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!基础研究!

温郁金醇提物对多药耐药人胃癌裸鼠异位移植瘤的

抑制及葡萄糖神经酰胺合成酶的影响

宋淑萍#蔡利军#孟立娜

摘要#目的#探讨温郁金醇提物对多药耐药人胃癌裸鼠异位移植瘤的抑制及葡萄糖神经酰胺合成酶

"

G-,A0H.-A9I=<>J9 H.?KL=H9

#

M&N

$的影响% 方法#将人耐长春新碱"

O>?AI>HK>?9

#

/&P

$胃腺癌细胞

NM&$4"#

"

O>?AI>HK>?9

"

I9H>HK=?K G=HKI>A A=?A9I NM&$4"# A9--H

#

NM&$4"#D /&P

$ 接种于
:"

只

QR6QDA

裸鼠右侧背部皮下#建立荷瘤裸鼠模型#

! S%

周后选取瘤体大小相近的裸鼠
%7

只#按随机数字表法

分为
7

组&模型组#

/&P

组#温郁金醇提物低剂量"温低$组#温郁金醇提物高剂量"温高$组#温郁金醇提物

低剂量联合
/&P

"温低
T/&P

$组#温郁金醇提物高剂量联合
/&P

"温高
T /&P

$组% 各组动物按各自药物

和剂量给药#连续
#F

天#末次给药后处死动物#剖取瘤体组织#计算抑瘤率以及应用
P)

"

U&P

检测移植瘤中

M&N

"

<P2R

的表达#

*9HK9I? V-0K

检测
M&N

蛋白表达水平% 结果#与模型组比较#温高
T/&P

组瘤重明

显减轻#

/&P

组
M&N <P2R

及蛋白表达量明显增高#温高组'温低
T /&P

组以及温高
T /&P

组中
M&N

<P2R

及蛋白表达量明显降低#温低
T/&P

组以及温高
T /&P

组中
M&N <P2R

及蛋白表达量均明显低

于温高组 "

U W"

!

":

$% 结论#温郁金醇提物联合
/&P

可抑制人胃癌
NM&$4"#D /&P

裸鼠异位移植瘤生

长(抑制作用可能与温郁金逆转人胃癌
NM&$4"#D/&P

裸鼠异位移植瘤对
/&P

的耐药有关% 逆转作用可

能是通过
M&N

途径#提高了肿瘤细胞对
/&P

的敏感性%

关键词#多药耐药(葡萄糖神经酰胺合成酶(温郁金(胃癌
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$
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##胃癌是消化道最常见的恶性肿瘤!我国早期胃癌

检测率低下!因而化疗成为综合治疗胃癌尤其是晚期

胃癌的重要手段之一!但肿瘤多药耐药$

<,-K>

"

JI,G

I9H>HK=?A9

!

+BP

%却限制了化疗药物的进一步应用!

是胃癌化疗失败的一个主要原因' 神经酰胺介导的凋

亡与肿瘤
+BP

密切相关!在葡萄糖神经酰胺合成酶

$

G-,A0H.-A9I=<>J9 H.?KL=H

!

M&N

%作用下形成的糖

基化神经酰胺己经成为
+BP

表型的标志(

#

)

' 前期研

究发现!温郁金醇提物体外能明显抑制人胃腺癌细胞

NM&$4"#

增殖!具有良好的凋亡诱导效应(

!

)

' 本实验

旨在探讨温郁金醇提物对人耐长春新碱$

O>?AI>HK>?9

!

/&P

%胃腺癌细胞
NM&$4"#

裸鼠异位移植瘤是否具有

抑制作用* 其作用是否与
M&N

有关* 现报告如下'

材料与方法

#

#材料

#

!

#

#动物#

NU\

级
QR6QDA

裸小鼠!鼠龄
F S

7

周!雌雄各半!体重$

!"

$

!

%

G

!购自浙江中医药大学

动物中心!动物合格证号#

N&ba

$沪%

!"#!

%

"""!

'

#

!

!

