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扶正消瘤颗拉杭 卵禁癌作用的体外实脸研究

口 贾 形

张广美
“

张 献 黑龙江中医药大学 哈尔滨

哈尔滨医科大学附属第一临床医学院 哈尔滨

摘 要 目的 阐述扶正消瘤颗粒 在体外的抗肿瘤作用
。

方法 制备含药血清
,

作用于体外培

养的肿瘤细胞系 一 ,

分为空白组
、

组
、

顺铂组 和 组
,

采用 法检测

其量效关系和时效关系
,

用
、

透射电镜和流式细胞术 检测细胞凋亡的发生
,

用

检测
、 一 和 的表达

。

结果 显示本方有一定量效关系和时效关系
,

浓度愈大
,

作用时间

愈长
,

效果愈明显 和透射电镜及 均提示 了细胞凋亡的发生
,

而 的结果则显示

了细胞凋亡的发生与 一 儿 比率的下调有关
,

使细胞增殖受到抑制
。

结论 扶正消瘤颗粒在体外有一

定的抗肿瘤作用
,

并有增效之功
。

关键词 扶正消瘤颗粒 卵巢癌 血清药理学 细胞凋亡

扶正消瘤颗粒 由党参
、

黄蔑
、

白术
、

麦冬
、

构

祀
、

生地
、

补骨脂
、

鳖 甲等组成
,

有益气健脾
,

滋 阴

生血功效
,

原意重在治疗卵巢癌术后化疗引起 的

一系列毒副作用
,

经临床观察实验证 明
,

效果显

著
。

以下实验 旨在 从体外实验角度探讨本方是否

有直接 的抗肿瘤作用
,

并 阐述与细胞凋亡间的关

系
,

初步明确其作用机制
,

为扩展本方 的应用范围

提供实验依据
。

一
、

材料与方法

材料

实验动物及细胞 系
。

选用体重为 土

收稿 日期 一 一

修回 日期 侧拓一 一

的 雌性大鼠
,

由哈尔滨医科大学附属二院动物

中心提供
,

普通环境饲养
。

人卵巢癌细胞系
,

由哈尔滨医科大学附属三院妇科提供
,

胎牛

血清
、

℃
、

及饱 和 湿度 下培养
,

每周传代 次
。

实验药物
。

扶正消瘤颗粒由黑龙江中医药大

学附属二院制药厂提供 顺铂 由昆明三戌贵金属药

业有限公司提供
,

滇卫药准字 第 号
。

实验试
。

脚
,

脚
,

, , 一

, , ,

侃
, ,

一 一

, , 一

国家中医药管理局资助项 目 一 中药扶正消瘤颗粒对卵巢癌术后化疗减毒增效作用机理的研究
,

负责人 张广美
。

联系人 张广美
,

主任医师
,

研究方向 妇科肿瘤学
, 一 , 一

夕
。

〔 而 二。 记刀砚汉 。

影佩
, ’七以 痴耐 碗 赵边 司



世界科学技术一中医药现代化 ★基础研究

实验仪器
。

酶标仪 美 国 一

,

电泳及转膜设备 同上
,

流式细胞仪 美 国
,

透射电子显微镜 日本电子公司
。

方法

含药血清的制备
。

将大鼠随机分为 组
,

分

别为空 白组
、

顺铂组
、

扶正消瘤颗粒

组 和顺铂 扶正消瘤颗粒组
,

除空

白组灌 胃 耐 生理盐水外
,

其余各组按临床等效剂

量
,

并依据临床常规服药时间及次数给药
,

即

组 每只大 鼠每 定时腹腔注射 体重
,

每

次 组每只大鼠每 灌 胃 次
,

每次

体重 为上两组之联合
。

连续给药至第

上午
,

末次给药 后
,

摘 眼球取血
,

室温静 置
,

℃

条件下 离心 巧
,

小心吸取上清至

管 中
,

置 ℃水 浴
,

超 净 工 作 台 下
协 滤 膜过滤

,

管分装
, 一 ℃保

存
。

法测定含药血清抗 一 的时效性

及量效关系
。

将值对数生长期的 一 接种 于

孔板 中
,

每孔 个细胞 耐
,

细胞贴壁后
,

小

心 吸 出孔 内液体
,

加入无血清 继续培养
。

设 个浓度梯度
,

即
、

和
,

每个浓度

设 个复孔
,

每孔液体总体积为 巧
,

培养 小

时后终止 以 巧 为药物浓 度
,

设 个 时间段
,

即
、

及
,

准 时 终 止 培 养
。

加 入 协

,

继续培养
,

吸去液体
,

加人
,

振荡至 甲攒完全溶解
,

上机检测
。

探测 波长
,

校正波长
。

以上实验连续 次
,

取数

值均数
,

作图
,

以吸光度值 存 活率 为纵轴
,

时效关系 以小时为横轴
,

量效关系 以药物血清浓

度百分 比为横轴
。

检测含药血清干预后的 一

中
、 一 及 的表达

。

取对 数 生 长 期 的
一 ,

弃原培养液
,

无血清 继续培养
,

加

人含 巧 药物血清的
,

后终止培养
,

提

取总蛋白供 用
。

本次实验蛋白上样 林
,

采用 巧 分离胶
,

甘 氨 酸缓 冲液 电泳
,

转 膜
,

化学发光法检测
。

流式细胞术检测含药血清诱导 一 的

凋亡率
。

细胞干预方法同
,

培养终止后
,

收获细

胞
,

按试剂盒说明书上机检测
。

法检测含药血清干预后 一 的

凋亡发生
。

将对数生长期细胞 一 接种在置于

孔板 中的盖玻片上
,

干预方法同
,

终止培养

后
,

检测步骤按说明书进行
。

复染时用伊红
,

以显示细胞形态
。

透射电镜观察含药血清干预后 一 的

形态学改变
。

细胞干预方法同
,

收获细胞后
,

℃

戊二醛磷酸缓冲液固定 后
,

常规制作上镜样

本观察
。

二
、

结 果

,

结果

由图
、

可见
,

整体趋势可认为是浓度越大
、

尹 油

一一
护 中

犷‘‘ 一‘ 一
。 一 一 。

、 一 离

一
·

一 一
·

⋯
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⋯
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图 各组时效关系的变化

