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实 验 研 究

��� 号药液血清诱导人肺癌细胞凋亡的初步研究

杨勤建
’

指导
�

涂晋文
’

摘耍 通过血清药理学方法
，

选择不同浓度的含 ���

号药液的兔血清
，

与人肺癌细胞共同孵育不同时间后
，

应用倒置相差显微镜
、

荧光显微镜
、

流式细胞仪对细胞

生长状况和凋亡形态
，

细胞周期分布及凋亡率进行观

察
、

检测
。

结果
�

人肺癌细胞经含中药兔血清作用后
，

由

贴壁生长而逐渐脱落
，

外形变圆
，
体积缩小

，

折光性增

强 �荧光镜下见细胞核破碎
，

裂解为大小不等的凋亡小

体
，

流式细胞仪检测显现典型的细胞凋亡峰
，
以 ��含

药血清作用 �� 小时后凋亡峰最为 明显
，

凋 亡率为

��
�

��写
。

提示
�

中药复方 ��� 号药液通过血清药理学

方法可诱导人肺癌细胞的凋亡
，

这可能是其抗肿瘤的

分子机制之一
。

主题词 肺肿瘤�病理学 肿瘤细胞
，

培养的�药物作

用 � ��� 号药液

细胞凋亡与肿瘤的发生
、

发展密切相关
，

诱导肿瘤

细胞凋亡将是寻找抗肿瘤药物的新靶点���
。

有研究资

料表明闭
，

许多中药具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用
，

但

均为单味中药某一成分提取物
，

而且是直接与肿瘤细

胞作用
，

并不能完全反映中药的抗肿瘤作用的复杂过

程
。

本实验在已证实 ��� 号药液具有提高荷瘤小鼠��

细胞活性
、
��� 含量及杀伤肺腺癌细胞作用 的基础

上闭
，
又通过血清药理学方法

，

初步观察了其诱导的人

肺癌细胞����一���凋亡的过程
。

结果报告如下
。

� 材料与方法

�
�

� 动物和药物
�

纯种新西兰家兔
，

雄性
，
体重 �

�

��

���
，

由湖北省医药工业研究所提供
。

人肺癌细胞株

����一 ���由武汉大学中国典型培养物保藏中心提

供
。
��� 号药液由半夏

、

夭南星
、

马钱子
、

三七等中药组

成
，

生药由湖北省药材公司饮片厂提供
，
按工艺制成每

毫升含生药 �� 的浸膏备用
。
���� 培养液

、

胎牛血

清
、

胰酶
，

由美国 ����� 公司提供
�二苯酞胺 ���

����

�����
、

硫柳汞 ���������
，

由美 国 �����
公 司提供

。

湖北中医学院
、

湖北省武汉市武昌区云架桥 ���

号��������

收稿日期
�����一 ��一 ��

����
、

�����染色剂
，

由德国 �����。 公司提供
。

�
�

� 仪 器
�

倒 置 相 差 显 微 镜
、

荧 光 显 微镜 �日本

��������
