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中药五加皮提取成分抗肿瘤活性作用机理研究
单保恩1 付小梅1 华正祥2 李巧霞1 梁文杰1 刘冀琴1 张 华3 刘刚叁3

摘要 目的研究五加皮提取成分(Ac口起珈。抛咒nz gm以玩训Ms extract，Age)对肿瘤细胞的作用机理。

方法 采用[3H]一TdR掺入法测定肿瘤细胞增殖反应；用流式细胞技术分析Age对肿瘤细胞周期的影响；用

蛋白印迹技术检测Age对肿瘤细胞Rb(retinoblastoma)、Cdk(cyclin—dependent kinases)等酶类的影响。结果

体外细胞活力试验证明，Age仅抑制肿瘤细胞增殖，并不导致细胞死亡。在Age的作用下，肿瘤细胞增殖停

止在细胞周期的G0／G1期，而未见直接的细胞毒效应。Age可诱导Rb、Cdk2和Cdk4表达降低，使细胞停止

增殖。结论Age对肿瘤细胞的作用机制是通过调节控制细胞周期的酶类而发挥作用的。

关键词 五加皮提取成分；细胞周期；Rb；Cdk；抗肿瘤机制
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Abstract objective To study the mechanism of anti—tumor activity of Acanthopanax gracilistylus extract

(Age)．Methods The tumor ceUs proliferation was detected by using[3H]一TdR incorporation method，and the

effects of Age on cell cycle of tumor cells，retinoblastoma(Rb)protein and cyclin—dependent kinases(Cdk)were

analyzed by flow cytometry and Western blotting assay，respectively． Results It was indicated by cytoactiVity

test i咒口if，u that Age only had effect in inhibiting the proliferation of tumor ceUs，it couldn’t lead to death of

cells． Under action of Age，the pr01iferation of tumor cells was halted at Go／G1 stage of cell cycle，and showed

no direct cytotoxic effect by Age．Age could induce 10wering of the expression of Rb，Cdk2 and Cdk4，cause halt

of tumor cell pr01iferation．Conclusion The tumor inhibitory effect of Age is realized by way of regulating the

activity of cell cycle controHing enzymes to suspend the proliferation of tumor ceUs．

Key words Acanthopanax gracilistylus extract；cell cycle；retinoblastoma；cyclin—dependent kinases；anti—

t1】mor mechanism

五加皮(Af以咒娩。抛咒口z gm矗协￡∥“5)为五加科落

叶小灌木细柱五加的根皮，以树皮为药。主要功效为

祛风湿、强筋骨、利水消肿u·。古医书记载五加皮可用

于临床治疗骨蚀(骨瘤、骨癌)、肝积(肝癌)、溺血(肾

癌)等肿瘤性疾病。徐建国等体外试验结果显示，五加

皮水提液24 h内可杀死早幼粒白血病细胞株(HL一

60)心1。本科研中心也证明了五加皮提取物中一种蛋

白质成分有较强的抗肿瘤作用b一一，但对于五加皮抗肿

瘤作用的机制尚未见报道。本研究探讨了从五加皮中
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纯化的抗肿瘤活性成分Age蛋白对肿瘤细胞的作用

机理。

材料与方法

1细胞株和主要试剂 五加皮抗肿瘤物质Age

由河北医科大学第四医院科研中心从中药五加皮中分

离纯化的一种分子量为64 Kda的蛋白质，纯度达到

99．5％(液相色谱分析)¨3。该蛋白质对多种肿瘤细胞

有较强的抑制作用∞’41。本研究中选择了3种代表细

胞株，MT一2(来自人T淋巴细胞性白血病)细胞代表

血液病细胞(悬浮细胞)、TMK一1(来自人胃腺癌)代表

腺癌细胞和HSC一2(来自人口腔上皮)代表上皮细胞

癌。3种细胞均由日本产业医科大学山下优毅教授惠

赠。RPMI 1640培养基、LPS(美国GIBCO公司产

品)；胎牛血清为杭州四季青生物材料公司产品。

2 肿瘤细胞增殖实验分析 收集培养中的
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MT一2、TMK一1、HSC一2肿瘤细胞，PBS缓冲液洗涤后，

