
书书书

·研究原著· 文章编号：!"""#$%&"（$""’）"&#"())#"$

白藜芦醇抑制喉癌 !"#$% 细胞体外生长的初步研究

李云川，季文越* （中国医科大学第一医院耳鼻喉科，辽宁 沈阳 !!"""!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
）

收稿日期：$"")#!"#!+；* 修回日期：$"")#!$#"(

基金项目：黑龙江省自然科学基金（,$"")#!’）

通讯作者：李云川（!&-)#），男（汉族），黑龙江省安达市人. 博士，副教

授，副主任医师. /01.（")’!）((’(’!&( * 23451. 1567548158&&&9 :584.

;<3

&’()(*(+,’- (+."/0(1,0(2+ 2+ ’"/."’,0’2)
(+ (+3(4(0(+1 1’2503 26 ),’-+1",) 7,’7($
+2*, !"#$% 7"))/ !" #!$%&
!" #$%&’($)%，*" +,%&#$,
,0=4>?308? <@ A?<>B58<14>C8D<1<DC，E5>:? F<:=5?41，GB584 H0I5;41
J85K0>:5?C，LB08C48D !!"""!，GB584

【84/0’,70】89:：!" #$%&’ $() *)+(,-.#* "/ $() $0,&.$."-,1
2(.-)#) *)&.+.-) 0)#3)0,$0"1 .- .-(.4.$.-5 1,0’-5),1 +,0+.-"6
*, 7)86$ +)11#9 :;<!=>?：!() #.-51) +)11 5)1 )1)+$0"8("6
0)#.#（:2;<）=,# %#)& $" &)$)+$ $() >?@ &,*,5) "/ 7)86
$ +)11# 4’ 0)#3)0,$0"19 @;?AB<?：A)#3)0,$0"1 ,$ $() 1)3)1 "/

（’ M !"）*B C B +,%#)& >?@ &,*,5) "/ 7)86$ +)11# .- ,
&"#)6)//)+$ *,--)09 D- $() )E8)0.*)-$ 50"%8，$() 0,$) "/
>?@ $,.1（F）=,# ($9 $ ,-& &)9 &，$() $,.1 >?@ +"-$)-$

（F）=,# !$9 $’（&9 !"）,-& $+9 )"（!+9 ’+），$() $,.1 1)-5$(
（!*）=,# !"9 ’"（&9 )(）,-& !(9 )’（(9 $"），,-& $() $,.1
*"3)*)-$ =,# !9 ("（!9 -"）,-& +9 ("（+9 %+），#.5-./.+,-$1’
(.5()0 $(,- $("#) .- +"-$0"1 50"%8（! G "9 "!）9 C=DCBA$
?9=D：A)#3)0,$0"1，, $0,&.$."-,1 2(.-)#) *)&.+.-,1 ()04，

+,- +,%#) >?@ &,*,5) "/ 7)86$ +)11#9
【E"-52’F/】0)#3)0,$0"1；1,0’-5),1 +,0+.-"*,；>?@ &,*6

,5)

【摘* 要】目的：研究中药白藜芦醇对喉癌 F0=#$ 细胞的作用

机制. 方法：应用单细胞凝胶电泳法（LGN2），检测白藜芦醇

引起 F0=#$ 细胞的 ,OP 损伤. 结果：’ 和 !" 3Q R Q 白藜芦醇

能引起 F0=#$ 细胞 ,OP 损伤并具有剂量反应关系. 实验组细

胞拖尾率（S）为 ($. $，&). &，尾 ,OP 含 量（S）为 !$. $’
（&. !"），$+. )"（!+. ’+），尾长（!3）为 !". ’"（&. )(），!(. )’
（(. $"），尾动量（!3）为 !. ("（!. -"），+. ("（+. %+），显著高于

对照组（- T ". "!）. 结论：中药白藜芦醇具有致 F0=#$ 细胞

,OP 损伤的作用.
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【中图号】U%+#+’!* * * 【文献标识码】P

GH 引言

近年来抗癌中药由于既有抗癌作用，又有扶正，

增效减毒及抗转移等特殊作用而得到人们的重视.

