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要!目的
!

观察槲皮素联合白藜芦醇对小鼠
J2B#&

肺癌细胞生长的作用及机制(方法
!

建立

)'%OJ

"

)

小鼠
J2B#&

肺癌移植瘤模型$随机分为对照组'槲皮素组'白藜芦醇组和联合用药组$每组
!"

只$连续用药
("

天$于接种后第
(+

天处死全部小鼠$比较各组肿瘤体积'肿瘤质量和抑瘤率$并用免疫

组织化学'

C2&-23'N*"-

'

6SM8J

分别检测血管内皮生长因子 %

V8ZU

&'基质金属蛋白酶
((

%

77K((

&表

达及凋亡指数%

4&

&(结果
!

各用药组肿瘤的生长明显受到抑制$肿瘤体积和肿瘤质量明显低于对照组

%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$联合用药组较单独用药组抑瘤作用显著增强%

$

"

"$"'

&(各用药组较对照组

V8ZU

'

77K((

表达降低%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$

4&

升高%

$

"

"$"'

或
"$"!

&(与单独用药组比较$联合用

药组
V8ZU

'

77K((

表达下调$

4&

升高$差异均有统计学意义%

$

"

"$"!

&(结论
!

槲皮素联合白藜芦醇

对小鼠
J2B#&

肺癌细胞生长具有明显的抑制作用$其机制可能与下调
V8ZU

和
77K((

表达'促进细胞

凋亡有关(

关键词!肺癌#槲皮素#白藜芦醇#血管内皮生长因子#基质金属蛋白酶
((

中图分类号!

/%#+$(

!!

文献标识码!

0

!!

文章编号!

!"""(&'%&

%

("!(

&

"&("$#)("+

!

!

引言

肺癌是当今世界上发病率和死亡率最高的恶性

肿瘤$造成其死亡率高的原因有多种$其中重要因素

之一是现有的治疗手段对中晚期患者的疗效仍较

差-

!

.

(近年来$从中药及天然植物中提取不良反应

低的抗肿瘤有效成分$已成为肿瘤治疗的新途径(

/

)#$

/
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众多研究显示槲皮素和白藜芦醇在体内外均具有良

好的抗肺癌作用-

((#

.

$但两者联用的效果如何$尚未

见报道(本实验采用
J2B#&

肺癌细胞建立
)'%OJ

"

)

小鼠移植瘤模型$观察槲皮素联合白藜芦醇对

J2B#&

肺癌细胞生长的作用$并探讨其可能的机制(

"

!

材料与方法

!$!

!

实验动物'细胞株'药品及试剂

雄性
)'%OJ

"

)

小鼠
+"

只$

'

周龄$体质量%

("

0(

&

F

$购自上海斯莱克实验动物有限公司(

J2B#&

肺癌细胞株由中科院上海细胞研究所提供$使用

P787

%含
!"1*

"

J

灭活胎牛血清'

!""D

"

1*

青霉

素'

!""

"

F

"

1*

链霉素&培养液$置于
#%e

'

'"1*

"

J

)]

(

培养箱中培养(槲皮素和白藜芦醇购自美国

I#

F

1,

公司(兔抗鼠
V8ZU

单抗购自福州迈新生

物技术开发有限公司(

6SM8J

凋亡检测试剂盒'

兔抗鼠
77K((

单抗及
IK

免疫组织化学试剂盒购

于武汉博士德生物工程有限公司(

!$(

!

模型制备与分组给药

收集对数生长期的细胞$胰酶消化后$

!"""3

"

1#'

离心
!"1#'

$

KOI

洗涤$无血清的
P787

制成

细胞悬液$细胞浓度达到
!1!"

%

42**&

"

1*

$用
!1*

的注射器于
)'%OJ

"

)

小鼠右腋部皮下接种
"$(1*

细胞悬液(

+"

只
)'%OJ

"

)

小鼠接种后随机分为
+

组!对照组'槲皮素组'白藜芦醇组和联合用药组$每

组
!"

只(对照组!丙二醇
"$(1**"$$:

氯化钠溶

液
"$!1*

$腹腔注射$

!

次"天#槲皮素组!槲皮素
'"

1

F

"

L

F

溶于丙二醇
"$(1**"$$:

氯化钠溶液
"$!

1*

$腹腔注射$

!

次"天#白藜芦醇组!丙二醇
"$(1*

*

白藜芦醇
!"1

F

"

L

F

溶于
"$!1*"$$:

氯化钠溶

液$腹腔注射$

!

次"天#联合用药组!槲皮素
'"1

F

"

L

F

溶于丙二醇
"$(1**

白藜芦醇
!"1

F

"

L

F

溶于

"$!1*"$$:

氯化钠溶液$腹腔注射$

!

