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"摘要#

!

目的
!

研究藤茶中提取的二氢杨梅素"

:3R

#对胃癌细胞
4̀ 6-(%$

生长的影响!以筛选高效低毒的抗肿瘤药物$

方法
!

使用超声中性水浸提法提取藤茶中的活性成分
:3R

!反相高效液相色谱"

@Y.ZYT6

#对提取物进行分离纯化!纯度达

((a

以上!

66_./

比色法检测纯化后的
:3R

对肿瘤细胞存活率的影响&流式细胞术检测
:3R

促进细胞凋亡的能力$结果
!

直

接从野生藤茶中提取
:3R

!经过
@YWZYT6

分离纯化后的
:3R

的纯度达到
((a

!

:3R

在低浓度时"

)

$NN"J

#对肿瘤细胞具

有显著的杀伤效应"

!

$

%&%2

#!且其抑制率与药物浓度呈剂量
W

效应关系&同时
:3R

具有促进细胞凋亡的能力!且其促凋亡作用

随着浓度的增加而增强$结论
!

藤茶中提取的
:3R

具有显著杀伤胃癌细胞
4̀ 6-(%$

的效应!将来可能成为治疗肿瘤的一类

药物$
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胃癌是目前全球范围内常见的恶性肿瘤之一)据
7Z^

统计#在
1%$1

年#全球有
-1&'

万人由于罹患胃癌而死亡)我

国作为胃癌的高发区#其发病率占全球发病的
0%a

#居恶性肿

瘤的第
'

位#仅次于肺癌和肝癌)目前胃癌的治疗#多采用多

种干预措施#如外科手术*放射治疗和化学治疗等#其中化学治

疗以治愈疾病或显著延长生命并改善患者生活质量的效果而

受到广泛关注)但是化学治疗药物本身具有较大的毒副作用#

易对患者产生较大生理*心理负担&

$

'

#因此寻找高效低毒的化

学治疗药物对胃癌的治疗具有重要意义)

藤茶$

A#,BCBE

%又名,莓茶-#已鉴定出藤茶中含有
$(

种人

体必须的营养成分和微量元素)从藤茶的茎叶中可提取的一

种二氢黄酮醇类化合物命名为二氢杨梅素$

!#F

;

!K"N

;

K#GBC#,

#

:3R

%

&

1

'

#它具有抗菌*抗氧化*保肝*抗肿瘤*调节血糖血脂等

多种生物活性#但其抗癌作用机制尚不明确)既往研究报道#

:3R

可联合丝裂霉素抑制胃癌细胞的生长&

'

'

#但是从藤茶中

直接提取的
:3R

对胃癌细胞的作用未见报道)

本研究通过超声中性水浸提法提取藤茶中的活性成分

:3R

#经过反相高效液相色谱$

@Y.ZYT6

%分离纯化后的

:3R

的纯度达到
((a

以上(以人胃癌细胞
4̀ 6-(%$

为研究

对象#使用
66_./

比色法检测提取出来的
:3R

对胃癌细胞

活性的抑制效应#并使用流式细胞术检测
:3R

促进细胞凋亡

的能力#为将来进一步研发
:3R

作为胃癌化学治疗药物奠定

基础)

>

!

材料与方法

>&>

!

材料

>&>&>

!

主要材料
!

人胃癌细胞
4̀ 6-(%$

购自中国科学院上

海生命科学研究院细胞资源中心)细胞
4̀ 6-(%$

培养于
@Y.

3V$)0%

$添加碳酸氢钠
$&2

D

"

T

#葡萄糖
1&2

D

"

T

#丙酮酸钠

%&$$

D

"

T

%)培养基含
$%a

胎牛血清#于
'-b

*

2a 6̂

1

的培

养箱中培养#

1

!

'!

传代)

>&>&?

!

试剂与仪器
!

