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中药固真方对 UM R106 细胞周期蛋白表达及细胞周期的影响3
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摘要　应用流式细胞技术和W estern b lo t 技术, 观察了中药固真方对大鼠成骨肉瘤细胞UM R 106

细胞的细胞周期及细胞周期蛋白 cyclin E 和 cyclin A 表达的影响Λ结果显示: 固真方处理UM R 106

细胞后 24 h, S 期细胞百分比达高峰, 占 4916% , 而对照组 30 h 时, S 期细胞才增高, 达 4312% Λcy2
clin E 的表达在固真方处理 8 h 时增高, 而对照组在 16 h 时, cyclin E 表达才达高峰Λcyclin A 的表

达在给药组处理 24 h 时最高, 而对照组在 30 h 时, cyclin A 表达才增高Λ揭示固真方可缩短细胞周

期的时程, 加速细胞周期的运行, 从而促进细胞增殖Λ
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The Effect of VRF on Cycl in and Cell Cycle in UM R 106 O steosarcoma Cells

L IU X iao2jun, YU W en2hua,L IU D e2fu,L I P ing2feng
(D ep artm en t of B iochem istry and M olecu lar B iology , B eij ing M ed ica l U niversity , B eij ing 100083, Ch ina)

Abstract　Ch inese recipe V ita lity R einfo rcing Fo rm u la (V R F ) is effect ive in im p roving k idney
funct ion and delaying sen ility in clin ic p ract ice. R ecen t stud ies ind ica te tha t V R F increased the
DNA syn thesis and oncogene exp ression. N ow , the effects of V R F on cyclin exp ression and cell
cycle w ere invest iga ted in serum 2free cu ltu red o steob last2like UM R 106 cells. T he resu lts show ed
tha t the cells en tered S2phase in advance and the rela t ive percen tage of S2phase cells w as in2
creased in V R F trea ted cells; cyclin E exp ression w as increased after the cells w ere trea ted w ith
V R F fo r 8 hou rs; the peak of cyclin A exp ression w as reached 6 hou rs ahead of t im e after t rea t2
m en t w ith V R F. T hese resu lts suggest tha t Ch inese recipe V R F can affect the cell cycle and st im 2
u la te the p ro lifera t ion of o steob last2like cells.
Key words　Ch inese recipe, Cyclin, Cell cycle

