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黑蒜提取液对
J;BA/

肺癌细胞株的放疗增敏作用

杨桂青#王#东#王义善#王园园#杨#柯

摘要#目的#探讨黑蒜提取液!

K3@GL .@M3AG ;N0M@G0

"

O7>

#对肺癌
J;BA/

细胞放射敏感性的影响$ 方

法#采用
+))

法测定
O7>

作用后肺癌
J;BA/

细胞增殖率"平板集落形成实验观察
O7>

联合放疗对细胞

克隆形成率的影响"

P2;GE/0

荧光染色观察细胞形态的变化"流式细胞仪检测
O7>

作用后细胞周期的变

化"

Q;@3 0A?;

"

R&Q

检测
O

淋巴细胞瘤$

!

!

KG3

"

!

#%凋亡促进蛋白!

K@N

#

?Q5,

的表达$ 结果#

O7>

对肺

癌
J;BA/

细胞株生长有明显的抑制作用$

O7>

联合6"

&2 !

射线照射能够促进
J;BA/

细胞凋亡"诱导
J;B

"

A/

细胞的
7

!

:+

期阻滞"明显降低
KG3

"

!

表达"促进
K@N

高表达$ 结论#黑蒜提取液对肺癌
J;BA/

细胞具有

放射增敏作用"其增敏机制可能与其改变细胞周期及影响
KG3

"

!

%

K@N

蛋白表达有关$

关键词#黑蒜提取液&

J;BA/

肺癌细胞&放射敏感性
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)E; G2?KAC@0A2C 2U O7> @CS M@SA20E;M@YD
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&
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##肺癌是目前严重影响人类健康的恶性肿瘤!放

射治疗是肺癌的重要治疗手段之一' 放射增敏剂可

以增加放射治疗对肿瘤细胞的杀伤力' 随着中医学

与现代医学的发展!中西医结合治疗肿瘤已经逐渐

被接受并广泛应用于临床' 中药在肿瘤防治中具有

不可替代的作用!中药增敏剂已成为目前肿瘤研究

的热点' 黑蒜是将新鲜优等生蒜投入到发酵箱!采

用特殊技术经过一系列特殊工艺加工而成(

#

)

' 黑蒜

中含有硫化合物大蒜素*

[

"烯丙基半胱氨酸*艾乔

恩*氨基酸*硒*锌及多种维生素等' 现代医学研究

证明!黑蒜具有抑制亚硝胺合成*抗氧化*保护机体

5

"亚硝胺氧化损伤*促肿瘤细胞凋亡等作用(

!

!

$

)

' 已

有研究证明黑蒜的主要成分大蒜素具有抗肿瘤和辐

射保护作用(

8

)

!但黑蒜对肺癌的放射增敏研究未见

报道' 本实验通过观察黑蒜提取液联合钴
6"

$

6"

&2

%

!

射线对肺癌
J;BA/

细胞株的影响!研究黑蒜

提取液对肺癌的放射增敏作用!并初步探讨其可能

机制'

材料与方法

#

#细胞系*试剂及仪器#

J;BA/

肺癌细胞株购自

中国医学科学院药物研究所' 黑蒜#大连华谷蒜业有
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限公司'

H+>+

高糖培养基$

#!%""

$

"#9

%*已灭活

胎牛血清$

"#

$

#""

$

"

%# 美国
PDG32C;

公司&

P2

"

;GE/0 $$!<%

荧光染料 $

&#"##

%*

7A;?/@

染液

$

<#%##

$

%!

