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摘要$目的$探讨三叶青提取物对人肺癌
H#!;;

细胞增殖抑制!凋亡作用及其机制" 方法$采用
&/44

&-IJK>JL M>K

#

6

#

&&M

#

6

$ 检测三叶青提取物对
H#!;;

细胞增殖的抑制作用%采用倒置显微镜观察三叶青

提取物对
H#!;;

细胞形态的影响%荧光显微镜观察三叶青提取物作用细胞后经
H-/ANOK %%!:6

染色的凋

亡形态变化%流式细胞仪检测细胞凋亡率%蛋白印迹法 #

*/OK/2J 14-K

$检测
P2-

#

A=OP=O/

#

%

!

;

&

A4/

#

A=OP=O/

#

%

!

;

&

P-4B

#

QER

#

2>1-O/ P-4B0/2=O/

#

RQSR

$蛋白表达变化" 结果$与对照组比较&浓度为
"

!

:

!

#

!

:

!

#" 0LG0T

三叶青提取物作用
H#!;;

细胞后抑制率升高#

R U"

!

":

&

R U"

!

"#

$%同时作用时间越长&抑

制率越高#

R U"

!

"#

$" 倒置显微镜下观察给药后细胞形态明显改变&细胞减少%荧光显微镜下观察荧光染色

后细胞核浓染和凋亡小体形成" 流式细胞仪检测结果显示细胞凋亡率呈明显的量"效关系"

*/OK/2J 14-K

结果表明'与对照组比较&浓度为
:

!

#" 0LG0T

三叶青提取物明显抑制
H#!;;

细胞中
P2-

#

A=OP=O/

#

%

!

;

和

RQSR

蛋白表达&增加
A4/

#

A=OP=O/

#

%
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蛋白的表达&差异有统计学意义#

R U "

!
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$" 结论

三叶青提取物对人肺癌
H#!;;

细胞具有明显抑制其增殖&促进细胞凋亡作用&且其机制可能与激活

A=OP=O/

蛋白表达有关"

关键词$三叶青%人肺癌细胞%增殖%凋亡
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<WK2=AK -V S=X>W )/K2=OK>L0= N/0O4/B=J> N=X -1.>-IO /VV/AK >J >JN>1>K>JL KN/ P2-4>V/2=K>-J
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$$近年来"肺癌已严重威胁人类的生命及生活质量"

其发病率'病死率逐年上升(

#

)

* 临床使用的抗肿瘤药

物大多存在不良反应"影响患者生活质量(

!

)

* 目前中

药及其有效成分的抗肿瘤作用已成为研究热点* 三叶

青具有清热解毒'祛风化痰'活血止痛的作用"用于治

疗高热惊厥'肺炎'哮喘'肝炎等病症(

%

)

"其抗肿瘤作

用亦越来越受到关注* 因此"本实验探讨三叶青提取

物对非小细胞肺癌的体外抑制增殖'促进凋亡及其作

用机制具有可行性和重要意义*

材料与方法

#

$细胞株$人肺癌细胞
H#!;;

细胞株由浙江省

医学科学院提供* 细胞株由浙江中医药大学实验室培

养传代*

!

$药物$三叶青产地浙江"购自杭州华东中药饮

片有限公司"批号#

#!"##"

&

:"" L

三叶青经乙酸乙酯

提取
%

次"低温真空回收"旋转蒸发仪上浓缩成约
#" L

药液"置"

!"

%冰箱备用*

%

$主要试剂$胎牛血清由美国
HBA4-J/

公司提

供"批号#

YH%""9"

!

"%

&

SR+(

#

#8$"

培养液由杭州吉

诺生物医药技术有限公司提供"批号#

[,+%#6""

#

Y

&

&&M

#

6

由日本同仁化学研究所提供"批号#

&M"$

&

H-/ANOK %%!:6

染色液由碧云天生物技术研究所提

供"批号#

&#"##

&

QJJ/W>J 3

#

7()&

细胞凋亡检测试剂

盒由南京凯基生物技术有限公司提供" 批号#

M[Q#"6

*

A=OP=O/

#

%

$批号#

;88:

%"

A=OP=O/

#

;

$批

号#

;:"6

%"

A4/

#

A=OP=O/

#

%

$ 批 号#

;88$

%"

A4/

#

A=OP=O/

#

;

$批号#

9!%9

%"

RQSR

$批号#

;:%!

%" 由美

国
&Y)

公司提供*

$

$主要仪器$

&F

!

细胞培养箱$美国
)N/20-

公司"型号#

%###

%&酶标仪$美国
)N/20-

公司"型号#

%""#

%&流式细胞仪$美国
^/AK-J E>A@>JO-J

公司"

型号#

7Q&Y&=JK-!

