
书书书

中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

(-./ !"#$

!

0123 &$

!

41

!

%

"!"#$$"

基金项目#北京市自然科学基金资助项目$

413 5#!!#6!

%

作者单位#

#3

中国中医科学院广安门医院肿瘤科 $北京
#"""6&

%&

!3

北京中医药大学临床医学院 $北京
#"""!7

%

通讯作者# 张培彤!

*/2

#

"#"

"

88""#&!!

!

9

#

:;<2

#

=>;.?@/<A1.?BC1>-3D1:

EF)

#

#"

!

5%%#G'(),

!

!"#$

!

"%

!

"5$6

苏木含药血清对人肺癌
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增殖周期影响的对比研究
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!

!
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!

!
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!

摘要$目的$探讨苏木含药血清对人肺癌
HI

细胞株的周期阻滞作用及其分子机制" 方法$将肺癌

HI

细胞分为空白组#苏木组#苏木加顺铂组#顺铂组
$

组!分别用
!"J

空白血清的
#%$"

培养液#

!"J

苏木

含药血清的
#%$"

培养液#

!"J

苏木含药血清的
#%$"

培养液加
# !?G:K

顺铂#

!"J

空白血清的
#%$"

培养

液加
# !?G:K

顺铂培养
HI

细胞!采用光镜和激光共聚焦显微镜观察各组
HI

细胞学形态!流式细胞仪检测

细胞周期!

H'L

法检测
LM#

#

H#% :L4N

的表达" 结果$光镜和激光共聚焦显微镜下苏木组
HI

细胞的凋

亡程度明显!但低于顺铂组和苏木加顺铂组" 与空白组比较!苏木组
HI

细胞的
I

"

GI

#

和
O

期比例增加

$

H P"

!

"6

%!

I

!

G,

期降低 $

H P "

!

"#

%&顺铂组和苏木加顺铂组的
O

和
I

!

G,

期比例增加 $

H P "

!

"6

!

H P"

!

"#

%!

I

"

GI

#

期降低$

H P"

!

"#

%" 与苏木组比较!顺铂组和苏木加顺铂组的
O

期和
I

!

G,

期比例增加

$

H P"

!

"6

!

H P"

!

"#

%!

I

"

GI

#

期降低$

H P"

!

"#

%" 苏木加顺铂组
HI

细胞的各期与顺铂组比较!差异无统计

学意义$

H Q"

!

"6

%" 与空白组比较!苏木组
H#%

#

LM# :L4N

表达增加!顺铂组和苏木加顺铂组亦增加且优

于苏木组$

H P"

!

"6

%&与顺铂组比较!苏木加顺铂组
H#%

#

LM# :L4N

表达差异无统计学意义$

H Q"

!

"6

%"

结论$苏木含药血清通过上调
H#%

#

LM# :L4N

转录水平引起
HI

细胞
I

"

GI

#

#

O

期阻滞!从而诱导细胞凋

亡!这与顺铂通过
DRD2<.S#

使细胞停滞在
I

!

G,

#

O

期不同"

关键词$苏木&含药血清&细胞周期&

H#%

&

LM#

9TT/DA 1T K<?.-: O;@@;. '1.A;<.<.? O/U-: 1. A>/ HU12<T/U;A<1. 'RD2/ 1T V-:;. K-.? ';.D/U '/22

K<./ HI

#

; '1:@;U;A<W/ OA-XR

$

IYF Z<-

!

[/<

#

!

!

!

\VN4I H/<

!

A1.?

#

!

]N4I E1.?

#

!

^)NF K-

!

:<.

#

!

!

!

;.X ,N Z-/

!

:;.

#

!

!

$

# E/@;UA:/.A 1T F.D121?R

!

I-;.?

"

;.:/. V1C@<A;2

!

'><.; ND;X/:R 1T

'><./C/ ,/X<D;2 OD</.D/C

!

S/<_<.?

$

#"""6&

%!

'><.;

&

! '2<.<D;2 ,/X<D;2 '122/?/

!

S/<_<.? Y.<W/UC<AR 1T

'><./C/ ,/X<D<./

!

S/<_<.?

$

#"""!7

%!

'><.;

NSO*LN'*

$

FM_/DA<W/

$

*1 /`@21U/ A>/ /TT/DA 1T K<?.-: O;@@;.

