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!基础研究!

槐果碱对肝癌细胞
7++&

#
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生长与侵袭的

影响及机制研究

王庆华#

$韩$玮!

$陈达飞%

$高小姣:

$谢俊杰!

$任$静!

$王炳芳#

摘要$目的$分析槐果碱对肝癌细胞
7++&

#

<<!#

增殖"凋亡及侵袭的影响及其机制# 方法$常规培

养肝癌细胞
7++&

#

<<!#

$以
"
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"
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!
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"
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槐果碱处理细胞$采用

+))

"平板克隆形成"流式细胞术及
)/,-DN;33

侵袭实验观察细胞增殖能力"凋亡情况及侵袭能力的改变$采

用
*;DF;/- O32F

检测
OK3

#

!

"

O,P

"

Q

#

RSF

"

++T

#

%

"

++T

#

$

及
)(+T

#

%

蛋白表达差异# 结果$随着槐果碱浓

度升高$抑制率逐渐上升$

(&

9"

为
!

!

%L" >>23IM

$故选
#

"

!

"

: >>23IM

作为干预浓度# 槐果碱作用
:L E

后$

随着槐果碱浓度升高$凋亡率增加$克隆形成数及侵袭能力显著抑制%

T U"

!

"#

$

T U"

!

"9

&'胞内
OK3

#

!

"

Q

#

RSF

"

++T

#

%

和
++T

#

$

蛋白表达降低%

T U"

!

"#

$

T U"

!

"9

&$

)(+T

#

%

蛋白表达升高%

T U"

!

"9

&# 结论$槐

果碱通过调控
OK3

#

!

"

O,P

和
Q

#

RSF

水平抑制
7++&

#

<<!#

生长$并调控
++T

家族和
)(+T

家族蛋白抑制

细胞侵袭能力#

关键词$槐果碱' 肝癌' 生长' 侵袭
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$$原发性肝癌是全球常见的恶性肿瘤之一!其死亡

率在我国高居第二!严重威胁着人类生命健康(

#

)

* 槐

果碱$

D2QE2K,/Q?-;

%是苦参中分离出来的一种苦参

碱类生物碱!其分子式为
&

#9

Y

!!

5

!

H

!相对分子质量

为
!:8

!

:

!已被认为具有强烈的抗病毒及杀虫活

性(

!

!

%

)

* 有研究发现!以槐果碱和美法仑为原料!利用

拼合原理制备的
+R)

#

+=M

对人肝癌
7++&

#

<<!#

细

胞具有明显增殖抑制作用(

:

)

* 然而!槐果碱对肝癌侵

袭作用的影响报道较少!其作用机制也还未完全被发

现* 因此!本实验选取肝癌细胞
7++&

#

<<!#

!应用槐

果碱作用后分析细胞学习性的改变及其机制!为探索

新的抗癌药物提供科学依据*

材料与方法

#

$细胞$人肝癌细胞
7++&

#

<<!#

购自复旦

(O7

细胞资源中心 $货号#

`G&&

#

YZ&!L"

%!于含

#"a

胎牛血清的
G+=+

高糖培养基中在
%<

%+

9a

&H

!

实验条件下常规培养*

!

$主要药物+试剂及仪器$胎牛血清购自杭州四

季青生物工程材料有限公司$货号#

##"##

"

L8##

%&

无血清培养基 $货号#

#<9":

"

"::

%+高糖培养液

$

G+=+

培养液!货号#

7Y%""!!

!

"#O

%及胰酶 $货

号#

!9!""

"

"98

%购自美国
Z?@K2

公司&结晶紫$货

号#

:8%8:

%+二甲基亚砜$

G+7H

!货号#

G!89"

%和四

甲基噻唑蓝$

+))

!货号#

+!#!L

%购自美国
7?A>,

公

司&细胞凋亡检测试剂盒$货号#

&*!9<:

%及磷酸化

酶抑制剂$货号#

&*!%L%

%购自北京康为世纪生物技

术有限公司&

)/,-DN;33

小室购自美国
&2DF,/

公司

$货号#

%:"!

