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表达的影响
张春虎 胡随瑜 曹美群 林 源 李云辉

中南大学湘雅医院中西医结合研究所 湖南 长沙

摘要 目的 探讨丹皮酚
,

在体外对人肝癌
一

细胞
、

表达的影响
。

方法 体外培养人肝癌
一

细胞 法检测丹皮酚对 一 细胞的增殖抑制作用
, 一

法检测
、 、

从 表达
,

法检测 叮
、

蛋 白的表达
。

结果 丹皮酚呈 时间剂 依赖性抑制人肝癌
一

细 胞的增 殖 肝疮
一

细胞低表达
,

高表达
,

丹皮酚能显著上调
一

细胞 表达
,

下调 表达
。

结论 丹皮酚可上

调抑疮基因 的表达
,

下调致癌基因 的表达
,

抑制
一

细胞的增殖
。

关镇词 丹皮酚 人肝疮细胞 叮
中圈分类号

,

文献标识码 文章编号
一 一 一

一

艺月 一 , 一 ,

, 一 ,
, 乙了 , , 。一

加 , ‘ ,

肠 , “。 ,

吧 ,‘
,

〔 , 、

。孕 让比 罗 ,
即 。甲

山 一 ,

胶 侧门 和飞
, ,

巴

一 ,

甲 陀
, 一

丘 一 ,

刁 和飞
一 , ,

子云五山 用飞 洲
一 酗 酬

田曲 一

用飞
,

一 一 一

前言

丹皮酚
,

是中药牡丹皮 芍药科植物牡丹

任山 的根皮 的主要有效成分
,

属黄酮类化

合物
。

早期研究发现丹皮酚具有抗菌
、

消炎
、

抗动脉粥样硬化
、

增强细胞免疫等多种药理学活性川 。

最近有文献报道丹皮酚在

体内外都具有抗肿瘤作用圳
,

而其机制尚不明确
。

本实验初步

探讨丹皮酚在体外对人肝癌高转移性细胞
一

的增殖

抑制作用及抑癌基因 叮 及其下游分子 表达的影响
,

为丹皮酚的抗肿瘤作用提供新的实验及理论依据
。

材料和方法

药品
、

主要试剂及仪器

购自宁波天真制药有限公司 叭
,

国药准字
。

细胞培养基 公司 新生

牛血清 杭州四季青生物材料研究所 美国 公司

用 为 的 溶解
,

卜 过滤除菌
,
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邓
。

小瓶中 ℃冰箱保存 两周内有效 二甲基亚矾
、

经

乙基呢嗦乙磺酸
、

胰蛋白酶 美国 脚 公司

公司 逆转录试剂盒

幻
,

酶
、

美国 公 司
、

、

引物及 汗 委托上海 合成
。

多克

隆抗体 帅
、

多克隆抗体 美国

公司 即 兔抗鼠二抗 ’ 其他试剂均为进

口或国产分析纯
。

仪器 恒温培养箱 日本 公司
一

型医学净化工作台 苏州净化公司 倒置显微镜 日本

产品 酶标仪 美国
一

公司 凝胶成像分

析仪 美国公司 仪 美国 公司
一

低温冷冻高速离心机 德国 公司
。

方法

细胞培养 人肝癌
一

细胞培养于 , 培

养液中 加人新生牛血清成体积分数为
,

青霉素
、

链霉素
, 一

的细胞培养液
,

用体积分数为

的碳酸氢钠调节 为 一 ,

置人体积分数为 的
,

研究方向 中药抗肿瘤的临床与基础研究
。

通讯作者 林源
, 一 ,

女
,

主治医师
,

研究方向 肿瘤的中西医结合防治研究
。 ‘ 。 。

收稿日期
· 一

接受 日期
一 一



℃
、

饱和湿度下的培养箱中培养
,

换液
,

时用 叭
一

法检测 沪上
、

的衰达 细胞培

胰蛋白酶消化传代 次
,

细胞呈单层贴壁生长
。

实验均取对数 养 取对数生长期细胞
,

以 培养液 时

生长期的细胞
。

浓度 处理细胞
、 、 、 。

取各时间点细胞 瓶
,

每

法检测药物效应 消化
、

收集对数生长期细胞
,

并调 个时间点 瓶
,

提取总 测 值
。

澎 ,

整浓度为 ‘
几 的单细胞悬液

,

接种于 孔板中
,

每孔 为
,

琼脂糖凝胶电泳鉴定 完整性
。

