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低温联含紫外照射增强苦参碱i秀导
Col0320细胞凋亡作用的研奔※

●王 勇 章敏+

关键词低温联合紫外照射Col0320细胞苦参碱细胞凋亡

低温作为一种环境因素，能直接或间接地肘细胞

的生命活动造成影响。冷冻医疗对于某些鼹性和恶

性肿瘤的治疗，无疑是一种新技术，在一定情况下可

取代传统的外科手术、放疗以及其他物理疗法。但由

于超低温冷冻损伤肿瘤组织及细胞过程中温度变化

范围甚宽，仍会有少数肿瘤细胞存活，引起肿瘤残留

和再生，降低了冷冻肿瘤治愈率。近年发现这种现象

可通过冷冻手术后行辐射治疗加以补救，且冷冻使辐

射治疗肿瘤的照射时间缩短，使用剂量显著降低”1。

中医学认为苦参有清热燥湿功效，现代医学也认为苦

参含有多种生物碱，除抗炎，抗过敏，升高自细胞等作

用外，具有明显的抑制肿瘤，凋节肿瘤细胞周期及诱

导肿瘤细胞凋亡等作用2。为从细胞学角度探讨低

温、辐射、巾药共同治疗肿瘤的可能机制，临床运用冷

冻联合辐射疗法，配合中药苦参碱灌肠治疗大肠癌的

机理提供实验依据，我们进行了低温及紫外照射联合

苦参碱诱导人大肠癌细胞凋亡作用的初步研究。

1 材料与方法

1．1材料

细胞系：人大肠癌细胞(Col0320)由中国典型培

育物保藏中心提供。
1 2主要试剂

RPMI一1640购自美国Gibco公司；小牛血清购

自杭州四季青公司；胰蛋白酶及Hoechst33258荧光染
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料购自美国SIGMA公司；苦参碱由北京双鹭药业股

份有限公一J提供(批号：20051201)。

1 3主要仪器

二氧化碳培养箱：美国LRBM ODEL 2300型；超

净上作台：苏州净化没备厂CJ一1680型；倒置显微

镜；H本OLYMPUS公司．CK2一TRC一3型；荧光电子

显微镜：日j水OLYMPUS公司，U—ND25型。

1．4方法

细胞培养：将Col0320细胞接种至含10％小牛血

清的RPMI一1640培养基中，置于37。C，5％CO：培养

箱中常规培养，

低温处理：取对数期细胞0 8×105个／ml接入T

一25培养瓶中，7ml／瓶，370c环境培养36h后吸去培

养液，补加8ml新鲜的预冷培养液，并置于一4℃，

0屯，4℃处理24h，将处理后的细胞恢复于37℃培养

12h后取样分析。

紫外照射：取对数期的细胞2×105个／ml接入培

养吼中，5ml／皿，37屯，5％CO：培养24h后吸去培养

液，用PBS(PH7 2)洗两次，加入3mlPBS液，于15W

紫外灯下50，100，150cm处照射10rain，弃PBS液，加

培养液，置37％，5％CO：培养箱培养并取样分析。

低温处理与紫外照射：取对数期的细胞2×105

个／mr接人培养皿中，5ml／ ，37R2，5％C02培养24h

后吸山培养液，补加5ml预冷培养液，置4℃处理

24h，吸出培养液，用PBS(PH7．2)洗两次，加3mlPBS

液，去培养皿盖，于15W紫外灯下50cm处照射

10rain，继续培养后取样分析。

苦参碱诱导细胞凋亡：将处于对数生长期的细胞

吹于J成单细胞悬液，台盼蓝染色，显示细胞活力>

95％，调整细胞密度为1 X 10’个／ml，接种于96孔培
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养板，每孔100p．1。实验组加入100¨1不同浓度的苦

