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目的
!

评价岩白菜素对肝癌
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细胞和大鼠肝癌模型的抑制作用%方法
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细胞共孵育!评价岩白菜素对
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细胞增殖&

平板克隆&迁移和侵袭能力的影响!同时利用二乙基亚硝胺"

:;<

$连续喂饲的方法构建大鼠肝癌模型!在离建

模成功的
1

周开始!实验组予以
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=
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岩白菜素连续灌胃
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周!对照组只喂饲等量岩白菜素溶剂二甲基亚

砜"
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$!观察岩白菜素对大鼠肝癌大小&大鼠存活时间的影响%结果
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岩白菜素能显著抑制肝癌
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细胞的增殖"
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$&克隆形成"
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$&迁移和侵袭能力"
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和
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$!并呈剂量依赖

性%岩白菜素亦能抑制大鼠肝癌的生长!使肝癌体积减少"
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岩白菜素是从矮虎耳草植物中提取的一种活性

成分#具有抗炎)收敛)解痉的作用#近年来#有少数报

道指出岩白菜素有抗肿瘤的作用*在本文中#作者报

道了岩白菜素对肝癌的抑制作用*
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材料与方法
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实验材料
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恒温培养箱中培养肝癌
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细胞#待细胞密度达
/%Z

左右时予以传代*

=&>&>

!

大鼠肝癌模型的建立
!

在
@VX

级环境中饲养

0

周龄雄性
Y#+IGL

大鼠#适应性培养
$

周后将
'%

只

大鼠分成两组#每组各
$2

只#对照组予以常规喂养#

实验组在常规喂养的基础上饮用水中添加
%&%$Z

:;<

#

$/

周末将大鼠脱颈处死#

-2Z

乙醇浸泡后取肝

脏#计算结节大小和数目#比较实验组和对照组的

差异*

=&>&?
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四甲基偶氮唑蓝$
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常规培养
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#待细胞密度达
/2Z

左右时终止培养#消化)离

心)重悬浮为单细胞悬液#调整细胞密度为
$^$%

)

"

79

#以每孔
$%%%%

个细胞种入
()

孔板#岩白菜素设

置浓度梯度为
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个浓度设置
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个复孔#常规培养
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#吸去培养液#每

孔加
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#继续孵育培养
0J

后#弃上

清液#每孔加入二甲基亚砜
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#震荡
$%7#,

#结晶

溶解充分#酶标仪
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处测定吸光度$

+

&值*
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平板克隆形成实验
!

常规培养
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#待细

胞密度达
/2Z

左右时终止培养#消化)离心)重悬浮为

单细胞悬液#调整细胞密度为
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)

"

79

#以每孔
'%%

个细胞种入
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#常规培养
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周#待大多数

克隆大于
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时终止培养#吸去旧的培养基

后#

VT@

洗
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次#甲醇固定
$27#,

#

%&$Z

结晶紫染色

1%7#,

后流水轻轻洗去结晶紫#在
$%%

倍光学显微镜

下计算克隆形成率#克隆形成率
B

阳性克隆数"种板

细胞数
$̂%%Z

*

=&>&A
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ELG,+P488

迁移和侵袭实验
!

常规培养
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#待细胞密度达
/2Z

左右时终止培养#消化)离

心)用无血清
CV?W$)0%

培养基重悬浮为单细胞悬

液#调整细胞密度为
$̂ $%

)

"

79

#以每孔
$%%%%%

个细

胞种入
$1

孔板的
ELG,+P488

小室上室#下室加入
2%%
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含
1%Z XT@

的完全培养基#上下室内均加入岩白

菜素#设浓度梯度为
%

)

%&$

)

%&1

)

%&0

)

%&)

)

%&/77"8

"

9

#常规培养约
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#终止培养#取出小室#用棉签轻轻

蘸去上室内底部未穿出细胞后#对小室予以染色#在

光学显微镜下计算每高倍视野下小室底部穿出细胞

数*侵袭实验!除小室底部铺有
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&外#其余步骤同迁移实验*
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统计学处理
!

采用
@V@@$-&%

进行统计学分

析#计数资料采用率表示#用
!

1 检验#计量资料用
<_
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表示#采用
@IH!4,I+̀J

检验或
D<AaD

#所有实验重

复
'

次#以
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为差异有统计学意义*
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结
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果
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岩白菜素抑制肝癌
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细胞的存活能力
!

本研究选用
%&)77"8

"

9

的一定浓度梯度的岩白菜素

来检测对肝癌
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细胞存活能力的影响#发现岩

白菜素能显著抑制
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细胞的存活能力$

!B

%&%1((

&#见图
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图
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岩白菜素抑制肝癌
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细胞的存活能力
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岩白菜素抑制了肝癌
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细胞的平板克隆

形成能力
!

一定浓度梯度的岩白菜素$
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&抑制了肝癌
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细胞的平板克

隆形成能力$

!

$

%&%$

&#见图
1

*

图
1

!!

平板克隆形成实验
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岩白菜素抑制了肝癌
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细胞的迁移和侵

袭能力
!

一定浓度梯度的岩白菜素$
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)

%&1
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%&0
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&抑制了肝癌
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细胞的迁移

$

!B%&%%(/

&和侵袭能力$

!B%&%%)(

&#见图
'

*

!!