$

KO

%

D1.A;<.<.? C/U-: 1. A>/ @U1

#

2<T/U;A<1. DRD2/ ;UU/CA 1T >-:;. 2-.? D;.D/U D/22 2<./ HI ;.X <AC :12/D-2;U :/D>;.<C:3 ,/A>1XC

$

*>/

2-.? D;.D/U HI D/22C [/U/ X<W<X/X <.A1 T1-U ?U1-@C

!

<3/3

!

A>/ M2;.a D1.AU12 ?U1-@

!

A>/ KO ?U1-@

!

A>/ KO

@2-C D<C@2;A<. ?U1-@

!

;.X A>/ D<C@2;A<. ?U1-@3 *>/R [/U/ D-2A-U/X MR LH,)

#

#%$" [<A> !"J M2;.a C/U-:

!

LH

#

,)

#

#%$" [<A> !"J KO D1.A;<.<.? C/U-:

!

LH,)

#

#%$" [<A> !"J KO D1.A;<.<.? C/U-: @2-C # !?G:K D<C@2;A<.

!

;.X LH,)

#

#%$" [<A> !"J M2;.a C/U-: @2-C # !?G:K D<C@2;A<.

!

U/C@/DA<W/2R 3 *>/ :1U@>121?R 1T HI D/22C

[;C 1MC/UW/X -C<.? 2<?>A :<DU1CD1@/ ;.X 2;C/U CD;..<.? D1.T1D;2 :<DU1CD1@/ <. /;D> ?U1-@3 *>/ D/22 DR

#

D2/ ;UU/CA [;C 1MC/UW/X -C<.? T21[ DRA1:/AUR 3 *>/ /`@U/CC<1. 1T H#% ;.X LM# :L4N [;C A/CA/X MR H'L

:/A>1X3 L/C-2AC

$

Y.X/U A>/ 2<?>A :<DU1CD1@/ ;.X 2;C/U CD;..<.? D1.T1D;2 :<DU1CD1@/

!

A>/ ;@1@A1C<C X/

#

?U// 1T HI D/22C <. A>/ KO ?U1-@ [;C C<?.<T<D;.A

!

M-A 2/CC A>;. A>;A 1T A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@ ;C [/22

;C A>/ D<C@2;A<. ?U1-@3 '1:@;U/X [<A> A>/ M2;.a D1.AU12 ?U1-@

!

A>/ @U1@1UA<1. 1T HI D/22C <.DU/;C/X ;A I

"

G

I

#

;.X O @>;C/C

$

H P"

%

"6

%

;.X X/DU/;C/X ;A I

!

G, @>;C/

$

H P"

%

"#

%

<. A>/ KO ?U1-@

&

*>/ @U1@1UA<1. 1T

HI D/22C <.DU/;C/X ;A I

!

G, ;.X O @>;C/C

$

H P"

%

"6

!

H P"

%

"#

%

;.X X/DU/;C/X ;A I

"

GI

#

@>;C/

$

H P"

%

"#

%

<. A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@ ;C [/22 ;C A>/ D<C@2;A<. ?U1-@3 '1:@;U/X [<A> A>/ KO ?U1-@

!

A>/ @U1@1UA<1. 1T
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%

HI D/22C <.DU/;C/X ;A I

!

G, ;.X O @>;C/C

$

H P"

%

"6

!

H P"

%

"#

%

;.X X/DU/;C/X ;A I

"

GI

#

@>;C/

$

H P"

%

"#

%

<. A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@ ;C [/22 ;C A>/ D<C@2;A<. ?U1-@3 *>/U/ [;C .1 CA;A<CA<D;2 X<TT/U/.D/ <. HI D/22C

;A /;D> @>;C/ M/A[//. A>/ D<C@2;A<. ?U1-@ ;.X A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@

$

H Q"

%

"6

%

3 *>/ /`@U/CC<1. 1T

H#% ;.X LM# :L4N <.DU/;C/X <. A>/ KO ?U1-@

!

[>/. D1:@;U/X [<A> A>/ M2;.a D1.AU12 ?U1-@3 *>/R ;2C1 <.

#

DU/;C/X <. A>/ D<C@2;A<. ?U1-@ ;.X A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@

!

