浓度的提高和作用时间的延长#

a

"

期细胞明显增多#与对照组

比较差异有统计学意义$

"

$

,+,"

&%

X

期细胞明显减少#

<

*

5*

(

:

"

%'1

组与对照组比较差异有统计学意义$

"

$

,+,"

&%

a

*

期细胞减少#但不明显)说明细胞大多阻滞于
a

"

期#并呈一

*7

重庆医学
*,"*

年
"

月第
-"

卷第
"

期



定的浓度依赖性$表
*

&)

0̂&

结果显示
'1

作用后都发现了

位于
a

"

期前的亚
a

"

峰#凋亡率均明显高于对照组#差异有统

计学意义#且凋亡率呈浓度相关性$表
5

&)

表
5

!!

不同浓度的
'1

对
X1"""0

细胞凋亡率的

!!!

影响%

'j>

$

%35

&

组别 凋亡率$

;

&

对照组
"+=j"+5

'1

组$

(

:

"

%

&

!

* 7+<j*+5*

*

!

< ""+<j*+!<

*

!

5* "7+=j"+=5

*

!!

*

!

"

$

,+,"

#与对照组比较)

D

!

讨
!!

论

蛹虫草中含有多种抗肿瘤活性成分#虫草素*虫草酸*虫草

多糖*麦角甾醇*超氧化物歧化酶*硒等#并且可单独或共同发

挥抗肿瘤作用'

7/""

(

)本研究中的
'1

是从蛹虫草提取出的活

性成分)

&@@

法和台盼蓝拒染法检测结果显示
'1

在
*

"

5*

(

:

"

%

的浓度范围内对
X1"""0

细胞增殖有不同程度抑制#抑

制率与
'1

浓度和作用时间呈依赖关系)恶性肿瘤不仅是细

胞增殖和分化异常的疾病#也是细胞凋亡异常的疾病'

"*

(

#细胞

凋亡的减少可引起肿瘤的发生且通过逃避凋亡而促进肿瘤细

胞的恶性转化及演进'

"5

(

)因此#抗癌药物的疗效不仅取决于

药物与各自靶点的相互作用#也取决于药物诱导细胞发生程序

性死亡的能力'

"-

(

)本实验中
\)#

凝胶电泳及
0̂&

检测结果

显示#

'1

可引起
X1"""0

细胞的凋亡#且凋亡率呈浓度相关

性#与
&@@

法测得的对增殖的抑制相一致)

本研究发现
'1

作用
6*J

后可使
X1"""0

细胞受阻于

a

"

期#导致
X

期细胞降低)而肿瘤细胞增殖的快慢#主要取决

于细胞
a

,

"

a

"

期的长短#

a

,

"

a

"

期短#肿瘤细胞增殖快#处于

a

,

"

a

"

期的细胞数少'

"!

(

#故
'1

对
X1"""0

细
a

"

期阻滞可能

使细胞生长周期延长#细胞的恶性增殖减慢)

综上所述#

'1

对结肠癌细胞
X1"""0

的生长具有明显抑

制作用#且这种抑制作用呈时间剂量依赖方式)这种对增殖的

抑制作用与诱导
X1"""0

细胞凋亡*改变其细胞周期分布有

关)但
'1

由哪些物质组成*具体哪些成分起作用等问题尚

待进一步研究%另一方面#更要进行动物实验及临床研究#开发

出低毒*高效能的蛹虫草提取物#为人类结肠癌的防治开拓新

的途径)
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