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苦参碱抑制大肠癌B.5)+细胞

环氧化酶5)表达的研究

黄 建’ 张鸣杰) 邱福铭’

摘要 目的 从基因和蛋白水平探讨中药成分苦参碱（67CD8A/）对大肠癌B.5)+细胞环氧化酶5)
（%EF5)）表达的影响。方法 分别采用G.5H%G、I/<C/DA5J0"C、4KLMN等方法检测不同浓度苦参碱处理

B.5)+细胞前后%EF5)6G!N、蛋白及其产物前列腺素4)（HO4)）水平的改变。结果 苦参碱可抑制B.5
)+细胞%EF5)6G!N、蛋白表达及HO4)合成水平，但对%EF5’无影响。当苦参碱)#&6P／60处理时，

%EF5)6G!N表达在处理后39和+9时抑制率均为’&&Q；细胞培养液HO4)合成水平在+9时抑制率为

3*#+Q；%EF5)蛋白表达在’)9和),9时抑制率分别为,$Q和’&&Q。结论 苦参碱具有选择抑制B.5)+
细胞%EF5)的基因转录、蛋白表达和功能活性等作用，在一定浓度和时间范围内，表现出时效与量效关系。
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苦参碱（67CD8A/，UN.）是从中药苦参的干燥根中

提取的一类活性物质〔’〕，传统被用在抗炎、抗心律失常

等，但最近发现其在抗肿瘤如抑制增殖、诱导分化和凋

亡、抗浸润和转移等多个方面也起作用。环氧化酶5)
（@;@0""X;P/A7</5)，%EF5)）是花生四烯酸代谢的关键

限速酶，已发现许多肿瘤的发生发展也与%EF5)表达

密切相关，尤其在大肠腺瘤和恶性肿瘤，%EF5)表达

高达(&Q和$&Q〔)，*〕。关于苦参碱是否影响%EF5)
表达，目前还未见报道。本研究从基因和蛋白水平检

测苦参碱对大肠癌B.5)+细胞系%EF5)表达的影

响，以探讨其抑制%EF5)表达抗大肠癌的机制，为大

肠肿瘤的治疗及化学预防提供理论依据。

材料与方法

’ 材料 苦参碱（纯度：++#+Q，)&6P／支）购自

中国药品生物制品检定所；人大肠癌B.5)+细胞系由

浙江大学肿瘤研究所提供；细胞培养液U@%";’(N购

自M8P67公司（%7C70"P!"#*&5)&&1）；新生小牛血清购

自杭州四季青生物工程材料有限公司；.D8="0液购自
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!"#$%公司（$&’&()*+),-../012-3）；45&678598:8’7;
购自 宝 生 物 工 程 有 限 公 司（<)=7+),>?@-2A）；B1
BCD反 转 录 酶 购 自 E;)F7*&公 司（$&’&()*+),
B-G2-）；%(8*=H及$%I1-、$%I1?、!1&<’85的引物均由

上海生物工程公司合成；H&J酶购自E;)F7*&公 司

（$&’&()*+),B-00-K）；前列腺素L?（E!L?）LC"KA试

剂盒购自$&MF&5公司（$&MF&5$97F8<&($)，$&’&()*
+),.-N2-2）；$%I1?鼠单抗购自$&MF&5公司（$&M1
F&5$97F8<&($)，$&’&()*+),-02--?），羊抗鼠"*!（O
PC）二抗购自北京中山生物技术有限公司（$&’&()*
+),Q#?@2.）；L$C试剂盒购自上海申能博彩生物科技

有限公司（C)’：2@20）。

? 方法

?R- 细胞培养与药物处理 人大肠癌细胞系

OH1?/在 含 有-2S的 新 生 小 牛 血 清，青 链 霉 素 各

-22T／F(的 B<$)M’.A培养液中，@GU、饱 和 湿 度、

.S的$%?条件下常规培养，每@"N天换液传代培

养。收集对数期生长的细胞，用B<$)M’.A培养液调

整细胞浓度为.#-2.／F(，接种于0孔板中，常规条件

培养-天使其贴壁。将苦参碱加入各孔中并用培养液

调整各孔的BAH浓度分别为2、2,.、2,G.、-,2、-,.、

?,2F*／F(，按培养@、0、/、-?、?N9.个时间段分批收

集细胞用于提取总4+A和总蛋白，收集培养液测定

E!L?的含量。

?R? $%I1?基因表达测定 采用逆转录聚合酶

链反应（4H1E$4）方法，H;8V)(法提取细胞总F4+A。

$%I1?引物：67567为.’1$A!$A$HH$A$!$AH$A!
HH1@’，

&5’867567为.’1H$H!!H$AAH!!AA!$$H!H1@’（大

小G..:W）；

$%I1-引物：67567为.’1$$HH$AAH!A!HA$$!$A
A!A!1@’，

&5’867567为.’1!H!H!!$$!H$HH!A$AAH!H1@’

