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##白花蛇舌草系茜草科植物!中医学认为其味苦'

淡!性寒!归心'肝'肺'大肠经!有清热解毒'消痈散

结'利水消肿等功效!为抗肿瘤之良药( 既往研究表

明!白花蛇舌草影响体外多种肿瘤细胞的增殖和凋

亡)

#

$

&

*

!但对人永生化表皮细胞$

K@'@*

%的影响报

道较少( 本实验观察了白花蛇舌草提取物$
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%对体外培养的
K@'@*

细

胞的增殖'凋亡和炎症因子的影响!并进一步探究其

分子机制(

材料与方法

#

#细胞#人永生化表皮细胞
K@'@*

细胞株由

新乡医学院实验中心提供(

!

#药物#白花蛇舌草由河南省新乡医学院第一

附属医院中药房提供( 取
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过
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目筛后的白花

蛇舌 草 粉 末! 双 蒸 水 煎 煮
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次! 合 并 的 滤 液
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离心
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#分组#本实验分为
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组#空白组不加表皮生长

因子$
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别用
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和
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共培养( 细胞

增殖实验及炎症因子检测空白组'对照组和白花蛇舌

草组&凋亡率及细胞周期实验仅检测对照组和白花蛇

舌草组&凋亡蛋白表达检测对照组及白花蛇舌草作用

效果最佳一组(
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检测

试剂盒操作说明书进行染色!用流式细胞仪测定凋亡

率( 另外!乙醇固定的细胞经
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=

#相关凋亡蛋白检测#采用
+<01<PD U431

法检

测)

:

*

( 冷冻离心法提取
K@'@*

细胞的总蛋白(

+<01<PD U431

法检测
TA$=

'

G@0Q@0<

"

&

'

G4<@X<L

G@0Q@0<

"

&

'

VGS

"

]S

'

G)-W#

'

Q$7

'

Q

"

Q$7

的表达(

)?@/<d.@D1

图像处理软件分析蛋白条带!比对相对

灰度值!

R-WHK

蛋白为内参(

%

#炎症因子检测#空白组'对照组及白花蛇舌草

组培养板预先孵育
: C

后加入
!7" #/J?S *69

"

!

共

同培养
:% C

( 收集共培养上清液!于 $

!"

&保藏(

实验严格按照试剂盒操作说明!检测
)S

"

$

'

)S

"

%

和

)S

"

#"

的浓度(

+<01<PD U431

法检测
69

"

"V

磷酸化

Q$7

亚基的表达量(

;

#统计学方法#采用统计学软件
8W88 #;

!

"

!

计量数据采用
O

'

0

表示!两样本均数间比较用

81.L<D1

(

0 1

检验!多样本均数间比较采用单因素方差

分析!

W Y"

!

"7

为差异有统计学意义(

结##果

#

#各组细胞增殖结果比较$图
#

%#与空白组比

较!对照组
K@'@*

细胞吸光度及
TA$=

蛋白表达升高

$

W Y"

!

"7

!

W Y "

!

"#

%&与对照组比较!白花舌草组

!7

'

7"

'

#"" ?/J?S

浓度时
K@'@*

细胞吸光度及

TA$=

蛋白表达降低! 差异有统计学意义 $

W Y

"

!

"7

!

W Y"

!

"#

%(

!

#各组细胞周期结果比较$图
!

%#对照组处于

R#

期的细胞数量百分比为
7!

!

%7Z

!白花蛇舌草组

!7

'

7"

'

#"" ?/J?S

浓度时
K@'@*

处于
R#

期的细胞

数量百分比分别是
7%

!

7#Z

'

=&

!

#!Z

和
=;

!

;7Z

!差异

有统计学意义$

W Y"

!

"7

!

W Y"

!

"#

%( 与白花蛇舌草组

!7 ?/J?S

比较!白花蛇舌草
7"

和
#"" ?/J?S

组处于

R#

期的细胞数量百分比升高差异有统计学意义$

W Y

"

!

"#

%( 白花蛇舌草组
#"" ?/J?S

时高于白花蛇舌草

组
7" ?/J?S

$

W Y"

!

"7

%(

&

#各组
K@'@*

细胞凋亡率比较$图
&

%#与对

照组比较!凋亡率随着白花蛇舌草提取物浓度增大

而增加!差异有统计学意义$

W Y "

!

"7

!

W Y "

!