#细胞株#

/&P

胃腺癌细胞
NM&$4"#

$

NM&$4"#D/&P

%购自上海天呈科技有限公司$货号

)&

"

!#4:

!批号#

!"###!!##%F"5

%!由浙江中医药大

学第一临床医学院中心实验室保存+传代培养'

#

!

%

#药物#温郁金醇提物#浙江中医药大学制

剂中心制备&注射用硫酸长春新碱#购自浙江海正药业

股份有限公司$批号#

#!"4"!

%'

#

!

F

#试剂和仪器#

PU+(

"

#7F"

细胞培养基

$

:"" <6D

瓶!杭州科易生物技术有限公司!生产批号

为
!"#%"%#!

%&

P2R>H0 U-,H

+转录试剂盒+

N3QP

UI9<>Z ;Z )=c

及
U&P

扩增试剂$

)=`=I=

宝生物工

程%!

Q&R

蛋白定量试剂盒+

P(UR

裂解缓冲液$北京

普利莱基因技术有限公司%!

U/B\

膜$杭州达文生物

有限公司%!鼠抗人
Q9K=

"

=AK>?

多克隆抗体$

&9-- N>G

"

?=->?G

! 美 国 %!

M&N

多 克 隆 抗 体 $

UI0K9>?K9AL

MI0,[

!美国%' 凝胶成像系统
&L9<> B0A bPN

$

Q>0

"

P=J

!美国%!多功能全波长酶标仪系统 $

Q>0

"

)9AL

!美国%!

U&P

扩增仪
$4""

$

Q>0

"

P=J

!美国%'

!

#方法

!

!

#

#温郁金醇提取物的制备#将温郁金
:"" G

洗净晾干!机械粉碎后!加
4:d

乙醇
#"

倍量!充分混

匀搅拌!浸泡
%" <>?

后!回流提取
!

次!第
#

次

#

!

: L

!第
!

次
# L

!提取上层乙醇浸提液!合并浸提液

放置于旋转蒸发仪中加热真空抽吸$水浴设温度为

7"

&!旋转蒸发仪速度为
:" I D<>?

%!直到无乙醇蒸发

出为止!将所有获得的醇提取物置于烘箱中
5 L

!蒸发

其中的水分及乙醇!流浸膏加纯化水配置成
:"" <6

!

生药含量
# GD<6

'

!

!

!

#细胞培养#

NM&$4"#D/&P

细胞生长在含

#"d

胎牛血清的
PU+(

"

#7F"

培养液中!于
:d&C

!

培

养箱!

%$

&条件下培养&

NM&$4"#D/&P

细胞的培养

液中含有
"

!

# !GD<6

的
/&P

以稳定其耐药表型'

!

!

%

#动物模型的建立#调整
NM&$4"#D/&P

细

胞浓度为
#

'

#"

$

D<6

!取
F S 7

周龄
QR6QDA

裸鼠

7

只!体重$

!"

$

!

%

G

!雌雄各半' 常规消毒后于裸鼠

右前肢近背部皮下注入
"

!

! <6

制备好的单细胞悬

液!细胞数为
!

'

#"

7个' 细胞接种后于独立送风隔离

笼$

(/&

%内
NU\

条件下!恒温恒湿饲养!经过
#5 S

!"

天的潜伏期后!可见接种部位逐渐长大' 待裸鼠皮

下肿瘤生长至
"

!

5 S#

!

! A<

时!选择肿瘤生长旺盛且

无溃破的荷瘤裸鼠!脱颈椎处死!剥离移植瘤!取新鲜

实质的瘤体组织!剪成约
# <<

'

# <<

'

# <<

大小

的组织块!接种于第
!

代裸鼠右前肢近背部皮下'

!

!

F

#实验分组与给药方法#第
!

代裸鼠共
:"

只!接种后约
%

周!选择瘤体直径
"

!

: A<

+肿瘤生长

良好+无自发性出血坏死+瘤周无感染病灶的荷瘤裸鼠

共
%7

只为实验模型' 将荷瘤鼠按体重从轻到重编号!

