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南方红豆杉水提物对肿瘤细胞增殖抑制作用的研究

张#晶#

#舒琦瑾!

#高继良#

#张#乐#

摘要#目的#研究南方红豆杉水提物对人胃腺癌细胞株
GH&

"

:7"#

和人乳腺癌株
+&I

"

:

增殖的抑制

作用和机制! 方法#采用二苯基四氮唑溴盐比色法"

+))

法#检测南方红豆杉水提物和紫杉醇对
GH&

"

:7"#

和
+&I

"

:

细胞增殖的抑制作用$光镜观察其对
!

种细胞形态的影响$流式细胞仪检测其对
!

种细胞凋

亡的影响! 结果#南方红豆杉水提物对肿瘤细胞的增殖有抑制作用$其抑制作用机制为诱导细胞凋亡!

结论#南方红豆杉水提物对肿瘤细胞的增殖有抑制作用!

关键词#南方红豆杉$抑制作用$人胃癌
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##细胞死亡可以分为程序性死亡$细胞凋亡%和非

程序性死亡$细胞自噬和坏死%

'

#

(

)

#77!

年英国科学

家
R>F_<=-

等提出将诱导肿瘤细胞凋亡作为肿瘤治

疗研究中的主要目标和手段!自此从凋亡机制方面研

制抗肿瘤药物逐渐成为国际肿瘤研究的重点) 近年

来!人们在研究中发现中药能够有效地诱导肿瘤细胞

的凋亡!这不仅为肿瘤的治疗提供了新的方法!同时也

为中药的发展开辟了新的途径)

红豆杉是红豆杉科红豆杉属植物总称!是世界上

公认的濒临灭绝的天然珍稀抗癌植物) *本草纲目+

曾记载红豆杉可治疗霍乱,伤寒!具有排毒等疗效!

*现代中药大辞典+,*本草推陈+等医药书中对其功效

有如下记载#-其性味苦,平!有小毒!归心经!功效#消

肿散结!主治#肿瘤,肾病,风湿等.) 目前已经从红豆

杉中分离出
`""

多种化合物!包括紫杉烷类化合物和

少量的非紫杉烷类化合物'

!

(

) 虽然目前对南方红豆

杉的研究很多!但主要是对其醇提物紫杉醇的研究!对

其水提物的研究尚未见报道) 水煎剂是中药应用的传

统方式及临床应用的主要形式!红豆杉水煎剂已在临

床广泛应用!且安全有效) 本课题通过对南方红豆杉

水提物的研究!以紫杉醇为对照!为天然药物南方红豆

杉的开发应用提供理论和实验依据)

材料与方法

#

#细胞系及细胞培养#人胃腺癌细胞株
GH&

"

:7"#

,乳腺癌细胞株
+&I

"

:

均购自中国科学院上海

细胞生物学研究所) 用体积分数为
#"a

胎牛血清的

\Q+(

"

#%`"

培养液!在
$:

$,体积分数为
6a

的
&V

!

培养箱中培养!细胞呈贴壁生长!实验时均取对数生长

期细胞)
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#药物及制备

!

!

#

#南方红豆杉水提物的制备#南方红豆杉#

购自浙江省中医院中药房$宁波泰康红豆杉生物工程

有限公司生产! 批号#

##"%#6

!

5 Sb

袋%) 南方红豆杉

水提物的制备参考文献'

$

(!

5" S

南方红豆杉
$

次煎

煮药液经真空抽滤器过滤!电磁炉上浓缩至约

#"" <W

!旋转蒸发仪上浓缩成约
`" <W

药液!入真空

干燥箱中干燥!得浸膏!按
#""a

浓度计算得率) 取

# S

水提物!加入
#" <W

超纯水!溶解,离心!取上清

液!再经
"

!

!! !<

微孔滤膜除菌!制成母液浓度

#"" <Sb<W

!置%

!"

$冰箱备用)

!

!

!

#紫杉醇注射液#紫杉醇注射液购自太极集

团四川太极制药有限公司$批号#

R#777`"`"

!规格#

6 <W

#

$" <S

%) 紫衫醇分子式#

&

`:

R

6#

3V

#`

!相对分

子量为
56$

!