%&蛋白印记检测系统$美国
^>-

#

S=X

公司"型号#

&N/0>E-A `SY YBOK/0

%&荧光显

微镜$日本
F4B0PIO

公司"型号#

(`9#

%*

:

$检测指标与方法

:

!

#

$细胞培养$将
H#!;;

细胞培养于含
#"a

胎牛血清的
SR+(#8$"

培养液"培养条件均为
%9

%'

含
:a &F

!

的细胞培养箱内* 待细胞长满瓶底后"弃

掉培养液"用胰酶消化"镜下观察到细胞分离变圆'细

胞间隙增大后"停止消化"更换培养液"分瓶培养"取对

数生长期细胞用于实验*

:

!

!

$不同浓度三叶青提取物对
H#!;;

细胞增

殖的影响$采用细胞增殖抑制试验* 用细胞增殖与活

性检测试剂盒
&/44 &-IJK>JL M>K

#

6

$

&&M

#

6

%的方法

检测细胞增殖情况* 取对数生长期的
H#!;;

细胞"用

"

!

!:a

胰酶消化"计数细胞密度为
:

&

#"

$

G0T

的细胞

悬液"每孔
#"" "T

细胞悬液接种于
;8

孔板"次日贴

壁后更换培养液并加浓度为
"

!

:

'

#

'

:

'

#" 0LG0T

三

叶青提取物"对照组不含药物"分
:

组"每组设
8

个重

复复孔"分别在
!$

'

$6

'

9! N

检测"

$:" J0

为检测波

长"计算每组各孔吸光度
FE

值* 抑制率 $

a

%

b

#

"$

FE

实验组
GFE

对照组% &

#""a

*对照组抑制率

为
"a

* 计算三叶青提取物对
H#!;;

细胞的抑制率*

:

!

%

$不同浓度三叶青提取物处理
H#!;;

细胞的

形态学变化$采用普通倒置显微镜观察法#将
H#!;;

细胞用
"

!

!:a

胰酶消化"每孔
:"" "T

细胞悬液接种于

!$

孔板中$

:

&

#"

$

G0T

%"次日细胞贴壁后"加浓度为
#

'

:

'

#" 0LG0T

三叶青提取物"对照组不含药物"继续培

养
$6 N

后用倒置显微镜观察各组的不同变化*

:

!

$

$不同浓度三叶青提取物对
H#!;;

细胞凋

亡形态的影响$采用荧光显微镜观察凋亡细胞形态#

细胞经浓度为
#

'

:

'

#" 0LG0T

三叶青提取物处理
$6

N

后"吸除培养液&加入多聚甲醛固定
#: 0>J

&

R^Y

漂

洗
!

次&加入
H-/ANOK %%!:6

荧光染液"避光染色

: 0>J

&

R^Y

漂洗
%

次"荧光显微镜观察细胞核的

形态*

:

!

:

$不同浓度三叶青提取物作用
H#!;;

细胞后

凋亡率比较$采用流式细胞术检测细胞凋亡率* 取对

数生长期
H#!;;

细胞"制成
#

&

#"

:

G0T

细胞悬液接种

于
8

孔板&

! 0T

细胞悬液每孔* 次日细胞贴壁后"加浓

度为
#

'

:

'

#" 0LG0T

三叶青提取物"对照组不加药物"

作用于细胞
$6 N

后"用不含
<E)Q

的胰酶消化"终止"

! """ 2G0>J

离心
: 0>J

"收集细胞"用
R^Y

洗涤细胞

!

次"收集细胞数约
!

&

#"

: 个"加入
:"" "T

的结合缓

冲液
^>JX ^IVV/2

悬浮细胞"先后加入
: "T QJJ/W>J
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和
: "T R(

"混匀后室温避光孵育
#: 0>J

"上流

式细胞仪检测分析"激发波长为
$66 J0

*

:

!

8

$不同浓度三叶青提取物处理后
H#!;;

细

胞凋亡相关蛋白的影响$采用蛋白印迹法$

*/OK/2J

14-K

%方法检测* 冰上操作"快速刮下细胞"移至

#

!

: 0T

离心管* 每瓶细胞加
!:" c:"" "T S(RQ

裂

解液"

# !"" 2 G0>J

离心
: 0>J

"收获蛋白"测定蛋白浓

度* 用
YEY

#

RQ[<

电泳分离蛋白"将蛋白转移至

R3E7

膜上*

:a

脱脂奶粉室温下封闭
# N

"一抗室温

孵育
! c% N

"二抗室温孵育
# N

* 室温下"

<&T

混合液

滴加在
R3E7

膜上"避光反应
% c: 0>J

"放入蛋白印

记检测系统的暗箱内"在暗室中"曝光'显影'定影* 以

#

#

=AK>J

作为内参进行分析*

8

$统计学方法$用
YRYY #%

!