体重相近的
7

只裸鼠配成一个区组!共
7

个区组' 在

随机数字表中!任选一行一列开始的
%

位数作为
#

个随

机数!在每个区组内将随机数字按大小排序!序号为
#

为模型组!腹腔注射生理盐水
#" <6D

$

`G

"

! J

%!序号

!

为
/&P

组!腹腔注射
/&P "

!

!5 <GD

$

`G

"

! J

%!序

号
%

为温郁金醇提物低剂量$温低%组!给予温郁金醇提

物灌胃
#

!

F GD

$

`G

"

J

%!序号
F

为温郁金醇提物高剂量

$温高%组!给予温郁金醇提物灌胃
!

!

5 GD

$

`G

"

J

%!序
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号
:

为温低
T /&P

组!给予温郁金醇提物灌胃

#

!

F GD

$

`G

"

J

%

T

腹腔注射
/&P "

!

!5 <GD

$

`G

"

! J

%!

序号
7

为温高
T /&P

组!给予温郁金醇提物灌胃

!

!

5 GD

$

`G

"

J

%

T

腹腔注射
/&P "

!

!5 <GD

$

`G

"

! J

%'

以上给药方式参照,药理实验方法学-

(

%

)

.人和动物按体

表面积折算的等效剂量比率表/计算给药量' 本次实验

共
#F

天'

!

!

:

#抑瘤率#末次给药后次日!脱颈椎处死动

物!剖取瘤体组织!电子天平称重瘤块!计算抑瘤率'

抑瘤率$

d

%

e

$

#

%实验组平均重量
D

对照组平均重

量% '

#""d

'

!

!

7

#

M&N <P2R

表达水平#采用
P)

"

U&P

检

测' 取
:" S#"" <G

移植瘤组织!加入
# <6 P2R>H0

U-,H

!用匀浆机将组织研磨成粉末!室温静置
: <>?

!

#! """

'

G

!

F

&离心
: <>?

&将上清液转移至新的

#

!

: <6

的离心管中!加入
"

!

! <6

氯仿!剧烈振荡

#: H

!室温静置
: <>?

!

#! """

'

G

!

F

&离心
#:

<>?

&将上清液转移至新的
#

!

: <6

的离心管中!加入

与上清液等体积的异丙醇!混匀!室温静置
#" <>?

!

#!

"""

'

G

!

F

&离心
#" <>?

&弃上清!加
$:d

的乙醇
#

<6

!

#! """

'

G

!

F

&离心
: <>?

后弃乙醇!室温干

燥沉淀约
#: <>?

!加入
!" !6

的
P2=H9

"

XI99

水溶解

沉淀' 用紫外分光光度计
P2R

浓度及质量!使
P2R

样本的纯度值$

R

!7"

DR

!5"

%在
#

!

5 S !

!

!

之间' 配制

P)

反应液进行反转录'

M&N

基因引物根据
UI><9I

UI9<>9I :

!

"

分析软件自行设计!上游引物#

:

("

RMRRRRRM)RMM&))MM))&R&M

"

%

(&下游引物#

:

("

))&MM&RR)M)R&)MRM&RRR

"

%

(!扩增片段长

度为
%"! V[

'

MRUB8

为 内 参# 上 游 引 物#

:

("

MMRM&MRMR)&&&)&&RRRR)

"

%

(!下游引物#

:

("

MM&)M))M)&R)R&))&)&R)MM

%

%

(!扩增片段长

度为
:"# V[

' 配制
U&P

反应液
#" !6

#

)=c : !6

!

J8

!

C %

!

F !6

!

PCb P9X9I9?A9B.9 "

!

! !6

!反转录的

B2R

模板
# !6

!

M&N

及
MRUB8

上下游引物各

"

!

! !6

'设置两步法进行
U&P

扩增' 在
RQ( $4""

荧

光定量
U&P

检测系统
Pf +=?=G9I #

!

!

!

