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榄香烯对内皮祖细胞"

S6*2

#参与肿瘤血管形成的抑制作用$方法
!

原代培养大鼠骨髓来源内皮祖细

胞!胃癌细胞株
<U*5?C-.

培养上清液刺激与
&

5

榄香烯干预!四唑氮蓝还原反应"

W44

#法检测内皮祖细胞增殖&碘化丙啶"

6T

#标

记流式细胞仪检测细胞周期!

W%$81

L

"#

检测细胞管腔形成能力$结果
!

&

5

榄香烯抑制肿瘤细胞上清液诱导的内皮祖细胞的增殖!

并呈剂量和时间依赖性$细胞周期检测结果显示!

&

5

榄香烯干预后!

U

.

期细胞增多!进入
<

期及
U

@

期细胞减少!细胞周期被阻滞

于
U

.

期&接种于
W%$81

L

"#

的内皮祖细胞形成管腔数目减少$结论
!

&

5

榄香烯可抑制内皮祖细胞的增殖!阻滞其从
U

.

期进入
<

期!并降低其形成管腔的能力$
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榄香烯$

"#"K"9"

%是从姜科植物温郁金$莪术%中提取的以

&

5

榄香烯$化学名!

.5

甲基
5.5

乙烯基
5@

#

,5

二异丙基环己烷%为主

要成分的榄香烯类化合物(

.5@

)

'大量研究发现#

&

5

榄香烯可阻

滞多种肿瘤细胞从
<

期进入
U

@

"

W

期#抑制肿瘤细胞增殖(

)

)

#

在诱导肿瘤细胞凋亡*分化*抗肿瘤转移*逆转肿瘤细胞的耐药

性等诸多方面都发挥着显著的作用(

,5E

)

'此外#

&

5

榄香烯还具

有毒副作用小和不易耐药等优点#具有良好的应用前景(

@

#

(

)

#

但有关
&

5

榄香烯作用机制的研究仍处于起步阶段'现在已有

大量研究证明内皮祖细胞$

"9B;$3"#1%#

'

8;

L

"91$;8I"##2

#

S6*2

%

参与了肿瘤的血管形成(

?5.-

)

'本研究检测了
&

5

榄香烯对肿瘤

诱导的
S6*2

增殖*细胞周期和管腔形成能力的影响#为
&

5

榄

香烯的抗肿瘤机制提供一个新的靶点#同时也为抑制肿瘤血管

生成提供了新的策略'

A

!

材料与方法

A>A

!

材料

A>A>A

!

大鼠骨髓来源内皮祖细胞的分离*培养*纯化及鉴定
!

采用
d1I;##

密度梯度离心法结合差速贴壁筛选法从大鼠骨髓

分离
S6*2

&收集培养
@,3

的
S6*2

#用激光共聚焦显微镜鉴

定#

0*.))

和
R7d

双染阳性细胞为正在分化的
S6*2

'

A>A>B

!

肿瘤细胞上清液的制备
!

胃腺癌细胞株
<U*5?C-.

用

含
.-A

胎牛血清培养液培养#当细胞融合达
=-A

时#更换为无

血清的
!WSW

培养液#

@,3

收集上清液#

->@@

#

K

滤膜过滤#

\?-^

保存备用'

A>B

!

方法

A>B>A

!

实验分组
!

待
S6*2

培养到第
,

天时#加入
,-A

体积

分数肿瘤细胞上清液诱导
.@3

#$

.

%浓度效应组!不同浓度的
&

5

榄香烯$

-

*

E

*

.-

*

@-

#

L

"

KV

%作用
,=3

&$

@

%时间效应组!

@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯作用不同时间$

-

*

.@

*

@,

*

,=3

%'

A>B>B

!

四唑氮蓝还原反应$

W44

%检测细胞增殖
!

将
S6*2

以

每孔
@--

#

V

细胞悬液$

EY.-

)

"

KV

%接种于
C(

孔板中&加入无

血清培养液继续培养
.@3

&吸出培养液#

,-A

体积分数的肿瘤

细胞上清液作用
.@3

后#分别加入含有
-

*

E

*

.-

*

@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯的
!WSW

培养液#以只加培养液的孔为空白调零孔#

以不含
&

5

榄香烯的孔为对照孔#每种浓度平行
E

孔#继续培养

?)E

重庆医学
@-.@

年
@

月第
,.