"

统计软件分析

处理* 计量资料数据用
W

'

O

表示"组间比较采方差分

析"组间两两比较采用
EIJJ/KK

分析*

R U"

!

":

为差

异有统计意义*

结$$果

#

$不同浓度三叶青提取物对
H#!;;

细胞抑制率

的影响$表
#

%$三叶青提取物对
H#!;;

细胞有明显

增殖抑制作用"随浓度的增加'时间延长"抑制率逐渐

增高"呈剂量'时间依赖性* 与对照组比较"

"

!

:

'

#

'

:

'

#" 0LG0T

三叶青提取物作用
H#!;;

细胞后抑制率

升高"差异有统计学意义$

R U"

!

":

"

R U"

!

"#

%&同时

作用时间越长"抑制率越高"差异有统计学意义$

R U

"

!

"#

%*

表
#

%三叶青提取物对
H#!;;

细胞抑制率的影响$$

a

"

W

'

O

%

组别
J

细胞增殖的抑制率

!$ N $6 N 9! N

对照
8 " " "

三叶青提取物
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$$注#与对照组比较"

!
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(
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"

!!

R U "

(

"#

&与本组
!$ N

比

较"

"

R U"

(

"#

!

$不同浓度三叶青提取物处理后
H#!;;

细胞的

形态学比较$图
#

%$三叶青提取物作用于
H#!;;

细

胞
$6 N

后"对照组细胞生长良好"均贴壁生长"分布均

匀$图
#Q

%*

# 0LG0T

三叶青提取物作用后"有部分

细胞漂浮'部分贴壁细胞呈圆形$图
#^

%&自
: 0LG0T

开始细胞出现明显的变化"细胞变圆'变小'胞膜皱缩"

悬浮细胞明显增多$图
#&

%&

#" 0LG0T

高浓度组细

胞抑制最明显"正常细胞少见$图
#E

%*

$$注#

Q

为不加药对照组&

^

为三叶青提取物
# 0LG0T

组&

&

为三叶青提取物
: 0LG0T

组&

E

为三叶青提取物
#" 0LG0T

组

图
#

%不同浓度三叶青提取物作用于
H#!;;

细胞

$6 N

的形态学变化 $ &

#""

%

%

$不同浓度三叶青提取物对
H#!;;

细胞凋亡形

态的影响$图
!

%$正常细胞呈弥散均匀的荧光"当细

胞发生凋亡时"由于染色质固缩而浓染使细胞内的荧

光强度增强* 实验结果表明#对照组细胞呈均匀蓝色

荧光 $图
!Q

%&三叶青提取物
# 0LG0T

低浓度组细

胞核颜色稍亮$图
!^

%&

: 0LG0T

中浓度组部分细

胞核呈致密浓染"颜色发亮$图
!&

%&

#" 0LG0T

高

浓度组细胞凋亡最明显"部分细胞核亮蓝色浓集'边

缘化$图
!E

%* 随着药物浓度的增加"细胞凋亡现象

逐渐明显*

$$注#

Q

为不加药对照组&

^

为三叶青提取物
# 0LG0T

组&

&

为三叶青提取物
: 0LG0T

组&

E

为三叶青提取物
#" 0LG0T

组

图
!

%不同浓度三叶青提取物作用于
H#!;;

细胞
$6 N

的

荧光凋亡形态图$

H-/ANOK%%!:6

" &

!""

%

$

$流式细胞仪检测三叶青提取物对
H#!;;

细

胞凋亡的影响$表
!

"图
%

%$与对照组比较"经药物
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处理
$6 N

后细胞凋亡的比例均有明显升高"差异有

统计学意义$

R U "

!

"#

%"且呈现一定的剂量 "效应

关系*

表
!

%三叶青提取物作用于
H#!;;

细胞
$6 N

后

凋亡率的比较$$
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细胞凋亡率
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$$注#

Q

为不加药对照组&

^

为三叶青提取物
# 0LG0T

组&

&

为三叶青提取物
: 0LG0T

组&

E

为三叶青提取物
#" 0LG0T

组

图
%

%流式细胞仪检测不同浓度三叶青提取物

对
H#!;;

细胞凋亡的影响

:

$不同浓度三叶青提取物对
H#!;;

细胞相关凋

亡蛋白表达的影响$表
%

'图
$

%$与对照组比较"

:

'

#" 0LG0T

三叶青提取物对
P2-

#

A=OP=O/

#

%

'

;

"

RQSR

蛋白表达明显降低"但对
A4/

#

A=OP=O/

#

%

'

;

"

A4/

#

RQSR

蛋白表达明显升高"差异有统计学意

义$

R U"