野生藤茶购自湖南张家界旺盛商贸有限

公司(

:3R

标准品购自成都曼斯特生物科技公司$纯度为

(/a

%#改良型
@Y3V$)0%

$

V̀>6̂

公司#美国%#胎牛血清$

Z

;

.

6J",B

公司#美国%#

66_./

试剂盒$碧云天生物技术研究所%#

凋亡试剂盒$上海贝博生物%)

9TY99V.0T46

真空冷冻干燥

机$

6FK#+

公司#德国%#

T6.1%9:

高效液相色谱仪$

ZYT6

#

4F#.

NE!LI

公 司#日 本%#多 功 能 酶 标 仪 $

8BGE,

公 司#

#,H#,#CB

31%%

%)

>&?

!

方法

>&?&>

!

提取与纯化
!

将藤茶样品放入粉碎机进行粉碎混匀#

采用超声中性水浸提法提取藤茶中的
:3R

#其工艺参数为!超

声功率
$%% 7

#超声时间
)%N#,

#液料比
2%l$

#提取温度

2/0'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期



(%b

)将提取液真空冷冻干燥进行下一步纯化#将提取物的

粉末配成
12N

D

"

NT

的上样浓度#采用
@Y.ZYT6

分离纯化方

法#

ZYT6

系统!

4F#NE!LIT6.)9:

(色谱柱!

6FK"N+CEK9=.

6$/12%NNc$%NN

#

2

'

N

(检测器!

4Y:.3)9

(检测波长!

1(%

,N

(进样量!

2NT

(洗脱液流速!

2NT

"

N#,

(洗脱条件如下!

%

!

1N#,

#

%

!

$2a

甲醇(

%

1

!

0N#,

#

%

$2a

!

1%a

甲醇(

%

0

!

$%

N#,

#

%

1%a

!

2%a

甲醇(

%

$%

!

'%N#,

#

%

2%a

!

/%a

甲醇(

%

'%

!

2%N#,

#

%

/%a

!

(%a

乙腈)将纯化后的提取物真空冷冻

干燥#检测纯度#为细胞实验提供原材料)采用优化后的超声

中性水浸提法提取藤茶中的活性成分
:3R

#

:3R

的提取率

达
-1a

#由于粗提物的纯度不能达到做细胞实验的要求#故在

此基础上经过反向
ZYT6

$

@Y.ZYT6

%进一步分离纯化)纯化

后
:3R

的纯度达
((a

以上#可进行下一步的实验)

>&?&?

!

66_./

比 色 法 检 测 细 胞 活 率
!

将 密 度 为 $

0

!

2

%

c$%

'

"

NT

的对数生长期细胞
4̀ 6-(%$

接种在
()

孔板中#

每孔
(%

'

T

#于孵箱培养
10F

后#加入
:3R

$浓度分别为

%&%)12

*

%&$12%

*

%&12%%

*

%&2%%%

*

$&%%%%NN"T

%继续培养)

干燥后的
:3R

用
:34̂

溶解#同时用
$&%%%%NN"T:34̂

处理作为对照组)处理后每孔体积
$%%

'

T

#每个浓度设
'

个

平行孔)加药后继续培养
-1F

后#每孔分别加入
$%

'

T66_./

试剂溶液#孵箱培养
$F

液体变黄后取出)用多功能酶标仪在

0(%,N

处记录吸光度$

O

0(%

%)每次实验均重复
'

次)细胞存

活率
?

&处理组$

O

0(%

%"对照组$

O

0(%

%'

c$%%a

>&?&@

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

取对数生长期的细胞

4̀ 6-(%$

#以
1c$%

2 个"孔的密度接种在
)

孔板中#加入
:3R

进行处理#每组
1

个平行#加入
:34̂

作为对照组#

0/F

后收

集各组细胞和上清液#

1%%%K

"

N#,

离心
2N#,

#弃上清液#加入

Y>4

洗涤
$

次#以
0%%

'

T$c

结合液重悬细胞#加入
2

'

T9,.

