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目的
!

探讨淫羊藿苷"
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$对裸鼠体内食管癌移植瘤生长的抑制作用!并初步探讨其机制(方法
!

应用

@;;

方法和
E0JG3H

染色法检测和观察
C=&

对食管癌细胞
ZNH6#"+

和
;Z6#$

的体外抑制作用(构建裸鼠的食管癌细胞移植性

肿瘤模型!分为
$

组!每组
,

只(实验组每只裸鼠腹腔注射
("G

P

,

U

P

C=&

!对照组注射相同体积的生理盐水!阳性对照组腹腔注

射
!G

P

,

U

P

顺铂!每
!

天
#

次!共
#*.

!每
$

天测量肿瘤体积!实验结束后称量肿瘤质量#

;WBẐ

染色法观察各组裸鼠肿瘤组织

的组织形态变化和凋亡情况#免疫组织化学法对肿瘤组织中
)H3

和
)H3̂

蛋白的表达变化进行分析(

Ẑ C:&

法检测外周血中

)H3̂

和
C)B6

*

的水平(结果
!
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体外对食管癌细胞
ZNH6#"+

和
;Z6#$

的增殖无明显的抑制作用(实验组和阳性对照组裸鼠

肿瘤平均体积和质量与对照组比较!差异均有统计学意义"
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染色法结果显示!实验组裸鼠的肿瘤组织发生了

明显的凋亡!凋亡细胞的数量较对照组明显增加"

<

$

"1"(

$(免疫组织化学实验结果表明!与对照组相比!实验组裸鼠肿瘤组织

中
)H3

%

)H3̂

的表达明显增加"
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实验结果显示!实验组裸鼠外周血中
)H3̂

和
C)B6

*

的水平较对照组明显增高
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$(结论
!

C=&

体外对食管癌细胞无明显增殖抑制作用!但是通过
)H3

的表达%

)H3̂

和
C)B6

*

的分泌在体内诱导食管癌

细胞凋亡!从而发挥抗食管癌的作用(
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食管癌是危害我国民众健康最为严重的恶性肿瘤之一%依

据
!"#*

年世界卫生组织最新统计结果%食管癌发病率在我国

恶性肿瘤中居第
(

位%病死率居第
*

位$

!"#*

年中国死于食

管癌的人数约为
#+5*""

例%超过全世界食管癌总死亡人数的

一半'

#

(

$放射治疗与化学治疗对某些患者确实有效%也挽救了

部分患者的生命%但有明显的毒副作用%长期服用易造成患者

免疫系统,消化系统和其他重要器官的严重损害%导致患者承

受巨大的痛苦%生存质量下降'

!

(

$因此%寻找能够协同或者代

7",#

重庆医学
!"#,

年
*

月第
*(

卷第
#!

期

"

基金项目!河北省中医药管理局科研计划课题"
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作者简介$纪昕"
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#%主管检验师%硕士%主要从事临床生物化学和免疫

学检验研究$
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替放射治疗与化学治疗%确保治疗效果%同时减低毒副作用的

药物是科研工作者长期而艰巨的任务$近年来%植物制剂及其

衍生物的应用在癌症治疗中发挥巨大作用'

$6+

(

$淫羊藿为补益

类中药%具有温肾壮阳%强筋骨%祛风湿的功能%体内外研究发

现%淫羊藿的主体成分淫羊藿苷"

0NHI004

%

C=&

#具有良好的抗肿

瘤和免疫调节活性'

#"6#$

(

$本研究通过构建裸鼠食管癌移植瘤

模型%并以生理盐水和
C=&

分别处理裸鼠%监测肿瘤的成瘤情

况和生长状况%并在肿瘤组织中检测相关蛋白的表达水平%探

讨
C=&

对食管癌细胞的增殖和凋亡的影响%以期探索将
C=&

作为抗食管癌药物的可能性$
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材料与方法
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实验材料
!
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购自美国
:0

P

GH

公司%生产批号!

@_6

%87"+#D

%纯度大于
+,A

%胎牛血清和
8V@C#,*"

培养基购自

E0SN/6%8̂

公司%

@;;

和
;WBẐ

染色试剂盒购自美国
VI/6

GJ

P

H

公司%

E0JG3H

染色试剂盒购自
%H3/

公司%二甲基亚砜

"
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#购自美国
:0

P

GH

公司%

C)B6

*

和
)H3̂

的
Ẑ C:&

试剂

盒购自伊莱瑞特"

ZOHS3N0J4NJ

#生物科技有限公司%兔抗鼠
)H3

,

)H3̂

一抗体购自
:H4KH=IF?

