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红芪超滤物对人肝癌
I,JK!

细胞辐射敏感性的影响

寇#炜#

!

!

#李应东#

!

!

#刘#凯!

#郭晓蓥!

#董玉梅!

摘要#目的#观察红芪超滤物"

L?*IM

#对人肝癌
I,JK!

细胞辐射增敏的作用!并探讨其可能机制$

方法#用
%%<

%

7

法检测
L?*IM

对
I,JK!

细胞生长抑制的影响%克隆形成实验检测
L?*IM

对
I,JK!

的辐射增敏作用%通过流式细胞仪检测
I,JK!

细胞周期分布的变化和凋亡率%采用
N(

%

M%N

法检测
O/.

%

PAPAH @N6>

表达$ 结果#在
Q

&

Q" @RST

浓度范围内!

L?*IM

对
I,JK!

细胞的生长抑制作用呈时间和

剂量依赖性"

M U"

$

"Q

#%加药辐射组与单纯辐射组比较!克隆存活曲线显示加药辐射组各剂量点的存活分数

均低于单纯辐射组"

M U"

$

"Q

#!

L?*IM

能抑制
I,JK!

细胞克隆形成!对
I,JK!

有辐射增敏作用%流式细

胞仪检测显示
L?*IM

具有去
K

!

S*

周期阻滞效应!加药辐射组细胞凋亡率"

!#

$

9!V

'

$

$

:9V

#高于对照

组"

Q

$

$QV

'

"

$

9#V

#&单纯药物组"

#"

$

$8V

'

#

$

:QV

#和单纯辐射组"

#"

$

Q7V

'

!

$

"#V

!

M U"

$

"#

#%

N(

%

M%N

显示加药辐射组
O/.PAPAH @N6>

"

"

$

$#

'

"

$

"!

#表达低于对照组"

"

$

7!

'

"

$

"8

#和单纯辐射组"

"

$

Q7

'

"

$

"9

#!差异有统计学意义"

M U"

$

"#

#$ 结论#

L?*IM

对人肝癌
I,JK!

细胞具有辐射增敏作用!其辐

射增敏机制可能通过下调
O/.PAPAH @N6>

的表达与促进细胞凋亡有关$

关键词#红芪超滤物%

I,JK!

细胞%辐射增敏

?WW,GXY 3W XZ, L4X.0

%
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%
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#

"
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"
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!
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!

"
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!

#
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"

T0H_Z3/

$
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%ZAH0

&

! +0G/4X1 3W 'HX,R.0X,F
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"

K0HY/ %344,R, 3W (.0FAXA3H04 %ZAH,Y, *,FAGAH,

"

T0H_Z3/

$
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%ZAH0

>^O(N>%(

!

[-`,GXAP,

!

(3 AHP,YXAR0X, XZ, ,WW,GXY 3W XZ, /4X.0

%

WA4X.0XA3H ,BX.0GX @ABX/., W.3@

I,F1Y0./@ M341-3X.1Y

$

L?*IM

%

3H XZ, .0FA3Y,HYAXAPAX1 3W I,JK! G,44Y

"

0HF X3 ,BJ43., AXY J3YYA-4,

@,GZ0HAY@Y5 *,XZ3FY

!

(Z, J.34AW,.0XA3H AHZA-AXA3H ,WW,GXY 3W L?*IM 3H I,JK! G,44Y D0Y F,X,GX,F -1
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%

0HF F3Y,
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"
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$

M U"

#
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%
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$

M U"

#

"Q

%

YZ3D,F YX0XAYXAG04 FAWW,.,HG, -,XD,,H XZ,
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$

"

#

7!

$

"

#

"8

%

0HF XZ, A..0FA0

%

XA3H R.3/J
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##恶性肿瘤是一类严重威胁人类健康的疾病"放射治

疗是治疗恶性肿瘤的重要手段之一"临床约
:"V

的恶

性肿瘤患者需要放射治疗' 但放疗在保护正常组织前

提下照射剂量受限"导致辐射抗性的肿瘤再次复发' 辐

射增敏药与放疗的联合使用可以更好地提高疗效"同时

降低放射剂量"从而减轻高剂量放射引起的副作用' 部

分中药有效部位具有肯定的增强机体免疫功能及抗肿

瘤(增加放射敏感性的作用)

#

*

' 红芪为多序岩黄芪的

根"为甘肃道地药材"具有扶正祛邪(益气固本的功效'

本研究拟探讨红芪超滤膜提取物$

L?*IM

%对增强肝

癌
I,JK!