RPMI 1640培养基重悬细胞，调整细胞浓度为1×105

个／ml，加于96孔培养板中(Falcon，No．3072，Beck—

ton Dickinson Co．，Lincoln Park，NJ)，每孑L 100肚1(1

×104细胞)，实验孔每孔分别加入5 pg／ml、10弘g／ml

的Age 10弘l，对照孔加入PBS 10弘l，37℃，5％C02条

件下培养48 h，每孔加入10扯l[3H]一TdR(放射特异性

活性为6 Ci／mmol，中国原子能研究所)。继续培养24

h，用细胞收集器(上海跃进医疗器械厂产品)将细胞收

集到滤纸上，用液闪仪(美国贝克曼LS 6500型)测定

细胞放射线活性(摄人细胞内的[3H]一TdR每分钟放

射活性，cpm)哺o。

3流式细胞分析肿瘤细胞(2×105)与不同浓

度的Age于37℃培养48 h。收集细胞，用PBS洗涤并

重悬浮，99．5％乙醇于4℃固定2 h，RNA酶(Sigma

Chemical Co．)37℃处理1 h，与PI(propidium iodide，

PI，500 mg／ml，Sigma Chemical Co．)室温反应10

min，用流式细胞仪(EPICS—xL，Coulter Co．，

Healeah，FL)应用Cellfit分析软件测定各细胞周期

DNA变化。

4蛋白印迹分析肿瘤细胞(2×105)与不同浓

度的Age(0、0．65、2．5、10肚g／m1)于37℃培养48 h，收

集细胞提取蛋白质∽3。将20肚g蛋白样品加入7．5％

SDS—PAGE凝胶，常规方法电泳并将被分离的蛋白质

转移至PVDF膜，分别与抗Rb抗体(IF8)、抗Cdk2抗

体(M2)和抗Cdk。抗体(C一22)(所有抗体购自Santa

Cruz Bio technology，Inc．，Santa Cruz，CA)室温反应

1 h，与酶标记羊抗鼠IgG F(ab)2(Amersham Life Sci—

ence，Tokyo，Japan)室温反应1 h。用chemilumines—

cence显色系统(Amersham Life Science)显色。

5统计学处理所有数据资料用SPSS 10．0统
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计软件包进行处理，结果用平均值±标准差表示，各个

组的组间均数比较用单因素方差分析、实验组与对照

组组间均数比较用独立样本￡检验。所有实验结果均

重复6次。

结 果

1 Age对细胞增殖活力的作用 见图1。未经

Age处理的3种肿瘤细胞随培养天数的增加细胞数目

逐渐增多；而加入Age的细胞，第2天稍有增加后，持

续到第5天细胞数目没有变化，但细胞活力与未经处

理的细胞相比没有变化，说明Age虽然抑制细胞增

殖，但对细胞没有直接的细胞毒性。

2 Age对细胞周期的影响 未经处理的MT一2

细胞经48 h培养，G0／G1期细胞占56．7％，S和G2+

M期细胞占41．5％；经Age处理的MT，2细胞，G0／G1

期细胞增加至83．1％，而S和G，+M期细胞则降至

14．2％；但坏死和凋亡细胞并未增加。TMK一1和

HSC一2细胞与MT一2结果相似。该结果提示，Age将

细胞周期的发展抑制在G，期，但并不导致细胞死亡

(图略)。

3 Age对Rb和Cdk酶的作用 如图2所示，3

种肿瘤细胞(A：MT．2，B：TMK一1，C：HSC一2)经Age处

理，超磷酸化Rb(p116)蛋白随Age浓度(O：0肛g／ml；

1：0．65弘g／ml；2：2．5肛g／ml；3：10 pg／m1)的增加而减

少。但亚磷酸化Rb(p110)蛋白则变化不大。

在G】后期，Cdk2和Cdk4可促进Rb的磷酸化。

如图3显示，3种肿瘤细胞(A：MT一2，B：TMK一1，C：

HSC一2)经Age(0：0 pg／ml；1：0．65弘g／H1l；2：2．5肛g／

ml；3：10肛g／m1)处理，Cdk蛋白的表达明显降低。这

些结果提示，Age是通过影响Rb和Cdk蛋白的表达

来阻止细胞周期发展的。
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图1 Age对细胞增殖活力的作用
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注：A、B、C分别为MT一2、TMK一1、HSC一2细胞经Age处理