$

6

%*

+))

试剂$

+

"

!#!%

%# 美国
[A.?@

公司&胰蛋白酶$

0MDY/AC

%$

5I<"!66"

%# 美国
,?;M

"

/G2

公司&

H+[I

$

69

$

6%

$

<

%# 安徽安特化工有限

公司&细胞周期试剂盒$

8"#"$$#

%# 上海贝博公司&

Q5,A/2 R3-/

$

H=#"%,

%*反转录试剂盒$

H!6$=,

%*

Q;@3 0A?;

"

R&Q

试剂盒 $

H$"<

%# 大连
)@X@Q@

公

司' 数控超声波清洗器 $

X]<""HO

%*旋转蒸发仪

$

Q>

"

<"#

%# 上海越众仪器设备有限公司&酶联免疫检

测仪$

+X$

%# 美国
)E;M?2 Â/E;M

公司&医用直线加

速器$

V_O:`[,$#6

$

!!

%# 美国西门子公司&显微

镜*荧光显微镜*

$9

&培养箱$

PP[

"

!8

%# 上海东星建

材实验设备有限公司&

^,&[

流式细胞仪$

^,&[&@3A

"

K-M

%# 美国
OH

公司&

Q202M.;C;$""" Q;@3 0A?;

"

R&Q

扩增仪#澳大利亚
&2MK;00

'

!

#方法

!

!

#

#细胞培养#将
J;BA/

细胞培养于含
#"a

灭活胎牛血清*青$链霉素各
#"" `:?J

的
H+>+

培

养液中!置于
$9

&*

<a&I

!

饱和湿度孵箱中无菌培

养$细胞倍增时间为
!"

'

!8 E

%'

!

!

!

#黑蒜提取液的制备#称取并捣碎
#"" .

果

脯膏状黑蒜瓣成酱!常温下加
=<a

乙醇至
# """ ?J

搅拌均匀!浸泡
!8 E

后数控超声波清洗器清洗

$" ?AC

!真空过滤!重复过滤滤渣!旋转蒸发仪中浓缩

滤液至
<" ?J

$温度
!89

&%!以
#

(

#

比例于
"

!

=a

生理盐水中溶解混匀 $相当于生药
# .:?J

%!

"

!

!! "?

滤膜过滤除菌!

8

&储存备用'

!

!

$

#

+))

法检测细胞增殖率#收集对数生长期

J;BA/

细胞!轻轻反复吹打细胞悬液使之均匀后!吸取

#" "J

细胞悬液!加至
=" "J

台盼蓝中混匀!计算四角

大方格内的细胞数' 细胞计数完毕后!以每孔
$

)

#"

$

个接种于
=6

孔培养板'

!8 E

后!分别加入终浓度为

"

!

!

*

"

!

8

*

"

!

6

*

"

!

%

*

#

!

" .:?J

的黑蒜提取液样品!同

时设
J;BA/

细胞对照组$

"

!

#aH+[I

%!每个药物浓

度设
<

个复孔' 于
$9

&

<a&I

!

培养箱中继续培养

!8

*

8%

*

9! E

后!每孔加
+))

溶液
% "J

继续孵育
8 E

后!每孔加入
#"" "J H+[I

!振荡
#" ?AC

!用酶联免

疫检测仪在测量波长
<9" C?

*参考波长
6$" C?

处

测得吸光度$

,

%值!实验独立重复
$

次!取平均值!并

计算细胞增殖率' 细胞增殖率$

a

%

b

实验组
,

值
:

对

照组
,

值)

#""a

'

!

!

8

#平板集落形成实验检测克隆形成率#取对

数生长期
J;BA/

细胞!用
"

!

!<a

胰酶消化并吹打制成

单个细胞悬浮液!含
#"a

胎牛血清的
H+>+

培养液

倍比稀释到所需体积!使细胞浓度为
#

)

#"

6 个
:?J

!

! ?J

培养瓶接种
6

瓶!分别加入终浓度为
"

!

!

*

"

!

8

*

"

!

6

*

"

!

%

*

#

!

" .:?J

的黑蒜提取液!同时设
J;BA/

细

胞对照组$

"

!

#aH+[I

%' 细胞贴壁
!8 E

后!不同浓

度黑蒜提取液组分别给予6"

&2 !

垂直照射
! 7D

$剂

量率为
!""G 7D:?AC

!源皮距为
#"" G?