喉癌是头颈部常见肿瘤，近年来发病率有上升趋势，

目前治疗以手术为主，化疗有较大的毒副作用. 白藜

芦醇（U0:K0>4?><1）在肿瘤发生发展各阶段具有较强

的抑制作用，于良等［!］报道其对肝癌细胞的影响，对

喉癌的作用尚无报道. 我们应用单细胞凝胶电泳技

术（:58D10 ;011 D01 010;?><=B<>0:5:，LGN2）研究白藜芦

醇对喉癌 F0=#$ 细胞的作用机制，为喉癌的综合治疗

提供实验依据.

IH 材料和方法

I. IH 材料H 白藜芦醇（自行从新鲜葡萄中获得高纯

度白藜芦醇）；人喉鳞癌细胞株 F0=#$（哈尔滨医科大

学微生物教研室）；"#H2H 培养基（N5V;< 公司）；低

融点琼脂糖、正常融点琼脂糖（P3>0:;< 公司），溴化

乙锭（L5D34 公司）；WXPL 彗星图像分析系统.
I. %H 方法H 喉癌 F0=#$ 细胞以 "#H2H 为基本培养

基，添加 !"" 3Q R Q 小牛血清，! D R Q 青链霉素，’" D R Q
庆大霉素，!" D R Q 谷胺酰胺制成完全培养基，按常规

传代培养. 当细胞处于对数生长期时，分别加入浓度

为 ’ 和 !" 3Q R Q 的白藜芦醇作为实验组，同时设空白

对照组，作用 )( B 后用 $. ’ D R Q 胰蛋白酶和 ". $ D R Q
2,/P 消化并收集细胞. 将细胞悬液的浓度调整为

（! Y ’）Z !"& R Q. 载玻片上滴加 [\L 液配制的 - D R Q
正常熔点琼脂糖 !"" !Q，盖上盖玻片，)] 下固化 ’
358，去除盖玻片制成第 ! 层胶. 将对照组和浓度为

’，!" 3Q R Q 白藜芦醇作用 )( B 的 F0=#$ 细胞悬液 !"
!Q 与 +%]的 - D R Q 低熔点琼脂糖 &" !Q 充分混匀，

滴加在第 ! 层胶上，盖上盖玻片，)] 下固化 !" 358，

去除盖玻片铺成第 $ 层胶. 将 - D R Q 低熔点琼脂糖滴

加在第 $ 层胶上，加盖玻片 )] 下固化 !" 358，即铺

成第 + 层胶. 取下盖玻片，将凝胶载玻片浸于新鲜配

制的裂解液中，裂解持续时间 ! B. 从裂解液中取出

载玻片，用蒸馏水洗去过多的盐，移入电泳槽中，将新

配制的电泳缓冲液倒入电泳槽，静止 )" 358. 选择电

压 $’ ^，电流 +"" 3P，低温、避光，电泳 )" 358. 取出

载玻片，用 ". ) 33<1 R Q />5:（=F _%. ’）漂洗 + 次，每

次 ’ 358，晾干并滴加 !’ 3D R Q 溴化乙锭 ’" !Q 染色，

)]避光条件下保存. 将载玻片编为盲片，置于荧光

显微镜下（放大倍数为 !" Z !"），每张玻片观察 !" 个

视野，计算出拖尾细胞比率. 然后选择接近于视野中
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心、染色清晰、拖尾形态在目标样品中占优势的 !" 个

拖尾细 胞，通 过 #$%& 系 统 测 量 尾 ’(% 含 量（ )*+,
’(%-）、尾长（ )*+, ,./0)1）及尾动量（ )*+, 232./)）4
尾动量为尾 ’(% 含量与尾长的乘积4
5 5 统计学处理：用 &6&& 统计学软件，以 !! 检验判