7!

!以其为实验用紫杉醇母液!浓度计

为
% <Sb<W

)

$

#主要试剂及仪器#

\Q+(

"

#%`"

培养液$杭州

吉诺生物医药技术有限公司%&

RE1F0-.

胎牛血清$美

国
)@.M<0

公司%&

"

!

!6a

胰酶"

;X)9

$杭州吉诺生物

医药技术有限公司%&四甲基偶氮唑蓝$

+))

粉!美国

G>S<=

公司%&

"

!

7a

生理盐水$百特医疗用品有限公

司%&

"

!

"# <01bW Q[G

$美国
H>LF0

公司%&凯基
9-

"

-.O>- /

"

I()&

细胞凋亡检测试剂盒$南京市凯基生物

技术有限公司!批号#

#"&#""59

%&

;1O5"5

型酶标仪

$美国
[>0)._

公司%&

I9&G &=1>L,M

流式细胞仪$美

国
[X

公司%&

[Z!"

型荧光显微镜摄像机 $日本

VW4+QTG

公司%)

`

#

+))

药物敏感性实验#收集对数期细胞!以

\Q+(

"

#%`"

培养液调整细胞悬液浓度约
6

&

#"

`

b <W

接种于
7%

孔板!每孔加入
#"" !W

)

6a&V

!

!

$:

$培

养!至细胞单层铺满孔底!以
\Q+(

"

#%`"

培养液稀释药

物至不同浓度!每孔加入
#"" !W

!南方红豆杉水提物浓

度分别为
#

!

"

,

#

!

6

,

!

!

"

,

!

!

6

,

$

!

"

,

$

!

6 <Sb<W

!紫杉醇

浓度分别为
!

,

`

,

%

,

5

,

#"

,

#! !Sb<W

!试验中每个浓度

设
`

个复孔!并设空白对照组) 培养
!` @

后!倒置显微

镜下观察) 每孔加入
!" !W +))

溶液$

6 <Sb<W

!即

"

!

6a+))

%!继续培养
` @

!

! """ Mb<>-

离心
6 <>-

!

7%

孔板利用虹吸原理弃去培养液) 每孔加入
#"" !W

二甲

基亚砜!置摇床上低速振荡
#" <>-

) 酶标仪
`7" -<

波长处测量各孔的吸光值$

VX

值%) 按下列公式计算

细胞生长抑制率#细胞生长抑制率
c

$

#

%实验组吸光度

值
b

对照组吸光度值% &

#""a

) 剂量和效应关系用药物

浓度抑制软件$

WVH()

法%版本
#

!

"

!

"

求两种药物的半

数抑制率$

(&

6"

%)

6

#细胞凋亡形态学观察#取对数生长期细胞!用

"

!

!6a

胰酶"

;X)9

消化!制成
!

&

#"

6

b<W

细胞悬液

接种于
%" <<

无菌培养皿中!

6"

&

#"

` 个
b

皿) 培养

箱内培养
!` @

贴壁后弃上清!空白对照组加入
\Q+(

"

#%`"

培养液!药物组浓度分别为#南方红豆杉水提物

!

!

"

,

!

!

6

,

$

!

" <Sb<W

!紫杉醇
GH&

"

:7"#

细胞为
%

,

7

,

#! !Sb<W

!

+&I

"

:

细胞为
`

,

%

,

5 !Sb<W

)

!` @

后

光镜观察细胞形态变化)

%

#细胞凋亡检测#以凯基膜联蛋白"

/

异硫氰酸

荧光素标记法$

9--.O>- /

"

I()&

标记法%定量检测细

胞凋亡) 取对数期生长细胞!制成
!

&

#"

6

b<W

细胞悬

液接种于
%" <<

无菌培养皿中!

6"

&

#"

` 个
b

皿) 培

养箱内培养
!` @

贴壁后弃上清!用
\Q+(

"

#%`"

培养

液稀释药物!南方红豆杉水提物浓度分别为
!

!

"

,

!

!

6

,

$

!

