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目的
!

研究华蟾素对人胃癌
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细胞增殖及
9>"F723+J

表达的影响%方法
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将人胃癌
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$华蟾素组和

对照组的人胃癌
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细胞的增殖抑制情况!利用
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和
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分别检测不同浓度"
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$华蟾素组和对照组的人胃癌
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华蟾素组对
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细胞均具有增殖抑制作用
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华蟾素组的
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细胞内
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表达明显降低且呈剂量依赖性"
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华蟾素抑制胃癌
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的增殖的机制可能与下调
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胃癌是最常见的恶性肿瘤之一#在我国发病率和

病死率较高)目前除了化疗等传统治疗手段以外#也

在探索中西医结合的肿瘤综合治疗方案)华蟾素是

从传统中药材蟾皮中提取的生物制剂#具有清热解

毒*消肿化瘀等功效#多项研究发现其具有较强的抗

肿瘤作用'
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9>"F723+J+

是重要的细胞内信号分

子#参与调控许多细胞生理进程#

9>"

家族在肿瘤细

胞中通常呈高表达#几乎参与了肿瘤发生*发展的每

一个重要环节#
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和
93G$

是其中最受关

注的分子'
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)本实验通过华蟾素对胃癌
;F5-(%$

细

胞增殖能力和细胞内
9>"F723+J+
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93G$

&表达的影响#为胃癌的综合治疗提供新的理论

依据和选择方向)

@
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材料与方法
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材料与试剂
!

胃癌细胞系
;F5-(%$

$四川大学

信号转导及分子靶向治疗实验室提供&%华蟾素$每支
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重庆医学
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年
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月第
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法检测细胞增殖抑制率
!

培养胃癌细

胞系
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细胞至对数生长期#按照每孔
1]$%

'

密度接种于
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孔板#培养
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细胞贴壁后加入华蟾
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#每

个实验组设
'

个复孔#并设对照组)分别于药物培养
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进行检测)检测时更换为
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养液与
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试剂混合继续孵育
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J

&值#选择
0(%,4

和
)'%,4

双波

长#增殖抑制率$

`

&

g

$

$V

实验组
J

值"对照组
J

值&

]$%%̀

)

@&A&B

!

_J+KJM,RO"K

检测
9>"<

*

5!G01

*

93G$

蛋白

的表达
!

收集
'

种浓度$

%&?

*

$&%

*

1&%4

@

"

48

&华蟾

素培养
0/>

后的
;F5-(%$

细胞#制备细胞总蛋白#

D5<

方法进行蛋白质定量)取等量的蛋白样品行
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聚丙烯酰胺凝胶$

;Z;.2<FW

&电泳#并将蛋白转
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膜#
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的脱脂奶粉封闭
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#加入
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抗体
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摇床孵育过夜#加入荧光二抗

避光于室温振摇
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#将膜直接置于红外荧光扫描仪

中扫描#与内参照
(
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进行比较)
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&华蟾素

培养
0/>

后的
;F5-(%$

细胞#以
7M#f"O

试剂提取总

9B<

#按照
259

试剂盒说明书方法反转录获得
GZ.

B<

)按表
$

引物进行
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扩增#
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反应条件

为
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预变性
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#
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变性
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延
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琼脂糖凝胶电泳检测
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产物#凝

胶图象分析仪进行条带分析)

表
$
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所用引物序列

基因 引物
扩增长度

片段$
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9>"<

上游
?a.555<<5<57555<75<7557<.'a
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统计学处理
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采用
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统计软件进行统

计分析#计量资料用
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表示#采用
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检验或方差分

析#以
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$
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为有统计学意义)
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华蟾素对
;F5-(%$

细胞增殖活性的影响
!

随

着华蟾素浓度的增加和作用时间的延长#其对

;F5-(%$

细胞增殖抑制作用也在逐渐增强#呈剂量及

时间效应关系#各浓度华蟾素组与对照组相比差异有

统计学意义$
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华蟾素对
;F5-(%$

细胞增殖的影响$
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#与对照组比较
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华蟾素对
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细胞
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蛋

白表达的影响
!