公司%

:V

免疫组织化学试剂盒购

自北京中杉金桥公司$
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实验动物及分组
!

%&̂ %

&

N

型裸鼠%

#7

只%

(

!

,

周龄%体

质量"

!"1!\"15

#

P

%雄性%均购自北京维通利华实验动物技术

有限公司%在河北医科大学第四医院动物实验中心饲养%实验

动物使用许可证号
:bg_

"冀#

!"#$6""(#

$动物实验研究经动

物管理使用委员会和伦理委员会批准$实验组裸鼠每只腹腔

注射浓度
#"G

P

&

Ĝ C=&#""

#

^

%给药剂量为
("G

P

&

U

P

%对照

组注射相同体积的生理盐水%阳性对照组腹腔注射顺铂"

!
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P
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U

P

#%每
!

天
#

次%共
#*.

%每
$

天测量肿瘤体积%实验结束

后称量肿瘤质量$按公式计算肿瘤体积!肿瘤体积
l

"

#

&

!]

长
]

宽!

#$

!(.

后处死裸鼠并称量肿瘤质量$
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!

细胞培养
!

食管癌细胞系
;Z6#$

,

ZNH6#"+

细胞由上海科

学院细胞生物研究所提供$所有细胞系培养于
#"A

胎牛血清

的
8V@C6#,*"

培养基%含
#""W

&

Ĝ

青霉素和
#""

#

P

&

Ĝ

链

霉素%于
$5d

,

(A =c

!

条件下培养$以
"1!(A

的胰蛋白酶消

化细胞并传代%每
#

!

!

天换液
#

次%取对数生长期的细胞用于

实验$

!1$

!

细胞活力检测

!1$1!

!

应用
@;;

方法检测
#"

,

("

,

#""G

P

&

Ĝ C=&

对食管

癌细胞
ZNH6#"+

和
;Z6#$

增殖能力的影响
!

于
+,

孔板中加入

#]#"

* 细胞并培养
*7L

%每孔加
#"G

P

&

Ĝ @;;#"

#

^

并于

$5d

孵育
$L

%然后移除上清液%加入
#("

#

^>@:c

并于室

温轻轻摇晃
#(

!

!"G04

$用全自动定量酶标仪在波长
*+!4G

处测定吸光度"

G

#%以上实验结果重复
$

遍$

C=&

对食管癌细

胞增殖的作用以细胞增长抑制率表示%用公式表示!抑制率
l

'"对照组
G

值
-

实验组
G

值#&对照组
G

值(

]#""A

$

!1$1"

!

应用
E0JG3H

染色法观察
#""G

P

&

Ĝ C=&

对食管癌细

胞
ZNH6#"+

和
;Z6#$

的体外抑制作用
!

分别制备对照组和实

验组肿瘤细胞涂片%干燥后于涂片上滴加
&

溶液
"1(

!

"17Ĝ

%染液覆盖整个涂片染色
#G04

%滴加
%

溶液于
&

溶液

上%滴加量约为
&

溶液
!

倍%以洗耳球吹匀后染色
(

!

#"G04

%

蒸馏水冲洗,干燥后显微镜观察细胞$

!1@

!

裸鼠种植性肿瘤模型的建立,治疗及标本处理
!

于

%&̂ %

&

N

型裸鼠右侧肩胛下注射
"1#Ĝ ;Z6#$

细胞"含
!]

#"

,个细胞#%当肿瘤体积增长到约
("GG

$

%裸鼠被分为
$

组%

每组
,

只$

!1A

!

;WBẐ

染色法检测细胞凋亡
!

裸鼠移植瘤石蜡切片
(

#

G

%二甲苯脱蜡%

V%:

冲洗%胰蛋白酶消化%

V%:

冲洗)加

;WBẐ

反应液
$5d

孵育
,"G04

%

V%:

冲洗)加过氧化物酶抗

体
$5d

孵育
$"G04

%

V%:

冲洗)滴加二氨基联苯胺"

>&%

#%室

温孵育
#"

!

$"G04

%

V%:

冲洗)封片,烘干%光镜下观察细胞核

中有棕黄色颗粒的细胞为阳性细胞$
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!

免疫组织化学检测组织
)H3

,

)H3̂

蛋白表达水平
!