后；0：0斗∥IIll，1：O．65斗g／IIll，2：2．5斗∥IIll，3：10斗g，ml；下图同

图2 Rb蛋白表达的免疫印迹测定结果

图3 Cdk：和Cdl【4蛋白表达的免疫印迹结果

讨 论

许多学者报道，中药可抑制荷瘤小鼠的肿瘤生

长哺’9。，有些中药已经作为临床治疗肿瘤有效的常用药

物。中药五加皮有许多种生物化学作用，如Tang x

研究结果显示，五加皮有抗炎作用H⋯。但有关五加皮

抗肿瘤作用的实验研究，特别是抗肿瘤机制尚未见

报道。

Age对肿瘤细胞的抑制作用有较好的量效关

系¨。。不仅对血液病细胞株如MT一2、Raji、HL一60等

有作用，对上皮细胞癌株如HSC一2，腺癌细胞株如

TMK一1也有较强的抑制作用。为了研究其对肿瘤细

胞的作用机制，我们首先检测了Age对细胞活力和细

胞周期的作用。经Age处理，MT一2、TMK一1、HSC一2

细胞的增殖反应受到了严重抑制，但对细胞的活力却

未见明显影响(图1结果)。用流式细胞技术对细胞

DNA含量测定结果显示，肿瘤细胞经Age 48 h处理

后，将肿瘤细胞(MT一2、TMK一1、HSC一2)周期阻止在

G0／G1期，不能向S期进展，而细胞周期的凋亡峰和坏

死峰未见明显变化，提示Age仅抑制肿瘤细胞周期发

展，并不诱导细胞凋亡和坏死。

细胞周期的发展受几种周期素依赖性蛋白激酶

(cycIine dependent kinases，Cdks)的控制，而Cdks的这

种作用是通过调节视网膜母细胞瘤基因(retinoblas—

toma，Rb)家族成员(如p110和p116蛋白)的活性来

完成的u1’12 3。Rb在控制细胞周期G，期的发展中起关

键作用。在G】早期，磷酸化Rb与转录因子E2F以复

合体形式存在，所以E2F呈无活性状态。在G1的中

后期，随着Rb的磷酸化，Cdk周期素复合体诱导Rb—

E2F复合体的分离，随后，E2F活化几种基因的转录，

如在细胞周期中从G1期向S期发展所必需的周期素

A、胸腺嘧啶激酶和c—myc等¨1’12 3。细胞周期的停滞，

往往与磷酸化Rb蛋白表达减少有关。本研究结果显

示，经Age处理，几种肿瘤细胞的Rb蛋白超磷酸化作

用明显降低，但亚磷酸化Rb未发生变化。另外，Age

还可使Cdk2和Cdk4蛋白表达降低，故Age诱导的细

胞周期停止是作用于Rb和Cdk蛋白的结果。

本研究结果显示，Age不但对血液病细胞株有抑

制作用，对来自腺体和上皮组织的肿瘤细胞也有同样

的作用，这意味着Age能应用于临床口服投人，治疗

能直接接触到的肿瘤组织。许多文献报道，一些从中

药中提取的蛋白和多糖成分作为生物效应调节物有抗

肿瘤作用旧’131。有报道指出，红毛五加(与五加皮有部

分相同生物学活性的不同亚种)多糖成分可以增强小

鼠单核巨噬细胞的活性，抑制种植瘤在小鼠体内的生

长。我们通过研究发现，Age对小鼠和人的单核细胞

有较强的刺激作用。通过增强单核巨噬细胞的吞噬作

用和细胞因子的分泌，抑制肿瘤细胞的增殖H’。虽然

有关Age的一些问题还有待于解决如Age与肿瘤细

胞的结合位点、信号传递机制等，但是其抗肿瘤活性和

对单核细胞的刺激活性可为临床对五加皮的开发利用

提供了有价值的基础数据，我们还将进一步研究其体

内作用机制、胃肠道吸收机制、信号传导机制等。
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低能量氦氖激光穴位照射结合川芎嗪治疗突发性耳聋53例
周 昆