%&兔抗人
OK3

#

!

多克隆抗体$货号#

@D

#

""%!V

%+ 兔 抗 人
O,P

多 克 隆 抗 体 $货 号#

@D

#

:98:V

%+小鼠抗人
RSF

单克隆抗体 $货号#

@D>

#

%%%!9+

%+小鼠抗人
Q

#

RSF

单克隆抗体$货号#

@D>

#

%%!L#+

%+兔抗人
++T

#

%

多克隆抗体 $货号#

@D

#

":#%V

%+兔抗人
++T

#

$

多克隆抗体 $货号#

@D

#

"%$<V

%+兔抗人
)(+T

#

%

多克隆抗体 $货号#

@D

#

":#<V

%以及小鼠抗人
!

#

,KF?-

单克隆抗体 $货号#

@D>

#

%%"%8+

%购自北京博奥森生物技术有限公司&

上样缓冲液$货号#

T""#9

%+

O&R

蛋白测定试剂盒

$货号#

T""#"

%及
V(TR

裂解液$货号#

T""#%O

%购自

碧云天生物技术研究所* 槐果碱购自南京普怡生物科

技有限公司!纯度为
$La

!先用
G+7H

溶解并配制成

浓度为
# AI>M

的母液
:

%保存!再将母液按不同浓

度滴加于培养基中!配制成细胞处理所需的
#8

+

L

+

:

+

!

+

#

+

"

!

9

+

"

!

!9

+

"

!

#!9

+

"

!

"8!9 >>23IM

!用于作用细

胞进行实验*

倒置显微镜$型号
=#""

%购自美国
5?S2-

公司&

细胞流式仪 $型号
;#!8"%<

%购自美国
OG

公司&

"

L"

%超低温冰箱 $型号
<"!

%购自美国
)E;/>2

?̀DE;/

公司&荧光显微镜$型号
\7T

#

#:&

%购自上海

精密仪器仪表公司&化学发光仪$型号
&&G

#

&,>;/,

L#"

%购自德国耶拿分析仪器股份公司*

%

$增殖抑制实验$参照参考文献(

9

)!取对数生

长期的
7++&

#

<<!#

细胞经消化离心重悬后!调整细

胞密度约为
9

&

#"

:个
I>M

!每孔
#"" "M

接种于
$8

孔

板中!于
%<

%+

9a&H

!

的培养箱中培养过夜!加入每

孔
#"" "M

不同浓度的槐果碱!并设对照组!即加入等

体积细胞培养液!每组设
9

个复孔!培养
:L E

后!每孔

加入新鲜配制的
9" "M

的
+))

溶液!继续于
%<

%+

9a&H

!

的培养箱中培养
: E

后弃上清!每孔加

#9" "M

的
G+7H

充分混匀后于酶标仪
:$" ->

波长

处测定吸光度值$

HG

值%!抑制率
b

$

#

"

HG

值给药组 I

HG

值对照组% &

#""a

* 根据各组抑制率以及
(&

9"

!选

取
:

个浓度组进行以下实验*

:

$平板克隆形成实验$参照参考文献(

9

)!取对

数生长期的
7++&

#

<<!#

细胞经消化离心重悬后!调整

细胞密度约为
9"

个
I>M

!每孔
! >M

接种于六孔板内!

于
%<

%+

9a&H

!

的培养箱中培养过夜!换含有不同浓

度槐果碱的新鲜培养基继续培养!每
%

天换液!至第
#"

天后肉眼可见细胞集落!终止培养!固定!结晶紫染色*

记录并计算克隆集落数量!

c9"

个细胞为一个集落*

9

$流式细胞凋亡检测$槐果碱处理
7++&

#

<<!#

细胞
:L E

后!经消化离心+重悬洗涤后!加入流

式细胞术缓冲液重悬各组细胞后!每组加入
R--;P?-

#

`()&

及
T(

凋亡染色试剂液!轻轻混匀后避光孵育

#9 >?-

!然后上机进行流式细胞凋亡检测* 总凋亡率

$

R

值%

b

早期凋亡$

R

#

%

d

晚期凋亡率$

R

!

