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苦参碱对人鼻咽癌 "#$% 细胞增殖的抑制作用研究

"

!张力!李海英!吴式!吴建波!韩义香!!温州医学院附属第一医院!温州 &%'((("

摘要!目的!观察苦参碱对人鼻咽癌"#$% 细胞增殖的影响" 方法!采用倒置显微镜观察苦参碱对鼻咽癌"#$% 细胞形态的影

响#采用"")*+ 法检测苦参碱对鼻咽癌"#$% 细胞生长的影响" 结果!苦参碱处理后 "#$% 细胞形态发生改变$细胞皱缩$变

小变圆$空泡明显" 苦参碱能抑制鼻咽癌"#$% 细胞的增殖" 在实验浓度范围内$随着剂量的增加$抑制作用更加明显#同一

剂量下$,% -内药物作用时间越长$抑制作用越明显" 结论!苦参碱能够抑制鼻咽癌"#$% 细胞的增殖"

关键词!苦参碱#鼻咽癌细胞#增殖
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荧光图像较为清晰#强弱变化鲜明#能够较准确地反映细胞

内游离钙的变化过程%O&

'

.PQ感染 %O -分别用空白血清或含利巴韦林血清或含

金欣口服液血清干预#病毒组和细胞组相比#金欣组和病毒

组(空白血清组或含利巴韦林血清组相比#胞内钙离子均无

显著性变化' .PQ感染 O+(,% -后病毒组显著性增加#显示

胞内钙离子超载#可激活钙离子依赖性蛋白酶和蛋白激酶(

合成酶(核酸内切酶(自由基生成酶(磷脂酶0

%

等#这些方面

的协同作用促进了细胞凋亡%&&

)但此时金欣口服液和病毒

组(空白血清组相比#胞内钙离子减少#显示药物作用)和利

巴韦林组相比#O+ -胞内钙离子有所减少#,% -无明显变化#

提示金欣口服液对.PQ攻击后 R$GN细胞的保护作用比利

巴韦林好#但不能说明体外抗 .PQ的作用比利巴韦林好'

金欣口服液可能抑制成纤维细胞的钙离子内流#这也许是金

欣口服液抑制.PQ感染细胞凋亡的一个因素#因此可以抑

制感染细胞增殖#同时提示金欣口服液可作为早期抗 .PQ

感染治疗药物' 鉴于成纤维细胞表面有 G和 9型钙通道

!主要是G型钙通道"

%'&

#推测金欣口服液含药血清中可能

有钙离子拮抗剂的成分#因此进一步研究金欣口服液含药血

清的抗.PQ的物质基础很有必要#甚至可以从中发现或开

发抗.PQ的中药有效成分'
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!!苦参碱!I9"是中药苦参的主要有效成分#属于

四环的喹诺里西啶类![<7C:F7L7=7C4"#分子式为 "

S'

R

%O

#

%

#具有抗病原体(抗炎症(抗肿瘤(抗心律失常

等生物活性%S&

' 但最近的研究热点集中在对肿瘤

的防治作用及苦参生物碱类抗肿瘤机制的研究#而

针对这些作用机制的研究可望开发出新型的与苦参

碱抗肿瘤作用同一分子靶点的药物#这将会为治疗

肿瘤开辟一条新的途径'

鼻咽癌是我国南方最常见的头颈部恶性肿瘤之

一#病理类型以低分化鳞状细胞癌多见#临床治疗以

放疗为主#晚期患者辅以化疗' 与传统的化疗药物

相比#天然抗肿瘤药物日益受到人们的关注%% &

' 本

实验通过观察苦参碱对鼻咽癌"#$% 细胞增殖的影

响作用#研究其抗鼻咽癌的可能机制#旨在为其更广

泛的作用于临床提供有力的实验依据'

S!材料

S/S!细胞和试剂!人鼻咽癌细胞株 "#$% 购自湖

南湘雅细胞中心#苦参碱购自西安市天园生物制剂

厂#细胞培养基 .HI\*SYO( 购自 V\W"1公司#胎牛

血清购自杭州四季青公司#"")*+ 购自日本同仁化

学研究所'

S/%!主要仪器设备!倒置相差显微镜#德国G475A)

酶标仪$G]+((#美国'

%!方法

%/S!细胞培养!人鼻咽癌细胞株 "#$% 贴壁培养

在含 S(^胎牛血清的 .HI\*SYO( 培养基中#置 &,

_('^"1

%

饱和湿度培养箱中培养#每周换液 % &̀

次#(/%'^胰酶!内含 (/(% ^$a90"消化传代'

%/%!光镜观察苦参碱对"#$% 细胞形态的影响!Y

孔板上每孔接种 S bS(

' 个 "#$% 细胞#%O - 后#分

成空白对照组和用药组#用药组的剂量分别为 (/'(

S 和 % @EM@F#O+ -用倒置显微镜观察并照相记录用

药组和对照组细胞的形态变化'

%/&!"")+ 法检测苦参碱对"#$% 细胞增殖的影响

!量效关系$XY 孔培养板每孔接种 + bS(

& 个 "#$%

细胞#%O -后分别加入不同浓度苦参碱使其终浓度

分别为 (((/%'((/'(S(S/'(% 和 %/' @EM@F#每组 Y

复孔#继续培养 O+ -#每孔加入 "")*+ 溶液 %(

!

F#

&, _继续孵育 % -#轻轻振荡混匀#酶标仪 O'( C@

波长测 1a值' 并按下列公式计算细胞增殖抑制

率$细胞增殖抑制率!^" c!对照组 1a值*用药组

1a值"M对照组1a值bS((^#绘制抑制率曲线图'

时效关系$在 XY 孔培养板中接种 + bS(

& 个

"#$% 细胞#%O - 后取其中一个 XY 孔板每孔加入

"")*+ %(

!