一冲

, , 沪洲沪

霎丫下丫‘币

勺﹄六︸峨勺‘氏

图 各组 效关系的变化
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作用时间越长
,

对 一 的抑制就越强
。

从时效

关系图上看
,

在 巧 浓度的药物血清作用下
,

组

倪 ‘‘入盏 ‘昭刃 , 盗沁衡 呢
一、碑砰州 , , 卜

, 浅‘ 嗯 , , 州户 , 出喇仔冲以用卜 不产甲 思岁
减 ” ‘勃 知 爪斗月

一

处
一 双厂许

图

图

检测各组 的表达

检测各组
男夕而 聆 气净岁己附跪 、介 协 漪阴‘ 朋豁簇 淤比 峥僻资称乒粥之奥丝娇塑沦袭路艇敬盗魁笋哗书凌 瑞汾踞 浴片

一 的表达

一

图 检测各组 的表达

李咬决举劣知弃肚品双币恕黔飞游用汉脱杀舟醉葫瀚那 即命钾笋限蒸钱以姗蹦科锻川翎 澎溺胡 琳多和娜闷辫拳黔路豁旅崔 袋宋璐羚玛费鲜昭嘿娜侧终脚粥熬经明即洲

一

图 检测各组 一 的表达

空白组 顺铂组

扶正消瘤颗粒组 顺铂 扶正消瘤颖拉组

表 各组对 一 诱发细胞凋亡的比较
,

班

士

土 △

土

土

注 △与 比较
,

与 比较

在 后
,

其抑制率可达 组在 后可

达半数抑制率
,

而 组在 后即可达半数

抑制
,

相对缩短了一倍的时间
。

从量效关系图上看
,

组 的细胞数量在 种浓 度 的药物血清作用

后
,

有不同数量 的增长
,

血清浓度较高的生长状

况较好
。

组的细胞数是 组的细胞

数的 倍
,

组 的细胞数是 组 的

细胞数 的 倍
,

而 组 的细胞 数 是

组的细胞数 的 倍
,

是 的

组的细胞数的 倍
。

结果

结果显示
,

下调了 一 中 和 一

的表达
,

上调了 的表达
,

这种趋势在

组尤为明显
。

法检测细胞凋亡的结果

可见 一 细胞为圆形或椭 圆形
,

多

核
,

胞核 比例大 可见少量细胞形态完整
,

胞核黄

染
,

为凋亡细胞 可见大量黄染的细胞
,

失去正

常细胞形态 可见完整细胞
,

胞核黄染
,

亦

可见大量黄染失去正常形态的细胞
。

透射电镜检测细胞凋亡的结果

可见 一 呈形态不甚规则
,

表面有粗

短的伪足
,

核有切迹
,

核仁明显
,

有丰富的线粒体
,

粗

面内质网较少
,

而滑面内质网丰富 可见细胞体

积明显变小
,

形态不规则
,

染色质呈斑块样聚集
,

内

膜结构完整
,

有凋亡趋势 可见细胞体积变小
,

细胞器数量减少
,

游离核糖体分布聚集
,

滑面内质网

扩张
,

粗面内质网脱颗粒
,

表面绒毛完全消失
,

呈坏

死样的形态较为明显 可见明显凋亡小体
,

亦可见较为明显的坏死样细胞
。

检测细胞凋亡的结果

由表 可见
,

组的凋亡率与 相 比
,

有

统计学意义
,

而 组的凋亡率与

相 比
,

亦有统计学意义
。

三
、

讨 论

血清药理学 自上世纪 年代被应用 以来
,

余年的实际操作中
,

颇多争议
,

主要集 中在所选动

〔 而
。 朋 咭州肠 。众以必 介司 勿耐 朋 以 司
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物品种
,

造模与否
,

给药时间
,

给药浓度
,

采血时间
,

保存方法
,

选用 实验浓度等问题上
,

制备合格 的药

