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!基础研究!

三叶青黄酮对荷
91NCO

肺癌小鼠髓源性

抑制细胞的作用

胡#桃#

#冯正权!

#钟良瑞!

#梁#波!

摘要#目的#研究三叶青黄酮对荷
91NCO

肺癌小鼠髓源性抑制细胞"

+>P&O

#的作用$探讨三叶青黄酮

抗肿瘤机制% 方法#

8"

只
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雌性小鼠随机分为
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组$三叶青黄酮高"

#"" ARLA9

#&中"
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低剂量组"

!7 ARLA9

#&造模组及正常组$每组
$

只% 除正常组外各组小鼠建立肺癌模型$

!8 F

后各组灌胃

给药%

#8

天后处死小鼠$剥取瘤组织$计算抑瘤率'流式细胞仪检测小鼠脾脏中
+>P&O
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细胞的表达'酶联免疫吸附法测定小鼠外周血中一氧化氮合成酶"

C6,P

#和

精氨酸酶
#

"

V2R
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#表达% 结果#三叶青黄酮高&中&低剂量组抑瘤率分别为(
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正常组比较$造模组
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#% 与造模组比较$三叶青黄酮各组
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#

U
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细胞比例&
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&
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时三叶青黄酮低剂量组
C6,P

含量增高"

X Y"
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"#

#% 结论#三叶青黄酮可通过改善荷瘤小鼠肿瘤免疫抑制

状态发挥抗肿瘤作用$其机制可能与三叶青黄酮可下调
+>P&O

及其相关炎症因子的表达有关%
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%是一类髓系来源发育不成熟的

免疫抑制细胞群体!可通过多途径诱导免疫负向调控!

其中
+>P&O

介导的
)

细胞免疫耐受是其主要作用途

径之一!其机制与其表面高表达精氨酸酶
#

$
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"

KBO1

"

#

!
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"
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%和一氧化氮合成酶$
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/`C\1 OIK.FBO1

!

C6,P

%有关'

#

!
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) 三叶青黄酮是三

叶青的药用部位根茎提取而来!在体外实验中具有直

接诱导肿瘤细胞凋亡和抑制肿瘤生长的作用'

%

$

=

(

!在

体内试验中通过抑制炎症因子的表达发挥抗肿瘤作

用'

?

(

) 本实验通过建立荷
91NCO

肺癌小鼠!流式细胞

仪检测其脾脏中
+>P&O

*

&>8

U

)

和
&>$

U

)

细胞的

表达!酶联免疫吸附法测定小鼠外周血中
C6,P

和

V2R

"

#

表达!研究三叶青黄酮能否抑制肿瘤免疫逃逸

从而达到抗肿瘤生长的作用及其相关机制)

材料与方法

#

#动物#

8"

只
7

周龄
PXZ

级
&7?Q9L=

雌性小

鼠!体重$

#$

%

!

%

R

!由浙江中医药大学实验动物中心

代为饲养!饲养于温度$

!!

%

!

%&!相对湿度
77W

%

7W

的清洁级动物实验房中) 许可证号#

P&dc

$沪%

!""%

$

""#=

!上海西普乐$必凯实验动物有限公司)

!

#实验药品#三叶青购买于浙江省中医院!产地

浙江$批号#

#?#!"<

%!经浙江中医药大学药学院鉴定

为葡萄科崖爬藤属植物三叶青的块根!符合实验要求)

%

#细胞株#小鼠
91NCO

肺癌$小鼠前肺癌细胞

91NCO 4JKR -B2-CK/AB

!

99&

%细胞购于中国科学院

上海细胞生物学研究所) 冻存于浙江中医药大学动物

实验中心)

8

#试剂与仪器#小鼠
9I

"

=S

$

S2

"

#

%抗体$批号#

@""?%?

$

#=%%

%!小鼠
&>##0

抗体$批号#

@"#"?!

$

#=%!

%!小鼠
&>%1

抗体$批号#

@"""7$

$

#=%!

%!小鼠

&>$B

抗体$批号#

@"="$%

$

#=%!

%!小鼠
&>8

抗体

$批号#

@"#""$

$

#=%$

%购置美国
1QC/O-C1K-1

公司&

小鼠
V2R

"

# @9(PV

试剂盒$批号#

@!"#7"%!#9

%!小鼠

C6,P @9(PV

试剂盒$批号#

@!"#78"!<9

%!