2000—2004年我科采用低能量氦氖激光穴位照射结合川

芎嗪治疗取得较好疗效，现报告如下。

资料和方法 104例患者来我科就诊，均经电测听检查后

确诊，诊断标准按中华医学会耳鼻喉科学会突发性耳聋诊断依

据，明确诊断后治疗分两组。观察组53例(62)耳，男31例，女

22例，年龄10～54岁，平均37岁，病程1～30天，平均18天，

伴耳鸣48例，眩晕恶心呕吐11例。近期呼吸感染9例，高血

压11例，颈椎病10例，糖尿病3例。对照组51例(58耳)，男

28例，女23例，年龄13～61岁，平均39岁，病程1～35天，平

均20天，伴耳鸣42例，眩晕恶心呕吐10例。近期上呼吸道感

染6例，高血压10例，颈椎病7例，糖尿病2例。两组患者症

状、体征及各项检查经检验均差异无显著性。

观察组患者人院后给予盐酸川芎嗪葡萄糖注射液(安徽双

鹤药业有限责任公司生产，0．1 g／100 m1)100 ml，静脉滴注，每

日1次。同时采用氦氖激光光纤治疗仪(上海医用激光仪器厂

生产)，频率：50 Hz，功率：16 mw，波长0．6328弘m。直接照射

双侧耳门、听宫、听会穴，每穴5～8 min，每日1次，15～20次为

1个疗程。对照组只采用川芎嗪注射液治疗，方法同观察组。

两组伴耳鸣、恶心、眩晕、呕吐者同时给予镇静、止吐及谷维素、

维生素治疗，40天后观察两组疗效。

结 果

1疗效标准根据临床耳聋症状改善情况和纯音测听结

果作为疗效评定依据。痊愈：自觉症状消失，0．25～4．00 kHz

各频率听阀恢复至正常或达健耳水平，或达此次患者病前水

平；显效：自觉症状明显改善，上述各频率平均听力提高30 dB

作者单位：北京市海淀区羊坊店铁路总医院理疗科(北京100038)

以上；有效：自觉症状好转，上述各频率平均听力提高15～30

dB；无效：自觉症状无明显改善，上述各频率平均听力改善不足

15 dB。

2两组疗效比较观察组53例，痊愈15例(28．3％)，显

效16例(30．2％)，有效15例(28．3％)，无效7例(13．2％)；对

照组51例，痊愈6例(11．8％)，显效18例(35．3％)，有效14例

(27．5％)，无效13例(25．5％)。观察组总有效率为87．8％，对

照组总有效率为74．5％。经校正x2处理，差异无显著性(x2=

2．52，P>0．05)。两组痊愈率比较，差异有显著性(x2=4．41，

P<0．05)。

讨论突发性耳聋的机理尚无定论，推论主要源于病毒

感染和供血障碍。该病自觉症状听力下降，多伴耳鸣，电测听

检查多为高频率聋曲线，伴语言识别力降低，表明可能有耳蜗

病变存在。发病时由于血管痉挛累及迷路动脉或分支，致局部

缺血缺氧而出现突聋。低能量氦氖激光特殊的生物学效应，具

有生物刺激作用，可扩张血管，改善局部微循环，影响生物膜通

透性，刺激各种酶系统的活化，增强局部营养代谢，调节免疫功

能。激光刺激耳部穴位可提高大脑皮层听觉中枢的兴奋性，增

强皮层对声音信息的感受和分析能力，通过耳部穴位和刺激改

善内耳微循环的功能，有利于一些可逆性病理过程的好转。中

药川芎嗪具有活血化瘀，改善微循环的药理效应，能增加耳蜗

血流，增强血氧供应，减轻因缺氧导致的神经上皮功能受损。

低能量氦氖激光穴位照射结合药物治疗是安全有效的方法之

一，值得重视。

(收稿：2005一01一04修回：2005—05—10)
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