!下同%' 照

射后即用
"

!

!<a

胰酶消化并吹打制成单个细胞悬浮

液!反复倍比稀释计数!每培养皿接种
<""

个细胞!每

组设
$

个平行样本!置
$9

&

<a&I

!

培养箱中培养

#8

天后取出!吸取培养液!洗涤!固定!

7A;?/@

染液

染色!干燥' 在显微镜$

#"

)%计数大于
<"

个细胞的

克隆数!计算克隆形成率' 克隆形成率$

a

%

b

实验组

细胞克隆数
:

对照组细胞克隆数)

#""a

'

!

!

<

#

P2;GE/0

荧光染色观察细胞形态变化#取

对数生长期
J;BA/

细胞!调整细胞密度为
8

)

#"

<

个
:?J

的单细胞悬液!接种于
6

孔培养板&置
$9

&

<a

&I

!

饱和湿度恒温培养箱培养
!8 E

!分别加入
"

*

"

!

<

*

#

!

" .:?J

的黑蒜提取液$分别为照射组*黑蒜低

剂量加照射组*黑蒜高剂量加照射组%!以最终浓度

"

!

#aH+[I

为
J;BA/

细胞对照组' 细胞贴壁
!8 E

后
$

个照射组分别给予6"

&2 !

照射
! 7D

' 弃培养基!

固定
#" ?AC

!洗涤!加入
P2;GE/0 $$!<%

染色液!使

其终浓度为
#" ".:?J

!冰上染色!洗涤!紫外光激发!

荧光显微镜下$ )

8""

%观察细胞形态并拍照'

!

!

6

#流式细胞仪检测细胞周期#细胞以
#

)

#"

< 个
:?J

密度接种于
!< ?J

培养瓶中!于
$9

&培

养箱内培养
!8 E

!待细胞贴壁生长后!分别加入
"

*

"

!

<

*

#

!

" .:?J

的黑蒜提取液$分别为照射组*黑蒜

低剂量加照射组*黑蒜高剂量加照射组%!以最终浓

度
"

!

#a H+[I

为
J;BA/

细胞对照组' 细胞贴壁

!8 E

后
$

个照射组分别给予6"

&2 !

照射
! 7D

'

!8 E

后!胰酶消化细胞!洗涤!离心!弃上清液!固定!

加入等体积
R(

染液!

8

&放置
$" ?AC

!应用流式细

胞仪检测细胞周期情况'

!

!

9

#

Q;@3 0A?;

"

R&Q

检测
O

淋巴细胞瘤 $

!

$

KG3

"

!

%*凋亡促进蛋白$

K@N

%

?Q5,

表达#细胞以

#

!

"

)

#"

< 个
:?J

密度接种于
!< ?J

培养瓶中!于

$9

&培养箱内培养
!8 E

!待细胞贴壁生长后!分别加

入
"

*

"

!

<

*

#

!

" .:?J

的黑蒜提取液$分别为照射组*黑

蒜低剂量加照射组*黑蒜高剂量加照射组%!以最终浓

度
"

!

#a H+[I

为
J;BA/

细胞对照组' 细胞贴壁

!8 E

后
$

个照射组分别给予6"

&2 !

照射
! 7D

'

!8 E
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后!收集各组细胞!

Q5,A/2 R3-/

提取总
Q5,

!反转

录成
GH5,

'

KG3

"

! ?Q5,

上游引物序列为#

<

%"

7,))

"

7)77&&))&)))7,7))&

"

$

%!下游引物序列为#

<

%"

,&)&,))&,,&&,7,&,)7&,&

"

$

%'

K@N ?Q5,

上游引物序列为#

<

%"

7,7,&,&&)7,7&)7,&&)

"

)7

"

$

%!下游引物序列为#

<

%"

7,,7))7&&,)&,7

"

&,,,&,)

"

$

%' 配制反应体系# 将试剂
#" "J

[VOQQ RM;?AN >N )@W

$

!

