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"摘要#

!

目的
!

探讨苦参碱作用人食管癌细胞株
!"#$%

后对细胞增殖的影响%方法
!

应用不同浓度苦参碱

"
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&
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$'*,
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#',-
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$作用体外培养人食管癌细胞株
!"#$%

后!分别用倒置显微镜观察细胞生长数量

及其形态的变化#四甲基偶氮唑蓝"
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$法检测苦参碱的细胞毒作用%结果
!

不同浓度苦参碱作用人食管癌细胞

株
!"#$%

后!细胞抑制率为
#,'($2

!

(,'(%2

!与对照组比较细胞生长明显受到抑制"

!

$

$'$,

$%且随着苦参碱浓

度的增加及作用时间的延长!

!"#$%

存活细胞显著减少!呈明显的剂量依赖性%结论
!

苦参碱能明显抑制人食管癌

细胞株
!"#$%

细胞增殖%
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中药是我国的传统药物#历史悠久#是我国医药经济中独

具特色的重要组成部分)天然产物特别是植物代谢产物一直

是新药先导化合物和新药发现的重要资源#如!生物碱类*醌类

化合物*黄酮类化合物*木脂素等)苦参碱$

-=<A78:

#

0=<

&是苦

豆子*苦参*广豆根等豆科槐属植物中生物碱的主要成分#是苦

参型生物碱的主要活性成分+

#

,

#是具有广泛药理作用的一种活

性物质#具有抗病毒*抗感染*抗过敏等多种作用)对其进一步

研究表明#苦参碱还具有抑制肿瘤细胞增殖和诱导凋亡作用#

但没有化疗药物的毒副作用+

&

,

)本实验在体外观察苦参碱对

食管癌细胞株
!"#$%

细胞生长*增殖的影响#为其抗肿瘤治疗

奠定实验基础)

$
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材料与方法

$'$

!

细胞株
!

人食管癌细胞株
!"#$%

由川北医学院附属医

院风湿免疫研究所保存)细胞接种于含
#$2

新生牛血清的

#(5$

培养液中#

)*M

*

,2 "N

&

条件下培养#用
$'&,2

的胰酶

消化传代)
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主要试剂
!

四甲基偶氮唑蓝$
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&$美国
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公司&%

二甲基亚砜$
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&$美国
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公司&%胰蛋白酶$美国
3-4

A:;@6

公司&%

#(5$

培养基+赛默飞世尔生物化学制品$北京&有

限公司,%新生牛血清$北京元亨圣马生物技术研究所&)
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实验药物
!

苦参碱注射液为广州明兴药业有限公司产品
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保存#用时以培养液稀释

成所需浓度)

$'1

!

仪器设备
!

超净工作台$安泰公司&#细胞培养箱$德国&#

倒置显微镜$
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方法

$'2'$

!

细胞形态学观察
!

取对数生长期细胞以
#S#$
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悬液每孔
&'$-/

接种于
(

孔板中)实验分
5

个不同浓度梯

度#分别为
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的处理组及不加

药物的对照组)接种细胞培养
&5>

#将培养液换成含不同浓度

苦参碱的培养液#对照组加等量的生理盐水#按常规培养条件

培养
&5>

#分别于倒置显微镜下拍照#观察细胞形态学改变)
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法检测苦参碱对
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细胞毒作用+

)

,

!

将传代

后的
OT"*%$#

用
$'&,2

胰蛋白酶消化制成悬液#细胞计数板

计数#调整细胞浓度为
#S#$
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到
%(

孔培养板上#每孔加
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"
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细 胞 悬 液#培 养
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后#加 入 不 同 浓 度 苦 参 碱
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&#另设对照组$不加苦参

碱&和空白对照组$只加培养基&)每组设
,

个平行孔#培养
&5
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后#每孔加入
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溶液$
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#置
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条件下继续孵育
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终止培养#倾去培养液)每孔加入
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#振荡
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#使结晶充分溶解)选择
5%$8-

波长#以

空白孔调
$

#在酶标仪上测定各孔吸光度$
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&值)按下列公式

-

%&#

-

检验医学与临床
&$#&

年
#

月第
%

卷第
&

期
!

/=G0:E"C78

!

U=8D=A

H

&$#&

!

V6C'%

!

W6'&

"

基金项目$四川省卫生厅资助科研项目$

#$$#)+

&)

!

#通讯作者#

!4-=7C

!

H

->(*+&$$)

#H

=>66'@6-'@8

)



计算细胞抑制率!

细胞增殖抑制率$

2
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X

$对照组
35%$K

用药组
35%$

&

对照组
35%$

S

#$$2

)
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!

统计学处理
!

所有数据以
HYD

表示#采用
OZOO#('$

进行方差分析#

!