,BP#,].UV86

染色液#混匀后避光
$2N#,

#再加入
$%

'

TYV

#

1

!

/b

避光孵育
2N#,

)流式细胞仪检测细胞凋亡)

>&@

!

统计学处理
!

采用
4Y44$$&%

软件进行数据分析#计量

资料以
5XC

表示#组间比较采用单因素方差分析#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

不同浓度
:3R

对胃癌细胞的杀伤效应
!

不同浓度的

:3R

处理胃癌细胞
-1F

后#

66_./

比色法检测结果显示#

:3R

具有显著的体外抗肿瘤作用#并且随着处理浓度的增

加#

%&%)12NN"T

及以上剂量实验组相对于对照组出现显著

性差异)见图
$

)

!!

E

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

图
$

!!

:3R

对细胞
4̀ 6-(%$

的杀伤效应

?&?

!

:3R

促进细胞
4̀ 6-(%$

凋亡
!

运用流式细胞术检测细

胞凋亡时#可将细胞划分为
0

个细胞亚群#分别为正常细胞*坏

死细胞*早期凋亡细胞和晚期凋亡细胞)不同浓度的
:3R

处

理
0/F

后#由于在显微镜下观察到
$&%%%%NN"T:3R

处理

组的细胞呈悬浮碎片状#无法完成细胞的收集#其余浓度处理

的细胞#均可观察到早期凋亡*晚期凋亡和总凋亡细胞百分比

显著增加$

!

$

%&%2

%#见图
1

及表
$

)

!!

9

!对照组(

>

!

%&%)12NN"T:3R

处理组(

6

!

%&$12%NN"T:3R

处理组(

:

!

%&12%%NN"T:3R

处理组(

5

!

%&2%%%NN"T:3R

处理组)

图
1

!!

:3R

对
4̀ 6-(%$

细胞凋亡的影响

)/0'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期



表
$

!!

:3R

对
4̀ 6-(%$

细胞凋亡的影响 $

5XC

'

a

%

组别 早期凋亡细胞 晚期凋亡细胞 总凋亡细胞 坏死细胞

对照组
$&02X%&1) $&11X%&$2 1&)-X%&0$ %&'0X%&%0

:3R

处理组$

NN"J

%

!

%&%)12 '&')X%&0)

E

1&2'X%&$2

E

0&(2X%&1

E

%&-'X%&%2

!

%&$12% 2&2'X%&'/

E

'&-2X%&$'

E

/&((X%&/0

E

$&1'X%&$$

!

%&12%% -&-1X%&12

E

2&0'X%&01

E

$1&2(X%&'(

E

$&-$X%&$)

!

%&2%%% '1&()X%&2

E

$'&%$X%&0/

E

0'&(%X$&$(

E

$&(2X%&$1

E

!!

E

!

!

$

%&%2

#与对照组比较)

@

!

讨
!!

论

细胞凋亡又叫做,程序性细胞死亡-#是细胞的一种生理

性*主动性的,自觉自杀行为-#而非病理性死亡(并且凋亡作为

机体清除损伤细胞的一种机制#有效保持机体自身发育*组织

和器官的动态稳定)既往研究表明#肿瘤的发生与细胞凋亡的

调节紊乱有密切关系&

0

'

)细胞凋亡参与了癌症的起始过程#并

对癌症的发生起负调控作用)癌前期细胞对细胞凋亡更为敏

感#更易被清除#这是机体自我保护功能的表现&

2

'

)实验证明#

细胞凋亡与肝癌生长呈负相关)肝癌细胞组织培养显示#广泛

轻微损伤或刺激可诱导试管内肝癌细胞的凋亡)

_BJ,BK

等&

)

'

指出#

8̀ U

-

.$

可促进体外培养的肝癌细胞中
:\9

降解#并可

通过受体连接使肝癌细胞发生凋亡#从而达到杀伤癌细胞的

目的)