)%*

"

!

% "J R&Q Q;

"

Z;M/; RMA?;M

$

#" "?23:J

%*

!

!

" "J H5,

模板及

9

!

! "J SP

!

I

共
!"

!

" "J

液体混匀!置于
Q;@3 0A?;

"

R&Q

扩增仪!按照
Q;@3 )A?; R&Q

反应程序#

=<

&

$" /

&

R&Q

反应
=<

&

< /

!

6"

&

!" /

!

8"

个循环&溶

解曲线分析基因改变'

!

!

%

#统计学方法#应用
[R[[ #9

!

"

统计软件

进行数据处理' 计量资料以
N

*

/

表示!多组比较采用

单因素方差分析&多个样本均数两两比较方差齐者采

用
J[H

检验!方差不齐者采用
0@?E@C;

%

/ )!

多重分

析'

R c"

!

"<

为差异有统计学意义'

结##果

#

#黑蒜提取液不同浓度组细胞增殖率比较$图

#

%#相同时间内黑蒜提取液对细胞生长抑制作用随

药物浓度的增加而加强!与
J;BA/

细胞对照组比较!

差异均有统计学意义$

R c"

!

"<

%' 相同浓度的黑蒜提

取液对细胞生长抑制作用随作用时间的延长而加

强$

R c"

!

"<

%'

##注#与本组
!8 E

比较!

"

R c "

!

"<

&与本组
8% E

比较!

#

R c "

!

"<

&

与
J;BA/

细胞对照组比较!

$

R c"

!

"<

&与
"

!

! .:?J

浓度组比较!

%

R c

"

!

"<

&与
"

!

8 .:?J

浓度组比较!

&

R c "

!

"<

&与
"

!

6 .:?J

浓度组比

较!

'

R c"

!

"<

&与
"

!

% .:?J

浓度组比较!

(

R c"

!

"<

图
#

%黑蒜提取液不同浓度组细胞增殖率比较

!

#黑蒜提取液不同浓度组克隆形成率比较$图

!

%#与
J;BA/

细胞对照组比较!不同浓度黑蒜提取液

联合照射组的克隆形成率均明显下降$

R c"

!

"<

!

R c

"

!

"#

%!且呈剂量依赖性'

##注#与
J;BA/

细胞对照组比较!

"

R c "

!

"<

!

""

R c "

!

"#

&与

"

!

! .:?J

浓度组比较!

#

R c "

!

"<

&与
"

!

8 .:?J

浓度组比较!

$

R c"

!

"<

&与
"

!

6 .:?J

浓度组比较!

%

R c"

!

"<

&与
"

!

% .:?J

浓

度组比较!

&

R c"

!

"<

图
!

%黑蒜提取液不同浓度组克隆形成率比较

$

#各组细胞形态比较$图
$

%#荧光显微镜下观

察可见!

J;BA/

细胞对照组细胞多数呈现弥散均匀的

荧光&

!

线照射及黑蒜提取液联合
!

线照射作用
!8 E

后!细胞出现典型的凋亡形态学变化' 与
J;BA/

细胞

对照组比较!照射组细胞核呈波纹状!部分染色质出现

浓缩状态&黑蒜低剂量加照射组细胞核的染色质高度

凝聚*边缘化&黑蒜高剂量加照射组细胞膜膨胀!部分

细胞核裂解为碎块'

##注#

,

为
J;BA/

细胞对照组&

O

为照射组&

&

为黑蒜低剂量

加照射组&

H

为黑蒜高剂量加照射组&图
8

同

图
$

%各组细胞凋亡形态比较

$

P2;GE/0

荧光染色! )

8""

%

8

#各组不同细胞周期比例比较$表
#

%#与
J;B

"

A/

细胞对照组比较!黑蒜高剂量加照射组*黑蒜低剂

量加照射组及照射组
7":7#

期*

[

期细胞比例明显减

少!