细胞的辐射敏感性及其可能的作用机制'

材料与方法

#

#细胞#人肝癌
I,JK!

细胞购自中国科学院

上海细胞库"由本实验室保存并传代' 用含
#"V

小牛

血清(

#" RST

双抗$

#"" @RST

青霉素和
#"" @RST

链

霉素%的
=*?*

全培养液置于
$:

(含
Q" @TST %[

!

温箱内培养"

97

&

:! Z

换液
#

次"取对数生长期细胞

进行实验'

!

#药物#红芪采自甘肃岩昌"经甘肃中医学院药

学院生药学教研室鉴定为系豆科岩黄芪属植物多序黄

芪$

Z,F1Y0./@ J341-3X.1Y Z0HF

%

*0__

%的干燥根

茎"

L?*IM

由甘肃省膜科学研究院与甘肃中医学院

科研实验中心联合制备)

!

"

$

*

'

$

#试剂及仪器#

=*?*

$批号#

6]^"Q!7

%(胎牛

血清购自杭州四季青生物工程公司$批号#

##"7";

%"

%%<

%

7

$

%,44 %3/HXAHR <AX

%

7

%试剂盒购自碧云天研究所

$批号#

%""$7

%"碘化嘧啶$

M'

"

OAR@0

产品%"

N6> M%N

<AX

$

>*2

%

2,.

$

$

$

"

购自
(0C0.0

公司"

N6>

引物由上

海生工合成' 二氧化碳培养箱$

O0H13

%"流式细胞仪$美

国
^,GC@0H G3/4X,.

公司%"

M%N

仪$美国
^A3

%

N0F

公

司%"酶标仪$美国
^A3

%

N0F

公司%"

MN'*LO

型医用电子

直线加速器$德国
OA,@,HY

公司%'

9

#

%%<

%

7

法检测细胞增殖抑制#收集处于对数

生长期的
I,JK!

细胞"制成单细胞悬液"以
Q

)

#"

$

个
S

孔"接种到
;8

孔板"分别加入不同浓度的
L?*IM

$

Q

(

#"

(

!Q

(

Q"

(

#"" @RST

% 培养
#!

(

!9

(

97

(

:! Z

"同

时设置空白对照组$加入等量
=*?*

%以及阴性对照

组$加等量
"

$

#V =*O[

溶液%' 药物作用结束前

# Z

"各孔加入
%%<

%

7 "

$

"# @T

"继续培养
! Z

"酶标

仪测
9Q" H@

处吸光度$

>

%"重复
$

次"抑制率$

V

%

a

#

*$

L?*IM

组
>9Q"

*空白对照组
>9Q"

%

S

$阴性对

照组
>9Q"

*空白对照组
>9Q"

% )

#""V

'

Q

#克隆集落形成法检测
L?*IM

辐射增敏作用

取对数生长期
I,JK!

细胞制成单细胞悬液"调整细胞

浓度至
#

)

#"

8

S@T

"照射剂量取
#

(

!

(

9

(

8

(

7

(

#" K1 8

个

放射剂量点"分单纯药物组和加药辐射组$含药培养终

浓度为
Q" @RST

%"辐照前
97 Z

对加药辐射组进行给

药' 照射后用
M^O

清洗
!

次"用胰酶消化制成细胞悬

液' 根据不同的照射剂量"按
Q""

&

#" """

个细胞的预

置数将细胞悬液接种到直径
8" @@

的培养皿中$每组

设
$

个平行%"待细胞贴壁后"加药辐射组更换成含药培

养基"继续在
QV%[

!

培养箱中培养
97 Z

"再更换成无

药培养基' 在培养箱培养
#9 F

后经
M^O

漂洗(甲醇固

定(

KA@Y0

染色"显微镜下计数
Q"

个细胞以上的细胞

克隆集落数' 根据细胞存活率$

O+

%

a

$实验组集落形

成率
S

对照组集落形成率% )

#""V

"按线性二次方程

'HO+ a!= b"=

! 拟合并绘制细胞的存活曲线"

=

表示

单次照射剂量"

!

为单击所产生的细胞死亡"即为细胞

存活曲线的初斜率"

"

为损伤累积而导致细胞死亡"

!S"

反应肿瘤对剂量反应性的差别"用
K.0JZ M0F

公司

M.AY@Q

$

"

软件拟合生存曲线"同时计算辐射增敏比

$

O?N

%

a

对照组
O+S

实验组
O+

)

#""V

'

8

#

+%*

检测细胞周期和凋亡率#取对数生长期

I,JK!