卷第
(

期



,=3

'加入
EK

L

"

KV

的
W44

溶液
@-

#

V

#

,3

后孔内形成紫

色结晶#加入
.E-

#

V

二甲基亚砜$

!W<_

%溶液终止反应#振荡

混匀#置于酶标仪上检测光吸收值$

_!

%#测定波长为
,C-9K

'

A>B>C

!

碘化丙啶$

6T

%标记流式细胞仪检测细胞周期
!

取生长

,B

的
S6*2

#

,-A

体积分数的肿瘤细胞上清液作用
.@3

后加

入含有
-

*

E

*

.-

*

@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯的
!WSW

培养液作用
,=

3

#胰蛋白酶消化吹打#制成细胞悬液#

.---8

"

K19

#离心
.-

K19

#磷酸盐缓冲液$

6O<

%清洗#

,^

预冷的
?EA

乙醇固定#

,^

过夜'

.---8

"

K19

#离心
.-K19

#

6O<

清洗#弃上清#加入终浓

度为
@--

#

L

"

KV

的
/&%2"0

#

)?^

孵育
.3

&再加入浓度为
@-

#

L

"

KV

的
6T

溶液#

,^

避光染色
)-K19

'流式细胞仪进行细

胞周期分析得出细胞各周期的百分率'

A>B>D

!

W%$18

L

"#

检测
S6*2

形成管腔的能力
!

消化收集贴壁

S6*2

&以
EY.-

E

"孔的细胞数接种于涂有
W%$81

L

"#

的
@,

孔板

中&在
,-A

体积分数的肿瘤细胞上清液作用
.@3

后#分别加入

含有
-

*

E

*

.-

*

@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯的
!WSW

培养液#继续培养

,=3

'在倒置显微镜下观察管腔形成情况#每孔随机选取
E

个

视野计数管腔数#并取平均值'

A>C

!

统计学处理
!

采用
<6<<.)>-

软件进行统计分析'用方

差分析对实验数据进行分析#

!

$

->-E

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B>A

!

S6*2

的培养
!

S6*2

贴壁较慢#

)B

后细胞开始伸展成

梭形或纺锤形#

?B

有细胞集落形成#集落中央为圆形细胞群#

周边有梭形细胞生成&大约
.,B

呈典型的铺路石样形态'

B>B

!

S6*2

的鉴定
!

R7d

阳性细胞被标记上红色荧光#

0*.))

阳性细胞被标记上绿色荧光#双染阳性的细胞发黄色

荧光$封
@

图
.

%#被认为是正在分化中的
S6*2

'

B>C

!

&

5

榄香烯对
S6*2

增殖的抑制作用
!

W44

法检测结果

显示!不同浓度
&

5

榄香烯作用
,=3

#当
&

5

榄香烯浓度为
E

#

L

"

KV

时#与对照组相比对
S6*2

增殖的抑制作用较明显$

!

$

->-E

%#当
&

5

榄香烯浓度达到
@-

#

L

"

KV

时#其抑制增殖作用更

加明显$

!

$

->-.

%&随着
&

5

榄香烯作用时间的延长#

&

5

榄香烯对

S6*2

增殖的抑制作用相应增强$

!

$

->-.

%'

图
@

!!

&

5

榄香烯对肿瘤细胞上清液诱导的
S6*2

细胞周期的影响

B>D

!

&

5

榄香烯对肿瘤细胞上清液诱导的
S6*2

细胞周期的影

响
!

&

5

榄香烯作用于肿瘤细胞上清液诱导的
S6*2

后#结果如

图
@

所示#随着
&

5

榄香烯浓度的增加#

U

.

期细胞所占比例增

加#

<

期细胞所占比例减少$

!

$

->-E

%&随着
&

5

榄香烯作用时间

的延长#

U

.

期细胞所占比例增加#

<

期细胞所占比例减少$

!

$

->-E

%'

B>E

!

&

5

榄香烯对肿瘤细胞上清液诱导的
S6*2

管腔形成能力

的影响
!