、

流式细胞仪 ���一 皿 ��德国 �
������

、
���

培养箱 �����������型�美国 ��������
。

�
�

� 含药血清制备
�

以纯种雄性新西兰家兔 �只
，

每

日给予 ��� 号药液 �����灌胃
，

�� 日后
，

于最后 �次灌

药后 �小时�灌药前禁食不禁水 �� 小时�
，
乙醚麻醉

，

颈动脉采血
，

无菌分离血清
，

经 ��℃ ，

�� 分钟处理后
，

置一��℃冰箱保存备用
。

�
�

� 含药血清药物成分的定性检测
�

为了解药物灌胃

后是否经胃肠吸收入血液
，

取 ��� 号药液中代表性成

分马钱子 �含士的宁�作含药血清定性检测
。

取含药血

清样本 �份
，

空 白兔血清样本 �份各 ����
，

分别用

�����甲醇超声提取 �� 分钟
，

离心
，

上清液回收溶剂
，

蒸干
，

用 ��� 甲醇溶解
。
��� 号药液制剂对照组

�

取制剂

����
，

用氯仿提取 �次
，

每次 ����
，

提取液回收溶剂
，

蒸干
，

用 ���甲醇溶解 �马钱子对照药材
�

取马钱子药

材 ��
，

破碎
，

用 ����甲醇冷浸 �� 小时
，

过滤
，
回收溶

剂
，

蒸干
，

用 ���甲醇溶解
。

用硅胶 � 加入 ����
�

��

���一�
�
溶液

，

研匀
，

均铺在一块洁净的 ���� � ����

玻璃板上
，

晾干
，

于 ���℃活化 �� 分钟
，

置干燥器中冷

却备用
。

分别取含药血清样 �
、

样 �
，

空白兔血清
、
��� 号

药液制剂
、

马饯子对照药材供试液各 ����
，

点于同一

块备好的硅胶 � 薄层板上 �向双槽层析缸的一槽中加

入 ����展开剂�苯
、

乙酸乙酷
、

二乙胺�
，

另一槽中加入

����浓氨水
，

然后将点好样的薄层板置于展开剂槽

中
，

盖好层析缸盖
，

上行展开
，

展距 ��
��

，

取出晾干
，

喷

改良的 �����������试剂显色
。

�
�

� 人肺癌细胞培养
�

将传代的人肺癌细胞����一

���接种于含 ��青霉素
、

链毒素和 ��写胎牛血清的

���� 培养液中�下同�
，

细胞浓度为 �� ��
”
���

，
置于

含 ����
� 、

��℃度培养箱中培养
。

培养 �� 小时至细胞

生长旺盛后
，

去培养液
，
加入含药血清 �写

、

���浓度的

培养液各 ����另设一无含药血清对照组�
，

置培养箱

中培养 �� 小时
，

去含药血清培养液
，

再加入不含药血

清培养液分别培养 �� 小时
、

�� 小时�简称 ���� 小时
、
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�����小时
、

