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"摘要#

!

目的
!

探讨雷公藤多甙对黑色素瘤生长'侵袭和血管生成的影响及其作用机制&方法
!

采用药物总评分"

I8B

%法

考察雷公藤多甙对人黑色素瘤
A'-M

细胞增殖的影响#利用裸鼠皮下移植瘤模型考察雷公藤多甙对体内黑色素瘤生长的影响#

8F9,+YDHH

实验考察雷公藤多甙对人黑色素瘤
A'-M

细胞侵袭的影响#小管形成实验检测雷公藤多甙对人黑色素瘤血管生成的影

响#酶联免疫吸附试验"

7>;BA

%检测雷公藤多甙对
A'-M

细胞分泌因子的影响!如血管内皮生长因子"

d7=5

%'碱性纤维母细胞生

长因子"

G5=5

%'转化生长因子
.

'

"

8=5.

'

%及白细胞介素
./

"

;>./

%等&结果
!

雷公藤多甙处理
A'-M

细胞后!肿瘤细胞的体外增殖

及体内生长较对照组明显受到抑制#肿瘤细胞的侵袭能力较对照组明显减弱#雷公藤多甙能通过下调
d7=5

'

G5=5

及
;>./

蛋白

从而抑制肿瘤细胞诱导的血管生成#但对
8=5.

'

蛋白的表达没有明显影响&结论
!

雷公藤多甙具有抗黑色素瘤生长及侵袭的能

力!其机制可能与抑制黑色素瘤的血管生成有关&
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雷公藤多甙是由卫矛科植物雷公藤根$去皮&经粉碎)提

取#精制而成'

$

(

*研究发现雷公藤多甙具有多种药理学功能#

如抗类风湿性关节炎'

1

(

)调节机体免疫功能'

'

(

#治疗妇科疾

病'

0

(

#糖尿病'

M

(及哮喘'

)

(等*近年来#诸多研究表明雷公藤多

甙具有较为广泛的抗肿瘤作用'

-./

(

*本研究以
A'-M

黑色素瘤

细胞为研究对象#考察雷公藤多甙对黑色素瘤生长)侵袭及血

管生成的影响#并探讨其可能的作用机制#为雷公藤多甙的临

床应用提供相关实验依据*

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

人源性黑色素瘤细胞系
A'-M

和原代人脐静脉内

皮细胞
@gd7J

购自中国科学院上海细胞生物学研究所%

2A>2

"

P

裸鼠$雄性#

)

$

/

周龄#

$/

$

1%

N

&#

B<5

级#购自北京

维通利华实验动物技术有限公司#生产许可证号!

BĴ [

$京&

1%$1.%%%$

*雷公藤多甙片购自湖南省医药公司#用
3IB̀

$购

自
B#

N

?9

公司&溶解#并用
%&11

"

?

微孔滤膜过滤除菌后置

_1%b

冰箱中备用*临用前使用
3I7I

$购自凯基公司&培

养基进行稀释#整个体系中
3IB̀

终浓度控制在
Mm

以内*

$%K

胎牛血清及
%&1MK

胰蛋白酶购自
=#GP"

公司*

2JA

蛋白

定量试剂盒购自美国
<#DFPD

公司*

&

型鼠尾胶原蛋白购自天

津卫凯生物有限公司#包装规格!

$%?

N

*

I9EF#

N

DH

8I基底膜基

质购自美国
23

公司#包装规格!

M?>

*含
8F9,+YDHH

小室的

10

孔板购自美国
J"F,#,

N

公司*

/

"

?

聚碳酸酯膜购自美国

J"F,#,

N

公司*相关酶联免疫吸附试验$

7>;BA

&试剂盒购自

D2#"+P#D,PD

公司*

?&@

!

方法

?&@&?

!

采用药物总评分$

I8B

&法检测雷公藤多甙对
A'-M

黑

色素瘤细胞增殖的影响
!

A'-M

细胞用含
$%K

胎牛血清的

3I7I

培养基于
'-b

)

MK J̀

1

培养箱中培养*取对数生长

期的细胞#用胰酶消化后离心计数#用
3I7I

完全培养基调

整细胞浓度为
ML$%

M

"

?>

#接种于
()

孔板#每孔
1%%

"

>

细胞

1M-1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0M

卷第
1%

期



悬液#常规培养至细胞增长至
/%K

左右时#分别加入
%

)

%&)1M

)

$&1M

)

1&M%

)

M&%%

)

$%&%%

)

1%&%%

"

N

"

?>

的雷公藤多甙和对照溶

剂组$

3IB̀

&孵育
10R

#之后每孔加入
I8B

试剂
1%

"

>

#继续

培养
'R

*培养结束后#在
0(%,?

波长下测定光密度值$

AM

值&*细胞增殖抑制率$

K

&

c

$

$_

实验组
AM

值"阴性对照组

AM

值&

L$%%K

*每个浓度设置
)

个复孔#实验重复
'

次*

?&@&@

!

A'-M

裸鼠皮下移植瘤模型的建立及检测雷公藤多甙

对肿瘤体内生长的影响
!