将裸

鼠移植瘤制成石蜡切片%按免疫组织化学试剂盒说明书所述方

法检测
)H3

,

)H3̂

蛋白的表达情况$

)H3̂

抗体按
#e#""

稀

释%生物素化山羊抗兔二抗和辣根过氧物酶标记的链霉卵白素

"三抗#为试剂盒中的原液$

>&%

试剂显色后%用苏木素对比

染色%中性树胶封片%光镜下观察结果$

!1G

!
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方法检测外周血
)H3̂

和
C)B6

*

表达水平
!

通过

摘眼球法取各组小鼠外周血液%凝集离心后取血清
#""

#

^

%用

Ẑ C:&

试剂盒测定
)H3̂

和
C)B6

*

水平%操作步骤按产品说明

书进行%在酶标测试仪上测定
(5"4G

处
G

值$根据标准曲线

计算出外周血液中
)H3̂

,

C)B6

*

的水平$

!1H

!

统计学处理
!

采用
:V::#$1"

软件对数据进行统计学分

析$计量资料以
/\9

表示%组间比较采用单因素方差分析$

以
<

$

"1"(

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"1!

!

C=&

对食管癌细胞增殖的抑制作用
!

不同浓度的
C=&

处理食管癌细胞
;Z6#$

和
ZNH6#"+*7L

后%用
@;;

实验检测

细胞的活性%研究结果显示无毒剂量的
#"

,

("

,

#""G

P

&

Ĝ

C=&

对食管癌细胞系
;Z6#$

,

ZNH6#"+

细胞的增殖无明显影响%

见图
#

)且细胞形态未发生明显的改变$

图
#

!!

C=&

对食管癌细胞增殖抑制作用

!!

&

!对照组)

%

!实验组$

图
!

!!

;WBẐ

染色显示荷瘤裸鼠移植瘤的凋亡情况&

]!""

'

"1"

!

C=&

体内抑制肿瘤的形成
!

C=&

能明显抑制食管癌细胞

在体内的生长%见图
!

$肿瘤细胞接种
##.

后%对照组裸鼠的

肿瘤体积开始增加%生长速度较快%而实验组裸鼠肿瘤体积增

长缓慢$实验结束后%实验组裸鼠的肿瘤平均体积和质量为

"

"1((\"1#!

#

NG

$

,"

"1$!\"1"+

#

G

P

%小于对照组的"

"1+#\

+",#

重庆医学
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年
*

月第
*(

卷第
#!

期
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%差异有统计学意义"

<

$

"1"(

#%阳

性对照组的"

"1*!\"1#$

#

NG

$

,"

"1!,\"1",

#

G

P

%与对照组相

比差异也有统计学意义"

<

$

"1"(

#%实验组和阳性对照组比较

差异无统计学意义"

<

%

"1"(

#$

"1#

!

C=&

促进体内肿瘤细胞凋亡
!

对两组荷瘤裸鼠的肿瘤组

织进行
;WBẐ

染色$研究结果显示%对照组裸鼠肿瘤组织内

细胞核蓝染%少见阳性凋亡细胞%实验组小鼠肿瘤组织内可见

阳性凋亡细胞%且细胞数量明显高于对照组$见图
!

$

"1$

!

C=&

体内调控肿瘤组织
)H3

和
)H3̂

蛋白的表达
!

对两

组荷瘤裸鼠肿瘤组织进行免疫组织化学染色$

)H3

蛋白和

)H3̂

蛋白阳性染色定位于食管癌细胞的细胞质%呈棕黄色颗

粒状分布$与对照组相比%

C=&

能够升高
)H3

蛋白的表达水

平%同时升高
)H3̂

的表达水平$见图
$

$

"1@

!

C=&

对裸鼠体内血清
)H3̂

和
C)B6

*

分泌的影响
!

与对

照组比较%实验组小鼠外周血
)H3̂

和
C)B6

*

水平显著增加%

差异有统计学意义"

<

$

"1"(

#%见图
*

$

!!

&

!对照组
)H3

)

%

!实验组
)H3

)

=

!对照组
)H3̂

)

>

!实验组
)H3̂

$

图
$

!!

裸鼠移植瘤组织中
)H3

和
)H3̂

蛋白的表达水平&免疫组织化学
]!""

'

!!

H

!

<

$

"1"(

%与对照组比较$

图
*

!!

荷瘤裸鼠外周血中
C)B6

*

和
)H3̂

的分泌水平

#

!

讨
!!