#

程序中!对

MRUB8

基因作为对照!对
M&N

的表达进行分析'

!

!

$

#

M&N

蛋白表达水平#采用
*9HK9I? V-0K

法检测' 各组取米粒大小组织!分别加入
!"" !6

按

#""

)

#

配制的
P(UR

裂解缓冲液和蛋白酶抑制剂的混

合液!匀浆机匀浆!震荡
F" S7" H

!冰上静置
#" <>?

!

F

&

#! """

'

G

!离心
!" <>?

!取上清' 按标准品浓

度建立标准曲线!并计算含
F" !G

蛋白的溶液体积为

上样量' 取蛋白样品加入等体积的
!

'

NBN

上样缓冲

液!煮沸变性
: <>?

' 根据各组上样量!加入
#"d

的

分离胶和
:d

的浓缩胶中进行
NBN

"

URM;

电泳!恒压

7" /

过浓缩胶!待各条带分离后
#"" /

进行分离胶电

泳!电泳完毕后!剥离胶并将
U/B\

膜盖于胶上!于

F

&层析柜中
!:" <R

转膜
! L

!转膜后将
M&N

一抗

用封闭液以
#

)

# """

稀释!将
U/B\

膜与一抗充分接

触!

F

&层析柜中封闭过夜&一抗孵育完毕后!用
)QN

"

)

缓冲液洗脱
%

次 '

#" <>?

&将
M&N

二抗用封闭液

以
#

)

% """

稀释!室温孵育
# S! L

&用
)QN

"

)

缓冲液洗

脱
%

次'

#" <>?

&加入
;&6

显色剂避光显色后入暗室

曝光!将胶片进行拍照!用凝胶成像系统$

&L9<> B0A

bPN H.HK9<

%分析目的条带的面积+宽度+灰度值'

!

!

5

#统计学方法#应用
NUNN #$

!

"

统计软件

对数据进行分析!结果以
Z

$

H

表示!两组间均数比较

采用
K

检验!多组间均数比较采用单因素方差分析!组

间两两比较采用
6NB

法'

U W"

!

":

为差异有统计学

意义'

结##果

#

#各组移植瘤重量比较$表
#

%#温高
T /&P

组

瘤重明显小于模型组及
/&P

组$

U W"

!

":

%!其抑瘤率

为
:#

!

:7d

'

表
#

$各组裸鼠移植瘤瘤重及抑瘤率比较

组别
?

瘤重$

G

!

Z

$

H

% 抑瘤率$

d

%

模型
7 "

*

7F

$

"

*

!:

%

/&P 7 "

*

:4

$

"

*

%# $

*

5#

温低
7 "

*

:!

$

"

*

%# #5

*

$:

温高
7 "

*

F5

$

"

*

#! !:

*

""

温低
T /&P 7 "

*

FF

$

"

*

!F %#

*

!:

温高
T /&P 7

"

*

%#

$

"

*

"4

!"

:#

*

:7

##注# 与模型组比较!

!

U W"

!

":

& 与
/&P

组比较!

"

U W"

!

":

!

#各组移植瘤中
M&N <P2R

表达水平比较

$表
!

%#与模型组比较!

/&P

组
M&N <P2R

表达量

明显增加$

U W"

!

":

%!温高组+温低
T /&P

组+温高
T

/&P

组
M&N <P2R

表达量减少$

U W"

!

":

%' 与温高

组比较!温低
T/&P

+温高
T /&P

组
M&N <P2R

表

表
!

$各组移植瘤
M&N <P2R

表达水平比较 $

Z

$

H

%

组别
? M&N <P2R

模型
7 #

*

FF

$

"

*

!5

/&P 7

!

*

%4

$

"

*

%4

!

温低
7 #

*

!4

$

"

*

!%

温高
7

#

*

##

$

"

*

#%

!

温低
T /&P 7

"

*

5#

$

"

*

!!

!"

温高
T /&P 7

"

*

$!

$

"

*

!#

!"

##注#与模型组比较!

!

U W"

!

":

&与温高组比较!