细胞制成单细胞悬液"调整细胞浓度至
#

)

#"

8

S@T

"对照组不做处理"单纯药物组和加药辐射组

均在辐照前
97 Z

给药$含药培养终浓度为
Q" @RST

%"

然后单纯辐射组与加药辐射组接收
!

$

"K1

照射剂量"

照射后"以上各组分别在
"

(

#!

(

!9

(

$8

(

97

(

:! Z

收集

细胞"离心弃上清"用
M^O

洗涤
!

次"弃上清"将细胞

沉淀悬起"加入体积分数为
:"V

的乙醇振荡混匀后

*

!"

(固定
$" @AH

"离心弃上清"将沉淀悬起"加入

#"" #T M'

染料"振荡混匀后室温避光染色
$" @AH

"用

流式细胞分析仪分析细胞周期和凋亡率'

:

#

O/.PAPAH @N6>

表达检测#采用
N(

%

M%N

检测'

O/.PAPAH

$

9$8 -J

%上游引物#

Q

+%

KK>%%>%

%

%K%>(%(%(>%>(

%

$

+" 下 游 引 物#

Q

+%

K>%>K>

>>KK>>>K%K%>>%

%

$

+"内参
"

%

0GXAH

$

!;9 -J

%上

游引物#

Q

+%

KK%>(%K(K>(KK>%(%%K

%

$

+"下游引

物#

Q

+%

K%(KK>>KK(KK>%>K%K>

%

$

+"

N(

%

M%N

严格按照试剂盒说明进行#

N6>

经逆转录反应合成

G=6>

&经
M%N

反应合成双链
=6>

"反应条件为#

;Q

(预变性
! @AH

"

;9

(

$" Y

"

8"

(退火
# @AH

"

:!

(延伸
# @AH

"

$"

个循环"经凝胶成像系统分析"

计算
O/.PAPAH @N6>

相对表达量'

7

#统计学方法#采用
OMOO ##

$

Q

软件"数据均

以
B

'

Y

表示"两因素采用单因素方差分析"两样本均

数采用
X

检验&

M U"

$

"Q

为差异有统计学意义'



!!!!##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
!

月第
$$

卷第
!

期
%&'()*

"

+,-./0.1 !"#$

"

2345 $$

"

63

$

!

结##果

#

#

L?*IM

对
I,JK!

细胞的增殖抑制作用$图

#

%#

L?*IM

单独作用于肝癌细胞株
I,JK!

具有较

强的生长抑制作用"其抑制程度与药物的作用浓度有

关系"且在一定时间$

97 Z

%范围内"在
Q

&

Q" @RST

浓

度范围内"其抑制作用随着药物浓度增加而增强'

图
#

!

L?*IM

对
I,JK!

的增殖抑制

!

#单纯辐射组与加药辐射组克隆形成率曲线各

参数比较$图
!

%#两条曲线明显分开呈一定的距离"

加药辐射组曲线低剂量区+肩区,与单纯辐射组+肩区,

图
!

!按线性二次方程拟合的生存曲线

比较"缩小变窄"且加药照射组各剂量点的存活分数均

低于单纯辐射组$

M U"

$

"Q

%'

$

#单纯辐射组与加药辐射组克隆形成率曲线各

参数比较$表
#

%#与单纯辐射组比较"加药辐射组克

隆形成率曲线各参数差异均有统计学意义 $

M U

"

$

"#

%'

9

#各组
O/.PAPAH @N6>

表达比较$图
$

%#与

对照组(单纯辐射组比较"加药辐射组
O/.PAPAH @N

%

6>

表达逐渐降低"加药辐射组$

"

$

$#

'

"

$

"!

%与对照

组$

"

$

7!

'

"

$

"8

%(单纯辐射组$

"

$

Q7

'

"

$

"9

%比较出

现
O/.PAPAH @N6>

的表达下调$

M U"

$

"#

%'

Q

#各组各时间点细胞
K

!

S*

期比率比较$表
!

"

图
9

%#单纯辐射组引起
I,JK!

细胞的
K

!

S*

期阻滞

由$

#!

$

#:V

'

#

$

#8V

%开始上升"在
!9 Z

达到最高

峰"然后逐渐下降"

:! Z

后基本恢复至正常"而加药辐

射组"同样也出现了
K

!

S*

期细胞阻滞比例的上升"在

#! Z

达到最高峰 $

M U "

$

"Q

%&先用
L?*IM

处理

I,JK!