TX+(#=8"

液$批号#

"$"8"!#!"7

%购置达文生物技术有限公司&

ZV&P&BK./!

型流式细胞仪!美国
Q>

公司&

>b

"

$>

型

电热恒温水槽!上海精宏实验设备有限公司&酶联免疫

检测仪!美国
QC/

"

TB\

公司)

7

#实验灌胃用药制备#根据傅婷婷'

$

(三叶青总

黄酮提取和纯化工艺研究提取*纯化三叶青黄酮!测其

浓度为
$?

!

=W

) 参照张
!

菁'

<

(实验将三叶青黄酮粉

末溶于蒸馏水!按所需配置成高*中*低剂量!溶度分别

为#

#""

*

7"

*

!7 ARL A9

)

=

#荷瘤小鼠造模及分组#用完全随机的方法!将

8"

只小鼠分成
7

组!每组各
$

只小鼠!分别为用药组

三叶青黄酮高*中*低剂量组!造模组及正常组) 除正

常组外!其余各组小鼠进行造模) 取对数生长期的小

鼠
91NCO

肺癌细胞!以血细胞计数板进行计数后!用

生理盐水进行稀释!调整细胞浓度为每毫升
#

'

#"

?

个!用
?7W

酒精消毒小鼠右侧腋窝皮肤!用
# A9

注

射器吸取
"

!

! A9

$约
!

'

#"

=个细胞%细胞悬液接种

于小鼠右侧腋窝皮下'

#"

(

) 造模后
!8 F

!三叶青黄酮

高*中*低剂量三组!分别予以所需三叶青黄酮溶液制

剂
"

!

! A9

! 每日
#

次! 造模组
"

!

<W

生理盐水

"

!

! A9

!每日
#

次!连续
#8

天!正常组予以正常饮食)

?

#观测指标及方法

?

!

#

#一般情况观察#每日观察小鼠精神状态!反应

程度!皮毛色泽!饮食饮水状况!记录死亡小鼠的数量!测

量记录小鼠体重!观察肿瘤组织生长状况!成瘤后!隔天用

游标卡尺测量肿瘤体积$

3 e#L!

长径'短径!

%)

?

!

!

#肿瘤组织标本处理#灌胃
#8

天后颈椎脱

臼处死小鼠!完整剥离瘤组织!称取瘤重!计算抑瘤率)

抑瘤率$

W

%

e

$

#

$治疗组平均瘤重
L

荷瘤生理盐水组

平均瘤重% '

#""W

)

?

!

%

#脾组织标本处理

?

!

%

!

#

#脾细胞悬液标本制备#将小鼠浸泡在
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的酒精中
! f% ACK

!解剖腹部!无菌取出脾组织!

将分离获得的脾脏放入
TX+(#=8"

培养液的培养皿

中!减去多余结缔组织及脂肪!用
# A9

注射器戳入脾

脏中反复吹打!分离淋巴细胞!直至脾脏变白!收集细

胞液!

# """ 2 LACK

离心
7 ACK

!去上清!加入红细胞裂

解液
! A9

!混匀!

8

&条件下静置
#7 ACK

加入
TX

"

+(#=8"

液终止裂解!

# """ 2 LACK

离心
7 ACK

!去上

清!收集脾细胞沉淀!加入
TX+(#=8"

液调整细胞数)

?

!

%

!

!

#流式细胞仪检测脾组织
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%*

&>8

U

)

*

&>$

U

)

细胞比例#调整细胞数

约为
#

'

#"

= 个!取
#"" "9

置于流式管中) 取
# A9

XQP

液洗涤细胞
!

次)取
#"" "9 XQP

液重悬细胞!

按照细胞表面抗原染色方法标记表面抗原!每管加入

"

!

7 "9 VK.C

"

+/JO1 9I

"

=S

$

S2

"

#

%

Z()&

!

"

!

7 "9 VK

"

.C

"

+/JO1 &>##0 X@

!

8

&避光孵育
%" ACK

!上机检

测脾单个核细胞中
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%比例) 相

同方法检测
&>8

U

)

*

&>$

U

)

细胞比例!计算
&>8

U

)L

&>$

U

)

比值)

?

!

