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摘　要　目的: 探讨黄芪女贞子汤治疗消化道肿瘤作用机理。方法:应用体外细胞培养的方法, 观察黄芪女贞子汤对

各种人体消化道肿瘤细胞的抑制作用, 并分析癌细胞培养上清中的 M atr ix M atallopr ot einase- 7 ( M MP- 7,

matr ilysin)的分泌状况。结果: 黄芪女贞子汤对胃、大肠消化道的 9种癌细胞有明显的抑制作用,而对 3 种正常纤维

细胞有增殖促进作用( P < 0. 05) ;黄芪女贞子汤具有减少 matr ilysin 的分泌作用 ( P < 0. 05)。结论:黄芪女贞子汤

可能通过减少 mat rily sin 的分泌而起到对肿瘤细胞的抑制作用和抗转移作用。
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1　材料与方法

1. 1　细胞的种类和体外培养:本实验中使用的人癌细

胞株在胰腺癌细胞株 SUIT- 2克隆的 S2- 020, S2-

007, S2- 013;胃癌细胞株MKN- 28;大肠癌细胞株

WiDr, CaR- 1, Lovo, SW837;直肠癌细胞株 ECM - 1

分离出的向肝脏的高度转移株 L- 10。正常纤维细胞

株有来自胎儿肺分离出的M RC- 5- 30; 皮肤分离的

SF- TY ;成人正常大肠分离的 ColonNFib 细胞株。S2

- 020, S2- 007, S2- 013, MKN- 28 细胞株被使用

DMEM 培养液 5%的胎牛血清; L - 10 细胞株被培养

在 RPMI1640, Ham's F- 12 1∶1 的混合培养液, 5%

的胎牛血清,其余种类的细胞株被培养在 RPMI 1640,

10%胎牛血清中, 3 种培养液中均添加 100U /ml 青霉

素, 15mM HEPES ( Sigma ) , 4mM L - 谷 氨 酰 胺

( Sigma) ,调整 PH值为 7. 4。将上述 21 种细胞分别接

种于 25CM 2 培养瓶中, 5% CO2, 95%空气, 37℃,饱和

湿度中培养 2 天更换 1次培养液,使用 0. 1%胰蛋白酶

消化,传代培养,待细胞达 80%融合时用于实验。

1. 2　中药的制备:将黄芪女贞子汤生药侵泡于药量的

7 倍的蒸馏水中 30 分,然后水煎 30 分钟 2 次,将 2 次

煎后的上清取出放于 4℃静置 1 晚,再取上清在 3000

rpm15 分钟离心,将离心上清水冰冻于- 80℃,在经过

- 80℃真空干燥制成中药粉末,将粉末溶于不含血清

的培养液中, 0. 22 m的筛网过筛,调制好的药液冻存

于- 20℃,使用前配制成相应的浓度。

1. 3　细胞生存状态的测定:应用M TT
[ 1]
法测定了黄

芪女贞子汤对各种人癌细胞株和正常细胞株的抑制作

用。

1. 3. 1　单纯细胞株生存状态的测定:使用 9 种癌细胞

株和 3种正常纤维细胞株, 调整细胞密度为 3×10
4
/

ml,将这些细胞分别接咱于 96 孔酶标板,每孔分别加

入细胞悬液 100 l,然后每组分别加入空白培养液,含

中药培养液, 中药浓度分别为 100, 200, 300, 400, 500

g/ ml,每孔最终液量 200 l,每组各 10 孔,培养 48 h

后,每孔加入 DMSO( Sigma, 5 mg/ ml PBS) 10 l,继续

孵育 2 h, 2 h 后弃去上清,每孔加入 DMSO( Sigma) 100

l, 振荡 5 分钟后,在酶联免疫检测仪( SPECTRA)上

测定各孔的 OD570 mm值。

1. 3. 2　混合细胞株生存状态的测定:使用大肠癌细胞

株 WiDr和正常纤维细胞株 MRC- 5- 30, colonNFib

细胞株, 分别以 5∶1, 10∶1 比例调整混合的细胞悬

液,细胞密度为 3×10
4
/ ml,后述方法与上相同。

1. 3. 3　计算方法:

细胞生长抑制率 IP- 1=
实验组 OD 值- 调零孔 OD值
对照组 OD 值- 调零孔 OD值

1. 3. 4　细胞培养上清中分泌的 mat rilys in 的测定:应

用 Wester blot 杂交法测定细胞培养上清中分泌的

mat rilys in 的含量。调整大肠癌细胞株 WiDr , CaR- 1

细胞密度分别为 0. 5×105ml, 1×105ml ,接种于 24 孔

培养板中,每孔 1 ml,培养 24 h 后, 使用非血清培养液

RPMI 1640 漂洗细胞两次,然后用含血清培养液调制

各种浓度中药,使其成为 ( 0, 50, 100, 250, 500 g/ ml) ,

各孔中加入 1 ml 含中药培养液, 72 h 后, 收集培养上

清,用 low ry法测定上清中蛋白浓度,取等量蛋白的上

样加 1X SDS 缓冲液裂解,样品于 100℃水浴 5 min,再

进行 SDS- PAGE电泳,电泳毕,把蛋白转移到硝纤膜

上, BSA 封闭,加抗 mat rilysin 抗体( 1∶500) 孵育过夜

于 4℃,洗涤,加二抗( 1∶2000)孵育 1 h 在常温下,加
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ECL 化学发光试剂于暗室自显影(按试剂盒说明书进