随着药物浓度的增加#
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*
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*
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蛋白表达水平逐渐降低#呈现剂量依赖性#当剂

量达到
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的时候蛋白表达量最低#与对照

组相比差异有统计学意义$
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蛋白表达
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表达的影响
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随着药物浓度的增加#
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93G$49B<

表达量逐渐降低#显示出剂量依

赖性#各浓度华蟾素组与对照组相比差异有统计学意

义$
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#与对照组比较
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讨
!!

论
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胃癌是最常见的恶性肿瘤#是世界上第
1

大癌症

死因)我国是胃癌高发区#其发病率和病死率高居各

$$%'

重庆医学
1%$/

年
/

月第
0-

卷第
1'

期



种恶性肿瘤之首#严重威胁着人们的健康和生命#胃

癌目前临床上主要采用以
?.=̂

为基础的化疗方

案'

?

(

#然而胃癌
?

年相对生存期仍然很低#探索新的

有效抗肿瘤成分的药物和对相关的信号转导通路的

影响成为近年来肿瘤研究的重点)华蟾素是以中华

大蟾蜍皮为主要原料制成的一种水溶性制剂#具有清

热解毒#消肿化瘀等作用)研究发现华蟾素对肝癌*

胰腺癌*结肠癌*骨肉瘤*乳腺癌等多种肿瘤细胞的生

长和增殖有较强的抑制作用#能够诱导肿瘤细胞的分

化和促进凋亡#逆转多药耐药性'

).(

(

)

9>"F723+J+

家族均有与
F72

结合的基因序

列#与
FZ2

和
F72

有很高的亲和力#能够接收多种

刺激信号)

9>"

家族是细胞内重要的信号分子#可以

参与调控细胞骨架重组*细胞黏附和移动*细胞周期*

细胞凋亡*细胞分裂*基因转录等多种生理过程'
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(

)

作为
9>"

家族研究最多最具代表性的
'

个分子#大量

的基础实验研究发现
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*

5!G01

*

93G$

与肿瘤的发

生*发展有重要的联系#可以促进细胞分裂#加速细胞

的生长*增殖%促进肿瘤血管壁的发育#加速肿瘤血管

的生成%能够对抗和阻断细胞的凋亡信号转导途径从

而抑制细胞的凋亡'

$$.$'

(

)目前多个研究发现
9>"<

*

5!G01

*

93G$

在胃癌细胞和组织中呈现高表达'

$0.$?

(

#

本实验希望通过研究不同浓度华蟾素对胃癌细胞中

9>"<

*

5!G01

*

93G$

基因表达的影响#探讨华蟾素通

过
9>"F723+J+

信号通路抗胃癌的作用机制)

本实验首先采用
55T./

法检测
0

种$

%&?

*

$&%

*

$&?

*

1&%4

@

"

48

&不同浓度华蟾素作用于
;F5-(%$

细胞
10

*

0/

*

-1>

后的增殖活性#显示各实验组与对照

组相比增殖活性受到明显抑制#

%&?4

@

"

48

浓度的华

蟾素对
;F5-(%$

细胞即有抑制作用#

1&%4

@

"

48

浓

度的华蟾素在
-1>

时抑制率为最高#增殖抑制率呈现

出剂量和时间依赖性关系)细胞增殖抑制实验得到

的有效浓度范围中#选择
'

种$

%&?

*

$&%

*

1&%4

@

"

48

&

不同浓度华蟾素#用
_J+KJM,RO"K

和
97.259

分别检

测其作用于
;F5-(%$

细胞
0/>

后
9>"<

*

5!G01

*

93G$

蛋白和基因表达#显示
9>"<

*

5!G01

*

93G$

蛋白

和
49B<

表达水平均较对照组降低#且随着华蟾素

浓度的增加#

'

种分子的蛋白和
49B<

表达量逐渐降

低#

1&%4

@

"

48

浓度的华蟾素抑制蛋白和
49B<

表

达作用最强#呈现剂量依赖性)表明华蟾素可以降低

胃癌
;F5-(%$

细胞中
9>"F723+J

的表达#通过抑制

9>"

家族信号转导通路中相关分子的表达来降低细

胞的增殖能力#从而起到抗肿瘤的作用)本实验为华

蟾素抗胃癌的作用机制提供新的研究方向#为其临床

应用提供理论依据)
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