D

!迁移细胞数%

T

!侵袭细胞数

图
'
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ELG,+P488

小室迁移和侵袭实验
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岩白菜素抑制了大鼠肝癌模型的生长
!

成功构
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重庆医学
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年
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月第
0-

卷第
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期



建大鼠肝癌模型#发现
$%7

=

"

>

=

的岩白菜素灌胃
1

周

可以显著减慢肝癌的生长见图
0

#延长存活时间见图
2

*

!!

G

!

!

$

%&%$

图
0

!!

两组大鼠肝癌模型肿瘤总体积
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G

!

!
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图
2
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两组大鼠肝癌模型存活时间
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越来越多的研究表明#氧化应激及由此产生的活

性氧类物$

CA@

&与各种常见疾病如动脉粥样硬化'

$

(

)

癌症发生'

1.'

(

)衰老'

0.2

(

)糖尿病'

)

(等有关#人体在细胞

有氧代谢)持续的应激)暴露于紫外线或
b

射线可产

生各种
CA@

'

-./

(

#这些
CA@

在细胞信号和对细胞因

子)生长因子)激素作用)转录)离子转运)神经调节)

免疫调节和凋亡的调节中起重要的作用'

(

(

*因此#人

们将目光转向食物中具有治疗此类疾病的抗氧化物*

岩白菜素即是从植物矮虎耳草中提取的天然抗氧化

物*

1%%1

年#
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$%

(报道从紫金牛属植物中

分离出岩白菜素和去甲氧岩白菜素以及其他
$'

种化

合物#发现这些化合物具有清除二苯基苦味酰基苯肼

自由基#对鼠乳腺癌细胞系
X?'D

有细胞毒性作用*
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年#

?W@3W?D

等'

$$

(发现印度龙脑香的乙醇提

取物对小鼠肉瘤
$/%

细胞有显著抑制作用#半数抑制

浓度$

WU

2%

&仅
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9

#这些乙醇提取物中含有

较高比例的岩白菜素*

1%$%

年#

<;Y;99

等'

$1

(报道

了从
)

种紫金牛属植物中提炼出的化合物中岩白菜

素)蒽贝素)槲皮素均对肝癌
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细胞有较强的细

胞毒性作用#其中以岩白菜素的抑瘤作用最强#初步

研究发现其可能机制为引起细胞周期阻滞在
6
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期#进而引起细胞凋亡#但是对于岩白菜素的抑肝癌

作用没有系统研究*
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年#
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现他们实验室合成的岩白菜素对
E

淋巴细胞白血病

细胞
UUCX.U;?

及其耐药株有较强的抑制作用*
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年#
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(证实从双翼豆科木的水提物

中分离出来的岩白菜素和没食子酸对淋巴瘤
CG

**

细

胞和
#

.

黑素细胞刺激激素$

#

.?@3

&刺激产生的
T$)

黑色素瘤细胞均有抑制作用#其中对淋巴瘤的抑制作

用是通过激活
;T

病毒早期抗原$

;Ta.;D

&提高机体

免疫力来实现的*

岩白菜素不溶于水#但是可溶于
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*本研究

发现#使用
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做溶剂#低于
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的岩白

菜素即可抑制肝癌
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细胞的恶性生物学行为*

在抗增殖实验中#岩白菜素能够抑制肝癌
34

5

61

的

存活能力#并呈时间和剂量依赖性#克隆形成能力是

肿瘤细胞所具有的一种特性#反映单个细胞的集落形

成能力*在平板克隆形成实验中#本研究发现一定浓

度范围内的岩白菜素能够抑制肝癌
34

5

61

的集落形

成能力*肝癌是高度恶性肿瘤#具有较强的迁移和侵

袭能力#在
ELG,+P488

迁移和侵袭实验中#发现较低浓

度的岩白菜素能够明显抑制肝癌
34

5

61

细胞的迁移

和侵袭能力*本研究利用
:;<

构建了
Y#+IGL

大鼠

肝癌模型#发现
$%7

=

"

>

=

的剂量能够显著改善大鼠

肝癌模型的存活状态#如毛发的光亮程度)活动度#减

慢了大鼠肝癌的生长#延长了大鼠的存活时间*

总之#本研究已初步发现岩白菜素能够抑制肝

癌#包括细胞株和动物模型#在临床上#岩白菜素被用

来治疗支气管炎和哮喘#该发现将有望拓展岩白菜素

的治疗范围*
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本实验研究结合了临床臂丛神经损伤机理及解

剖结构#采用一侧兔臂丛神经根性切断造模方法*结

果表明#肱骨失神经化营养支配后#骨密度)干重明显

降低#骨的力学强度指标较对照侧明显减弱#骨小梁

致密度)小梁间吻合)骨皮质厚度)孔隙)髓腔)破骨细

胞数目及新生胶原纤维数量在不同的废用时间点与

对照侧相比差异均有统计学意义*故本研究结果显

示#臂丛神经切断术是有效建立废用性骨质疏松动物

模型的方法#为废用性骨质疏松研究提供了良好的实

验载体#也为骨科今后对骨质失神经营养方面的基础

研究及临床防治提供了较为稳定可靠的实验基础*
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