行) , 将图象经图象处理分析系统计算, 各组实验全部

重复 3次。

1. 3. 5　统计方法: 各实验结果的判定用 one- way

ANOVA 方法判定, P < 0. 05为有意义水平。

2　实验结果

2. 1　黄芪女贞子汤对各种癌细胞的抑制作用:

黄芪女贞子汤对 9种人癌细胞株均有不同程度的

抑制作用,并表明了明显的浓度依存性,在 500 g/ ml

浓度时,对 WiDr , L- 10, L ovo3 种大肠癌细胞株的抑

制作用最强,抑制率达 40～50% ,而对于 S2- 020, S2

- 013, MKN- 28, SW837 4 种细胞株的抑制作用相对

较弱, 对于 CaR- 1, S2- 007 细胞株的抑制作用最弱

(如图 1 所示)。

图 1　黄芪女贞子汤对 9种人癌细胞和

3 种正常细胞的抑制效果( * P < 0. 05)

2. 2　黄芪女贞子汤对正常纤维细胞株的抑制作用:

黄芪女贞子汤对 3种正常纤维细胞株不但没有明

显的抑制作用, 也不具有浓度依存性,而且在 100 g/

ml浓度时,对 3 种细胞株明显出了一定的增殖促进作

用(如图 1 所示)。

2. 3　黄芪女贞子汤对癌细胞和正常纤维细胞株混合

培养的抑制作用:

黄芪女贞子汤对癌细胞和正常纤维细胞株混合培

养也有一定程度的抑制作用,且表现出了浓度依存性。

黄芪女贞子汤对单独癌细胞培养的抑制作用优于混合

培养的抑制作用,但两者间无显著性差别,结果如表 1

所示。

表 1　单纯培养基与混合培养的细胞增殖率比较( % )

分组
中药浓度( g/ ml )

50 100 250 500

单纯培养 0. 921 0. 888 0. 722 0. 559

混合培养 1. 187 0. 991 0. 855 0. 71

2. 4　黄芪女贞子汤对培养细胞的matrilysin 分泌的

影响:

2. 4. 1　黄芪女贞子汤对培养单纯癌细胞的matrilysin

分泌的影响: 黄芪女贞子汤对 WiDr, CaR- 1 细胞株

mat rilys in 分泌具有明显的抑制作用,并有明显的浓度

依存性。当细胞数为 0. 5×10
5
/ ml时,中药浓度从 100

g/ ml 至 500 g/ml 的抑制作用明显优于对照组 P <

0. 05(如图 2 表示)。

图 2　
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2. 4. 2　黄芪女贞子汤对混合培养癌细胞和正常纤维

细胞株的matrilysin 分泌的影响:黄芪女贞子汤对癌

细胞株WiDr和正常纤维细胞株MRC- 5- 30以 5∶1

的比例培养时,在 250, 500 g/ ml 药物浓度表现出较

强的抑制作用,与对照组相比 P < 0. 05;而当以 10∶1

的比例培养时仅在 500 g/ ml 药物农度表现出较强的

抑制作用,与对照组相比 P < 0. 05(如图 3表示)。

图 3　黄芪女贞子汤对癌细胞株和正常纤维

细胞株的混合培养mat rilysin 分泌的作用

3　讨论

近年来应用小柴湖汤,十全大补汤
[2, 3]
等一系列中

药方剂,观察它们对人和动物癌细胞株的影响的体外

实验已有许多报告。黄芪女贞子汤是以中医传统理论

为基础,根据“清热解毒,活血化瘀,扶正培本”的治疗

原则确立的以黄芪、女贞子、丹参为主药的经验效方,

它通过提高人的正气, 提高肌体免疫力从而增强抗癌

能力。本实验结果显示黄芪女贞子汤不仅对单纯培养

的各种胃、肠癌细胞有明显的抑制作用,而且对应用更

加模拟临床实际的实验方法即混合细胞培养法[ 4] ,也

获得了较强的抑制效果,说明本方确有较强的抗癌作

用,同时本方对正常纤维细胞不仅没有抑制作用,反而

有增殖促进作用,这与中医的“扶助正气”理论,以及减

轻癌患者的临床症状,改善体质是相一致的。这也为的

中医临床治疗提供了理论依据。

Matrix Matalloprot einase - 7 ( MMP - 7,

mat rilys in)是Matrix Matalloproteinase家族中的结构

最简单的蛋酶之一,它在癌细胞和它的培养液中被表

达,在癌的侵润和转移中具有重要的作用
[ 5]
。本实验表

明该方无论对癌细胞的单纯培养,还是对混合培养均

能较强的抑制 mat rilysin 的分泌。黄芪女贞子汤不仅

具有抑制癌细胞的生长,而且可能通过抑制matrilysin

的分泌,从而阻断癌细胞的侵润和转移,但该方的更适

合的配伍组方,与抗癌剂的联合使用的抑癌效果,以及

这些作用的详细机理还有待于今后继续探讨。
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