次"天(各组

均于接种后第
+

天给药$连续给药
("

天$给药期间$

每隔
(

天用游标卡尺测量小鼠皮下瘤结节大小$计

算肿瘤体积
V

%

11

#

&

."$'(,N

(

%

,

为瘤体最长径$

N

为最短径&(于接种后第
(+

天将所有小鼠颈椎脱臼

处死$剥离皮下瘤$称瘤重$计算抑瘤率$抑瘤率
.

-%对照组平均瘤重
-

治疗组平均瘤重&"对照组平

均瘤重.

1!"":

(随后立即将瘤块分成两块$一块

以常规
!":

中性甲醛固定$制成石蜡切片后行
98

染色'免疫组织化学及
6SM8J

检测$另一块迅速

放置液氮冻存$待提取蛋白$检测肿瘤组织中
77K(

(

蛋白的表达(

!$#

!

病理学与免疫组织化学检测

肿瘤组织行常规
98

染色$光镜下观察各组肿

瘤组织病理学变化特征(采用免疫组织化学
IK

法

检测血管内皮生长因子%

V8ZU

&的表达(

V8ZU

的

判定标准!高倍镜下计数
!""

个细胞$肿瘤细胞胞质

及胞膜中呈棕黄色阳性细胞
"

!":

为阴性$

%

!":

为阳性$采用全自动图像分析系统测定肿瘤组织中

V8ZU

的平均光密度值(

!$+

!

C2&-23'N*"-

检测移植瘤组织
77K((

蛋白

表达

取不同处理组的肿瘤组织液氮碾磨$三去污裂

解液裂解(

O)0,&&,

.

32,

F

2'-

测定蛋白浓度$

'"

"

F

蛋白与加样缓冲液混合$在
!":

不连续十二烷

基硫酸钠
(

聚丙烯酰胺凝胶电泳胶中电泳分离$电转

移至
KVPU

膜$孵育一抗'二抗$用
8)J

发光法显

色$曝光'显影'定影(胶片采用薄层扫描仪测定印

迹区带的吸光度值(

!$'

!

细胞凋亡

用
6SM8J

原位凋亡法检测(细胞核内出现

棕黄色颗粒为阳性细胞(凋亡细胞半定量分析!在

+""

高倍视野下$每张切片计数
'

个高倍视野$分别

计算每个视野细胞核数及凋亡阳性细胞核数$取均

值$计算凋亡指数%

,

+

"

+

-"&#&#'!25

$

4&

&!

4&

%

:

&

.

凋亡阳性的细胞核数"总计数的细胞核数
1!"":

(

!$)

!

统计学方法

所有数据采用
F0"

表示$采用组间
0

检验$多样

本均数间多重比较的方差分析及
U

检验$数据分析

采用
IKII!#$"

统计软件完成$

$

"

"$"'

认为差异

有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

各组药物对小鼠肿瘤生长的影响

接种后$成瘤率为
!"":

$各组皮下移植瘤的体

积逐渐增大$肿瘤呈局部结节状生长$接种后的第
!

!

+

天$肿瘤生长基本相同$第
!(

!

(+

天$对照组肿

瘤生长明显快于其他组$联合用药组生长最慢(实

验结束后$各用药组肿瘤体积和肿瘤质量均显著低

于对照组%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$联合用药组肿瘤体积

和肿瘤质量较单独用药组降低$抑瘤率则升高$差异

均有统计学意义%

$

"

"$"'

&$见表
!

(

表
!

!

药物对移植瘤生长的影响

$%&'(!
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($(

!

肿瘤组织病理学改变

对照组小鼠肿瘤细胞轮廓清晰$细胞核大而深

染$核浆比大$异型性明显$核分裂相较多见#槲皮素

组'白藜芦醇组和联合用药组小鼠肿瘤细胞排列较

整齐$基质和间质减少$少许细胞出现核固缩$似凋

亡细胞(

($#

!

各组肿瘤组织
V8ZU

的表达
!

免疫组织化学染色显示$

V8ZU

蛋白阳性物质

呈棕黄色颗粒状$位于胞质及胞膜$见图
!

(槲皮素

组'白藜芦醇组'联合用药组
V8ZU

表达水平均显

著低于对照组%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$与槲皮素组'白

藜芦醇组比较$联合用药组
V8ZU

表达明显下降$

差异有统计学意义%

$

"

"$"!

&$见表
(

(

($+

!

各组肿瘤组织
77K((

表达

C2&-23'N*"-

结果显示$各用药组
77K((

蛋

白表达水平均较对照组下降%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$联

合用药组其表达亦低于单独用药组%

$

"

"$"!

&$但

槲皮素组与白藜芦醇组比较差异无统计学意义%

$

#

"$"'

&$见图
(

'表
(

(

表
D

!

各组肿瘤组织
L<MJ

'

AA?4D

表达及
!"

比较%

F0"

&

$%&'(D

!