><?>/U A>;. A>;A 1T A>/ KO ?U1-@

$

H P"

%

"6

%

3

*>/U/ [;C .1 CA;A<CA<D;2 X<TT/U/.D/ <. A>/ /`@U/CC<1. 1T H#% ;.X LM# :L4N M/A[//. A>/ D<C@2;A<. ?U1-@

;.X A>/ KO @2-C D<C@2;A<. ?U1-@

$

H Q"

%

"6

%

3 '1.D2-C<1.

$

KO D1.A;<.<.? C/U-: <.X-D/X HI D/22 ;@1@A1C<C

MR -@

#

U/?-2;A<.? A>/ :L4N AU;.CDU<@A<1. 2/W/2C 1T H#% ;.X LM#

!

A>-C U/C-2A<.? <. HI D/22 ;UU/CA ;A I

"

GI

#

;.X O @>;C/C

!

[><D> [;C X<TT/U/.A TU1: A>/ :;../U 1T D<C@2;A<.

$

;D></W/X MR ;UU/CA<.? HI D/22C ;A I

!

G,

;.X O @>;C/C A>U1-?> U/?-2;A<.? DRD2<.S# :L4N AU;.CDU<@A<1.

%

3

b9]+FLEO

$

K<?.-: O;@@;.

&

XU-? D1.A;<.<.? C/U-:

&

D/22 DRD2/

&

H#%

&

LM#

$$苏木作为活血化瘀药!在临床上广泛用于治疗肺

癌等各种恶性肿瘤' 近年来有关苏木的体内外研究表

明!其对各种肿瘤均有一定抑制作用(

#

"

$

)

' 肺癌是常

见的预后较差的恶性肿瘤之一!绝大部分患者到医院

就诊时!已经失去了外科手术和多学科治疗的最佳时

机' 几十年以来!化疗是肿瘤治疗的基本措施!尽管它

能杀死肿瘤细胞!但也可以杀死处于细胞周期中的非

肿瘤细胞!如肠上皮细胞*毛囊细胞*造血干细胞!这些

副作用可造成严重的后果!限制了化疗的应用' 因此!

寻求新的抗肿瘤药物!提高肺癌患者的生活质量!延长

其生存时间!一直是亟待解决的问题之一' 本实验采

用了苏木含药血清*苏木含药血清联合顺铂*单药顺铂

作用于体外培养的人肺癌
HI

细胞!观察其对
HI

细

胞周期各期比例*细胞形态及
LM

*

H#% :L4N

表达量

的影响!为苏木的抗肺癌作用机制提供实验依据'

材料与方法

#

$材料

#

!

#

$动物$

%"

只
OE

大鼠!雄性!体重为

$

!""

%

&"

%

?

!清洁级!由北京华阜康生物科技股份有

限公司提供!许可证号#

O'Zb

$京%

!""7

"

"""5

&中

国中医科学院广安门医院动物室喂养!许可证号#

O]Zb

$京%

!""7

"

""&$

'

#

!

!

$细胞株$人肺癌
HI

细胞株由中国中医科

学院广安门医院肿瘤研究室提供'

#

!

&

$主要试剂$苏木由中国中医科学院广安门

医院制剂中心提取并浓缩成膏后消毒备用!批号#

!"#!"$#%

&

#"J

水合氯醛$国药集团化学试剂有限公

司%由生理盐水配制!批号#

!"#!"6!!

&顺铂#

#" :?G

支!由
#%$"

培养液配制至浓度为
# !?G:K

!云南个旧

生物药业有限公司提供!批号#

#!##"#

&细胞
E4N

含

量检测试剂盒 (南京凯基生物科技发展有限公司

$

bIN6#!

%)&抗荧光淬灭封片剂(碧云天生物技术研

究所$

H"#!%

%)&

$J

的多聚甲醛溶液$北京索莱宝科

技有限公司%&免疫荧光封闭液(碧云天生物技术研究

所 $

H"#"!