"#

%(

与白花蛇舌草组
!7 ?/J?S

比较!白花蛇舌草组
7"

和
#"" ?/J?S

凋亡率升高!差异有统计学意义$

W Y

"

!

"#

%( 且白花蛇舌草组
#"" ?/J?S

凋亡率高于

白花蛇舌草组
7" ?/J?S

!差异亦有统计学意义

$

W Y"

!

"7

%(

:

#各组凋亡相关蛋白表达水平比较$图
:

%#与

对照组比较!白花蛇舌草组
#"" ?/J?S

时
VG4

"

OS

和

G)-W#

蛋白表达降低$

W Y"

!

"#

%&

G@0Q@0<

"

&

总量变

化差异无统计学意义!但
G4<@X<L G@0Q@0<

"

&

表达升

高!差异有统计学意义$

W Y"

!

"#

%(

7

#各组炎症因子表达水平比较$表
#

!图
7

%#与

空白组比较!对照组
Q

"

Q$7

'

)S

"

$

'

)S

"

%

水平升高$

W Y

"

!

"7

!

W Y"

!

"#

%!

)S

"

#"

水平降低$

W Y"

!

"#

%( 与对照

组比较!白花蛇舌草组各浓度
Q

"

Q$7

'

)S

"

$

'

)S

"

%

水平

降低!

)S

"

#"

水平升高!差异有统计学意义$

W Y"

!

"7

!

W Y"

!

"#

%(

##注#

-

为
K@'@*

细胞增殖情况&

V

为
KH>

对
TA$=

蛋白影响的电泳图&

'

为
TA$=

相对蛋白表达量&与空白组比较!

!

W Y"

!

"7

!

!!

W Y"

!

"#

&与对照组比较!

"

W Y"

!

"7

!

""

W Y"

!

"#

图
#

$各组细胞增殖结果比较$$

D e&
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##注#

-

为对照组&

V

为白花蛇舌草组
!7 ?/J?S

&

'

为白花蛇舌草组
7" ?/J?S

&

H

为白花蛇舌草组
#"" ?/J?S

图
!

$各组
K@'@*

细胞细胞周期结果比较

##注#

- cH

为不同浓度
KH>

促进
K@'@*

细胞凋亡!

>

为凋亡率比较&与对照组比较!

!

W Y

"

!

"7

!

!!

W Y"

!

"#

&与白花蛇舌草
!7 ?/J?S

比较!

"

W Y"

!

"#

&与白花蛇舌草
7" ?/J?S

比较!

#

W Y"

!

"7

图
&

$不同浓度的
KH>

对
K@'@*

细胞凋亡的影响#$

D e&

%
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##注#

-

为凋亡蛋白
VG4

"

OS

'

G)-W#

'

G@0Q@0<

"

&

及
G4<@X<L G@0Q@0<

"

&

的电泳图&

V

为蛋白相对表达

量&与对照组比较!

!

W Y"

!

"#

图
:

$各组凋亡相关蛋白表达比较$$

D e&

%

表
#

$不同浓度
KH>

对
K@'@*

细胞炎症因子的影响#$

D/JS

!

O

'

0

%

组别
D )S

"

$ )S

"

% )S

"

#"

空白
$ :&!

)

$=

'

:!

)

&:

#

#$

)

&=

'

!

)

&:

#

#

)

;7

'

"

)

%=

#

对照
$

$!&

)

;&

'

!7

)

!7

!

!$$

)

%7

'

7#

)

&%

!!

"

)

=$

'

"

)

#$

!!

白花蛇舌草
!7 ?/J?S $

7%$

)

&:

'

#$

)

&=

"

!!:

)

%=

'

&"

)

:$

"

#

)

#&

'

"

)

:#

"

#####

7" ?/J?S $

7#&

)

$=

'

##

)

=:

"

#%=

)

&7

'

&%

)

$#

"

#

)

%:

'

"

)

!;

""

#####

#"" ?/J?S $

:$%

)

!;

'

;

)

$#

""

#&:

)

!%

'

!#

)

!7

""

!

)

&=

'

"

)

&!

""

##注#与空白组比较!

!

W Y"

!

"7

!

!!

W Y"

!

"#

&与对照组比较!

"

W Y"

!

"7

!

""

W Y"

!

"#

##注#

-

为
Q

"

Q$7

电泳图&

V

为
KH>

抑制
*69

"

!

诱导的
Q$7

激活&与空白组比较!

!

W Y"

!

"#

&与对照

组比较!

"

W Y"

!