越来越多的证据表明#植物提取化合物通过细胞凋亡机制

发挥抗肿瘤作用已经成为癌症治疗研究的一个新热点&

-

'

)体

外实验证明#

:3R

对多种癌细胞如白血病*肝癌*乳腺癌和黑

色素瘤等有明显的增殖抑制作用&

/.$1

'

)

T#,

等&

$'

'报道#

:3R

可通过激活
6

;

CG

*

GE+

<

E+B.(E,!Y9@Y

诱导肝癌细胞凋亡)线

粒体释放
6

;

CG

从而活化了
GE+

<

E+B.(

#而
Y9@Y

作为
GE+

<

E+B.(

的底物#在
:\9

损伤的修复*细胞死亡中起重要作用#它的活化

是
:\9

损伤早期应答的指标)此外#有研究报道#

:3R

可显著

上调
Y2'

的表达#在
Y2'

的介导下下调抗凋亡蛋白
>GJ.1

的表达

水平#诱导细胞凋亡&

$0

'

)但是#关于
:3R

诱导胃癌细胞凋亡

的研究尚未见报道)有研究显示#白藜芦醇可以通过对
4IK.

A#A#,

蛋白表达的调控从而诱导胃癌细胞凋亡#达到抑制肿瘤

细胞生长的目的&

$2

'

)因此#推测与白藜芦醇均有相似生物活

性的
:3R

可能也有类似的抗癌作用机制)

本研究首先使用超声中性水浸提法提取藤茶中的
:3R

#

并将其纯化并且进行真空干燥使其可直接参与细胞实验)以

胃癌
4̀ 6-(%$

细胞为研究对象#用不同浓度的
:3R

进行处

理#观察
:3R

对
4̀ 6-(%$

细胞的存活率的影响#结果表明

%&%)12

!

$&%%%%NN"J

的
:3R

均能不同程度地抑制肿瘤细

胞增殖#并呈明显的浓度
.

效应关系)进一步用流式细胞术检

测
:3R

处理过的细胞
4̀ 6-(%$

#结果发现肿瘤细胞的早期凋

亡*晚期凋亡和总凋亡细胞百分比都成明显上升趋势)由于肿

瘤细胞中的细胞增殖与凋亡的平衡失调#细胞凋亡程序被扰

乱#导致肿瘤细胞中这一机制失去作用#所以它能够肆意增

殖&

$)

'

)促使肿瘤细胞凋亡已经作为一种治疗癌症的主要措施

之一&

$-

'

)大量对肿瘤细胞凋亡的研究提供了一个令人信服的

解释#即肿瘤并非死于
:\9

损伤而是重新诱发了凋亡程序#

:\9

损伤在凋亡诱导中也许十分重要#但是不可能直接杀死

细胞#因此凋亡可能是诱导肿瘤死亡的机制&

$/

'

)既往研究表

明#

:3R

能有效促进乳腺癌细胞
3:9.3>.1'$

*肝癌细胞

ZB

<

1̀

的凋亡#有助于细胞凋亡程序的修复和维持内环境稳

定#细胞增殖和凋亡间的平衡对抑制肿瘤的持续发展可能具有

重要意义)因此#本研究结果提示
:3R

促进肿瘤细胞凋亡的

发生可能是其防治胃癌发生发展的重要机制之一)

综上所述#本实验以人胃癌细胞
4̀ 6-(%$

为研究对象#利

用超声中性水浸提法提取藤茶中的
:3R

#并观察
:3R

对肿

瘤细胞生长活性的影响#结果发现
:3R

能够呈浓度依赖性地

抑制肿瘤细胞的增殖能力#促进细胞凋亡)本研究明确了

:3R

促进胃癌细胞凋亡的作用#为进一步研究
:3R

抑制胃

癌发生发展的分子机制提供了依据)

参考文献

&

$

' 石瑞馥
&

胃癌化学治疗患者的护理体会&

[

'

&

中国医药指

南#

1%$$

$

1-

%!