" <Sb<W

!紫杉醇浓度#

GH&

"

:7"#

细胞为
%

,

7

,

#! !Sb<W

!

+&I

"

:

细胞为
`

,

%

,

5 !Sb<W

) 作用
!` @

后!

"

!

!6a

胰酶"

;X)9

消化!终止!离心!收集!用

Q[G

洗涤细胞
!

次$

! """ M b<>-

离心
6 <>-

%!收集

细胞数约
$

&

#"

6 个!加入
6"" !W

的
[>-K [,NN.M

悬

浮细胞!分别加入
6 !W 9--.O>- /

"

I()&

和
6 !W

碘

化丙啶 $

QM0Y>K>,< (0K>K.

%!混匀后室温避光孵育

#6 <>-

!上流式细胞仪检测分析! 激发波长为

`55 -<

)实验重复
$

次)

:

#统计学方法#采用
GQGG #$

!

"

统计软件!计

量资料采用
O

'

?

表示!多组间比较采用
I

检验!组间

两两比较采用单因素方差分析)

Q d"

!

"6

为差异有统

计学意义)

结##果

#

#

+))

法药物敏感试验结果$表
#

%#与空白对

照组比较!南方红豆杉水提物和紫杉醇分别作用于

GH&

"

:7"#

,

+&I

"

:

细胞
!` @

后!对
GH&

"

:7"#

和

+&I

"

:

细胞均有明显的抑制作用!且随着药物浓度

的增加!其抑制作用逐步增强!呈剂量 %效应关系

$

Q d"

!

"6

!

Q d"

!

"#

%) 南方红豆杉水提物对两种

肿瘤细胞的
(&

6"

相近!组间无明显差异) 而紫杉醇作

用于两种肿瘤细胞的
(&

6"

差异较大!组间差异有统计

学意义$

Q d"

!

"6

%) 表明肿瘤细胞对南方红豆杉水

提物的敏感性无明显差异!而对紫杉醇的敏感性有

显著差异)

!

#南方红豆杉水提物和紫杉醇处理后肿瘤细胞

形态的比较$图
#

%#光镜观察南方红豆杉水提物和紫

杉醇分别处理
GH&

"

:7"#

,

+&I

"

:

细胞
!` @

后!与正

常细胞比较!随着红豆杉水提物剂量增加!

GH&

"

:7"#
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$南方红豆杉水提物和紫杉醇对
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"

:7"#
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:

细胞增殖的影响#$

O

'

?

%

组别
-

浓度
GH&

"

:7"#

细胞

生长抑制率$

a

%

(&

6"

VX

值

+&I

"

:

细胞

生长抑制率$

a

%

(&

6"

VX

值

空白对照
` ! "

!
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5":

'

"

!

":%
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南方红豆杉水提物
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'
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图
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$南方红豆杉水提物和紫杉醇处理后肿瘤细胞形态的比较 $ &
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和
+&I
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:

细胞的增殖受抑制!形态发生明显变化!细

胞核固缩!细胞膜出芽!冒泡但完整性好&而随着紫杉

醇剂量的增加!细胞肿胀!出现无膜性小体!细胞完整

性破坏!成片细胞死亡)
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#南方红豆杉水提物和紫杉醇对
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细胞凋亡的影响比较$表
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%#与对照组

比较!经南方红豆杉水提物处理
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后的细胞早期凋

亡比例均有明显升高$

Q d"
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!
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!
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%!且早期凋

亡的比例呈现一定的剂量 %效应关系&而经紫杉醇处

理
!` @

后的细胞坏死和晚期凋亡的比例均有明显升

高$
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%!且坏死和晚期凋亡的比例呈

现一定的剂量%效应关系)

讨##论

自
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年美国化学家首次从短叶红豆杉$

)=O

"

,? LM.P>N01>=

% 分离出具有独特结构的二萜类成

分///紫杉醇以来!紫杉醇以其独特的抗癌活性引发

红豆杉属植物的研究热潮'
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) 而临床应用的化疗药

物紫杉醇仅为红豆杉的有效成分之一!且树皮中紫衫

醇的含量仅为
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!提取分离难度颇大'
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%紫杉醇在红豆杉中的微克级含量,提取