%)&

ENH)

染 色 液 ( 武 汉 博 士 德

$

NL##55

%)&

*U<A1.Z

#

#""G

曲拉通
Z

#

#""

$碧云天生

物技术研究所%&

*L)=12 L/;?/.A

$美国
K<T/ */D>.12

#

1?</C

公司%&无水乙醇$北京化工厂%&异丙醇$北京

化工厂%&三氯甲烷$北京化工厂%&

E9H'

水$碧云天

生物技术研究所%&

E9H'

$美国
O<?:;

公司%&

E4N

上样缓冲液$碧云天生物技术研究所%&

E4N K;XX/U

$碧云天生物技术研究所%&

#"

&

*S9 S-TT/U

$北京普

利莱基因技术有限公司%&

9S

替代染料$北京普利莱

基因技术有限公司%&

Y2AU;@-U/

*,

N?;U1C/

$美国
K<T/

*/D>.121?</C

公司%&

V<?> ';@;D<AR L4N

#

A1

#

DE4N

a<A

$美国
K<T/ */D>.121?</C

公司%&

*;c,;. I/./

9`@U/CC<1. ,;CA/U ,<`

$美国
K<T/ */D>.121?</C

公

司%&

V9

染色试剂盒$南京建成科技有限公司%&无毒环保

封固剂$南京建成科技有限公司%&引物
LM#

$序列号#

VC"#"58"%% :K

%*

H#%

$序列号#

VC""7!&87$ :K

%*

INHEV

$序列号#

VC"&7!7"75 ?K

%由美国
K<T/ */D>

#

.121?</C

公司设计合成'

#

!

$

$主要仪器$

dN'O';2<M-U

流式细胞仪$美国

SE

公司%&

d0#"""

激光共聚焦显微镜$奥林巴斯%&

4;.

#

1EU1@ !"""

超微量分光光度计$美国
*>/U:1 OD</.A<T

#

<D

公司%&

E]'

#

&#E

型电泳槽$北京市六一仪器厂%&

E]]

#

#!

型电脑三恒多用电泳仪$北京六一仪器厂%&

'>/:<E1D ZLO

凝胶电泳分析系统$美国
S<1

#

L;X

公

司%&

*1-D> ?/./ H'L

基因扩增仪$英国
*/D>/./

公

司%&

NS)56"" L/;2

#

*<:/ H'L ORCA/:C

$美国
NS)

公

司%&

*9!"""

#

Y

荧光显微镜$日本尼康公司%'

!

$方法$

!

!

#

$大鼠含药血清的制备$

%"

只
OE

大鼠按随

机区组法(

6

)分为
!

组!即空白组和苏木等效剂量组!

每组
&"

只' 大鼠适应性喂养
!$ >

后!苏木膏生药含
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!

%

"!"!$$"

量每克
%

!

%5 ?

!按大鼠的等效剂量相当于人的
%

!

&

倍

$苏木溶液正常成人的口服剂量为
#" ?

%量给药!每日

!

次!每组均以
#" :KGa?G

灌胃!空白组灌以生理盐水'

共灌胃
6

次!前
!

天每天灌胃
!

次!第
&

天灌胃
#

次后

# >

!以
#"J

水合氯醛按
"

!

& :KG #"" ?

体重的浓度

麻醉大鼠!腹主动脉取血' 将已采动脉血室温静置
$ >

后!以
& """ U G:<.

离心
#6 :<.

!然后用
#" :K

注射

器吸取上清液!即大鼠血清!装入相应标号的
6" :K

的离心管中!在
6%

'水浴锅中灭活
&" :<.

!在超净台

下用
"

!

! !K

小滤器过滤除菌后分装于
#

!

6 :K

离心

管中$

"

!

6 e#

!

6 :KG

管%!用封口条封口于 "

8"

'冰

箱保存备用'

!

!

!

$细胞培养及分组$

HI

细胞常规培养于含

#" JdSO

的
#%$"

培养基中!经胰蛋白酶溶液消化传

代!在
&5

'*

6J'F

!

培养箱中进行培养' 本实验共

分为
$

组!即空白组*苏木组*苏木加顺铂组*顺铂组!

分别用
!"J

空白血清的
#%$"

培养液*

!"J

苏木含药

血清的
#%$"

培养液*

!"J

苏木含药血清的
#%$"

培养

液加
# !?G:K

顺铂*

!"J

空白血清的
#%$"

培养液加

# !?G:K

顺铂培养
HI

细胞'

!

!