%*

8

$

)/,-DN;33

侵袭实验$取对数生长期的

7++&

#

<<!#

细胞经消化离心后!种于六孔板内!药物

处理
:L E

后收集各组细胞* 于上室的聚碳酸酯膜上

加入
%

!

$ "AI"M

的
+,F/?A;3

!置
%<

%约
%" >?-

聚合

成凝胶* 预热同时!用无血清培养基重悬各组细胞!调

整细胞密度约为
9

&

#"

8 个
I>M

!每个小室内加

#"" "M

*将小室放入
!:

孔板!每孔内含有
!"" "M

新

鲜培养基!继续培养
:L E

后取出小室!擦去上层细胞

与胶!下层细胞固定!结晶紫染色后!

#""

倍镜下随机

选取
#"

个视野!记录并计算穿孔细胞数量*

<

$

*;DF;/- O32F

检测
OK3

#

!

+

O,P

+

RSF

+

Q

#

RSF

+

++T

#

%

+

++T

#

$

+

)(+T

#

%

蛋白表达$取各组处理
:L E
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" !&###"

的细胞加入适量细胞裂解液!提取上清!定量!加上样

缓冲液!煮沸!于
7G7

#

TRZ=

胶上电泳!再将蛋白转

移至
T1G`

膜上!封闭!加入一抗 $稀释比例均为

#

'

# """

%!

:

%孵育过夜!

)O7)

充分洗涤后加对应二

抗$

#

'

# """

%!室温孵育
! E

!上机曝光* 以
!

#

,KF?-

作为内参对照!用
[.,-F?F0 H-;

软件分析蛋白表达

量!各目的蛋白相对蛋白表达量为目的蛋白灰度值与

对应
!

#

,KF?-

灰度值之比*

L

$统计学方法$所有结果数据均采用
7T77

!"

!

"

软件和
Z/,QEQ,W 8

!

"

软件进行统计学分析!各

实验重复
9

次!实验数据用
P

(

D

表示!组间均数比较

采用单因素方差分析!组间两两比较采用
M7G

#

F

检

验!方差不齐时采用
),>E,-;D )!

法*

T U "

!

"9

为

差异有统计学意义*

结$$果

#

$各组
7++&

#

<<!#

细胞增殖抑制率比较$图

#

%$随着作用浓度的升高!槐果碱对肝癌细胞增殖抑

制作用增高!其中
(&

9"

为
!

!

%L" >>23IM

!因此!选用

的
:

个参考浓度为#

"

+

#

+

!

+

: >>23IM

*

图
#

#各组
7++&

#

<<!#

细胞增殖抑制率比较

!

$各组
7++&

#

<<!#

细胞克隆数比较$图
!

%$

随着作用浓度的升高!肝癌细胞克隆形成数量明显下

降$

T U "

!

"#

!

T U "

!

"9

%!并具有浓度依赖性 $

/ b

"

!

$L

!

T U"

!

"9

%*

%

$各组
7++&

#

<<!#

细胞凋亡情况比较$图
%

%

各组细胞凋亡率随着槐果碱浓度的升高而增加$

T U

"

!

"#

%*

:

$各组
7++&

#

<<!#

细胞
OK3

#

!

+

O,P

+

RSF

及

Q

#

RSF

蛋白表达比较$图
:

%$

OK3

#

!

水平与
Q

#

RSF

水

平均随槐果碱浓度的升高而递减 $

T U "

!

"#

!

T U

"

!

"9

%* 槐果碱作用后!

O,P

蛋白水平明显高于

" >>23IM

组$

T U"

!

"#

!

T U"

!

"9

%*

$$注#与
" >>23IM

组比较!

!

T U "

!

"9

&与
# >>23IM

组比

较!

"

T U"

!

"#

&与
! >>23IM

组比较!

#

T U"

!

"#

图
!