8

#

C6,P

*

V2R

"

#

检测#灌胃
#8

天后摘除小鼠

眼球采血!置于
#

!

7 A9 @]

管中!室温静置
%" f

=" ACK

!

% """ 2 LACK

离心
#" ACK

!用移液枪将分离血

清置干净的
@X

管! $

!"

&低温冰箱保存) 采用

@9(PV

检测小鼠外周血清中
C6,P

*

V2R

"

#

的含量!严

格按照
@9(PV

试剂盒说明书进行操作)

$

#统计学方法#采用
PXPP #<

!

"

软件包处理!

计量资料用
`

%

O

表示!采用单样本
b

"

P

检验检测频

数分布!多组间比较用单因素方差分析!方差齐性时多

组间两两比较用最小极差法$

9P>

法%和
P6b

法!方

差不齐时多组间两两比较用
>JKK1..

(

O )%

法)

X Y

"

!

"7

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组小鼠一般情况比较#各组小鼠未出现死

亡) 正常组一般情况良好&其余各组小鼠成瘤前后一

般情况变化较明显!成瘤前各组小鼠一般情况较好!反

应较灵敏!皮毛光泽!饮食饮水情况较好!各组间无明

显差异) 成瘤后各组小鼠都出现消瘦!进食减少!反应

灵敏度降低!其中以生理盐水组最为明显)

!

#各组小鼠肿瘤体积生长变化曲线*瘤重及抑瘤

率比较$图
#

%#造模
7 f ?

天后!在其右侧腋窝皮下

可肉眼观察并扪及肿瘤小结节!造模组小鼠成瘤率

#""W

!平均成瘤时间约
?

天) 与造模组小鼠瘤体积

比较!第
$

天时三叶青黄酮高剂量组明显较减小 $

X Y

"

!

"#

%!三叶青黄酮中*低剂量组虽也减小!但差异无

统计学意义$

X e "

!

%#

!

X e "

!

#%

%) 第
#8

天时各组

体积均较造模组减小!三叶青黄酮低剂量组与其差异

不明显 $

X e "

!

"7!

%&其余各组差异有统计学意义

$

X Y"

!

"#

%)与造模组比较!三叶青黄酮各剂量组瘤重

降低 $

X Y"

!

"#

%!三叶青黄酮高剂量组瘤重低于中剂

量组与低剂量组!且低剂量组也低于中剂量组$

X Y

"

!

"7

!

X Y"

!

"#

%) 三叶青黄酮高*中*低剂量组抑瘤

率分别为#

88

!

%W

*

!<

!

!W

*

#7

!

8W

)

##注#图
V

为各组小鼠肿瘤体积生长折线图&图
Q

为各组小鼠瘤

重图&与造模组比较!

!

X Y "

!

"#

&与三叶青黄酮高剂量组比较!

"

X Y"

!

"#

&与三叶青黄酮中剂量组比较!

#

X Y"

!

"7

图
#

$各组小鼠肿瘤体积生长折线图和瘤重图

%

# 各 组 小 鼠 脾 组 织 中
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%比例比较$表
#

!图
!

%#与正常组比较!造

表
#

$各组小鼠脾组织中
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%

细胞比例比较#$

W

!

`

%

O

%

组别
K

+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%

正常
$ 8

)

#=%

%

"

)

7$"

造模
$

!"

)

%%$

%

#

)

87!

!

三叶青黄酮高剂量
$

?

)

$!7

%

"

)

?"#

"

三叶青黄酮中剂量
$

#"

)

$=%

%

#

)

!%"

"#

三叶青黄酮低剂量
$

#=

)

$%$

%

#

)

%$!

"#$

##注#与正常组比较!

!

X Y "

!

"#

&与造模组比较!

"

X Y "

!

"#

&与三叶

青黄酮高剂量组比较!

#

X Y "

!

"#

&与三叶青黄酮中剂量组比

较!

$

X Y"

!

"#

图
!

$各组小鼠脾细胞中
+>P&O

的比例$

ST

"

#

U

&>##0

U

%



"!"&"$" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
#"

月第
%$

卷第
#"

期
&'()*+

!

,-./012 !"#$

!

3/45 %$

!

6/

!

#"

模组脾细胞中
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0
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%比例升高

$

X Y"

!

"#

%&与造模组比较!三叶青黄酮各组
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%比例均被抑制$

X Y"

!

