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【摘) 要】目的：观察虎仗提取物白藜芦醇对胃癌细胞 STP$%
细胞周期和增殖的影响及凋亡诱导作用. 方法：采用 I// 法

和软琼脂集落形成实验观察白藜芦醇对细胞增殖的影响，

R==U5=#V H JQ 染色及流式细胞仪检测观察白藜芦醇对细胞

周期的影响及诱导凋亡的作用. 结果：I// 实验发现白藜芦

醇作用 STP$% 细胞 $’ G 后，细胞存活率显著下降（6 W ". "!）

并呈剂量依赖性，软琼脂集落形成实验发现 STP$% 细胞在

". , 33E1 X Y 白藜芦醇作用下无细胞集落的形成，R==U5=#V H
JQ 染色及流式细胞仪检测发现白藜芦醇可引起 STP$% 阻滞

于 T! 期，并可诱导 STP$% 发生凋亡（+. (&Z）. 结论：白藜芦

醇可抑制胃癌细胞 STP$% 增殖并可诱导细胞发生凋亡.
【关键词】白藜芦醇；凋亡；胃肿瘤；肿瘤细胞；STP$%
【中图号】[$+*. !) ) ) 【文献标识码】R

HI 引言

从天然生物中寻找低毒，高效的抗肿瘤药物已成

为近年的研究热点［!］. 白藜芦醇是植物在遇到真菌

感染、紫外线照射等恶劣环境下自身分泌的一种天然

抗毒素，广泛存在于百合科、蓼科、豆科等 $! 个科 (!
个属的 %$ 种植物中. 研究发现白藜芦醇不仅具有调

节脂质代谢、抑制血小板聚集、保护心血管等多方面

的作用，而且对乳腺癌、前列腺癌和白血病等一些肿

瘤细胞系的生长具有显著抑制作用［$ \ ,］. 我们采用

软琼脂集落形成实验、I// 实验、R==0U5=#VHJQ 细胞

染色实验、流式细胞仪检测方法对白藜芦醇抑制胃癌

细胞增殖，诱导细胞凋亡及对细胞周期的影响进行研

究如下.

JI 材料和方法

J. JI 材料I 人胃癌细胞株 STP$% 购自中国科学院

上海细胞研究所细胞库；[JIQ !*’" 培养基（T5;<E
公司）；新生牛血清（ 杭州四季青生物工程公司）；

I//（华美公司 K5>34 分装）；AIK]（K5>34 公司）；琼

脂粉（北京百灵克公司 K5>34 分装）；̂MRQ[2 P]$ 细

胞培养箱（48DEL1E_ 公司）；LRPK P415;8C 流式细胞仪

（F#A 公司）. 白藜芦醇由西安市天行健生物制品有

限公司提供，中药虎杖中提取，纯度 ‘ &,Z，用 AIK]
配制成 !"" 33E1 X Y 溶液，分装，\ $"a储存. 细胞采

用含 !"" 3Y X Y 小牛血清的 [JIQ !*’" 培养基，置于

(%a含 ," 3Y X Y P]$ 的细胞培养箱中培养. $. , > X Y
胰蛋白酶和 ". $ > X Y 2A/R 消化、传代.
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!! "# 方法