"7

!

""

W Y"

!

"#

图
7

$

KH>

对
K@'@*

细胞
69

"

"V Q$7

亚基的影响#$

D e&

%

讨##论

有研究表明!

KH>

能够抑制乳腺癌细胞
,'9

"

=

增殖!然而对正常的乳腺上皮细胞
,'9

"

#"-

无影响(

从
KH>

中提取的活性成分乌索酸和齐墩果酸能加强

雌激素受体
!J8Q#

复合体结合至
Q7&

启动子区!诱导

肿瘤抑制基因
Q7&

的表达!从而抑制其增殖)

#

*

( 乌索

酸对
K@'@*

细胞的研究表明!乌索酸降低
K@'@*

细

胞的活性!并呈时间和浓度依赖性( 机理研究表明!乌

索酸上调细胞周期调控因子
Q!#+-9#

表达!将

K@'@*

细胞阻滞在
R#

期)

7

*

( 本实验中!

KH>

对

K@'@*

细胞增殖的抑制呈浓度依赖性!

TA$=

蛋白表

达水平亦随
KH>

浓度的增加而降低!并且
KH>

作用

于
K@'@*

细胞后!细胞被阻滞在
R#

期!从而抑制其

增殖!与文献报道一致(

VG4

"

OS

是
VG4

"

!

基因家族中重要的成员!具有抗

细胞凋亡作用!在细胞程序性凋亡中起重要作用)

$

*

(

G@0Q@0<

"

&

是细胞凋亡的效应分子!能使维持细胞正常

生长的相关蛋白或激酶失活!致使细胞发生凋亡)

=

*

( 研

究发现!

VG4

"

OS

对细胞的凋亡作用主要是抑制

G4<@X<L G@0Q@0<

"

&

的表达而实现( 一方面!

VG4

"

OS

可以稳定线粒体膜电位!阻止
'M1 '

漏出&另一方面!



"!'($$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

!

-./.01 !"#$

!

2345 &$

!

63

!

%

VG4

"

OS

可与
G@0Q@0<

"

%

结合!从而阻断死亡诱导信号

复合体的形成( 而上述
VG4

"

OS

的两种功能!也是

VG4

"

OS

抑制
G@0Q@0<

"

&

激活的主要途径)

%

*

( 凋亡抑制

蛋白$

)-W

%家族是一类重要的凋亡抑制因子!参与细胞

分裂'凋亡和信号传导)

;

*

( 作为
)-W

家族重要的成员之

一!

')-W#

亦可直接抑制
G@0Q@0<

"

&

的活性)

#"

*

( 本实

验中!

G4<@X<L G@0Q@0<

"

&

的表达水平随
KH>

浓度增

加而上升!而
VG4

"

OS

和
G)-W#

的表达水平被
KH>

抑

制( 可能
KH>

通过降低
VG4

"

OS

和
G)-W#

表达而激活

G@0Q@0<

"

&

!诱导
K@'@*

细胞凋亡(

细胞因子参与角质形成细胞的增殖'分化'生理病变

及细胞动力学!影响毛细血管的增生及扩张)

##

*

(

)S

"

$

'

)S

"

%

等细胞因子通过结合角质形成细胞表面相应抗体!激

活细胞内信号通路!引起细胞一系列生理生化改变!包括

细胞异常增殖'分化及合成多种炎症因子)

#!

!

#&

*

( 本研究

观察到
*69

"

!

诱导
K@'@*

细胞炎症因子
)S

"

$

'

)S

"

%

高

表达而降低
)S

"

#"

的表达!而
KH>

抑制这种作用( 此外!

KH>

降低
K@'@*

细胞中
69

"

"V Q$7

亚基的表达(

69

"

"V

可与细胞因子的
H6-

序列结合!在激活的状态下

促进细胞因子基因转录!调控炎症反应)

#:

*

( 例如!

69

"

"V

Q7"JQ$7

异二聚体通过刺激的应答而被激活!继而引起趋

化因子
)S

"

%

上调!加重炎症反应)

#7

*

( 本实验中!

K@'@*

细胞中
KH>

对细胞因子表达水平的抑制可能是通过降

低
69

"

"V

的表达实现的(

综上所述!

KH>

对
K@'@*

细胞增殖'凋亡'炎性

反应皆有调控作用( 然而!

KH>

包含多种生物活性成

分!其对
K@'@*

细胞调控的确切分子机制有待进一

步深入探究(
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