细胞
97 Z

后"细胞凋亡实验结果显示#除单纯

药 物 组 $

#"

$

$8V

'

#

$

:QV

% 与 单 纯 辐 射 组

$

#"

$

Q7V

'

!

$

"#V

% 的 凋 亡 率 无 差 异 外 $

M a

"

$

";$

%"加药辐射组$

!#

$

9!V

'

$

$

:9V

%与对照组

$

Q

$

$QV

'

"

$

9#V

%(单纯药物组(单纯辐射组的凋亡

率比较"差异均有统计学意义$

M U"

$

"#

%'

##注#

*

#

@0.C,.

&

#

#对照组&

!

#加药辐射组&

$

#单纯辐射组

图
$

!各组
O/.PAPAH @N6>

表达比较

表
#

!单纯辐射组与加药辐射组克隆形成率曲线各参数比较!$

B

'

Y

%

组别
H O+ O?N ! " !S"

单纯辐射
$ "

,

Q$""

'

"

,

##!" #

,

77:#

'

"

,

##!" "

,

!:#"

'

"

,

""#" "

,

"#8"

'

"

,

"##" #8

,

;$:"

'

!

,

#9Q"

加药辐射
$

"

,

9:88

'

"

,

";#"

!

!

,

";7#

'

"

,

#!7#

!

"

,

9;7:

'

"

,

""#!

!

"

,

"#:!

'

"

,

""$!

!

!$

,

#7""

'

"

,

87Q9

!

##注#与单纯辐射组比较"

!

M

-

"

,

"#

表
!

!各组各时间点细胞
K

!

S*

期比率比较#$

V

%

组别
H " Z #! Z !9 Z $8 Z 97 Z :! Z
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$ ##

,
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'

#

,

#9 ##

,
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'

#

,

#$ ##

,
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'

#

,

#9 #!

,
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'

#

,

!# ##

,
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'

#

,

#Q ##

,

Q9

'

#

,

#9
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$ #!

,
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'

#

,

#8

$Q

,
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'

$

,

#7

!

Q"

,

$9

'

$

,

;Q

!!

9"

,

#:

'

$

,

#! !;

,

#Q

'

!

,

:Q #8

,

!7

'

#

,

77

单纯药物
$ #!

,

#9

'

#

,

#Q #!

,

Q8

'

#

,

!! ##

,

!9

'

#

,

#$ !"

,

$8

'

!

,

$8 $!

,

7;

'

!

,

;7

!$

,

:$

'

!

,

8Q

!!

加药辐射
$ #$

,

#!

'

#

,

!" 9:

,

!9

'

$

,

8$

9#

,

Q9

'

$

,

!Q

!!

$8

,

!#
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$

,

!# $#

,

"!

'

!

,
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##注#

>

对照组&

^

单纯药物组&

%

单纯辐射组&

=

加药辐射组

图
9

!不同实验组凋亡率的流式图

讨##论

红芪为豆科岩黄芪属植物"-中国药典.

!"""

年

版收载的常用中药红芪为多序岩黄芪的根"因与黄芪

药效相近"所以在我国很多地区以红芪代黄芪入药"红

芪具有扶正祛邪(益气固本的功效"其主要成分有红芪

多糖(黄芪总黄酮$

(+>

%等活性组分' 李云志等)

9

*采

用硅胶柱色谱及
O,JZ0F,B TI

%

!"

等方法分离其成

分"其中首次研究并确定化合物
$

为紫檀烷类化合物"

结果显示其对
I,JK!

具有一定的抗肿瘤活性' 雷丰

丰等)

Q

*研究表明"红芪多糖可以通过升高细胞内钙离

子浓度(自由基含量及降低线粒体膜电位诱导小鼠

O#7"

瘤细胞凋亡'

本实验利用
%%<

%

7

法检测
L?*IM

作用于肝癌

细胞株
I,JK!

"发现其在
97 Z

范围内"其抑制作用随

着药物浓度的增加而增强"其中在
Q" @RST

浓度时"

其抑制作用最强' 按线性二次方程拟合并绘制细胞的

存活曲线向右下约呈弧度的曲线"两条曲线明显分开

呈一定的距离"参数显示
L?*IM

对肝癌细胞株

I,JK!

具有放射增敏作用$

M U"

$

"Q

%'

O/.PAPAH

是
#;;:

年新发现的最强的凋亡抑制基

因"定位于人染色体
#:c!Q

"其基因编码由
#9!