断各组间拖尾率差异有无显著性；以 #789:*,;<*,,+9
检验比较各组间尾 ’(% 含量、尾长及尾动量的差异，

以 ! = "4 "> 为有统计学差异，在各组间比较基础上，

用 ?*//;<1+)/.@ " 检验进行各组间两两比较，此时

检验水准 ! 调整为 "4 "!>4

!" 结果

!# $" %&’(! 细胞拖尾情况" 拖尾率随浓度的增大而

增加；各组间细胞拖尾率差别有显著性（! = "4 "A），

其中 > 2B C B 实验组与对照组细胞拖尾率（D4 E- #$
F!4 !-）差 别 显 著（ ! = "4 "A），A" 2B C B 实 验 组

（GH4 G-）与对 照 组 细 胞 拖 尾 率 差 别 更 显 著（ ! =
"4 "A，I+0 A）4

%：J1.7. *7. /3 K.,, )*+,9 +/ K3/)73, 0738L；M：J1. 0738L 3N > 2B C B，K.,, )*+,9 K*/ O. 3O9.7P.Q；R：J1. 0738L 3N A" 2B C B，K.,, )*+,9 *7. 3OP+3894
I+0 A5 R3/Q+)+3/ 3N S.L;! K.,, )*+,95 5 5 图 A5 S.L;! 细胞拖尾情况

!# !" )*+, 彗星图像分析" 该系统自动计算出反映

单个 S.L;! 细胞 ’(% 损伤程度的指标，各指标数值

随着药物浓度的增大而增加；各组间尾 ’(% 含量、尾

长及尾动量秩和检验差异有显著性（! = "4 "!>）；两

组实验组与对照组间各指标比较差异也具有显著性

（! = "4 "!>，J*O A）4

表 A5 白藜芦醇作用 HF 1 的 S.L;! 细胞尾 ’(% 变化

J*O A5 R1*/0.9 3N ’(% 3N S.L;! )*+,9，HF1 *N).7 *LL,+.Q 7.9;
P.7*)73, ［% T !"，2.Q+*/（U;7*/0.）］

J.9P.7*)73,
J*+, ’(%
（- ）

J*+, ,./0)1
（"2）

J*+, 232./)
（"2）

R3/)73, H4 F>（H4 ">） "4 G"（"4 >>） "4 E>（"4 VD）

> 2B C B A!4 !>（G4 A"）* A"4 >"（G4 HF）* A4 F"（A4 D"）*

A" 2B C B !E4 H"（AE4 >E）* AF4 H>（F4 !"）* E4 F"（E4 VE）*

*! = "4 "> #$ K3/)73,4

-" 讨论

白藜芦醇有抗菌、抗癌、抗诱变和抗氧化作用，其

抑癌机制可能是通过抗氧化和抗突变作用而发挥起

始作用，通过抑制环加氧酶和脂氧合酶以及传递抗炎

作用来抑制癌的促进作用，通过引起粒细胞和巨噬细

胞减少来抑制癌的发展阶段［!］4 另外，白藜芦醇极可

能是蛋白质底物的一种竞争性抑制剂，不论其顺式还

是反式白藜芦醇，都具有明显的抑制酪氨酸蛋白激酶

（6J#）活性的作用［E］，同时它对蛋白激酶 R（6#R）也

具有抑制作用［H］，其机制有待于进一步阐明4 我们利

用新鲜葡萄提取物白藜芦醇为研究对象，以单细胞凝

胶电泳技术来定量检测白藜芦醇对喉癌 S.L;! 细胞

的 ’(% 损伤4 通过实验表明，白藜芦醇对喉癌 S.L;!
细胞具有 ’(% 损伤作用，并且随着浓度的增大而增

强4 细胞拖尾表示药物对细胞 ’(% 具有损伤和破坏

作用4 各组间及实验组与对照组间细胞拖尾率差别

有显著性（! = "4 "A），即说明了白藜芦醇对 S.L;! 细

胞的杀伤作用4 尾 ’(% 含量、尾长及尾动量反映了

细胞 ’(% 损伤程度4 #$%& 彗星图像分析系统测得

各组间三个指标差异具有显著性（! = "4 "A!>），且实

验组与对照组差异显著（! = "4 "A!>），以量化形式具

体说明了白藜芦醇对喉癌 S.L;! 细胞的 ’(% 损伤作

用大小4 因此，白藜芦醇具有致喉癌 S.L;! 细胞 ’(%
损伤的作用，这为该药应用于喉癌的化学治疗提供了

实验依据4
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