F#&, _继续孵育 % -#振荡混匀#酶标仪

O'( C@波长测1a值' 另 O 个 XY 孔培养板分别加

入 (/%'((/'(S(S/'(% 和 %/' @EM@F苦参碱#每组 Y

复孔#继续培养 S%(%O(O+(,% - 后#每孔加入 "")*+

溶液 %(

!

G#&, _继续孵育 % -#振荡混匀#酶标仪

O'( C@波长测1a值' 按上述方法测值#计算抑制

率#绘制抑制率曲线'

%/O!统计学处理方法!不同药物浓度组间的比较

采用:C4*JA>0#1Q0分析#各药物浓度组与对照组

的比较采用a<CC466检验#以
"

c(/(' 为检验水准#

采用;D;;S&/( 数据分析系统'

&!结果

&/S!苦参碱作用后 "#$% 细胞形态的变化!苦参

碱作用 O+ -后#(/' @EM@F组的细胞数与对照组相

比有所减少#形态变化不明显#S @EM@F组可见部分

细胞变小变圆#胞内出现空泡#% @EM@F组可见大量

细胞变小变圆#胞内空泡明显#折光性差#并有部分

细胞脱落悬浮于培养液中#见图 S'

图 S!苦参碱作用后"#$% 细胞形态的变化

&/%!苦参碱对 "#$% 细胞的增殖抑制作用!量效

关系$ (/%' @EM@F苦参碱对"#$% 细胞增殖的影响

与空白对照组相比没有显著性差异!Fd(/('"#(/'

@EM@F的苦参碱即能明显抑制 "#$% 细胞增殖#与

对照组相比有显著性差异!Fe(/('"#抑制率为

%+Z'^#S @EM@F苦参碱对 "#$% 的增殖抑制率为

YYZ'^#S/' @EM@F苦参碱对"#$% 的增殖抑制率为

*''*

张力等$苦参碱对人鼻

咽癌"#$% 细胞增殖的抑制作用研究
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+,/Y^#% @EM@F和 %/' @EM@F苦参碱对"#$% 的增

殖抑制率分别为 X,/,^和 X+/&^#两者之间无显著

性差异!Fd(/('"#\"'( 为 (/,S @EM@F' 可见在 (/

' %̀ @EM@F浓度范围内#苦参碱对 "#$% 细胞的抑

制率随浓度的增加明显增加#见图 %'

图 %!苦参碱对"#$% 细胞增殖抑制作用的量效关系

时效关系$ 由图 & 可以看出#在 (/' %̀ @EM@F

同一剂量的苦参碱药物对 "#$% 作用时间越长#细

胞增殖抑制率越高#抑制细胞增殖的效果越明显'

同一时段#药物剂量越大#对细胞增殖抑制作用越明

显'

图 &!苦参碱对"#$% 细胞增殖抑制作用的时效关系

O!讨论

苦参!P:D-:BA?FA84;54C;076"为豆科槐属植物#

是我国历史悠久的传统药物之一#据文字记载#已有

%((( 多年的药用历史' 苦参根具有清热(除湿(祛

风(杀虫(利尿等功效)种子可明目)全草煎汁外用为

杀虫剂#内服可健胃(驱虫及治赤痢等%&&

' 苦参碱

是从苦参根(苦豆子中提取的一类生物碱' 据动物

实验研究及临床报道#其对多种肿瘤有防治作用#如

消化道的肝癌(胃癌#神经系统的神经母细胞瘤(脑

胶质瘤#以及卵巢癌(白血病等#临床还经常与其它

化疗药联合治疗多种恶性肿瘤%O&

'

鼻咽癌是我国南方及东南亚地区高发的恶性头

颈部肿瘤#放射治疗是其主要的治疗方法#但由于放

疗对靶细胞杀伤缺乏选择性及在疗效和毒副作用方

面的剂量依赖性#鼻咽癌的 ' 年生存率维持在 '(^

左右%'&

' 寻找新的治疗药物与方法以提高鼻咽癌

的治疗效果是临床面临的棘手问题' 本实验探讨苦

参碱对鼻咽癌细胞生长的抑制作用#为鼻咽癌的临

床治疗提供更多的实验依据'

细胞形态变化可以反映药物对活细胞的作用强

度%Y&

#本实验研究发现#中等剂量的苦参碱能使

"#$% 细胞形态发生改变#大剂量的苦参碱作用下

"#$% 细胞形态变化更加明显'

本实验通过"")*+ 法观察苦参碱对"#$% 细胞

增殖的影响#发现 (/'@EM@F的苦参碱即能明显抑

制"#$% 细胞的增殖#并且抑制率随剂量的增加而

增加)而且同一剂量#作用时间越长#抑制增殖效果

越明显#提示苦参碱对 "#$% 细胞增殖的抑制作用

存在明显的时间*剂量依赖关系'

体外实验表明苦参碱对多种肿瘤细胞有抑制或

杀伤作用#对R4DV%()'Y%(RG%Y( 有明显的抑制作

用#并能诱导分化和凋亡%,&

' 吴建波等%+&发现 S/(

%̀/( @EM@F的苦参碱作用于.HI\+%%Y 细胞 O+ -#

V(MVS 期.HI\+%%Y 细胞比例增加#P 期细胞比例

明显下降#% @EM@F的苦参碱作用于 .HI\+%%Y 细

胞#凋亡率达到!%'/+( fO/S'"^' 我们推测$苦参

碱对"#$% 细胞的抑制作用是通过阻滞其 VS 期向

P期的进程#造成 VS 期细胞堆积#从而影响细胞周

期的进程#并导致细胞分化和凋亡' 我们将在进一

步实验中对其机制进行研究'
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