7

!

:+

期细胞比例明显增加$

R c"

!

"<

%' 与照射组

比较!黑蒜低剂量加照射组及黑蒜高剂量加照射组

7

"

:7

#

期*

[

期细胞比例明显减少!

7

!

:+

期细胞比例
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%

明显增加$

R c"

!

"<

%' 与黑蒜低剂量加照射组比较!

黑蒜高剂量加照射组作用更明显$

R c"

!

"<

%'

表
#

%各组不同细胞周期比例比较%$

a

!

N

*

/

%

组别
C

7

"

:7

#

期
[

期 7

!

:+

期

J;BA/

细胞对照
$ 6#

+

%!

*

#

+

9= !%

+

8=

*

#

+

<6 #"

+

9=

*

#

+

$8

照射
$

<6

+

6<

*

#

+

=%

"

!6

+

<<

*

!

+

%6

"

#9

+

%%

*

!

+

8=

"

黑蒜低剂量加照射
$

<!

+

$=

*

!

+

<$

"#

!8

+

!#

*

!

+

9%

"#

!$

+

#%

*

!

+

!%

"#

黑蒜高剂量加照射
$

<"

+

%<

*

#

+

="

"#$

!!

+

#$

*

!

+

8$

"#$

!9

+

<8

*

!

+

=9

"#$

##注#与
J;BA/

细胞对照组比较!

"

R c "

+

"<

&与照射组比较!

#

R c

"

+

"<

&与黑蒜低剂量加照射组比较!

$

R c"

+

"<

&图
8

同

<

#各组
KG3

"

!

*

K@N ?Q5,

表达比较 $图
8

%

J;BA/

细胞对照组*照射组*黑蒜低剂量加照射组及黑

蒜高剂量加照射组
KG3

"

! ?Q5,

相对表达量分别为

#

!

"#

*

"

!

##

*

"

!

%!

*

"

!

#!

*

"

!

9"

*

"

!

"#

*

"

!

<#

*

"

!

"=

&

K@N ?Q5,

相对表达量分别为#

#

!

""

*

"

!

"%

*

#

!

<#

*

"

!

!!

*

#

!

%!

*

"

!

#!

*

$

!

<%

*

"

!

#<

' 与
J;BA/

细胞对照

组比较!照射组*黑蒜低剂量加照射组及黑蒜高剂量加

照射组
KG3

"

! ?Q5,

表达均明显降低$

R c"

!

"<

%!

K@N

?Q5,

表达均明显升高$

R c"

!

"<

%' 与照射组比较!

黑蒜低剂量加照射组及黑蒜高剂量加照射组
KG3

"

!

?Q5,

表达均明显降低$

R c"

!

"<

%!

K@N ?Q5,

表达

均明显升高$

R c"

!

"<

%' 与黑蒜低剂量加照射组比较!

黑蒜高剂量加照射组作用更明显$

R c"

!

"<

%'

图
8

%各组
KG3

"

!

*

K@N ?Q5,

表达比较

讨##论

目前肺癌已经成为严重危害人类生命和健康的主

要疾病之一!

%8a

的肺癌患者诊断时已是晚期!

<

年生

存率不到
#<a

(

<

)

'

!""%

年全世界
#<"

万人被诊断

为肺癌!

#$"

万死于肺癌!肺癌生存率自
#=6"

年至今

没有发生改变(

6

)

' 放射治疗在肺癌的治疗中具有重

要作用!但放射性肺炎*放射性食管炎以及晚期的肺纤

维化*食管狭窄*神经病变等放疗副反应严重影响患者

的生活质量' 精确的诊断及正确的放射治疗方案可有

效提高放射治疗效果!但放疗增敏剂的应用是我们更

应该寻求的新路径' 至今!人们在肿瘤放射增敏方面

做了大量研究工作!中医药具有广阔的开发前景!目前

已有研究证实复方苦参注射液*蝎毒及含三氧化二砷

的中药制剂可增加辐射敏感性(

9

$

=

)

'

大蒜为多年生草本植物!百合科葱属!性温*味辛

平*入脾胃经!可杀虫*消肿止痛*止泻止痢' 近年来国

内文献在其抗恶性肿瘤的药理实验研究方面报道较

多!主要针对其主要成分大蒜素' 研究证实!大蒜素对

肿瘤细胞的抑制活性很强!抗瘤谱广!副反应小!而且

有抗病毒*增强人体免疫力等作用(

#"

!