（@20:W）；

!1&<’85引物：67567为.’1H$!A$AA$!!$H$$!!$A1@’，

&5’867567为 .’1$!H A$A H!! $H! !!! H!H1@’

（@G.:W）。

逆转录后E$4扩增条件为/.U变性@26；..U复

性?26；G?U延伸?26，共@.个循环，最后G?U延伸

-2F85。产物在?S的琼脂糖凝胶上电泳，应用图像分

析仪对扩增条带作半定量扫描分析。

?R@ 细胞培养液E!L?测定 采用酶联免疫法

（LC"KA法），按试剂盒说明书操作。

?RN $%I1?蛋白表达检测 采用蛋白电泳免疫

印迹实验（X76’751:()’法）检测；蛋白提取液煮沸法提

取细胞总蛋白，用C)Y;M法测定各样品的浓度，每个

样品上样@2$*，K>K1EA!L蛋白电泳并将蛋白转至

ED>Z膜（W9&;F&<8&公司）上；分别采用$%I1?一抗

（鼠单抗）和二抗（羊抗鼠"*!）检测蛋白表达，L$C液

温浴?F85，I线片曝光显影；用激光光密度图像扫描

仪测定信号条带的吸光值。

@ 统计学方法 采用KEKK-2,2软件行!检验。

结 果

- 苦参碱对OH1?/细胞系$%I1-、$%I1?F41
+A表达的影响 不同浓度（2,."?,2F*／F(）苦参碱

处理OH1?/细胞的.个时间段（@、0、/、-?、?N9），其中

@个时间段（@、-?、?N9）$%I1?F4+A的表达不受浓

度梯度影响（图-&、=、7）；而在0、/9两个时段，$%I1?
F4+A的表达抑制随苦参碱的浓度增高而明显，当

?R2F*／F(苦参碱处理时，$%I1?F4+A几乎不表达

（图-:、<）。

将$%I1?条带的亮度值与!1&<’85条带作比较，得

到半定量的4值并绘制出时效曲线，各个浓度的苦参

碱 在 不 同 时 段 内 对 $%I1? F4+A 表 达 影 响

的变化为：在@"/9时段，每个浓度的苦参碱对$%I1?
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!"#$表达一致表现为抑制，而在%!&’(时段，)*+,
&表达水平又有上升；-./!&.-!0／!1各组对)*+,
&!"#$表达抑制率分别为’&.23、’4.43、’5./3、

/2.&3和2--3（见图&），其中-./!2./!0／!1各组

间比较抑制率差异无显著性（!!-.-/）；但&.-!0／!1
苦参碱组与前’组抑制率比较差异有显著性（!"
-6-/）。苦参碱对78,&%细胞)*+,2!"#$的表达