&

$

V9

染色观察细胞形态$

HI

细胞以

#

&

#"

6个
G

孔接种于
!$

孔板内做细胞爬片!常规培养

HI

细胞!待细胞贴壁后!弃去培养液!分组及加药同

步骤+

!

!

!

,!每组
$

孔' 培养
!$ >

后弃去培养液!用

76J

乙醇固定
!" :<.

!以
HSO

洗
!

次!每次
# :<.

&

然后向每孔中加入核染液
# :K

!染色
6 :<.

&吸除核

染液!水洗约
6 C

&向每孔中加入浆染液
# :K

!染色
#

:<.

&吸除浆染液!取出爬片!用增色液冲洗
!

次&封

片&电子显微镜观察'

!

!

$

$激光共聚焦显微镜拍摄细胞核形态变化$

HI

细胞以
#

&

#"

6 个
G

孔接种于
!$

孔板内做细胞爬

片!分组及加药同步骤+

!

!

!

,!每组
$

孔' 继续培养

!$ >

!吸除培养液!每孔用
HSO

洗
#

次&

$J

的多聚甲

醛溶液固定
#" :<.

&吸除多聚甲醛!用
HSO

洗涤

&

次!每次洗涤
6 :<.

&向每孔加入
"

!

6J

的
*U<A1.

#

#""

溶液!通透
#" :<.

!

HSO

洗涤
&

次!每次洗涤

6 :<.

&加入封闭液!室温封闭
# >

&吸除封闭液!用

HSO

洗涤
!

次!每次
# :<.

&加入细胞核染色液$

EN

#

H)

%!室温染色
6 :<.

&吸除
ENH)

!洗涤液洗涤
&

次!每

次
6 :<.

&封片&于激光共聚焦成像系统拍照'

!

!

6

$流式细胞仪分析细胞周期$

HI

细胞以

#

&

#"

% 个
G

瓶接种于
!6 D:

! 培养瓶内!分组及加药同

步骤+

!

!

!

,!每组
&

瓶&继续培养
!$ >

!消化收集细胞!

用
HSO

洗涤细胞
#

次$离心
! """ U G:<.

!

6 :<.

%!收

集并调整细胞浓度为
#

!

6

&

#"

%

G:K

&取
# :K

单细胞

悬液离心后!去上清!用
56J

冷乙醇固定!

$

'保存&

上机前
HSO

洗去固定液!加
#"" !K L4;C/ N

在

&5

'水浴
&" :<.

!再加入
$"" !K H)

染液混匀!

$

'

避光
&" :<.

&上机检测!记录激发波长
!$8 .:

处的

红色荧光'

!

!

%

$

H'L

检测
LM

*

H#% :L4N

的表达影响$

HI

细胞
&

&

#"

6 个
G

孔种于
%

孔板中!分组及加药同步

骤+

!

!

!

,!每组
$

孔&孵育
!$ >

后用
# :K *U<=12

提取

总
L4N

&琼脂糖凝胶电泳验证
L4N

的完整性&

4;.1

#

EU1@ !"""

超微量分光光度计测
FE

值定量
L4N

浓

度&上
HLFI949 H'L

扩增仪反转录为
DE4N

!逆转

录循环参数为#

&5

'

%" :<.

*

76

'

6 :<.

*

$

'保持&

上
56"" L/;2

#

A<:/ H'L ORCA/:C

进行
H'L

检测!设

置
H'L

条件如下#

6"

'!

! :<.

&

76

'!

#" :<.

&

76

'!

#6 C

!

$"

个循环&

%"

'!

# :<.

&

$

'保存'

OEO

软件中创建相对定量研究文件!分析并查看相对定量研

究结果$

U/2;A<W/ c-;.A<T<D;A<1.

!

L^

%'

!

!

5

$统计学方法$数据采用
OHOO #5

!

"

软件

进行统计' 计量资料用
`

%

C

表示!多组间比较进行单

因素方差分析!组间两两比较采用
KOE

法'

H P"

!

"6

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$

V9

染色观察细胞形态$图
#N

"

E

%$空白组

的
HI

细胞数量明显增多!体积较大!外形呈多角形!相

邻细胞生长晕融合成片!胞质丰富!胞核较大!颜色较

浅!分裂细胞偶尔出现$图
#N

%&与空白组比较!苏木组

细胞数相对较少!细胞体积相对较小!膜表面绒毛较少!