"

U W"

!

":
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!

$

达量减少更明显$

U W"

!

":

%'

%

#各组移植瘤中
M&N

蛋白表达比较 $表
%

!

图
#

%#

M&N

蛋白表达在相对分子量
:" S :: `B

处

呈现印迹'

M&N

相对表达量$

M&NDMRUB8

!以
%

次

重复实验的
Z

$

H

表示%以
/&P

组最高!明显高于模

型组$

U W"

!

":

%&温低组低于模型组!但差异无统计学

意义$

U g "

!

":

%&温高+温低
T /&P

组+温高
T /&P

组
M&N

蛋白表达亦明显低于模型组$

U W"

!

":

%' 与

温高组比较!温低
T /&P

组+温高
T /&P

组
M&N

蛋

白表达明显降低$

U W"

!

":

%'

表
%

$各组移植瘤
M&N

蛋白表达水平比较#$

Z

$

H

%

组别
?

相对表达量

模型
7 #

*

!F

$

"

*

"7

/&P 7

#

*

5F

$

"

*

#5

!

温低
7 #

*

"#

$

"

*

#5

温高
7

"

*

55

$

"

*

#$

!

温低
T /&P 7

"

*

:F

$

"

*

"F

!"

温高
T /&P 7

"

*

:"

$

"

*

"7

!"

##注#与模型组比较!

!

U W"

!

":

& 与温高组比较!

"

U W"

!

":

##注#

#

为模型组&

!

为
/&P

组&

%

为温低组&

F

为温高组&

:

为温

低
T /&P

组&

7

为温高
T /&P

组

图
#

$各组移植瘤
M&N

蛋白表达电泳图

讨##论

肿瘤细胞
+BP

的机制非常复杂!目前研究主要

集中于
U

"

G[

介导的经典耐药途径!而对于
+PU

+

MN)

+凋亡通路异常等非经典机制的探讨相对较少'

其中! 参与神经酰胺凋亡行为的
M&N

则主要着眼于

白血病+乳腺癌!其在胃癌
+BP

中的作用知之甚少'

神经酰胺作为神经鞘磷脂循环途径中的第二信

使!参与凋亡+调节细胞分化+生长抑制等多种生物学

效应' 研究表明!许多临床常用的药物$阿霉素+紫杉

醇+长春碱等%+放线菌素
B

+肿瘤坏死因子+

&BF:D

\=H

+热休克和辐射等诱导的肿瘤细胞的凋亡!都是通

过神经酰胺介导的(

F

)

' 其糖基化代谢产物
M-A&9I

!

是由
M&N

催化尿苷二磷酸葡萄糖$

,I>J>?9 J>[L0H

"

[L=K9 G-,A0H9

!

^BU

"

G-,A0H9

%上的糖基以
#

型糖苷

键与神经酰胺相结合而生成的(

:

)

'

M-A&9I

是细胞表

面分布最广泛的一种鞘糖脂!是
%""

多种多糖基鞘糖

脂的前体物质!作为细胞生长的促进因子之一!

M-

"

A&9I

可对抗凋亡!调节细胞增殖(

7

)

'

M&N

使神经酰胺糖基化为
M-A&9I

!在降低神经

酰胺含量!减弱其细胞毒性效应!降低促凋亡作用的同

时促进了细胞的分裂和增殖!从而使细胞对化疗药物

的敏感性下降!促进了肿瘤细胞多药耐药的发生(

$

)

'

M0,=_9 /

(

5

)和
]L=0 8

(

4

)等研究证实多药耐药细胞

中
M&N

水平增高后!具有细胞毒性的神经酰胺转化

为无细胞毒性的
M-A&9I

!促进了
+BP

的发生'

6>,

33

等(

#

)把
M&N

基因导入对阿霉素敏感的
+&\

"

$

细

胞$

+&\

"

$DM&N

%!使其
M&N

的表达量为原来的
##

倍!结果
+&\

"

$DM&N

对阿霉素和神经酰胺的耐受性

较原来明显提高!其耐受程度同
M&N

活性成正相关!