"! #! "$ %&& 法$ 调整单细胞密度 " ’ "() * +，接种于

,- 孔培养皿内，#. / 后试验组分别加入含有不同浓

度的白藜芦醇（(! " 0 "! ( 1123 * +），对照组细胞加入

同体积的药物溶剂，空白对照孔不加细胞，作本底对

照调零! 实验做 - 个平行复孔! 细胞分别培养 #.，.4
和 )# / 后，吸尽旧培养液，加入含 5 6 * + %&& 的培养

基 "5( !+，继续培养 . /，吸尽培养液 ，加入二甲基亚

砜，振荡至紫色结晶完全溶解，用酶标仪测定每孔的

!5)( 71值（选择波长 5)( 71，参考波长 -#( 71）! 计算

瘤细胞存活率 8（实验组 !5)( 71 值 * 对照组 !5)( 71 值）

’ "((9，绘制药物浓度:存活率曲线!
"! #! #$ ;2<= >6>? >@@>A$ 配制底层 5 6 * + 软琼脂，顶层

B 6 * + 软琼脂的生长体系，接种 ) ’ "("( * + 个细胞于

顶层软琼脂，实验组同时加入白藜芦醇（使其终浓度

为 (! 5 1123 * +），每个样品做 B 个复孔，CD# 培养箱

中培养 # EF 后显微镜下观察集落形成情况并计数!
集落计数方法：在镜下随机计数 "( 个视野中的集落

数（集落确定标准：. 个细胞以上），取其平均数作

比较!
"! #! B$ 检测细胞周期和凋亡$ 调整单细胞密度 (! 5
’ "(, * + 接种于培养皿中，#. / 后加白藜芦醇（(! 5
1123 * +）共同孵育，对照组加入同体积的 G%;D! 药

物作用 #. / 后收集细胞，"5(( ? * 1H7 离心 5 1H7，吸

弃上清，IJ; 洗 " 次，加 无 水 乙 醇（ 终 体 积 分 数 为

)(9），置 K #(L固定保存! 检测时用 IJ; 洗细胞 #
次，IM 暗处染色 #( 1H7 后上流式细胞仪检测! CN33
OPN@= 软件获取单个细胞#( (((个，用 %2QRH= +& 软件

分析细胞周期及凋亡峰! 实验重复 B 次! 调整单细胞

密度 (! 5 ’ "(, * +，接种于培养皿内，培养 #. / 后实验

组加白藜芦醇（(! 5 1123 * +），对照组加相同体积的

G%;D，作用 #. / 后收集细胞，IM S T77NUH7:V 双染

细胞（T77NUH7:V 是一种 C># W 依赖性结合蛋白，能与

翻转到膜外的 I; 高亲和力特异性结合），流式细胞

仪检测凋亡细胞和死亡细胞! 实验重复 B 次!
统计学处理：结果以 " # $ 表示，;I;; "(! ( 统计

软件进行分析，组间差异比较采用方差分析，两两比

较用 GP77N== 法及 % 检验，方差不齐时采用秩和检验!

"# 结果

"$ !# 白藜芦醇抑制胃癌细胞 %&’"( 增殖# XYC#)
细胞在白藜芦醇的作用下存活率显著下降，并呈浓度

依赖性（& 8 -，RH6 "）! 白藜芦醇作用于 XYC#) 细胞

的 MC5(为 (! 5(4 1123 * +! XYC#) 细胞在软琼脂中培

养 # EF 后可形成多个、比较大的细胞集落（对照组细

胞集落数为 "B Z B），选取 (! 5 1123 * + 白藜芦醇作用

细胞 # EF 后，则未见细胞集落的形成（RH6 #）! 实验

结果表明：白藜芦醇可以抑制 XCY#) 细胞非锚着依

赖性生长! 软琼脂集落形成实验和 %&& 实验表明白

藜芦醇可以抑制胃癌细胞 XYC#) 的生长!

[’ \ (! (" ($ ]27=?23，& 8 -!

RH6 "$ ^<<N]= 2< ?N@_N?>=?23 27 =/N @P?_H_>3 ?>=N 2< XYC#)
图 "$ 白藜芦醇对 XYC#) 细胞存活率的影响

T：C27=?23；J：‘N@_N?>=?23!

RH6 #$ ‘N@_N?>=?23 H7/H[H=NQ =/N >7]/2?>6N H7QNaN7QN7= 6?2E=/ 2<
=/N XYC#)（ ’ .(）

图 #$ 白藜芦醇抑制 XYC#) 非锚着依赖性生长

"$ "# 白藜芦醇诱导胃癌细胞 %&’( 凋亡及 &! 期阻

滞# XYC#) 细胞在 (! 5 1123 * + 白藜芦醇作用下 Y(:
Y" 期升高，; 期下降，并出现了凋亡峰（RH6 B）! (! 5
1123 * + 白藜芦醇作用于 XYC#) 细胞 #. / 后，用 T7:
7NUH7:V S IM 进行染色，流式细胞仪进行分析发现，

RH6 B$ ‘N@_N?>=?23 >??N@=NQ XYC#) =2 Y" a/>@N >7Q H7QP]NQ ]N33
>a2a=2@H@ [A RC% >@@>A
图 B$ RC% 检测白藜芦醇阻滞 XYC#) 细胞于 Y" 期并诱导