偶见凋亡细胞$图
#S

%&顺铂组$图
#'

%和苏木加顺铂

组$图
#E

%干预后的细胞数明显减少!细胞间接触松弛!

细胞体积缩小!细胞膜表面绒毛基本消失!细胞质和胞

核浓缩!颜色深染!可见凋亡小体的出现!

HI

细胞质内

出现空泡&苏木加顺铂组和顺铂组在形态上相差不多'

!

$ 激光共聚焦显微镜观察
HI

细胞形态

$图
#;

"

X

%$空白组细胞核多呈圆形!少量细胞核处

于分裂相!细胞体积较大!呈弥漫均匀的荧光$图
#;

%'

苏木组细胞核多为半月形!可见少量的凋亡细胞!细胞

体积变小$图
#M

%' 顺铂组$图
#D

%和苏木加顺铂组

$图
#X

%细胞核浓缩!核碎裂成多个块状!出现典型的

凋亡小体和较多的凋亡细胞!细胞体积较苏木组变小!

细胞核可见致密的颗粒状强荧光' 苏木加顺铂组和顺

铂组在形态上相差不多'

&

$各组
HI

细胞周期分布结果比较$表
#

*图
!

%
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%

$$注# 光镜下
N

为空白组&

S

为苏木组&

'

为顺铂组&

E

为苏木加顺铂组&激光共聚焦显微镜下
;

为空白组&

M

为苏木组&

D

为顺铂

组&

X

为苏木加顺铂组

图
#

$光镜及激光共聚焦显微镜下各组
HI

细胞形态图

$

N eE

为
V9

染色法! &

#""

&

; e X

为免疫荧光法! &

# """

%

与空白组比较!苏木组
HI

细胞的
I

"

GI

#

和
O

期比例

增加$

H P"

!

"6

%!

I

!

G,

期降低$

H P"

!

"#

%&顺铂组和

苏木加顺铂组
HI

细胞的
O

和
I

!

G,

期比例增加$

H P

"

!

"6

!

H P"

!

"#

%!

I

"

GI

#

期降低$

H P"

!

"#

%' 与苏木

组比较!顺铂组和苏木加顺铂组
HI

细胞的
O

期和

I

!

G,

期比例增加$

H P "

!

"6

!

H P "

!

"#

%!

I

"

GI

#

期降

低$

H P"

!

"#

%' 与顺铂组比较!苏木加顺铂组
HI

细

胞的各期差异无统计学意义$

H Q"

!

"6

%'

表
#

$各组作用于
HI

细胞后的细胞周期分布比较$$

J

!

`

%

C

%

组别
.

细胞周期

I

"

GI

#

O

I

!

G,

空白
& $$

(

6&

%

#

(

6! $"

(

56

%

!

(

"$ #$

(

5#

%

"

(

68

苏木
&

6"

(

5$

%

!

(

76

!

$%

(

7&

%

!

(

57

!

!

(

&$

%

"

(

!#

!!

顺铂
&

7

(

&5

%

"

(

$6

!!""

66

(

$7

%

#

(

$$

!!"

&6

(

#$

%

#

(

&&

!!""

苏木加顺铂
&

8

(

!&

%

"

(

&6

!!""

6$

(

5!

%

"

(

!#

!!"

&5

(

"6

%

"

(

!!

!!""

$$注#与空白组比较!

!

H P "

!

"6

!

!!

H P "

!

"#

&与苏木组比较!

"

H P

"

!

"6

!

""

H P"

!

"#

$$注#

N

为空白组&

S

为苏木组&

'

为顺铂组&

E

为苏木加顺铂组

图
!

$各组流式分析仪检测细胞周期分布图
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%

"!"($$"

$$

$

$各组
HI

细胞
LM#

*

H#% :L4N

表达结果比

较 $表
!

%$与空白组比较!苏木组
H#%

*

LM# :L4N

的表达增加$

H P"

!

"6

%!顺铂组和苏木加顺铂组
H#%

*

LM# :L4N

的表达亦增加$

H P"

!

"#

%&且顺铂组和苏

木加顺铂组
H#%

*

LM# :L4N

的表达优于苏木组

$

H P"

!

"6

%'与顺铂组比较!苏木加顺铂组
H#%

*

LM# :L4N

表达差异无统计学意义$

H Q"

!