##

)

' 黑蒜是将大

蒜在一定温湿度条件下!运用独特工艺在长达
#

个月

的时间内慢慢发酵而成!不仅利于保存!而且提高了其

抗氧化性(

#!

)

'

*@C. d

等(

#$

)通过实验发现!黑蒜提

取液不仅能够提高小鼠血清超氧化物歧化酶*谷胱甘

肽及脾脏胸腺指数!而且能够促进
[7&

"

9="#

胃癌细

胞的凋亡'

本实验
+))

及集落形成实验结果表明!黑蒜提取

液对
J;BA/

细胞具有生长抑制及辐射增敏作用' 大

量研究表明细胞放射敏感性与细胞凋亡密切相关(

#8

)

'

通过荧光显微镜下观察可见黑蒜提取液联合放疗作用

!8 E

后!细胞出现典型凋亡形态学变化!表明黑蒜提

取液联合放疗对
J;BA/

细胞具有促凋亡作用!能增强

J;BA/

细胞株放射敏感性' 射线对增殖期细胞杀伤力

远大于静止期细胞!对
7

!

:+

期更为敏感!调动
[

期或

7#

期进入对放疗相对敏感的
7

!

:+

期!是放疗敏感性

研究的一个重要方向(

#<

)

' 本研究显示!黑蒜提取液能

诱导
J;BA/

细胞的
7

!

:+

期阻滞!提高
J;BA/

细胞放

射敏感性'

KG3

"

!

能够增加细胞对凋亡刺激因素的抵抗力而

阻止细胞正常生理凋亡!

KG#

"

!

蛋白可抑制细胞死亡

和延长细胞寿命!是目前公认的抗凋亡基因'

K@N

作

为一种促细胞凋亡基因!与
KG3

"

!

两者可形成同
:

异源

二聚体!共同调控细胞凋亡' 当外界的刺激使
KG3

"

!

表达增强时!

KG3

"

!

与
K@N

结合成异源二聚体!抑制

K@N

的促凋亡作用!减少肿瘤细胞的程序性死亡' 当

K@N

蛋白大量表达并与
KG3

"

!

形成异源二聚体!或

K@N

蛋白自身形成同源二聚体时!则加速细胞凋

亡(

#6

)

' 本实验结果表明!黑蒜提取液可以明显降低

KG3

"

!

表达!促进
K@N

高表达!从而发挥对
KG3

"

!

的拮

抗作用!促进肿瘤细胞的凋亡!发挥对
J;BA/

细胞辐

射增敏作用'

综上所述!黑蒜提取液对肺癌
J;BA/

细胞具有放

射增敏作用!其增敏机制可能与其改变细胞周期及影

响
KG3

"

!

*

K@N

基因表达有关' 这将为临床提高肺癌放

射敏感性提供新的治疗选择和实验依据!进一步的验

证仍待深入研究'
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本刊网站改版升级

中国中西医结合杂志社网站自
!"#$

年
#

月
#

日起改版升级$ 升级后的网站包含新闻%会议征

文%论坛%专家博客%常用资料下载等功能"同时新增全文下载功能"读者可免费注册并登陆后进行免

费下载"欢迎广大读者点击查看$ 欢迎各位作者%读者访问我社网站
E00Ye::BBB4G\A?4GC

"希望能够为

中医%中西医结合医学领域专业人员提供一个展示%交流%学习的平台$

!本刊讯#


