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白毛藤诱导人肺癌 Ａ５４９细胞凋亡
及其作用机制的研究※

● 杨旭东１　张　杰１　王　崴２

　　摘　要　目的：研究白毛藤诱导肺癌细胞凋亡的作用及其机制。方法：荧光显微镜观察不同浓度白
毛藤诱导Ａ５４９细胞凋亡的作用，ＲＴ－ＰＣＲ检测Ｂｃｌ－ｘｌ、ｐ５３基因表达量的变化。结果：白毛藤具有诱
导Ａ５４９细胞凋亡的作用，并且上调ｐ５３基因、降低 Ｂｃｌ－ｘｌ基因的表达。结论：白毛藤促进 Ａ５４９细胞
凋亡，其机制可能与激活ｐ５３基因、抑制Ｂｃｌ－ｘｌ基因表达有关。
　　关键词　基因表达　细胞凋亡　白毛藤　肺肿瘤

　　肺癌是目前发病率和死亡率最高的恶性肿瘤之
一，对放疗、化疗敏感性均较差。因此，从传统中药中

寻找高效、低毒的抗肿瘤药物已成为抗肿瘤药物研究

及新药开发的重要组成部分。白毛藤（Ｓｏｌａｍｕｍｌｙｒａ
ｔｕｍＴｈｕｎｂ），系茄科植物白英的全草，具有清热利湿、
消肿解毒之功效［１］。有研究表明，其水提物有较强的

肿瘤细胞增殖抑制活性［２］，但对其抗癌作用机理阐述

并不明确。本研究拟观察白毛藤对肺癌细胞Ａ５４９细
胞是否具有诱导凋亡作用，并初步探讨其作用机制，

为白毛藤应用于肺癌的临床治疗提供新的实验依据。

１　材料与方法
１．１　材料　白毛藤全草，牡丹江保健大药房；肺癌细
胞Ａ５４９细胞株（武汉中美科技有限公司）；ＭＴＴ试剂
（泰伦生物科技有限公司），批号：０４１０２５；Ｔｒｉｚｏｌ（Ｓｉｇ
ｍａ公司），批号：１５５９６－０１８；引物核苷酸片段（上海
生工生物技术有限公司）。荧光显微镜（日本），ＯＬＹ
ＰＵＳ。
１．２　实验分组　实验组：ＲＰＭＩ－１６４０培养液倍比稀
释的４、６、８、１６ｍｇ／ｍｌ的白毛藤水提液。对照组：含

Ａ５４９细胞的ＲＰＭＩ－１６４０培养液。
１．３　细胞凋亡检测　取指数生长期的癌细胞，加入
适量０２５％胰蛋白酶液消化细胞，使贴壁细胞脱落。
用含１０％胎牛血清的培养基制备成浓度为３×１０５／ｍｌ
的细胞悬液，于６孔板中每孔接种１ｍｌ。将普通洁净
盖玻片置于 ３７℃、５％ＣＯ２培养箱。２４ｈ后加入不同
质量浓度的白毛藤；对照组加相同体积的培养液。

４８ｈ后细胞用胰酶消化，冷ＰＢＳ（ｐＨ７２）洗３遍，固定
液甲醇－冰醋酸（３∶１），４℃固定１０ｍｉｎ，弃固定液，蒸
馏水洗３遍，室温干燥，用５ｍｇ／ＬＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，
３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中孵育１５ｍｉｎ，将孔中的盖玻片
取出，盖在已滴好甘油的载玻片上，置于荧光倒置显

微镜上观察细胞形态并拍照。

１．４　ＲＴ－ＰＣＲ测定 Ｂｃｌ－ｘｌ、ｐ５３表达　取肿瘤细胞
总ＲＮＡ，用ＲＴ－ＰＣＲ方法检测肿瘤细胞Ｂｃｌ－ｘｌ、ｐ５３
基因表达。设计引物如下：ｂｃｌ－ｘｌ引物，上游：５′－
ＣＣＣＡＧＡＡＡＧＧＡＴＡＣＡＧＣＴＧＧ － ３′；下 游：５′－
ＧＣＧＡＴＣＣＧＡＣＴＣＡＣＣＡＡＴＡＣ－３′，扩增片段 ４４８ｂｐ。
ｐ５３引物，上游：５′－ＴＴＣＴＣＴＣＣＣＣＡＡＣＡＡＴＧＡＧＧ－
３′；下游：５′－ＴＣＴＧＴＧＡＡＧＣＡＧＣＡＣＣＡＴＴＣ２３′，扩增片
段５３１ｂｐ。β－ａｃｔｉｎ上游引物：５′－ＡＴＧＴＧＧＣＡＣＣＡ
ＣＡＣＣＴＴＣＴＡ－３′，下游：５′－ＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴ
ＧＣＴＧ－３′，扩增片段８３８ｂｐ。反应条件：９４℃预变性
５ｍｉｎ；变性 ３０ｓ（９４℃），退火 ３０ｓ（５８℃），延伸 １ｍｉｎ
（７２℃），共３０个循环，最后７２℃延伸７ｍｉｎ。经凝胶
成像系统分析，分别计算 ｂｃｌ－ｘｌ、ｐ５３与内参扩增带
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６２　　　 ＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅＪｏｕｒｎａｌ

荧光强度 ×面积的比值，得出 ｂｃｌ－ｘｌ、ｐ５３ｍＲＮＡ的
相对表达量。

１．５　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ１１．５统计分析软件处
理。数据以均数（ｘ±ｓ）表示，进行 ｔ检验。以 Ｐ＜０．
０５为差别有统计学意义。

２　结果
２．１　荧光显微镜检测细胞凋亡情况　荧光显微镜观
察不同浓度白毛藤作用４８ｈ后，可见蓝色深染的凋亡
细胞，并可见细胞核碎裂，细胞体积缩小。２ｍｇ／ｍｌ白
毛藤组细胞凋亡率为８９９％；４ｍｇ／ｍｌ白毛藤组细胞
凋亡率为 ９８７％；８ｍｇ／ｍｌ白毛藤组细胞凋亡率为
１２０７％；１６ｍｇ／ｍｌ白毛藤组细胞凋亡率为 １４９７％；
对照组细胞凋亡率为２０６％。实验组与对照组比较
有显著性差异（Ｐ＜００１）。
２２　各组Ｂｃ１－ｘｌ和 ｐ５３基因表达情况　与对照组
相比，不同浓度白毛藤作用４８ｈ后，肿瘤细胞中原癌
基因ｂｃｌ－ｘｌ基因表达逐渐降低，抑癌基因 ｐ５３基因
表达逐渐增加，以１６ｍｇ／ｍｌ组最明显，见图１、２。
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３　讨论
细胞凋亡又称为程序性细胞死亡（Ｐｒｏｇｒａｍｅｄｃｅｌｌ

ｄｅａｔｈ，ＰＣＤ），是在精密调节下的细胞主动死亡过程，
在个体发育生长过程中起重要作用。细胞凋亡的异

常与多种病理生理过程相关，如肿瘤的发生发展、动

脉粥样硬化、自身免疫疾病等。ｂｃｌ基因家族是重要
的凋亡调控基因，包括抑凋亡基因 ｂｃｌ－２、ｂｃｌ－ｘｌ和
促凋亡基因如ｂａｘ、ｂａｋ、ｂｃｌ－ｘｓ等［３］。ｂｃｌ－ｘｌ过表达
与肿瘤发生有密切关系，并能抑制化疗等引起的凋

亡，而下调其表达则能促进凋亡发生［４］。ｐ５３基因为
抑癌基因，存在于正常细胞核中，对细胞损伤分化有

抑制作用，具有促进细胞凋亡的作用［５］。ｐ５３编码多
功能的抑癌蛋白ｐ５３，主要功能是在检测基因组损伤、
启动修复损伤基因组从而维持基因组稳定，在抑制或

阻止细胞转化、诱导基因组损伤的细胞凋亡等方面起

到决定性作用，从而抑制肿瘤的发生、去除衰老细胞

等［６］。

本研究结果显示：①白毛藤具有促进肺癌 Ａ５４９
细胞凋亡作用，且浓度越大，作用越明显。②白毛藤
可明显上调肺癌 Ａ５４９细胞 ｐ５３基因 ｍＲＮＡ表达，降
低ｂｃｌ－ｘｌ基因 ｍＲＮＡ表达。结果提示，白毛藤诱导
肺癌Ａ５４９细胞凋亡的分子机制可能与调控 Ｂｃｌ－ｘｌ
和ｐ５３基因表达有关。
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　　综上所述，钱乙儿科五脏证治
在继承前人经验的基础上，又有所

独创和发展，强调了五脏之间、五

脏与自然之间是一个统一的整体。

并且钱氏这种脏腑病机立论的辨

证思想，对后来儿科学的发展以及

张元素易水学派的理论产生了深

远的影响。
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