"6

%'

表
!

$各组作用于
HI

细胞后的
H#%

*

LM#

基因表达量$

L^

%结果比较$$

`

%

C

%

组别
.

基因表达量$

L^

%

H#% LM#

空白
$ "

(

%$

%

"

(

"7 "

(

%8

%

"

(

"$

苏木
$

#

(

"#

%

"

(

"5

!

#

(

!#

%

"

(

"8

!

顺铂
$

#

(

$$

%

"

(

#6

!!"

#

(

8$

%

"

(

#%

!!"

苏木加顺铂
$

#

(

&%

%

"

(

"7

!!"

#

(

7$

%

"

(

!5

!!"

$$注#与空白组比较!

!

H P "

!

"6

!

!!

H P "

!

"#

&与苏木组比较!

"

H P

"

!

"6

!

""

H P"

!

"#

讨$$论

中医学认为!瘀血与癌毒胶结不解! 产生癌瘤'

现代医学通过对肿瘤患者血液高凝*高黏状态的调查

发现!

76 J

的肿瘤转移患者拥有
#

项或多项实验室检

查的凝血异常' 据此!活血化瘀药一直广泛应用于肿

瘤的治疗中' 苏木为临床常用的活血化瘀药!具有祛

瘀通经*活血疗伤*消肿定痛的功效!可以治疗骨折筋

伤*跌打损伤*瘀滞肿痛等血瘀性疾病(

%

)

' 本课题在

既往的体内实验中!研究了川芎*鸡血藤*苏木*水蛭

$

种活血化瘀药对不同阶段
K/[<C

肺癌生长和转移的

影响!结果表明苏木的抑瘤及抑制转移的作用显

著(

#

)

' 前期体外实验的结果表明!苏木含药血清在常

氧环境下作用
!$ >

*培养液中含药血清比例为
!"J

时

有明显抑制人肺癌
HI

细胞增殖的效果(

!

)

' 本次实验

中!笔者同样发现不论是光镜还是电镜下!苏木组细胞

凋亡程度较空白组明显增加!却不及顺铂组和苏木加

顺铂组' 而苏木含药血清引起人肺癌
HI

细胞凋亡的

细胞及分子机制研究尚未见报道'

随着分子肿瘤学的发展! 发现细胞周期失控是癌

变的重要原因' 细胞周期有两个重要的时相转换#

I

#

#

O

$

I

#

#

O

期即控制进入
O

期的调控点%和
I

!

#

,

$

I

!

#

,

期即控制进入
,

期的调控点%' 有文献报道苏木可以

阻滞人肺癌
N6$7

细胞的细胞周期!使大部分的癌细

胞阻断在
O

期和
I

!

G,

期(

5

)

' 还有研究表明氧化苏木

素将人乳癌
,'d

#

5

的细胞周期阻滞在
I

#

期(

8

)

' 通过

流式细胞分析技术!笔者发现苏木组较空白组
I

"

GI

#

*

O

期肿瘤细胞增多!说明苏木含药血清可以将
HI

细

胞周期阻滞在
I

"

GI

#

*

O

期!从细胞周期方面证明了苏

木含药血清对人肺癌
HI

细胞的抑制作用' 顺铂作为

细胞周期非特异性药物!可杀伤细胞周期中各期细胞!

从而促使癌细胞凋亡!而发挥抗癌作用' 本研究中!顺

铂组
O

*

I

!

G,

期肿瘤细胞较空白组明显增多!说明顺

铂组人肺癌
HI

细胞被阻滞在
O

和
I

!

G,

期!与苏木

组对
HI

细胞阻滞周期不同' 有研究指出顺铂使细胞

停滞在
I

!

G,

期是通过
DRD2<.S#

分子实现的(

7

!

#"

)

'

苏木加顺铂组较空白组和苏木组阻滞的细胞周期不

同!

O

*

I

!

G,

期肿瘤细胞明显增多$

H P"

!

"6

%!其与顺

铂组细胞比较阻滞周期比例差异无统计学意义$

H Q

"

!

"6

%!并未出现预料的叠加效果'

研究表明!