用 卜 总 按
,

后分别加人不同浓度的 培养液配 幻 说明操作合成第一链

制
。

每组设 个复孔
,

置培养箱中培养
, , , ,

终止前
,

再用合成的 进行
。 、 、

’ ,

每孔加人 林 液
,

继续培养
,

上机前吸弃培养液
,

每
一

引物序列及扩增条件 表
。

电泳和定量 取 产物

孔加 卜
,

水平摇床摇动
,

在酶标仪 波 闪于 琼脂糖凝胶中电泳
,

采用凝胶成像分析系统分别测

长 上测量吸光度值
,

计算细胞生长抑制率
。

计算方法 抑制率 定各组
、 、 一

的光密度 比值表示
、

卜
一

实验组平均 值 对照组平均 值
。

并
、

上口 的相对表达
。

计算 处理
一

时的 二 值
。

裹
一

引物序列及其扩增条件
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法检测
,

蛋白衰达 消化
、

收集

对数生长期细胞
,

并调整浓度为 几 的单细胞悬液
,

接种

于 孔培养板中
,

每孔
,

后加人 培养

液
,

处理
、 、 ,

每个时间点设 个平行对照孔
。

温的

洗 次
,

沥干
,

每孔加人 海门碧云天

闪
,

使裂解液充分接触细胞
,

细胞充分裂解后
,

离心
,

取上清置一新的 管
。

蛋白浓度测定试剂盒 增强

型 测定蛋白浓度 调整各组蛋白浓度为
, 林 。

每组细胞

各取 卜 蛋白样品加人 卜 ,

沸水煮
,

, 离心 而
,

取上清
,

冰上冷却后进行
一

分离胶
、

浓缩胶
。 一

结束 电转移
。

将蛋白质条带转移到 膜上
,

洗去转膜液
,

吸去洗涤液
,

加

入 封闭液室温封闭
。

一抗孵育 卜

一 ,

, 静置过夜
。

洗 次
,

每次
,

再加 卜 的稀释的辣根过氧化物酶 标记的二抗 兔

抗小鼠
,

室温轻摇一小时
。

洗 次
,

每次
,

最后将膜与 室温孵育
,

曝光 线片
,

显影定

影
。

统计学处理

计量资料用均数土 标准差 又土
,

采用 统计软

件进行单因素方差分析
,

相关分析采用 直线相关分析
。

为差异有显著性
。

值为
,

后面实验即以 叭 为浓度参数
。

结果 表 与图
。

和 表达水平检测结果

叮
, ,

衰达检测
一

显示
,

空白对

照组细胞的 表达较弱
, ,

表达较

强
。

经 毛 处理
, ,

的细胞 表达

逐渐增强
,

而 洁上口 表达逐渐减弱 表 与图
。

将

与 八次
,

丑 表达水平进行 直线

相关分析显示二者呈显著负相关
。

与

厂刃
,

与
一 ,

。

, 一

蛋白衰达检测 可增强
一

细

胞 蛋白表达
,

降低 蛋白表达
,

并随处理时间的延

长此种变化有增强的趋势结果 表 与图
。

统计分析显示
,

处理 时差异即有显著性 或
。

将
、

一

蛋白表达作 直线相关分析
,

结果显示呈显著负

相关 与
一 , 。

, ,

,皿
〕们

骊
, ‘ 的
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」斗一 的
, ‘

结果

法药物效应实验

在 卜 对
一

细胞的增殖均有

抑制作用
,

且呈时间
、

浓度依赖
。

以浓度的对数与抑制率进行

直线相关分析 时
,

户
, 。
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,
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,
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,
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一