个氨基

酸组成"分子量为
#8

$

QC=

的细胞内蛋白"是凋亡抑制

蛋白家族中最简单的成员' 它主要通过抑制
%0YJ0Y,

%

$

"

%0YJ0Y,

%

:

而阻断细胞的凋亡"促进肿瘤快速增殖(

促进实体瘤血管形成等特点)

8

*

'

O/.PAPAH

还可对抗

K

!

S*

期凋亡的诱导"在肿瘤细胞中的过度表达可使细

胞克服凋亡的关卡"通过有丝分裂促进细胞的异常增

殖)

:

*

'

N3F,4 +

等)

7

*发现
O/.PAPAH

水平与放射诱导的

凋亡及放射敏感性均呈现负相关的关系' 也就是说"高
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表达
O/.PAPAH

的细胞表现出低放射诱导的凋亡率"同

时表现出强放射抗性最低"在放射抗性结肠癌细胞系中

使用
YAN6>

使
O/.PAPAH

表达下调能够引起自发凋亡

和辐射诱导的凋亡都增加)

;

*

"本实验用
+%*

分析"发现

L?*IM

对放射后的
I,JK!

细胞具有去
K

!

S*

期阻滞

的效应"细胞凋亡率较单纯辐射组(单纯药物组也相应

增加"同时
N(

%

M%N

结果显示加药辐射组与对照组(单

纯辐射组比较均出现
O/.PAPAH @N6>

表达下调' 由

此可见"我们认为
L?*IM

可以增加对肝癌细胞株

I,JK!

的辐射增敏作用"其作用机理可能是通过抑制

凋亡抑制基因
O/.PAPAH

"使
O/.PAPAH

表达下调"增加辐

射诱导的凋亡"同时通过去
K

!

S*

期阻滞的效应而提高

辐射敏感性"但是否还通过其他途径提高辐射敏感性"

尚有待于进一步研究'

综上所述"

L?*IM

具有增加对肝癌细胞株

I,MK!

的辐射增敏作用"其作用机制可能对放射后的

I,MK!

细胞具有去
K

!

S*

期阻滞和使
Y/.PAPAH @N6>

表达下调"增加
I,MK!

细胞凋亡率有关"从而有希望利

用中药
L?*IM

增加对肿瘤放射治疗的敏感性"降低放

射对患者的副作用' 但本实验有待对
L?*IM

的辐射

增敏作用机制进一步深入的探讨和明确'
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第二十五届全国中西医结合消化系统疾病学术会议征文通知

由中国中西医结合学会消化系统疾病专业委员会主办!江西中医学院&江西省中医院和江西省中西

医结合消化系统疾病专业委员会承办的'第二十五届全国中西医结合消化系统疾病学术会议(拟定于

!"#$

年
8

月
!"

)

!$

日在江西省南昌市召开$ 会议将围绕中西医结合诊治消化系统疾病研究进展及临

床应用进行学术交流!届时将邀请有关国内知名中西医结合专家&名老中医和著名西医消化病专家作学

术报告$ 现将会议征文事宜通知如下$

征文内容#疑难性消化病的中西医结合诊断与治疗%

IM

感染相关性胃病的中西医结合治疗%

IM

感

染与胃肿瘤相关性研究%功能性胃肠病和炎症性肠病的诊治%肝脏疾病中西医结合治疗%国家名老中医

诊治脾胃病经验%内镜下中西医结合治疗胃肠疾病的新技术和新方法%食管&胆&胰腺等疾病的临床诊治

与基础研究等$

征文要求#论文内容真实可靠!具备科学性&先进性&实用性!未在国内公开发行的刊物发表$ 稿件

请附
7""

字论文摘要!论文撰写格式请参照*中国中西医结合杂志+

!"#!

年稿约要求$ 编排顺序为,文

题&单位&邮编&姓名&摘要&正文$ 投稿方式,一律采用电子邮件投稿!请以
D3.F

文挡"

>9

纸版式#发送

至邮箱
Q":9!Q"$:Ecc5G3@

$ 来稿请务必注明作者姓名&工作单位&通讯地址&邮编和联系电话$ 请在

投稿邮件的'主题栏(标注'中西医结合消化会议征文(字样$ 联系地址,北京市丰台区方庄芳星园一区

8

号!北京中医药大学东方医院消化内科!邮编,

#""":7

$ 联系人,魏仕兵 &齐梦&李军祥$ 联系电话,

#$7##!8;8#7

&

#Q!#";;";!9

$ 电子邮箱,

Q":9!Q"$:Ecc5G3@

$

截稿日期#

!"#$

年
Q

月
!"

日"以电子邮箱发送时间为准#$