物血清是实验能否进行 的基础
,

本实验采用 了学者

们近年来拟定的较为常用方法 ’一 」。 以 为阳性

对照
,

实验显示出阳性结果
,

说明本法确为有效
,

可

以选用
。

实验在讨论 的时效关系与量效关系

时
,

选用 了普通肿瘤细胞培养时所用
、

巧 和

的浓度
,

笔者在运用血清药理学这一方法时
,

觉得大多关于 中药复方血清药理学 的文献提示 的

是将含药血清作用 于体外培养的细胞系后
,

得 出药

效学结果
,

或进一步说明所用血清的药理作用
,

而

血清中的有效成分其理化作用是不 明确的
,

后者多

是在复方 中药分析实验 中进行 的卜 〕
,

使读者把细

胞培养中血清浓度 一细胞培养中所用血清量 占培养

液量的百分 比一当做血药浓度
。

经验证明当培养细

胞血清低于 时
,

细胞生长受到抑制 高于

时
,

高浓度的血清对细胞产生相 当毒性或使细胞原

有的功能变化
,

且影响实验结果
。

结果显示 出浓

度愈高 的血清
,

作用亦明显
,

尤其是本药与 联

合应用时
,

缩短 了半数抑制率 的发生时间
,

使抑制

作用提高
。

细胞死亡形式一直是肿瘤发生及治疗领域的

热 点
,

包 括 细胞 坏 死
、

细胞 凋 亡
,

近年来亦提 出细胞肿胀
、

失巢性细

胞凋亡等概念
,

显示这一领域 向精深发展
。

但其

它的细胞死亡形式仍在探讨中
,

细胞凋亡仍是这一

方面 的经典
。

本实验选用 及透射 电镜定性

研究了细胞凋亡的发生
,

并用 进行量化分析
。

实验中 法与常规方法不 同
,

复染时未用苏木

素
,

而选用的伊红染液
,

后者上色于细胞质
,

可 以显

示 出整个细胞形态
,

与破碎的细胞可形成 明显对

比
。

考虑药物血清作用时间和所含药物浓度 的不

同
,

采用含 的药物血清 的 培养

后
,

在透射 电镜下 组可见到凋亡 的细胞
,

组可见坏死样的细胞
。

体外培养的肿瘤细胞
,

至凋

亡晚期时与坏死 的细胞在形态上几乎没有明显的

差异
,

而诸多文献均提示 可 以引起 一 的

凋亡发生
,

故本实验在 组可见坏死样的细

胞
,

属于凋亡晚期的肿瘤细胞
。

在形态上
,

组出

现 以凋亡为主细胞
,

组出现 以坏死样为主的细

胞
,

而联合组两者并见
。

结果
,

联合组的凋亡数

量要明显增多
。

本实验利用 检测
、

一 和 的表达
,

是检测细胞增殖的影响

指标
,

而 一 比率被认为是调控线粒体凋亡

途径发生的重要环节之一
。

实验显示
,

可以诱

导 的表达
,

而下调 一 的表达
,

使这一 比率降

低
,

从而促进细胞凋亡的发生
,

相应地
,

细胞增殖受

到了抑制
。

本实验结果趋势基本一致
,

显示 了扶正消瘤颗

粒在体外实验 中
,

有一定 的抗肿瘤作用
,

其机制与

降低 一 比率
,

促进细胞凋亡发生有关
。

特别

与顺铂联合作用时
,

效果明显
,

可协同增效
。

应该指

出的是
,

体外实验条件易于控制
,

适合初筛
,

为了全

面评价本方 的抗肿瘤作用
,

应与体内实验相结合
,

使实验证据更有力
,

更明确
,

这也 是本课题下一步

所要进行的研究
。
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