,-A

体积分数肿瘤细胞上清液诱导
S6*2.@3

后#结

果如封
@

图
)

所示#不同浓度
&

5

榄香烯作用
,=3

后#随着
&

5

榄

香烯浓度的增加
S6*2

形成管腔的数量明显减少$

!

$

->-.

%&

@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯作用
-

!

,=3

#随着时间的延长#

S6*2

形成

管腔的数量也明显减少$

!

$

->-.

%'

C

!

讨
!!

论

肿瘤在无血管的组织中仅呈缓慢的线性生长#但当给予促

血管化作用时#呈指数生长(

..

)

#而且肿瘤组织中微血管的密度

与其转移及预后有着极大的关系(

.@

)

'因此#新血管的形成在

肿瘤的发生及发展过程中起很重要的作用#通过抑制新血管的

形成以抑制肿瘤的生长和转移成为肿瘤治疗的一种新的重要

策略'

.CC?

年#

02%3%8%

等(

.)

)首次 从 人 外 周 血 中 分 离 出

S6*2

#并证实了
S6*2

可以分化为血管内皮细胞'在生理或

病理情况下#

S6*2

可从骨髓被动员到外周血中#增殖并分化为

血管内皮细胞#修复受损的内皮细胞#并能促进缺血组织的血

管再生#大量研究证明
S6*2

同样参与了肿瘤新血管的形成'

研究显示
&

5

榄香烯可抑制多种肿瘤细胞的增殖并促进肿

瘤细胞的凋亡#但其对肿瘤组织中血管形成的影响还未见报

道'本实验通过检测
&

5

榄香烯对肿瘤诱导的
S6*2

生物活性

的影响#为抑制肿瘤的生长及转移提供了新的思路'

W44

法检测细胞的增殖率#结果显示
-

!

@-

#

L

"

KV

&

5

榄

香烯作用于
S6*2,=3

及
@-

#

L

"

KV

&

5

榄香烯作用
-

!

,=3

后#

细胞增殖率明显下降#提示
&

5

榄香烯对
S6*2

的增殖具有直接

的抑制作用#并呈剂量和时间依赖性'国内外学者研究发现许

多抗癌剂可通过阻滞细胞周期进程而抑制肿瘤细胞的增

殖(

.,

)

#因此作者进一步检测了
S6*2

的细胞周期'

6T

标记流式细胞仪检测细胞周期#结果显示#随着
&

5

榄香

烯浓度的增加和作用时间的延长#与对照组相比#

U

.

期细胞比

例增多#

<

期细胞比例相应减少#即细胞周期被阻滞于
U

.

期'

这提示
&

5

榄香烯可通过将
S6*2

的细胞周期阻滞于
U

.

期#从

而抑制
S6*2

的增殖'

V1

等(

)

)研究显示
&

5

榄香烯可使卵巢癌

细胞停滞于
U

@

5W

期#刘跃明等(

.E

)实验结果显示
&

5

榄香烯可

诱导肝
Q"

'

5@

细胞凋亡并使细胞发生
U

.

期阻滞'以上结果

显示#

&

5

榄香烯可使不同的细胞阻滞于不同的细胞周期#从而

抑制细胞的分裂增殖#使其活性减弱'

S6*2

的一个重要的生物学活性就是形成血管腔结构#进

而发展成为成熟的血管'有研究结果显示!

-

!

@-

#

L

"

KV

&

5

榄

香烯作用于
S6*2,=3

后#本
W%$81

L

"#

胶上形成的管腔数目较

对照组明显减少#提示
&

5

榄香烯对
S6*2

的成血管能力具有明

显的抑制作用'因此#作者推测
&

5

榄香烯通过将
S6*2

阻滞于

U

.

期#进而抑制其增殖率#并使其形成血管腔的能力下降#最

终减少肿瘤新生血管的形成#抑制肿瘤的生长及转移'

本实验结果显示#

&

5

榄香烯对肿瘤诱导的
S6*2

可以抑制

其增殖#并呈时间依赖性和剂量依赖性#使细胞周期阻滞于
U

.

期#并降低其形成管腔的能力#从而减少
S6*2

在肿瘤组织的

血管形成'这从一个新的角度说明了
&

5

榄香烯可能通过抑制
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S6*2

在肿瘤新生血管中的作用#抑制肿瘤的生长#为肿瘤的

治疗提供了一个新的靶点'
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