凋亡
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早期凋亡细胞（!" # $ %" &）’ 和晚期凋亡细胞及死亡

细胞的总和（!(" ) $ *" )）’ 明显多于对照组早期凋

亡细胞（#" * $ %" !）’ 和晚期凋亡细胞及死亡细胞的

总和（(" + $ %" +）’（! , %" %# "# -./01.2 31.45，$ 6
+）" 上 述 两 实 验 结 果 表 明 白 藜 芦 醇 不 仅 可 引 起

789() 细胞周期阻滞于 8# 期而且可以诱导细胞发

生凋亡"

!" 讨论

白藜芦醇显著抑制多种肿瘤的生长并诱导肿瘤

细胞发生凋亡，如鼠肝细胞癌、人肝母细胞瘤、乳腺

癌、前列腺癌、口腔鳞癌、白血病、恶性黑色素瘤及卵

巢癌等［( : ;］" 我们观察到白藜芦醇不仅对胃癌细胞

789() 的生长具有显著的抑制作用而且可以诱导细

胞发生凋亡，为白藜芦醇抗肿瘤作用的研究提供了佐

证" 虽然白藜芦醇对肿瘤的生长具有抑制作用，但是

具体的作用机制并不明确" 我们发现白藜芦醇可引

起胃癌细胞 789() 发生 8# 期阻滞，这可能是白藜

芦醇抑制 789() 增殖的原因" 但白藜芦醇对不同细

胞系细胞周期的影响是不一致的，白藜芦醇可引起乳

腺癌细胞系和表皮癌细胞系发生 8% < 8#! = 期阻

滞［(，+］，但是却引起人结肠癌细胞系、白血病细胞系

和肺上皮癌细胞系发生 =!8( < > 期阻滞［!］，而在人

的淋巴瘤细胞，白藜芦醇在低浓度（+% ? @% AA.2 < B）

时可诱导细胞发生 = 期阻滞，浓度过高反而无此活

性，同时认为这一阻断过程是可逆的［;］" 因此，白藜

芦醇对不同肿瘤细胞系细胞周期的调控方式应该是

不一致的，诱导不同肿瘤细胞系凋亡的机制亦是不一

致的" 其确切的作用机制还有待我们深入的研究"
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$" 临床资料" #**&C%* < (%%(C#% 以中药痹痛汤门诊治疗坐骨

神经痛 +@（男 (!，女 #(）例，年龄 (% ? @( 岁，病程 # A. ? ## L"
全部病例均有腰痛，髋部向下肢放射样疼痛，直腿抬高试验阳

性" 痹痛汤：独活 #( 3，威灵仙 #( 3，桑寄生 +% 3，杜仲 #( 3，牛

膝 #; 3，土元 #% 3，鸡血藤 +% 3，当归 #; 3，白芍 (% 3，细辛 + 3，

甘草 @ 3" 每日 # 剂，水煎服" 偏寒者，加仙茅 #% 3，淫羊藿 #%
3；偏湿者，加薏苡仁 +% 3，防已 #% 3；腰痛加川断 #; 3，狗脊 #;
3；久痛有瘀者桃仁 #% 3，红花 @ 3；#% P 为 # 个疗程" 结果治愈

（腰腿痛完全消失，行动自如）#; 例（!#" @’）显效（ 腰腿痛基

本消失）#( 例（++" +’），有效（ 部分症状与体征减轻）) 例

（#*" !’）无效（症状无减轻）( 例（;" ;’），总有效率 *!" !’ "

%" 讨论" 坐骨神经痛属祖国医学的痹证范畴"《 素问·痹

论》曰：“风寒湿三气杂至，合而为痹”"《巢氏病源》指出：c 劳

则肾虚，虚则受于风冷，冷与真气相争，故腰脚痛c " 说明本病

的发生，多因正气不足，肝肾先虚，风寒湿邪乘虚而入，以致气

血阻滞，筋脉挛急不通而致疼痛" 痹痛汤中杜仲、牛膝、桑寄

生补肝肾、强筋骨，独活、细辛搜筋骨风湿，通络止痛，鸡血藤

温通经脉，当归、白芍和营养血，土元活血通络，威灵仙、防风

祛风除湿止痛" 全方有补肝肾，祛风湿止痹痛之效" 再根据临

症适当加减，故疗效较为满意"
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