　　中药固真方是由肉苁蓉、首乌、生地等六味中药

组成, 具有补肾益精、延缓衰老的作用[ 1 ] , 能促进成

骨样细胞的DNA 合成[ 2 ] , 促进 c2H a2ras、c2m yc 等

细胞增殖正性调控基因的表达, 抑制细胞增殖负性

调控基因——p 53 的表达[ 3 ] , 表明固真方有助于细

胞的生长增殖, 可以延缓衰老Λ本实验以大鼠成骨肉

瘤细胞株UM R 106 为研究对象, 观察中药固真方对

该细胞的细胞周期蛋白 (cyclin)及细胞周期的影响Λ

1　材料和方法

111　材料

大鼠成骨肉瘤细胞株UM R 106 引自美国哈佛

医学院麻省总医院内分泌研究室ΛM EM 为 G IBCO

公司产品, 抗 cyclin E 单克隆抗体、抗 cyclin A 单克

隆抗体、碱性磷酸酶标记的羊抗鼠 Ig 为 Sigm a 公司

产品, 其它试剂均为分析纯Λ中药固真方提取液由上

海中医药大学药学系提供Λ
112　方法

11211　细胞培养

UM R 106 细胞以含 5% 胎牛血清的M EM 培

养, 按 5×104öcm 2 密度接种于 100 m l 细胞培养瓶

中Λ培养 12 h 后, 换无血清M EM 培养液Λ无血清培



养 24 h 后, 将固真方原液以无血清M EM 培养液进

行 10 万、100 万、1000 万倍的稀释, 得到 10- 5、10- 6、

10- 73 种不同浓度的固真方溶液, 分别处理细胞; 对

照组无血清培养Λ
11212　W estern b lo t 检测 cyclin E 和 cyclin A 的

表达

固真方处理 8 h、16 h、24 h、30 h, 收获并裂解细

胞Λ 裂解液用考马斯亮蓝法测定总蛋白含量Λ 取含

总蛋白 100 Λg 的细胞裂解液, 以 715% SD S2PA GE

电泳分离, 电转移至硝酸纤维素膜, 分别以抗 cyclin

E 单抗和抗 cyclin A 单抗检测 cyclin E 和 cyclin A

的表达Λ
11213　细胞周期分析

细胞培养同 11211Λ 以 10- 6浓度的固真方处理

UM R 106 细胞, 对照组予无血清M EM 培养液Λ 处

理 8 h、16 h、24 h、30 h, 分别用胰酶2ED TA 消化分

散细胞, PBS 洗 2 次, 215 倍体积冰乙醇固定过夜Λ

PBS 洗 2 次, 每毫升细胞悬液中加入 10 m göm l

RN ase 100 Λl, 37℃水浴 30 m in, PBS 洗 2 次Λ 碘化

丙啶 (P I) 染色, FA CS2440 流式细胞仪测定细胞周

期各时相细胞所占百分比Λ

2　结　　果

211　固真方对细胞 cycl in E 蛋白表达的影响

UM R 106 细胞经不同浓度固真方处理后, 8 h

时, 处理组 cyclin E 的表达明显增高, 与对照组相

比, 10- 5浓度组、10- 6浓度组、10- 7浓度组分别增加

41511%、32713% 及 28117% ; 16 h 时, 对照组 cyclin

E 的表达增高, 固真方处理的 10- 5浓度组和 10- 6浓

度组 cyclin E 的表达下降, 而 10- 7浓度组表达继续

升高, 与对照组相近; 24 h 和 30 h 时, 对照组和处理

组 cyclin E 的表达均显著下降Λ 见 F ig. 1Λ
212　固真方对细胞 cycl in A 蛋白表达的影响

UM R 106 细胞经不同浓度固真方处理后, 8 h

和 16 h 时, 对照组和处理组 cyclin A 的表达均很

低; 24 h 时, 处理组 cyclin A 的表达增高, 与对照组

相比, 10- 5浓度组、10- 6浓度组、10- 7浓度组分别增

加 21413%、12815% 及 7114% ; 30 h 时, 对照组 cy2
clin A 的表达增高, 固真方处理的 10- 5浓度组和

10- 6浓度组 cyclin E 的表达下降, 而 10- 7浓度组表

达略有升高Λ 见 F ig. 2Λ
213　固真方对细胞周期的影响

F ig. 1　T he effect of V RF on cyclin E exp ression in o s2

teob last2like UM R 106 cells

UM R 106 cells w ere expo sed to 10- 5, 10- 6, 10- 7dilu tion of

V RF fo r the varying period of tim e. 100 Λg of the cell lysate

w ere separated on 7. 5% SD S2PA GE and blo tted using anti2

cyclin E monoclonal an tibody

(A )W estern b lo t analysis. (a, a1: con tro l; b, b1: 10- 7 dilu2

t ion; c, c1: 10- 6 dilu tion; d, d1: 10- 5dilu tion)

(B)D ensitom etric scanning ( IOD ) of cyclin E exp ression in2

duced by V RF

　　固真方处理UM R 106 细胞 24 h 时, 可刺激细

胞DNA 合成, 经流式细胞仪测定显示, 处理组的 S

期细胞百分比增高, 而对照组 S 期细胞百分比的增

高延迟至 30 h 时出现Λ 见 T ab le 1Λ

Table 1　Effect of V R F on cell cycle of UM R 106 (% )

Contro l T reated group

G1 S G2+ M G1 S G2+ M

8 h 5611 3311 1018 6313 2713 914

16 h 5916 3412 612 5510 3515 914

24 h 5613 3819 418 4212 4916 813

30 h 5011 4312 617 4610 4218 1112
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F ig. 2　T he effect of V RF on cyclin A exp ression in o s2

teob last2like UM R 106 cells

UM R 106 cells w ere expo sed to 10- 5, 10- 6, 10- 7dilu tion of

V RF fo r the various period. 100 Λg of the cell lysate w ere

separated on 7. 5% SD S2PA GE and blo tted using anti2cyclin

A monoclonal an tibody.

(A )W estern b lo t analysis. (a, a1: con tro l; b, b1: 10- 7 dilu2

t ion; c, c1: 10- 6dilu tion; d, d1: 10- 5dilu tion)

(B)D ensitom etric scanning ( IOD ) of cyclin A exp ression in2

duced by V RF

3　讨　　论

中药固真方的前期实验已经发现: 固真方可使

RO S17ö218 细胞的3H 2T dR 参入率增高, 具有促进

细胞增殖的作用[ 2 ]Λ而许多因素对细胞增殖的影响,

往往是通过调节细胞周期的进程而起作用的Λ 我们

实验测定了固真方对UM R 106 细胞周期蛋白 (cy2
clin) E 和A 的表达及细胞周期的影响, 以进一步探

讨中药固真方的促增殖机制Λ 细胞周期各时相存在

不同的特征性 cyclin [ 4 ] , cyclin E 为 G1 期的特征性

cyclin, 在 G1 期表达增高, 促进细胞通过 G1→S 期

的限制点; 当细胞进入 S 期后, cyclin E 降解Λ 本实

验结果表明: UM R 106 细胞经血清饥饿 24 h, 细胞

同步化后, 固真方处理 8 h 时 cyclin E 表达最高, 较

对照组提前 8 h, 提示固真方处理后, 可使UM R 106

细胞提前进入 G1 期, 并促进细胞越过 G1 期的限制

点Λ cyclin A 是 S 期的特征性 cyclin, 是DNA 复制

所必需的[ 5 ] , 在 S 期表达增高, G2 期迅速失活Λ本实

验结果显示: 固真方处理 24 h 时, cyclin A 表达达

高峰, 而对照组至 30 h 时 cyclin A 表达最高, 较处

理组延迟 6 h, 揭示固真方处理后, 可使UM R 106 细

胞提前进入 S 期Λ 结合 cyclin E 和 cyclin A 的实验

结果可以发现, 经固真方处理后, UM R 106 细胞 G1

期和 S 期相应的 cyclin 提前合成, G1 期和 S 期时相

提前, 细胞周期时间缩短, 从而使细胞增殖速度加

快Λ实验结果还显示, 固真方对 cyclin E 和 cyclin A

表达的影响呈剂量依赖性Λ 至于 10- 7浓度组 cyclin

E 和 cyclin A 的表达高峰出现时间与对照组相同,

考虑是由于药物浓度较低所致Λ 据此, 我们选用

10- 6浓度的固真方, 通过流式细胞仪, 观察了它对细

胞周期的影响, 发现 24 h 时处于 S 期的细胞比例最

高, 而对照组迟至 30 h 时最高, 也说明固真方处理

组 24 h 时, 细胞处于 S 期, 而对照组推迟 6 h 处于 S

期Λ 该结果与 cyclin A 表达的结果相一致Λ 综上所

述, 中药固真方是通过推进细胞周期的进程而促进

细胞增殖的Λ
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