H#%

#

DRD2<.E#

#

'Eb$G'Eb%

#

LM

途径

是对周期调控的一种重要机制!细胞在
I

#

期!生长信

号通过信号转导!上调
DRD2<.E#

的表达!从而激活

'Eb$

!活化的
'Eb$

可高磷酸化抑癌基因表达产物

LM

蛋白!使其失去对细胞周期的制动功能!从而释放

大量的转录因子$如
9!d

%最终促使细胞由
I

#

期向
O

期演进!促进细胞分裂'

H#%

作为一种有效的肿瘤抑

制基因(

##

)

!通过与
'RD2<.E#

竞争结合
'Eb$

!从而

抑制细胞进入
O

期' 在本研究中!苏木组较空白组

H#%

*

LM# :L4N

的表达量上调$

H f"

!

"$7

%!也就从

分子机制进一步证明了苏木含药血清对人肺癌
HI

细

胞的抑制作用' 顺铂组
H#%

*

LM# :L4N

的表达量较

空白组明显增加$

H f"

!

""#

%且较苏木组表达量明显

上调$

H f"

!

"!6

%' 这印证了顺铂诱发人肺癌
HI

细

胞凋亡的程度比苏木含药血清明显' 苏木加顺铂组较

空白组和苏木组
H#%

*

LM# :L4N

的表达增加显著

$

H P"

!

"6

%!而其较顺铂组
H#%

*

LM# :L4N

的表达

比较!差异无统计学意义$

H Q"

!

"6

%!也未出现预料的

叠加效果' 这与前期体内结果部分雷同' 前期试验

中!分
5

*

#$

*

!#

天
&

个时间点动态观察苏木对

'65SK

小鼠肺癌瘤重的影响!结果发现同一时间点各

组的抑瘤率由低到高依次为苏木低剂量*苏木高剂量

组*化疗组*化疗加苏木低剂量组*化疗加苏木高剂量

组' 其中化疗加苏木高剂量组的瘤重低于同期化疗

组!而化疗加苏木低剂量组的瘤重与同期化疗组比较!

差异无统计学意义$

H Q"

!

"6

%!后者印证了本实验苏

木未协同顺铂起到增效结果的原因!可能是血药浓度

过低!还不足以对
HI

细胞产生抑制效果'

综上所述!苏木含药血清通过诱导
H#%

*

LM# :L

#

4N

表达!通过
H#%

#

DRD2<.E#

#

'Eb$G'Eb%

#

LM

途径

使人肺癌
HI

细胞停滞在
I

"

GI

#

*

O

期!从而诱发人肺癌

HI

细胞凋亡' 自古以来!益气*养阴*化痰*清热解毒*
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活血化瘀是肺癌的主要治疗原则!文献报道益气*养阴*

化痰*清热解毒*活血化瘀药及其主要成分可以将细胞

阻滞在不同的细胞周期!从而使细胞周期变化呈现不同

的规律(

##

"

#6

)

' 而苏木作为活血化瘀药物中最常用的药

物之一!可以与益气*养阴*化痰*清热解毒药相互配伍!

可能会使肿瘤细胞在各个周期出现不同的阻滞效用!协

同抑制肺癌细胞的增殖!这将为今后在中医肿瘤临床上

制定科学的现代方剂配伍原则提供分子基础'
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全国西医学习中医班!西苑班"招生通知

中国中医科学院西苑医院系集医疗#科研#教学于一体的三级甲等中医医院!自
#76%

年开始!受

中华人民共和国卫生部委托!开办'全国西医学习中医班(!为国内外培养了大批中西医结合骨干" 现

第十七期'全国西医学习中医班(开始招生!将于
!"#$

年
7

月正式开学" 本班学制二年$全日制%!由

长期从事临床并具有多年教学经验的专家系统讲授
#6

门中医课程!一年理论课!一年在本院临床实

习" 课程考试和实习合格者颁发中国中医科学院西医学习中医班毕业证书" 西医院校毕业的医务人

员及中医药工作者均可报名参加" 欲报名者请向西苑医院教育处函索招生简章!也可通过中国中医

科学院西苑医院网下载招生简章和报名表" 通讯处)北京海淀区中国中医科学院西苑医院教育处!邮

编)

#"""7#

!电话)$
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%!88575&

或
%!8&6"&5

!网址)

[[[3`R>1C@<A;23D1:

"