����小时
、
�����小时�

，

将培养皿在倒

置相差显微镜下作细胞生长状态的观察
。

�
�

� 荧光染色细胞的制备
�

将培养 �� 小时
、

�� 小时的

细胞去培养液
，

用胰酶消化培养皿
，

离心去胰酶液
，

将

二者细胞收集合一
。

一部分加入含甲醇
、

冰乙酸的固定

液固定
，

反复 �次
，

每次 �分钟
，
离心去固定液后

，

取细

胞沉淀液玻璃涂片
，

干燥
，

加二苯酞胺荧光液染色 �小

时�避光�
，

三蒸水反复冲洗 �次
，

置常温下 自然干燥
，

甘油封片
，
������� 荧光显微镜���� ��倍�下作细胞

核凋亡的形态学观察
。

�
�

� 流式细胞仪检测细胞的制备
�

将另一部分细胞沉

淀液用 ���冲洗 �次
，

在展荡状态下缓慢滴入 ���乙

醇 ���左右
，

过夜
，

用 ����
、
�����染色剂染色 ��分

钟
，

滤网过滤
，

作流式细胞仪检测
。

每份样品测 �����

个以上细胞
。

� 结果
�

�

� 含药血清中药物成分的薄层定性检测结果
�

含药

血清样 �
、

样 �
、

制剂样品色谱中
，

与马钱子对照药材色

谱相应的位置上显现出 �个相同的棕黄色斑点
�空白

兔血清样品未见相应棕黄色斑点
。

表明兔血清中含有

���号药液的药物成分�照片略�
。

�
�

� 人肺癌细胞生长性状观察
�

经含药血清处理 ��

小时
，

再加培养液培养 ����� 小时
，

即可见细胞由贴

壁脱落
，

浮悬于培养液中
，

细胞形态变圆
，

体积缩小
，

核

固缩出现
，

核颜色加深
，
折光性增强

，

��一�� 小时的脱

落细胞更加增多 �无含药血清培养液培养的细胞贴壁

生长
，
几乎无脱落

，

胞浆饱满
，

舒展生长
，

相邻细胞生长

融合成片
。

�
�

� 荧光染色后的细胞核形态观察
�

油镜下见含药血

清处理的细胞核在 �� 小时
、

�� 小时时间段中均有破

裂
，

呈大小不等
、

形态不规则的碎片或呈梅花状
，

此即

为较典型的细胞凋亡形态
，

其中以含药血清 ���� 小

时的凋亡细胞最多
�
无含药血清培养液培养的细胞核

完整
，

未见有凋亡形态的细胞核�焦片略�
。

�
�

� 流式细胞仪检测凋亡细胞
�

不同含药浓度血清和

不同时间处理的人肺癌细胞均有凋亡
，

其中以 ����

小时的凋亡峰在 ��� 组方图上表现最为典型
，

而空白

对照组细胞无凋亡峰�图略�
。

各组凋亡率 ���� 小时

为 ��
，

�纬
，
�����小时为 ��

�

���
，
����小时为 ��

�

���
，
�����小时为 ��

�

����空白对照为 �
�

���
。

� 讨论
日本学者发明了血清药理学的实验方法闭

，

即将

中药复方制剂通过动物灌胃
，

药物有效成分经胃肠吸

收进入机体血液循环
，

在一定时间内采取血液
，

分离其

血清
，

再以此血清加入到体外细胞培养体系
，

观察其药

理作用
，

分析其所含药物的有效成分
。

这种方法排除了

在体外实验中药物直接与细胞作用的各种干扰因素
，

较接近药物在体内环境中产生的药理效应的真实过

程
。

本实验选用具有化痰散结
、

活血化痰等作用的半

夏
、

天南星
、

三七
、

马钱子等组成复方 ��� 号药液
，

通过

血清药理学方法成功地诱导了人肺癌细胞的凋亡
，
从

形态学和流式细胞仪检测均呈现明显的凋亡特征
。

作

用环节主要是影响细胞周期 �期向 ��
� 期的转变过

程
，

将肿瘤细胞阻滞在 �期
，

抑制其增殖并诱导其凋

亡
，

表明中药复方也具有诱导肿瘤细胞凋亡的作用
。

同

时还发现
�

细胞接触含药血清 �� 小时
，

去含药血清培

养基后
，

再在无含药血清培养基中培养 ����� 小时
，

细胞发生凋亡改变更明显
，

提示 ��� 号药液诱导的人

肺癌细胞凋亡作用是非药物浓度依赖的
�

中药复方的药物成分较复杂
，

经 口服由胃肠吸收

进入机体血液循环的过程中
，

也可出现一些不同的反

应
。

血清中是否含有某些药物的成分是判断该药物诱

导细胞凋亡的关键
。

选择药剂中具有代表性且易于检

测的马钱子�含士的宁�作为阳性样品
，

通过薄层检测

方法证明兔血清中含有 ��� 号药物的某些药物成分
。

提示该含药血清诱导的人肺癌细胞凋亡
，

与中药复方

中的药物有密切关系
。

���号药液是根据肿瘤临床所见多为
“
痰痕浊气凝

结
”
的病理特点而组方选药

，

方中半夏
、

天南星虽有抗

肿瘤作用���
，

但均未见到其可诱导肿瘤细胞凋亡的报

道
。

本实验结果表明
，

根据肿瘤的病理特点而组方用

药
，

诱导人肺癌细胞凋亡
，

证明了中医辨证论治的科学

性
，

复方中药的作用也不同于单味中药作用的叠加
。

但

诱导凋亡的药物成分为何�是药物直接作用还是通过

提高 �� 细胞活性或 ���含量而间接诱导细胞凋亡
，

或其它因素作用
，
尚有待深入研究

。
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