由此推测
M&N

活性增高是导致细胞对阿霉素+

/&P

等化疗药物耐药的原因之一'

一些研究表明患者对化疗药物的反应与
M&N

表

达水平明显相关!抑制
M&N

延缓神经酰胺糖基化!一

方面可恢复神经酰胺介导的凋亡级联通路!另一方面

提高了多药耐药细胞对化疗药物的敏感性!增强化疗

药物的细胞毒性作用!从而逆转
+BP

(

#"

)

' 许多化疗

药物可以抑制
M&N

活性并增加细胞内神经酰胺的合

成!如目前应用最多的
M&N

抑制剂
UB+U

和
UU+U

!

均可通过抑制
M&N

活性!提高细胞内神经酰胺的含

量(

##

)

' 而神经酰胺糖基化抑制剂三苯氧胺!也可有效

逆转卵巢癌耐药细胞亚株
NaC/%DRJI

的
+BP

(

#!

)

'

有文献报道!环孢霉素
R

衍生物
UN&5%%

与
/&P

分

别作用时!细胞生存率约为
!"d

!联合作用时!细胞生

存率降为零!

/&P

的细胞毒作用显著加强(

#%

)

!但是上

述药物不良反应严重!达到逆转
+BP

的有效血浆浓

度需较大剂量!并且肿瘤细胞也可以对这些药物产生

耐药!限制了其临床应用' 反义
M&N

寡脱氧$核糖%

核苷酸$

=HM&N CB2

"

$

%

(

#F

)能够阻滞细胞内
M&N

表

达并选择性增强抗癌药的细胞毒性!但也存在效率不

高+临床应用困难等缺点'

前期研究发现!温郁金醇提物体外能明显抑制人

胃癌
NM&$4"#

细胞增殖!具有良好的凋亡诱导效

应(

!

)

!并且可以抑制人胃癌皮下移植瘤及原位移植瘤

的生长及转移(

#:

)

!对胃癌具有一定的化学预防作

用(

#7

)

' 本实验成功建立人胃癌
NM&$4"#D/&P

裸鼠

异位移植瘤模型!实验动物经
!

周给药后!移植瘤瘤重

都有不同程度的增加!其中!模型组和
/&P

组增加明

显!温高
T/&P

组相对缓慢!提示常规剂量温郁金醇

提物对人胃癌
NM&$4"#D/&P

移植瘤无明显抑制作
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用!而联合
/&P

可明显抑制移植瘤生长!其中!温高

T/&P

组有统计学意义!表明温郁金醇提物可能恢复

甚至增加了肿瘤细胞对
/&P

的敏感性!从而逆转

NM&$4"#D/&P

对
/&P

的耐药作用!抑制肿瘤生长'

实验结果显示#

/&P

组
M&N <P2R

及蛋白表达

量明显高于模型组!提示人胃癌
NM&$4"#D/&P

裸鼠

异位移植瘤
+BP

形成后!如再予
/&P

治疗!可能使

M&N

过表达!从而抑制了神经酰胺介导的细胞凋亡作

用!进一步促进肿瘤耐药' 而温高
T /&P

组
M&N

<P2R

及蛋白表达量明显低于模型组!其机制可能是

温郁金醇提物通过抑制
M&N

活性!提高细胞内神经

酰胺含量!使肿瘤细胞凋亡增加!从而抑制肿瘤生长'

温高组+温低
T /&P

组与模型组+

/&P

组比较!

在
M&N

的表达水平上有明显差异!但对肿瘤生长无

明显抑制!提示温郁金需联合
/&P

且增加剂量才能

逆转
NM&$4"#D/&P

对
/&P

的耐药'

综上所述!温郁金醇提物联合
/&P

可有效抑制

M&N <P2R

及蛋白表达!增加了细胞内神经酰胺的

含量!诱导胃癌耐药细胞发生凋亡!从而抑制人胃癌

NM&$4"#D/&P

裸鼠异位移植瘤的生长'
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