分离难度较大'
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!需采取有机溶剂浸取&$
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%水环境中的
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紫杉醇在低温和中性偏酸条件相对稳定!高温及强碱条

件可强烈促进其降解!紫杉醇在
%"

$以上,中性的水中

会迅速降解'

:

(

) 得出如下推理#南方红豆杉水提物的主

要活性成分并非紫杉醇) 本实验通过对比南方红豆杉

水提物与紫杉醇对不同肿瘤细胞的体外抑制作用充分

证明了此推理!并表明二者的作用机理完全不同)

实验表明南方红豆杉水提物及紫杉醇对
GH&

"

:7"#

和
+&I

"

:

细胞均有明显的抑制作用!呈剂量 %

效应关系) 南方红豆杉水提物对两种肿瘤细胞的
(&

6"

相近!无明显差异) 而紫杉醇作用于两种肿瘤细胞的

(&

6"

差异较大!有统计学意义$

Q d"

!

"6

%) 表明肿瘤

细胞对南方红豆杉水提物的敏感性无明显差异!而对

紫杉醇的敏感性有显著差异) 光镜下南方红豆杉水提

物作用后肿瘤细胞呈典型的凋亡改变!而紫杉醇主要

是引起细胞坏死) 细胞凋亡流式定量检测结果亦表

明#南方红豆杉水提物以促进肿瘤细胞凋亡为主!紫杉

醇作用后以细胞坏死为主)

此外!南方红豆杉水提物具有一定的抑制人肺癌

96`7

细胞增殖的作用!并呈一定的剂量依赖性和时

间依赖性) 能够阻止人肺癌
96`7

细胞周期于
H

"

bH

#

期!诱导其凋亡'

5

(

)

随着研究的不断深入!现已证实肿瘤细胞的迅速

生长扩散转移与细胞凋亡过弱或过强有关'

7

(

) 加强对

诱导肿瘤细胞凋亡及机理的研究!无疑会给肿瘤的防

治提供新的思路和途径) 至于南方红豆杉水提物抑制

肿瘤细胞增殖!诱导肿瘤细胞凋亡的确切作用机制!尚

需进一步研究证实)
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第十六次全国中西医结合疡科学术交流会征文通知

全国中西医结合疡科学术交流会已经成功举办了十五届%影响不断扩大! 为了进一步突出中西

医结合的特点%为广大疡科和相关学科以及医药界的同仁提供一个交流经验&沟通信息&拓展业务&合

作发展的平台%第十六次全国中西医结合疡科学术交流会暨中国中西医结合学会疡科专业委员会换

届会议拟于
!"#$

年
7

月中旬在青海省西宁市召开! 现将会议征文事项通知如下'

征文内容#"

#

# 有关国内外中医&中西医结合疮疡&糖尿病足&周围血管病&肿瘤&骨伤科&烧伤&

皮肤病&肛肠&乳腺病等的临床研究及其理&法&方&药的基础理论研究$"

!

#剂型改革%新技术&新药开

发及推广等$"

$

#治疗与检查仪器的开发及推广使用$"

`

# 国内外新技术&新方法应用经验介绍!

征文要求#"

#

# 论文以中医&中西医结合为主要内容! "

!

#主题鲜明%层次清楚! 总结材料要有

客观指标和数据%论证要充分%有实用价值! 一般不超过
` """

字%摘要字数
5""

)

# """

字以内!

"

$

# 论文须经单位推荐并加盖公章! "

`

#论文请采用
]0MK

格式%邮寄打印稿"地址见下#%同时发送

电子版至'

E=-SC@=-S#7:!D#!%2F0<

! "

6

# 请自留底稿%恕不退稿!

邮寄地址#天津医院骨科研究所"邮编
$""!##

# 张扬收"请于信封左下角注明(会议稿件)字样#$

联系人及电话'张扬
#$5!#6%%!!

$李兰青
#65!!#$"$$6

$电子邮箱'

E=-SC@=-S#7:!D#!%2F0<

!

截稿日期#

!"#$

年
:

月
$#

日"以当地邮戳或邮件发送时间为准#!