"#

%&三叶青

黄酮各组间
+>P&O

$

ST

"

#

U

&>##0

U

%比例高剂量

组
Y

中剂量组
Y

低剂量组!两两比较差异均有统计学

意义$

X Y"

!

"#

%)

8

#各组小鼠脾细胞中
&>8

U

)

*

&>$

U

)

细胞比

例*

&>8

U

)L &>$

U

)

比值比较$表
!

!图
%

%#与正常

组比较!造模组脾细胞中
&>$

U

)

细胞比例增高!

&>8

U

)

细胞比例及
&>8

U

)L&>$

U

)

比值降低

$

X Y"

!

"#

%)与造模组比较!三叶青黄酮各组
&>$

U

)

细胞比例降低!

&>8

U

)

细胞比例及
&>8

U

)L&>$

U

)

比值升高$

X Y"

!

"#

%) 与三叶青黄酮高剂量组比较!

三叶青黄酮中*低剂量组
&>$ U )

细胞比例增高!

&>8

U

)

细胞比例及
&>8

U

)L&>$

U

)

比值降低$

X Y

"

!

"7

!

X Y"

!

"#

%!且三叶青黄酮低剂量组较中剂量组

&>$ U)

细胞比例增高!

&>8

U

)

细胞比例及
&>8

U

)L

&>$

U

)

比值降低$

X Y"

!
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!

X Y"

!
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表
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和
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比例及
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U

)L &>$
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比值比较#$

`

%

O
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K
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)

$

W
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)

$
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&>8

U

)L&>$

U

)

#

正常#

$ ?"

)

#

%

?

)

7 !%

)

8

%

%

)

" %

)

"

%

"

)

<

造模#

$

8$

)

!

%

7

)

%

!

8"

)

#

%

%

)

=

!

#

)

"

%

"

)

#

!

三叶青黄酮高剂量
$

=#

)

?

%

#

)

<

"

%"

)

<

%

#

)

<

"

!

)

"

%

"

)

#

"

三叶青黄酮中剂量
$

7?

)

8

%

#

)

8

"##

%%

)

$

%

!

)

8

"#

#=?

%

"

)

#

"##

三叶青黄酮低剂量
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##注#与正常组比较!

!

X Y "

!

"#

&与造模组比较!

"

X Y "

!

"#

&与三叶青黄酮高剂量组比

较!

#

X Y"

!

"7

!

##

X Y"

!

"#

&与三叶青黄酮中剂量组比较!

$

X Y"

!

"7

!

$$

X Y"

!

"#

图
%

$各组小鼠脾细胞中
&>8

U

)

和
&>$

U

)

比例

7

#各组小鼠外周血中
V2R

"

#

*

C6,P

含量比较

$图
8

%#与正常组比较!造模组
V2R

"

#

*

C6,P

含量增

高$

X Y"

!

"#

%) 与造模组比较!三叶青黄酮组
V2R

"

#

*

C6,P

含量均明显减低$

X Y"

!

"#

%) 与三叶青黄酮高

剂量组比较!三叶青黄酮中剂量组及低剂量组!小鼠外

周血中
V2R

"

#

含量增高$

X Y "

!

"7

!

X Y "

!

"#

%!且三

叶青黄酮低剂量组
C6,P

含量也增高$

X Y"

!

"#

%) 与

三叶青黄酮中剂量组比较!三叶青黄酮低剂量组

V2R

"

#

含量增高$

X Y"

!

"7

%)

##注#图
V

为各组小鼠外周血中
V2R

"

#

的含量&图
Q

为各

组小鼠外周血中
C6,P

含量&与正常组比较!

!

X Y "

!

"#

&与

造模组比较!

"

X Y"

!

"#

&与三叶青黄酮高剂量组比较!

#

X Y

"

!

"7

!

##

X Y"

!

"#

&与三叶青黄酮中剂量组比较!

$

X Y"

!