'$/.'$(&

&

1

'

eFIZ

#

TI"Y

#

UIR

#

BCEJ&:#F

;

!K"N

;

K#GBC#,

<

KBAB,C+GEK.

!#"C"P#G#C

;

E,!B,FE,GB+E,C#GE,GBKEGC#A#C

;

#,!IGB!O

;

E!.

K#EN

;

G#,

&

[

'

&̂,G"CEK

D

BC

#

1%$2

#

)

$

2

%!

'120.'1)-&

&

'

' 吴明彩#蒋明#毕富勇
&

二氢杨梅素联合丝裂霉素对胃癌

细胞的生长抑制作用&

[

'

&

中国病理生理杂志#

1%$$

#

1-

$

-

%!

$010.$01-&

&

0

'

7K#

D

FC46

#

eF",

D

[

#

TEKK#GQ[7&V,F#O#C#","HE

<

"

<

C"+#+

E+ENBGFE,#+N"HCIN"K

<

K"N"C#",

&

[

'

&U945>[

#

$((0

#

/

$

(

%!

)20.))%&

&

2

'

:E,#BJ:

#

7#J+",\4&8IN"K,BGK"+#+HEGC"K

!

@B,E#++E,GB

E+EGE,GBKCFBKE

<

BIC#G

&

[

'

&6IKK6E,GBK:KI

D

8EK

D

BC+

#

1%%/

#

/

$

1

%!

$10.$'$&

&

)

'

_BJ,BK3[

#

3GN"KK#+86

#

3",C"

;

E39

#

BCEJ&6FEKEGCBK.

#LEC#","HEG

;

JHIJAB,B F#+C#"+

<

BG#H#GC"P#G#C

;

#, FINE,

CIN"KGBJJJ#,B+

&

[

'

&6E,GBK6FBN"CFBKYFEKNEG"J

#

$((/

#

0$

$

'

%!

1'-.101&

&

-

'

9CFEK3

#

>EGQ[Z

#

_"

<

BJ"A#GFT

#

BCEJ&3IJC#

<

JBN"JBGI.

JEKCEK

D

BC+"HKB+ABKECK"J

!

E,C#.GEKG#,"

D

B,#G NBGFE,#+N+

&

[

'

&9KGF>#"GFBN>#"

<

F

;

+

#

1%%(

#

0/)

$

1

%!

(2.$%1&

&

/

' 周防震#张晓元#孙奋勇#等
&

二氢杨梅素对人乳腺癌细胞

3:9.3>.1'$

的体外抗增殖作用&

[

'

&

肿瘤防治研究#

1%$1

#

'(

$

$

%!

(2.(-&

&

(

' 周防震#张晓元#詹远京#等
&

二氢杨梅素抑制人乳腺癌细

胞侵袭和下调
33Y.1

"

.(

蛋白表达研究&

[

'

&

生物化学与

生物物理进展#

1%$1

$

0

%!

'21.'2/&

$上接第
'2(%

页%

-/0'

重庆医学
1%$2

年
(

月第
00

卷第
12

期



性#

8\3

分期的影响并不显著#总体趋势显示出分期越晚#

Y86

组织中
9,,BP#,9$

阳性表达率越高#差异无统计学意义

$

!?%&'($

%#这可能与本研究样本量少*地域等因素有关)

9,,BP#,9$

在
Y86

中的高表达为肿瘤的早期诊断提供新的

标志物的可能性)

9,,BP#,9$

在
Y86

的发生*发展及转移的

分子机制的进一步研究将对人
Y86

的诊治及预后起到重要

作用)

由于受研究人群的地域*环境*样本量较少等的影响#对于

9,,BP#,9$

在
Y86

的进展作用需进一步研究证实#相信随着

9,,BP#,9$

基础研究的深入#以
9,,BP#,9$

为靶点的治疗可

为
Y86

的治疗提供更多的新思路)
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