无影响（见图29）。

& 细胞培养液中:;<&水平的变化 不同浓度

苦参碱处理78,&%细胞4、5、%、2&、&’(/个时段中，各

个浓度苦参碱在4!%(时段内，细胞培养液中:;<&
水平均下降，大多在%(时下降最明显；而在%!&’(时

段里，:;<&合成水平曲线走行不一致，-6/、26-!0／!1
苦参碱处理组的:;<&水平呈上升趋势；而-6=/、26/、

&6-!0／!1组的:;<&水平则呈先继续下降后又上升

的趋势，但各浓度组每个时间点的:;<&浓度均低于

空白对照组（见图4）。-6/!&6-!0／!1组的抑制率

分别为4>6&3、5-6/3、’/3、>/653和546%3，26/
!0／!1苦参碱组的抑制作用最明显。将各个浓度的

苦参碱处理组:;<&水平变化时效曲线与)*+,&!",
#$表达变化作比较，发现除了-6/!0／!1苦参碱处理

组外，两组曲线的走向趋势基本相似。

4 苦参碱对78,&%细胞系)*+,&蛋白表达的

影响 -./!&.-!0／!1苦参碱浓度处理78,&%细胞

2&(的抑制率分别为’3、’’3、’-3、/-3和’>3，可

见除-./!0／!1组外，其余各组的)*+,&蛋白表达抑

制率相近（见图’.2）。而&.-!0／!1组在4、5、%、2&、

&’(/个时段处理78,&%细胞，发现4!%(时段内

)*+,&蛋白 表 达 水 平 渐 升 高，而 在%!&’(时 段 内

)*+,&蛋 白 表 达 水 平 则 明 显 下 降，尤 其 在&’(时

)*+,&蛋白几乎不表达（见图’6&）。将&6-!0／!1苦

参碱处理组)*+,&蛋白表达变化的时效曲线与)*+,
&!"#$、:;<&的变化作比较，发现前者与后两组的

曲线走向相反。

讨 论

苦参碱为一类具有抗炎、抗病毒及抗肿瘤等作用

的中药成分。?(@A0等发现低浓度苦参碱可诱导红白

血病B/5&细胞分化，高浓度时则使细胞凋亡〔’〕。另

有研究证明苦参碱可使实体瘤细胞系如胃癌和肝癌细

胞发生凋亡〔/，5〕，明显减少用二乙基亚硝胺（C<#）喂

饲大鼠诱发肝癌的癌结节数目和大小〔=〕，还抑制7,&&
细胞系小鼠皮下移植瘤〔>〕，表明其具有一定的肿瘤化

学预防作用，但有关报道未涉及苦参碱抗大肠肿瘤和

肿瘤化学预防作用的分子机制。

)*+,&与结肠癌和直肠癌发生发展的关系已被

·&’&· 中国中西医结合杂志&--/年4月第&/卷第4期)DE8FG，G@HI(&--/，JK1.&/，#K.4

万方数据



大量的流行病学和实验研究结果所证实：!"#$%及其

表达产物&’在人类和裸鼠的大肠腺瘤和上皮恶性肿

瘤中有过度的表达；服用阿司匹林或其他!"#$%合

成抑制剂如用消炎痛超过()!(*年的人群，可减少

结、直肠癌发生的相对危险性+),!*),〔-〕；!"#$%
基因敲除裸鼠可明显减少结、直肠癌的发生〔%〕，提示

!"#$%与消化系肿瘤特别是大肠癌的发生相关，并可

能是药物预防大肠癌发生的一个重要分子靶点。但由

于非甾体类消炎镇痛药（./0123）因同时抑制!"#$(
引起的不良反应使其大量应用受到限制〔-，()〕。选择性

!"#$%抑制剂如西乐葆（!4546789:）等具有和传统的

./0123相同的功效，虽对!"#$(的抑制作用较小而

并发症较少，但仍不能完全避免，且可能有其他不良反

应。因 此 从 传 统 的 天 然 中 药 材 中 选 择 可 特 异 抑 制

!"#$%表达的药物成了大肠癌化疗预防的重要选择。

基于 苦 参 碱 具 有 抗 炎 抗 肿 瘤 的 作 用，结 合

./0123通过抑制!"#$%的表达防治大肠癌这一事

实，我们推测苦参碱也可能通过抑制!"#$%表达发挥

其抗肿瘤作用，为此我们选择!"#$%高表达的人大肠

癌;<$%-细胞系进行体外实验研究加以验证。研究

发现苦参碱可下调!"#$%=>.0表达水平、&’?%的

合成及!"#$%蛋白的表达，但对!"#$(的表达无明

显的抑制作用，因此可能具有特异、低毒、临床应用不

良反应较少等优点。同时发现苦参碱浓度在(@*!
%@)=A／=5时对!"#$%基因、蛋白表达的抑制作用明

显；各浓度苦参碱处理-B时，!"#$%=>.0表达及

&’?%合成水平下降明显，而!"#$%蛋白表达在用药

-B后抑制作用才出现，这些结果对于了解掌握苦参碱

抗!"#$%作用的药物动力学特点从而指导苦参碱临

床应用有一定的意义。

另外，从!"#$%=>.0、!"#$%蛋白及&’?% 表

达变化的时效曲线来看，!"#$%=>.0与&’?%水平

变化的时效曲线走行较一致，而与!"#$%蛋白表达的

走行相反。!"#$%=>.0和蛋白时效曲线的走行不

一致可能由于蛋白的合成迟于基因的转录翻译，存在

有抑制延迟的现象，说明苦参碱的作用是从基因转录

水平上发生。而!"#$%蛋白和&’?%时效曲线的走

行不一致可能与!"#$(的代偿性功能增强有关，具体

机制有待进一步研究。
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第四届国际传统医学美容学术大会征文通知

经国家中医药管理局批准，由中华中医药学会主办的“第四届国际传统医学美容学术大会”将于%))*年V月在中国召开。承

办单位：中国·中华中医药学会中医美容分会；《中国医药学报》杂志社。大会除专题报告与论文交流外，还有特色美容新技术现场

展示、天然美容养颜产品研发技术研究进展交流（企业专场学术研讨会）及展览；具体征文内容详见本刊%))*年第(期++页。

·S+%·中国中西医结合杂志%))*年S月第%*卷第S期!E1<FX，XDK6B%))*，a75J%*，.7JS
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