$

$'$,

为差异具有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/'$

!

苦参碱对
!"#$%

形态的影响
!

将对照组与实验组标本

放在倒置显微镜下观察细胞形态$图
#

&#发现对照组细胞数量

多#细胞贴壁生长#细胞间结构紧密#生长旺盛)而实验组细胞

在加药
&5>

后#可见细胞变圆#胞体增大#胞内可见大小不等

的空泡样结构#细胞不贴壁#死亡#细胞数量与对照组比较明显

减少)

/'/

!
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法检测苦参碱对
!"#$%

细胞毒作用
!

不同浓度苦

参碱处理
!"#$%

细胞
&5>

后#经
011

法检测#活细胞数明显

减少#

J",$

值为
$'*,

!

#',-

.
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#见表
#

)由表
#

可以看出!

苦参碱对
!"#$%

存在细胞毒作用#但与苦参碱浓度有关#

$'#+*,-

.
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组与对照组抑制率差异无统计学意义$

!

%
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&#抑制率为
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)
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三组抑制

率分别为
#+'((2

*

)5',52

*
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#与对照组比较差异有统

计学意义)

!!
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!对照组细胞%

Q

*

"

*

P

*

!

!分别为采用
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苦参碱处理
&5>

后的细胞形态)

图
#

!!

苦参碱对食管癌细胞株
!"#$%

的作用%

S#$$

&

表
#

!

苦参碱对
!"#$%

细胞毒作用

组别 药物浓度$

-

.

"

-/

&

3

值$

35%$

&$

HYD

& 抑制率$

2

&

!

空白组
$ $')&&)Y$'$#5, $'$$ K

对照组
$ #'#$5+Y$'$5(+ $'$$ K

实验组
$'#+*, $'%+&*Y$'$#%$ #,'($ $'$%*

$')*, $'%,++Y$'$&*+ #+'((

"

$'$)&

$'*, $'+)5,Y$'$,,# )5',5

"

$'$$)

#', $',%$(Y$'$$+( (,'(%

"

$'$$#
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注!与对照组比较#

"

!

$

$'$,

)

K

!表示无数据)

'

!

讨
!!

论

食管癌是世界一些国家和地区常见的恶性肿瘤#早期很难

发现#中晚期患者生存率较低)我国食管癌病死率居恶性肿瘤

死亡第
5

位#年平均病死率为
#5',%

"

#$

万#位于胃癌*肝癌和

肺癌之后#且发病有年轻化趋势#严重威胁着人们的身体健

康+

5

,

)其发病有明显的地区性#作者所在的川北地区更是全国

食管癌高发区)因此#加强对本病的研究#提高临床疗效#最大

限度地改善患者的生存质量是当前研究的迫切需要)

苦参碱是从豆科植物苦参根茎中提取的一种生物碱类活

性成分)众多研究表明#苦参碱具有体内及体外抗肿瘤作用#

可以抑制细胞增殖#且对癌细胞具有直接杀伤作用)苦参碱可

以抑制胃腺癌细胞系
0[W5,

增殖并诱导凋亡#其促凋亡作用

与
Q@C4&

相关+

,

,

)同时在对白血病细胞系研究中发现#苦参碱

可以抑制
[,(&

细胞的增殖并诱导其分化+

(

,

)司维柯等+

*

,研

究表明#苦参碱在体外可诱导肝癌细胞系
O00"4**&#

向正常

肝细胞分化#一定量的苦参碱对肝癌细胞株
\:

B

T&

的增殖有

抑制作用)其直接抗肿瘤作用主要是作用于肿瘤细胞的生长

周期#诱导肿瘤细胞凋亡和肿瘤细胞分化#抗肿瘤转移)此外#

在动物实验中将苦参碱与
,4

氟尿嘧啶$

,4]D

&联用#两者可以产

生协同作用+

+

,

)而这些都提示其在抗肿瘤细胞增殖方面有良

好的效果)

本研究在体外以不同浓度苦参碱作用食管癌细胞株

!"#$%

#光镜下观察苦参碱对
!"#$%

细胞形态的影响#用
011

法检测培养
&5>

的活细胞数量#探讨苦参碱对
!"#$%

细胞增

殖的影响#结果发现!苦参碱作用
!"#$%

细胞后#细胞数量明

显减少#细胞变为不规则形#胞体增大#胞内可见大小不等的空

泡样结构#细胞核边移等一系列改变)

011

实验证实#在

$'#+*,

!

#',-

.

"

-/

随着苦参碱浓度的增加#各组均出现细

胞增殖抑制#并且抑制率与苦参碱浓度呈明显的剂量依赖性#

二者具有良好的相关性#但具体作用机制有待进一步研究)
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