#各组
7++&

#

<<!#

细胞克隆数比较

$$注#

R

#

G

为流式细胞术结果&

R

为
" >>23IM

组&

O

为

# >>23IM

组&

&

为
! >>23IM

组&

G

为
: >>23IM

组&

=

为不同浓度

处理后凋亡率比较&与
" >>23IM

组比较!

!

T U"

!

"#

&与
# >>23IM

组比较!

"

T U"

!

"#

&与
! >>23IM

组比较!

#

T U"

!

"#

图
%

#各组
7++&

#

<<!#

细胞凋亡情况

$$注#

R

为
OK3

#

!

+

O,P

+

RSF

及
Q

#

RSF

蛋白表达条带&

O

为
OK3

#

!

+

O,P

+

RSF

及
Q

#

RSF

蛋白表达比较&与
" >>23IM

组比较!

!

T U

"

!

"#

&与
# >>23IM

组比较!

"

T U "

!

"9

&与
! >>23IM

组比

较!

#

T U"

!

"9

图
:

#各组
7++&

#

<<!#

细胞
OK3

#

!

+

OK3

#

!

+

RSF

及

Q

#

RSF

蛋白表达比较

9

$各组
7++&

#

<<!#

细胞侵袭能力比较$图
9

%

随着作用浓度的升高!肝癌细胞穿透
)/,-DN;33

小室

数量明显减少!侵袭能力随浓度升高而降低 $

/ b

"

!

$!

!

T U"

!

"#

%*
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组&

O

为
# >>23IM

组&

&

为
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组&

G

为
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组&

=

各组穿透细胞数量比较&与
" >>23IM

组

比较!

!

T U"

!

"#

&与
# >>23IM

组比较!

"

T U "

!

"#

&与
! >>23IM

组比较!

#

T U"

!

"#

图
9

#各组
7++&

#

<<!#

细胞侵袭能力比较

8

$各组
7++&

#

<<!#

细胞
++T

#

%

+

++T

#

$

+

)(+T

#

%

蛋白表达比较$图
8

%$

++T

#

%

与
++T

#

$

水

平均随槐果碱浓度的升高而递减$

T U"

!

"9

%!

)(+T

#

%

蛋白水平均随槐果碱浓度的升高而增加$

T U"

!

"9

%*

$$注#

R

为
++T

#

%

+

++T

#

$

+

)(+T

#

%

蛋白表达条带&

O

为
++T

#

%

+

++T

#

$

+

)(+T

#

%

表达比较&与
" >>23IM

组比较!

!

T U "

!

"9

&与

# >>23IM

组比较!

"

T U"

!

"9

&与
! >>23IM

组比较!

#

T U"

!

"9

图
8

#各组
7++&

#

<<!#

细胞
++T

#

%

+

++T

#

$

+

)(+T

#

%

蛋白表达比较

讨$$论

乙型和丙型肝炎病毒感染以及黄曲霉素是肝癌发

病相关的关键因素(

8

)

* 苦参具有强烈的抗病毒活性!

能够有效地抗击乙肝病毒(

<

!

L

)

* 槐果碱提炼于苦参!

是一种苦参碱类生物碱!具有抗乙肝病毒的功效(

$

)

*

有文献报道!槐果碱具有抑制肝癌细胞增殖的作

用(

:

)

* 因此!本研究在以往研究的基础上!进一步研

究槐果碱抑制肝癌细胞生长与侵袭的作用及机制*

本研究选取肝癌细胞
7++&

#

<<!#

作为研究对

象!通过
++)

法筛选出
%

个适宜浓度!

#

+

!

+

: >>23IM

处理
7++&

#

<<!#

!以未处理组为对照组!

进行比较* 结果发现#槐果碱作用
7++&

#

<<!#

细胞

后!细胞增殖能力受到明显抑制!并且呈现浓度依赖

性!细胞凋亡率随着槐果碱浓度的升高而增加&不同浓

度槐果碱作用
7++&

#

<<!#

细胞后!

OK3

#

!

水平与
Q

#

RSF

水平均随槐果碱浓度的升高而递减&随着槐果碱

浓度的升高!肝癌细胞
)/,-DN;33

穿透数量逐级递减!