细胞不同时间对 川闪
, 一
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郎 ,
一

一 代 元土
,
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土

土

土 心

土

土
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‘ ,

与对照组比较 刀 , 与 处理组比较

讨论

圈
一

细胞各组 叮
、

蛋白

裹达的 七 分析
, 一 ·

比
一 枉℃ 臼

助
一

原发性肝癌是我国最常见
、

最具有危害性的恶性肿瘤之

一
,

死亡率占肿瘤死亡率的第 位
。

我国是原发性肝癌的高发

地区
,

肝癌发病人数约占全球的
。

肝癌的发生
、

发展是多因

素
、

多阶段
、

多基因相互作用的结果
。

基因定位于人类

染色体上
,

是一个编码蛋白酪氨酸磷酸酶的抑庙基因
,

研究表明原发性肝癌细胞中存在高比例的 基因表达下

调
,

体外转染实验显示将抑癌基因 转入肝癌细胞后可使

肝癌细胞生长受到明显抑制
,

均提示 ’ 与原发性肝癌的发

生发展有密切关系

牡丹皮 芍药科植物牡丹 盆玩 的根皮

石二,,︸



为传统中药
,

其功能清热凉血
,

活血散痕
。

丹皮酚是牡丹皮的主

要有效成分
,

是一种小分子酚类化合物
,

属于黄酮类
。

现代药理

研究证明丹皮酚具有广泛的药理活性
,

最新的研究显示
,

丹皮

酚亦具有广泛的抗肿瘤作用
,

已被证实对人红白血病细胞系
、

人大肠癌细胞系
一

及人肝癌
一

等多种肿瘤

均有抑制作用
,

并可诱导
一

细胞凋亡网
。

可通过对
一 , ,

币 及
一 ,

冲 特

异地使 脱
‘

磷酸
,

抑制 盆 信号转导途径而发挥

肿瘤抑制作用
。

信号转导途径被抑制
,

使细胞中 盆

磷酸化水平明显下调
,

进而上调细胞生长周期的关键激酶抑制

因
一

子
,

干扰细胞生长信号
,

使细胞阻滞于 期
,

并增加

细胞对凋亡的敏感性阁 。

活化的 是很好的细胞存

活因子
,

而 的作用是使 皿 和 去磷酸化
,

拮抗

爪 信号传导通路
,

阻断细胞增殖
,

引起细胞凋亡和

失巢凋亡 网 。

目前发现至少存在 种 家族成员
、

泊上日
。

在其家族中
、

的过度表达与肿瘤的

形成关系更为密切阎 ,

故我们在
一

部分选择了
、

作为研究指标
。

激活是其发挥促细胞生存
、

增殖功能的重

要前提
,

而 或 和 位点的磷酸化是 激活的

必要条件
。

多种生长因子主要通过 幻 信号转导通路而

发挥作用
。

激活后可产生
· 、

及
一 、 、 ,

这些

脂质产物与 的 区结合
,

不仅导致 发生从胞浆到

质膜的转位
,

还可促使其构象发生改变
,

从而得以 和

位点磷酸化激活 , 。

的激活尚需要磷脂酞肌醇依

赖 的蛋 白激 酶 印 伴
,

参与
, ·

只能使 位点磷酸化
,

而对

位点无直接作用
,

故我们选用了 比 位点磷酸化的
、

一

抗体
。

本实验 中发现
,

可呈 剂量
、

时间依赖性 的抑制
一

细胞的增殖
,

高剂量 留毛 培养 时抑

制率达 以上
,

表明 二 在体外对
一

细胞具有良

好的增殖抑制作用
。

实验结果显示
, 一

细胞 有

弱的表达
,

而 则有强表达
。

经 处理不同时间
,

表达增强
,

而 表达降低
,

二者呈显著负相关
。

我们推测

上 调 的表达
,

下调 的表达可能是其抑制
一

细胞增殖的机制之一
。

而 是通过何种途径上调

’
,

下调 后又作用于哪个靶分子则有待于进一步研

究
。

结论

殖
,

并可上调抑癌基因 的表达
,

下调致癌基因 的表

达
。
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