"7

图
8

$各组小鼠外周血中
V2R

"

#

*

C6,P

含量比较

讨##论

中医学病名中尚未出现肺癌一词!多按其突出症

状!将其归为其他肺系疾病范畴) 中医学认为肺癌病

位在肺!分为正气不足!邪毒侵犯!是总体属虚!局部属

实的一种慢性疾病!主要由于机体正气不足!气血阴阳

失调!脏腑功能失用!外淫邪气侵袭!肺气不足无以抵

抗邪气!肺脏功能得不到发挥!无以宣发肃降主行水主

一身之气!致气机阻滞!津液失布!化而为痰!痰凝气

滞!脉络瘀阻!日久而结为肿块'

##

(

) 三叶青是葡萄科

崖爬藤属植物三叶崖爬藤的干燥块根!可活血化瘀*解

毒化痰*清热止痛) 现代药理研究发现三叶青有抗炎!

抗肿瘤!调节免疫功能等活性'

#!

(

) 研究表明黄酮类是

三叶青抗癌主要物质'

#%

(

) 实验结果显示三叶青黄酮

具有抑制肿瘤细胞生长的作用!其中三叶青黄酮高剂

量组作用最佳!证实三叶青黄酮具有抗癌作用)

9

"精氨酸$

9

"

V2RCKBO1

!

9

"

V2R

%是
V2R

"

#

和
C6,P

活化所必须的底物!也是
)

细胞活化所必须的氨基酸!

+>P&O

通过高表达
V2R

"

#

和
C6,P

竞争性消耗
9

"

V2R

!分别产生代谢产物尿素*

9

"鸟氨酸和
9

"瓜氨酸和

一氧化氮$

KC.2C- /`C\1

!

6,

%

'

#8

!

#7

(

) 一方面
9

"

V2R

的

缺乏使
)

细胞向胞内传递信号的表面分子
&>%#

的合

成下调'

#=

(

!结合
%

("

^)T

!稳定
AT6V

的
T6V

结合

蛋白
;JT

产生减少'

#?

(

!导致细胞周期素
>%

$

-I-4CK

>%

%

AT6V

容易被降解!使
)

细胞不能上调
-I-4CK

>%

和细胞周期素依赖蛋白激酶
8

!导致
)

细胞增殖处

于
S"

"

S#

期'

#$

(

) 另一方面
9

"

V2R

降解产物的抑制作

用!

6,

可干预
'VbLP)V)L6Z

"

aQ

信号通路的传导!
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下调主要组织相容性复合体
!

的表达水平来抑制
)

细

胞活化'

#<

(

!肿瘤细胞能通过上调双链
>6V

断裂修复

的蛋白激酶
>6V

"

Xb-O

!使肿瘤细胞能够避免
6,

的

抑制作用'

!"

(

) 此外
V2R

"

#

和
C6,P

活化时!两者结合

形成的过亚硝酸盐及产生的其他活性氧族*活性氮族

都能通过不同途径发挥免疫抑制作用'

!#

!

!!

(

)

本实验通过检测各组小鼠脾细胞中
+>P&O

含

量*

&>$

U

)

*

&>8

U

)

细胞比例及外周血中
V2R

"

#

*

C6

"

,P

的含量明确三叶青黄酮抗肿瘤机制) 实验结果显

示与正常组比较荷瘤小鼠各组脾脏中
+>P&O

表达增

加!

)

淋巴细胞比例失调!外周血中
V2R

"

#

和
C6,P

的

表达均增加!证实肿瘤的发生与
+>P&O

高表达密切

相关!与
)

细胞免疫耐受有关!与外周血中
V2R

"

#

和

C6,P

的表达增加有关) 运用不同溶度三叶青黄酮干

预后小鼠小鼠脾脏中
+>P&O

和外周血中
V2R

"

#

和

C6,P

的表达都有不同程度的下降!

)

淋巴细胞比例失

调有不同程度的改善!证实三叶青黄酮各组均可通过

下调免疫抑制细胞
+>P&O

*炎症因子
V2R

"

#

和
C6,P

的表达!调节机体免疫能力发挥抗肿瘤的作用!其中三

叶青黄酮高剂量作用最佳)

通过研究发现三叶青黄酮具有抗肿瘤的作用!其通

过下调荷瘤鼠脾细胞中
+>P&O

的表达抑制其相关炎

症因子
V2R

"

#

和
C6,P

的分泌!从而改善
+>P&O

对
)

细胞的免疫耐受!发挥抗肿瘤作用) 因此笔者推测三叶

青黄酮抗肿瘤作用与其下调
+>P&O

及其相关炎症因

子的表达改善荷瘤小鼠肿瘤免疫抑制状态有关)
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