#)*

+

%,-.)/)012((K

+

,(..-)/'(:('.)0L<MJ%/7

AA?4D%.C(''%.!"-/18*),1-..8(.-/12(H

3

,)8

+

.

%

F0"

&

Z3"D

+

& ' V8ZU 77K(( 4&

%

:

&

)"'-3"* !" "$'%0"$!! "$&+0"$(! !)$#%0#$'+

WD2342-#' !" "$+!0"$"%

,4

"$)!0"$!%

,4

(%$)'0+$(!

,4
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,4
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N4
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各组肿瘤细胞凋亡

6SM8J

染色显示$凋亡细胞明显固缩$核致密$

深染为棕黄色多叶状或新月状颗粒$常聚集在核周

边$未凋亡的细胞核呈蓝绿色$见图
#

(各用药组
4&

较对照组升高%

$

"

"$"'

或
"$"!

&$联合用药组
4&

显

著高于槲皮素组和白藜芦醇组%

$

"

"$"!

&$见表
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讨论

槲皮素是一种天然的黄酮类化合物$体外实验证

实其对白血病'前列腺癌'肝癌'肺癌'结肠癌等有抑

制作用-

+

.

(白藜芦醇属非黄酮类多酚化合物$在肿瘤

的启动'促进及发展三个过程中都具有抗肿瘤作用$

而且可以抑制肿瘤血管形成-

'

.

(本实验研究表明$联

合用药组移植瘤的生长速度与其他各组比较明显减

慢$最后的肿瘤重量和体积明显减少$抑瘤率显著高

于其他组$且在实验过程中$各组均未发现明显不良

反应$提示槲皮素和白藜芦醇具有抑瘤效果好而不良

反应小的优点$两者联合应用有协同作用(

肿瘤发生与发展离不开新生血管的形成$新生

血管为肿瘤细胞增殖'生长提供营养代谢(研究发现
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肿瘤发生发展的每一步都与血管的形成密切相关$

血管的生成贯穿了肿瘤发生与发展过程的始终$因

此抑制肿瘤组织血管的生成可发挥良好的抗肿瘤作

用-

)

.

(

V8ZU

作为一种最重要的血管生长因子在血

管生成中起中心作用$能特异性地刺激血管内皮细

胞和肿瘤细胞的增殖和迁移(因此$

V8ZU

被认为

是预测肿瘤转移'复发和预后的一项重要指标$并被

用于检测肿瘤血管对抗血管生成药物敏感度的常用

指标-

%

.

(本实验结果显示$对照组
V8ZU

高表达$

且在癌肿浸润的边缘表达更为明显$表明
J2B#&

肺

癌细胞在生长过程中高表达
V8ZU

$形成了丰富的

新生血管$从而促进了肿瘤的生长和转移$当单独或

联合使用槲皮素和白藜芦醇进行干预治疗后$

V8ZU

表达降低$其中以联合用药组降低最为明

显$表明槲皮素联合白藜芦醇在体内能明显地下调

V8ZU

的表达$抑制肿瘤血管生成$从而达到抑制

肿瘤生长与增殖的目的(

77K((

不仅可以降解基底膜和基质'突破基

质屏障'促进肿瘤侵袭和转移$而且还可通过毛细血

管内生成及新生血管生成等方式促进肿瘤生长和扩

散(李红梅等-

&

.研究提示肿瘤侵袭转移的能力与其

产生或诱导产生金属蛋白酶的能力呈正相关(有研

究表明$

77K((

在肺癌组织中的表达明显增加$其

表达与肿瘤的生长'进展'转移及预后密切相关-

$

.

(

本研究结果显示$各用药组均能下调
77K((

蛋白

的表达$其中以联合用药组最显著$证实槲皮素与白

藜芦醇都有可能通过抑制
77K((

活性而发挥抗肿

瘤作用$且两药联用效果明显优于单一用药(

肿瘤的发生'发展不仅是由于肿瘤细胞过度增

殖$还与肿瘤细胞凋亡的速度过慢有关$细胞凋亡对

肿瘤的发生'发展起到负调控作用-

!"

.

(因此$诱导

细胞凋亡是研究治疗肿瘤的重要途径(本研究显

示$各用药组都能显著提高肿瘤细胞的
4&

$尤其以

联合用药组增加最明显$说明槲皮素和白藜芦醇都

能促进肿瘤细胞凋亡$而联合应用则使促凋亡作用

进一步增强$并且说明具有不同抗癌机制的药物联

合应用有增强抗癌活性的效果(

综上所述$本实验研究表明槲皮素联合白藜芦

醇对小鼠
J2B#&

肺癌细胞生长具有明显的抑制作

用$且两药联用作用优于单独用药$其机制可能与下

调
V8ZU

和
77K((

表达'促进细胞凋亡有关$但是

具体机制还有待于进一步研究(
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