!
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%*

$$注#

Q

为不加药对照组&

^

为三叶青提取物
#

0LG0T

组&

&

为三叶青提取物
: 0LG0T

组&

E

为三叶青提取物
#" 0LG0T

组

图
$

%不同浓度三叶青提取物处理细胞
$6 N

后

H#!;;

细胞蛋白表达电泳图

讨$$论

肺癌发病率高"病因及发病机制复杂* 肿瘤细胞

学研究表明肺癌的发生是由细胞增殖与凋亡的调节失

控引起(

$

)

* 目前中药的抗癌机制研究已取得重大突

破"尤其在肺癌细胞增殖的调控与诱导细胞凋亡两方

面(

:

)

* 三叶青为葡萄科崖爬藤属植物三叶崖爬藤"具

有清热解毒'祛风化痰'活血化瘀'抗炎镇痛等作

用(

8

)

&抗肿瘤方面三叶青对肺癌'肝癌'胃癌等具有良

好治疗效果(

9

"

6

)

* 因此"本实验深入研究三叶青提取

物抗肺癌的机制具有重要意义*

本实验通过体外实验
&&M

#

6

证实#三叶青乙酸

乙酯提取物能抑制人肺癌细胞株
H#!;;

的增殖"且具

有浓度'时间依赖性"其中三叶青提取物浓度为

#" 0LG0T

'作用时间为
9! N

时"对细胞的抑制率最

高"表明三叶青提取物能够明显抑制肺癌细胞的增殖*

细胞凋亡是一种程序性的细胞死亡"是机体生长发育'

细胞分化和病理状态中细胞自主死亡的过程"并通过

分子水平进行调控"在肿瘤发生发展中起重要作

用(

;

)

* 本研究通过流式细胞术
QJJ/W>J 3

#

7()&

和
R(

表
%

%各组
A=OP=O/
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双染"显示三叶青提取物能够诱导肺癌
H#!;;

细胞的

凋亡"且与浓度呈正相关性* 在荧光显微镜下观察经

H-/ANOK%%!:6

染色后的
H#!;;

细胞出现形态学上

的改变"凋亡细胞的细胞核呈致密浓染"颜色发亮"出

现增强的蓝色荧光"部分细胞核中出现新月状亮蓝色

荧光边集于核膜下* 诱导细胞凋亡是多数抗肿瘤药物

的主要机制"本研究证实三叶青提取物可以明显诱导

肺癌
H#!;;

细胞的凋亡*

细胞凋亡途径主要包括死亡受体介导的外源性途

径和线粒体参与的内源性途径(

#"

"

##

)

* 其固有途径是

通过线粒体蛋白质的释放引起的"如细胞色素
&

"与

QP=V

#

#

及
P2-A=OP=O/

#

;

结合形成凋亡体&凋亡体诱

导激活
A=OP=O/

#

;

和
A=OP=O/

#

%

从而启动细胞凋亡

的
A=OP=O/

级联反应"导致细胞凋亡(

#!

"

#%

)

* 完整的

A=OP=O/

#

%

和
A=OP=O/

#

;

没有活性"当其发生剪切

后激活&细胞凋亡执行阶段时
RQSR

被
A=OP=O/

降

解"

A=OP=O/

#

%

是降解
RQSR

最有效的酶(

#$

)

*

RQSR

参与调控细胞染色体结构稳定"还参与凋亡的

调控* 细胞凋亡执行阶段时
RQSR

蛋白被降解"可以

避免在凋亡细胞中不必要的
E,Q

修复"促使核降解"

使凋亡顺利进行* 中药三叶青能有效抑制体外
HT8"

细胞的增殖"诱导其凋亡(

#:

)

* 李华美等(

#8

)研究发现"

三叶青提取物能抑制小鼠
T/?>O

肺癌细胞的生长"可

能与上调
A=OP=O/

#

%

从而促进肿瘤细胞凋亡有关*

本次实验通过
*/OK/2J 14-K

检测结果显示与对照组

比较"随三叶青提取物浓度增加"

P2-

#

A=OP=O/

#

%

'

;

和
RQSR

蛋白表达降低"

A4/

#

A=OP=O/

#

%

'

;

"

A4/

#

RQSR

蛋白表达增加"提示三叶青提取物通过激活

A=OP=O/

蛋白诱导
H#!;;

细胞凋亡*

综上所述"三叶青乙酸乙酯提取物对肺癌
H#!;;

细胞具有抑制增殖和促进凋亡作用"通过降低
P2-

#

A=OP=O/

#

%

'

;

和
RQSR

蛋白"增加
A4/

#

A=OP=O/

#

%

'

;

和
A4/

#

RQSR

蛋白"激活
A=OP=O/

蛋白可能是其凋亡

机制之一*
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