侵袭能力受到明显抑制!同时
++T

#

%

与
++T

#

$

水平

均随槐果碱浓度的升高而递减!

)(+T

#

%

蛋白水平均随

槐果碱浓度的升高而增加* 提示槐果碱对肝癌细胞

7++&

#

<<!#

具有抑制生长!促进凋亡以及抗侵袭的

作用*

OK3

#

!

家族在调节细胞凋亡中起到关键作用!

OK3

#

!

和
O,P

蛋白都是
OK3

#

!

家族的重要成员*

OK3

#

!

蛋白能够通过抑制谷胱甘肽外泄!降低胞内的氧

化还原电位!主要起到抗凋亡的作用(

#"

)

&

O,P

是一种

与
OK3

#

!

同源的水溶性相关蛋白!其功能与
OK3

#

!

相

反!其过表达可拮抗
OK3

#

!

的保护效应!起到了促进细

胞凋亡的作用(

#"

)

* 本研究中发现槐果碱作用
7++&

#

<<!#

细胞后!

OK3

#

!

水平受到明显抑制!而
O,P

水平

明显升高!提示槐果碱参与调控
OK3

#

!

家族因子从而

促进肝癌细胞的凋亡*

RSF

又称
T6O

!其
7;/:<%

位

点在受到
TG6#

作用后发生磷酸化!从而激活下游一

系列因子!并在促进癌细胞增殖与生长中起到重要作

用(

##

)

* 本研究发现槐果碱作用
7++&

#

<<!#

细胞后!

Q

#

RSF

水平明显下降!提示槐果碱可能参与抑制
RSF

信

号通路来抑制肝癌细胞的增殖* 现已发现
++T

家族

!8

个成员!

++T

#

%

和
++T

#

$

是在癌细胞侵袭运动中

具有关键作用的两个因子(

#!

)

*

)(+T

#

%

能对
++T

家族

多个成员起到拮抗的作用!以致癌细胞侵袭运动受到明

显抑制(

#%

)

* 在侵袭实验中可见槐果碱有明显的抑制肝

癌细胞侵袭能力的作用!其机制很可能是槐果碱促进肝

癌细胞
)(+T

#

%

分泌!以及拮抗和抑制
++T

#

%

和
++T

#

$

蛋白的表达* 以往的文献对于槐果碱抗肿瘤方面的

研究较少!有文献表明槐果碱衍生物氧化槐果碱能够通

过对体外培养的
7*:L"

肠癌细胞和
+&`

#

<

乳腺癌细

胞阻滞于
Z"IZ#

期!同时上调
&,DQ,D;

#

%

+抑制
OK3

#

!

的表达!达到抑制细胞增殖+促进细胞凋亡的作用!并且

该作用呈一定的时间和剂量依赖性(

#:

!

#9

)

*

以往研究发现!槐果碱能够抑制人红白血病细胞

698!

的增殖!并诱导其发生凋亡(

#8

)

* 本研究从体外

细胞水平不仅发现槐果碱作用肝癌细胞
7++&

#

<<!#

后抑制其增殖!促进凋亡及抑制侵袭!还深入分析槐果

碱可能调控
OK3

#

!

家族+

++T

家族等蛋白的表达水平

来实现这些生物学习性的改变* 然而!这些体外研究

结果还需进一步的裸鼠荷瘤实验来证实*

综上所述!槐果碱能够通过下调肝癌细胞
7++&

#
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<<!#

内
OK3

#

!

和
Q

#

RSF

的水平和上调
O,P

水平达到

抑制癌细胞增殖能力和促进凋亡的作用&同时!槐果碱

能够通过促进肝癌细胞
)(+T

#

%

分泌!以及拮抗和抑

制
++T

#

%

和
++T

#

$

蛋白的表达!共同达到抑制肝癌

细胞
7++&

#

<<!#

侵袭能力的效果* 因此!本研究细

胞实验初步证实槐果碱抗肿瘤作用!并分析了主要机

制是槐果碱参与调控
OK3

#

!

家族+

RSF

信号通路以及

++T

家族和
)(+T

家族*
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