参碱液，其浓度分别为0 05、0 1、0．2、0．4、0 8m—g／ml；

对照组加入单纯1009l RPMI～1640培养基；空白组

为无细胞的2001xl 1640培养基。每组作10个复孔，

以上各孔体积均为200ul。将培养扳移入CO，培养

箱巾，孵育48小时并取样分析。

低温联合紫外照射及苦参碱共同作用：根据预实

验各项结果，确定将0．2mg／ml(j#数抑制浓度)苦参

碱，在4℃及15W紫外灯下50cm处照射10min环境

下共同作用，观察凋亡情况。取对数期的细胞2×105

个／ml接人培养皿中，5ml／／]I]．，37。c，5％C02培养24h

后吸出培养液，补加5ml预冷培养液(含有0．2mg／ml

浓度苦参碱)，置4℃处理24h，吸出培养液，用PBS

(PH7．2)洗两次，加3mlPBS液，去培养皿盖，于15w

紫外灯下50era处照射10min，继续培养后取样分析。
Hoechst 33258荧光染色检测：收集以上各项实验

中待测细胞，1000rpm离心5min，去上清，剩100ul蘑

悬细胞，加固定液lml／管，固定5min，离心，弃上清，

悬浮细胞，重复离心，弃上清，悬浮细胞，取细胞悬液

约0．1ml滴于洁净的盖玻片上，空气干燥，染色，封

片，镜检。每样品随机计数5个视野，汁算细胞捌亡

白分率AP=凋亡细胞数／总细胞数×100％，取其、r

均值。

2结果

低温处理：Col0320细胞经一4。C，0℃，40C处理

24h，并恢复于37℃培养12h后，倒置显微镜下观察发

现，细胞生长明显受到抑制，增殖速度减慢，细胞间隙

变大，相互问呈疏松依附，并逐渐出现细胞离壁上浮

情况。荧光显微镜下，相对于胞核完整，核质均匀弥

散的正常细胞，凋亡细胞经荧光染色厉表现为细胞核

固缩、碎裂等。经一4℃，0℃，4℃不同温度处理后，其

凋亡率分别为30．98％，31．72％，33．06％。实验中由

于一4屯，0。C处理导致细胞发生的坏死性死亡较高，

所以相对于4“C环境起凋亡率反而有所降低。

紫外照射：经紫外线照射并培养后，倒置显微镜

下观察，发现细胞牛长明显受到抑制，细胞间隙变大，

相互间的依附变得疏松，细胞形态开始改变，由正常

扁平上皮状逐渐呈圆形，并开始脱肇上浮。经荧光染

色可见典型的凋亡细胞。经紫外灯下50，100，150cm

处照射并培育后，其凋亡率分别为35 56％，22 69％，

15．08％。说明细胞7问亡与紫外照射强度呈剂量依赖

性，在一定距离内，照射距离越近，凋亡指数越高。提
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示Col0320细胞凋亡反应受紫外照射的影响。

低温处理与紫外照射：呈典型的凋亡细胞状态，其

凋亡率为42 31％。提示Col0320细胞凋亡反应在受到

低温处理与紫外照射影响下，其凋亡情况有所增加。

低温联合紫外照射及苦参碱共同作用：呈典型的

凋11j细胞状态，其凋亡率达48．17％。说明Col0320

细胞捌亡反应在低温、紫外照射及苦参碱的共同影响

下，其诱导凋亡作用明显提高。

3讨论

大肠癌是一种常见消化道肿瘤，近年来发病率有

明显的上升趋势。在于术根治前后，寻找有效的大肠

癌配合治疗方法是当前急需解决的问题。采用抗肿

瘤中药治疗恶性肿瘤是具有中医特色的肿瘤治疗方

式。传统中药苫参是豆科植物苦参的T燥根，味苦性

寒，人心、肝、胃、大肠、膀胱经，具有清热燥湿，杀虫，

利尿的功能。其制剂苦参碱具有抗心率失常，抗炎，

抗过敏，升高白细胞等作用，尤其是体内外研究发现，

具有明显的抑制肿瘤，调节肿瘤细胞周期及绣导肿瘤

细胞凋亡等作用。苦参碱的抗肿痛活性研究，在近期

主要针对肝癌和白血病细胞进行的较为广泛而深人，

而对于大肠癌足否具有同样的疗效研究还有待探讨。

另·方面，冷冻医疗对于若干良性和恶性肿瘤的治

疗，也尢疑是一种治疗新技术，住某种情况下可以取

代传统的外科于术，放疗以及其它物理疗法”J。通常

冷冻医疗采用液氮超低温直接接触肿瘤，使之冻后迅

速死亡而达到治疗目的。但由于超低温冷冻损伤肿

瘤组织及细胞温度变化范围较宽，故有少数肿瘤细胞

存活而导致肿瘤残留和再牛，降低治愈率。紫外线是

‘种非离子射线，具有多种生物学效应，如敏癌、杀

菌、致炎等作用。目前发现紫外线可蘼导多种细胞发

牛凋亡，其诱导细胞凋亡的机制较复杂，尚有争议。

有学者认为紫外线诱导细胞凋亡口J能是在基因水平

上诱导一些与细胞凋亡的相关基因发生改变有关。

此外，还有证据表明，／fi同种类的细胞对紫外线诱导

细胞凋I’．的反应也存在着差别⋯。

近年发现冷冻清除肿瘤残余细胞可通过冷冻术

后行辐射治疗加以补救，且缩短肿瘤的照射时间，可

使剂量显著降低”。这为冷冻协同放疗治疗肿瘤奠

定了基础。目前研究低温增强肿瘤细胞辐射敏感性

的文献有所报道，但大多是通过检测低温处理及辐射

前后细胞存活分数的变化来探讨细胞辐射敏感性
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为临床运用冷冻联合辐射疗法，配合中药苦参碱灌肠

治疗大肠癌的机理提供了实验依据。
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