论

淫羊藿来源于小檗科多年生植物淫羊藿属的多种植物%为

传统的补虚壮阳中药$近年研究表明%从淫羊藿中分离的黄酮

类化合物
C=&

具有刺激机体免疫系统和刺激骨髓
>B&

合成

的%增加外周血白细胞数量,骨髓造血干细胞中粒单系祖细胞

数量等的功能%增强机体免疫功能$有文献报道%

#""G

P

&

Ĝ

C=&

能够诱导肝癌
'J

M

E!1!1#(

细胞分化凋亡%抑制肝癌细胞

和
'JOH

细胞的生长'

#*

(

%中剂量
C=&

可以促进
'!!

肝癌移植

瘤小鼠细胞凋亡'

#(

(

$本实验进一步研究了
C=&

在体内外对食

管癌细胞的抑制作用%结果显示用
#"

,

("

,

#""G

P

&

Ĝ

浓度

C=&

体外处理食管癌细胞
*7L

后%对细胞的增殖无显著影响%

分析原因可能由于浓度较小未对食管癌细胞产生影响%但分别

用生理盐水和
C=&

处理小鼠
!(.

后%实验组裸鼠肿瘤的平均

体积和质量显著降低)进行肿瘤组织的
;WBẐ

染色%结果显

示
C=&

可明显诱导肿瘤组织内的细胞发生凋亡%

C=&

"

("G

P

&

U

P

#可明显降低裸鼠体内的肿瘤负荷$

凋亡的发生与基因表达,蛋白质合成和细胞内
=H

!f浓度

的增高等多种生物行为有关%有不同的信号传导系统介导和参

与%其中
)H36)H3̂

可直接启动细胞凋亡的信号途径%是介导细

胞凋亡最为重要的跨膜蛋白分子'

#,6#5

(

$正常情况下%肿瘤细

胞表达
)H3

%

;

淋巴细胞在肿瘤抗原刺激和辅助性
;

淋巴细胞

作用下活化,增殖%表达
)H3̂

%两者结合后%带有死亡结构域的

)H3

相关蛋白
)&>>

可以激活
=H3

M

H3J

基因%继而激活下游半

胱氨酸蛋白酶超家族系列成员%级联反应促使
)H3

蛋白所在细

胞发生凋亡就可能诱导肿瘤细胞凋亡$但是由于肿瘤细胞不

表达,低表达或表达无功能的
)H3

'

#7

(

%亦或由于肿瘤细胞编码

的
=H3

M

H3J

基因发生点突变%信号传导机制产生缺陷%不能继

续向下传递凋亡信号%肿瘤细胞不发生凋亡就可能导致杀伤机

制不能正常进行$

C)B6

*

是一种由激活免疫细胞分泌的细胞

因子%具有直接抗肿瘤活性%或通过激活巨噬细胞产生细胞毒

作用$

'

型,

+

型干扰素都具有调节和增强肿瘤细胞对
)H3

介

导的细胞凋亡的敏感作用$干扰素通过调节
)H36)H3̂

信号通

路诱导细胞凋亡是近年来肿瘤免疫学研究热点之一%

C)B6

*

可

以通过干扰素受体上调肿瘤细胞的
)H3

水平和淋巴细胞的

)H3̂

水平或影响
)H3

介导肿瘤细胞凋亡敏感性加强该肿瘤免

疫途径%其可能机制是
C)B6

*

通过调控抗凋亡基因
SNO6!

家族,

白细胞介素
#

&

相关酶
C=Z

基因,

=H3

M

H3J

家族等相关基因而发

挥作用$在本研究中%

C=&

可提升外周血中
)H3̂

和
C)B6

*

的

分泌%并升高肿瘤组织内
)H3

和
)H3̂

的表达水平%这可能是

C=&

发挥抗肿瘤作用的重要机制之一$

迄今为止%恶性肿瘤的治疗多为手术切除为主%放射治疗,

化学治疗为辅的传统方法%手术可以遏制肿瘤的继续发展%但

容易引起并发症%如出血,术后感染,切口粘连等%且术后的复

发率也较高$而放射治疗和化学治疗在杀死癌细胞的同时也

不可避免地损伤正常细胞%毒副作用往往很大%而
C=&

是在中

医配方中广泛出现的补益类中药%将可能成为一种潜在的安全

的抗癌药物$但是
C=&

抗肿瘤机制还需要进一步研究和探

讨%解决此问题将有助于进一步研究
C=&

的功能和作用机制%

为
C=&

用于肿瘤的治疗提供理论基础$
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