$

$

&将购买的
2A>2

"

P

裸鼠适应性

饲养
$

周*然后根据体质量分成
1

组#选择其中一组作为对照

组$只接种肿瘤细胞#不接受任何药物处理&%$

1

&常规培养

A'-M

黑色素瘤细胞#实验前
0

$

M!

#按
$e/

比例将细胞传代

于
-MP?

1 细胞培养瓶中#以免细胞生长过度而出现不完全融

合*每个培养瓶大约含$

%&/

$

$&%

&

L$%

- 个细胞#取对数生长

期的细胞#弃去培养液#用
<2B

冲洗
1

遍*加入
$?>%&1MK

胰酶
.%&%1K

乙二胺四乙酸$

738A

&#

'-b

消化
$?#,

后#轻敲

培养瓶使细胞脱落#加血清终止消化*转移至
$%?>

离心管

中#

$%%%F

"

?#,

#常温离心
'?#,

#弃上清液*加
<2B

吹打获得

单细胞悬液*通过细胞计数将悬液浓度调节至
$L$%

-

"

?>

#放

置冰上备用%$

'

&用浓度为
-MK

的乙醇消毒皮肤后#用
$?>

注

射器吸取
%&1?>

$

1L$%

) 个细胞&

A'-M

细胞悬液接种至裸鼠

右后肢的背部皮下#每注射
1

只裸鼠#充分混匀细胞悬液后#继

续接种#接种完继续饲养#每天观察小鼠肿瘤的形成情况#接种

-!

后#选择造模成功的
10

只裸鼠#测定平均瘤体体积和体质

量进行分组#分为模型组)雷公藤多甙低剂量组$

$%?

N

"

S

N

&)

雷公藤多甙高剂量组$

0%?

N

"

S

N

&#每组
M

只#给药
1$!

$药物用

食用油溶解#灌胃给药%模型组给予不含药的食用油&*每隔
'

天测量每只裸鼠的体质量和瘤体体积%$

0

&给药
1$!

后将各组

裸鼠颈椎脱臼处死#剪开皮肤后#小心地剥离整个瘤块#称质

量)拍照后#用
0K

多聚甲醛固定备用*

?&@&A

!

8F9,+YDHH

实验检测雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤细

胞侵袭的影响
!

10

孔板的
8F9,+YDHH

小室$含
/

"

?

聚碳酸酯

膜&上室膜表面均匀铺被含去生长因子
I9EF#

N

DH

8I的
3I7I

培养基稀释液$

$e0

#

V

"

V

&#于
'-b

)

MK J̀

1

培养箱放置
'%

?#,

使之凝固#备用*取含对数生长期的人黑色素瘤细胞株

A'-M

细胞悬液
$%%

"

>

接种于上室#并加入相应浓度的雷公藤

多甙$

%

$

1&M

"

N

"

?>

&#低血清培养$

%&MK

#

V

"

V

&#下室加入含

1%K52B

的
3I7I

培养基
)%%

"

>

*每组均设
'

个复孔#作用

10R

*

10R

后取出小室#用棉拭子拭去上室中未迁移的细胞#

用
0K

多聚甲醛固定
$%?#,

#

<2B

洗涤后用
%&$K

结晶紫染色

'%?#,

#

<2B

漂洗
'

次后置于载玻片上#在
1%%

倍镜下随机选
M

个视野计数#将小室置于
0%%

"

>

"孔的甲醇中将结晶紫溶解#

取
1%%

"

>

溶解液置于
()

孔板中#于
'-%,?

波长处检测
AM

值#计算相对迁移率*

?&@&B

!

小管形成实验检测雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤血管

生成的影响
!

$

$

&将
()

孔板和无菌移液枪头置于
_1%b

冰箱

中预冷过夜%将保存于
_1%b

冰箱中的
I9EF#

N

DH

8I基底膜基

质置于
0b

冰箱中#缓慢解冻过夜待用%$

1

&将预冷的
()

孔板

置于冰板上#每孔加入
$%%

"

>I9EF#

N

DH

8I基底膜基质*将其先

置于
0b$%?#,

#再置于
'-b

)

MK J̀

1

"

(MK

空气的细胞培

养箱中
'%?#,

%$

'

&取指数生长期的
@gd7J

细胞$

$%%??

培

养皿&#弃培养液*加
$%?><2B

洗涤
$

次#弃去
<2B

后#加入

0?>%&1MK

胰蛋白酶
.%&%1K738A

#

'-b

消化
1?#,

后#向

其中加入
M?>

完全培养基中和反应#吹打后将细胞转入
$M

?>

离心管中#

$%%%F

"

?#,

离心
'?#,

*配制细胞悬液#用适量

的基础培养基调整细胞浓度为
$&ML$%

M

"

?>

*

()

孔板的每孔

缓慢加入
$%%

"

>

细胞混悬液%$

0

&除空白对照组$

J",EF"H

&#每

孔加入等体积的
A'-M

细胞培养上清液
%&1?>

进行培养*与

此同时#不同浓度的雷公藤多甙$

%

$

1&M

"

N

"

?>

&作用
10R

后#

分别于显微镜下观察管腔形成情况并进行拍照记录*运用

;?9

N

D\

软件分析管腔生成的长度*

?&@&C

!

7>;BA

检测雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤相关分泌因

子的影响
!

$

$

&配液!在
<2B

中加入
%&%MK

吐温
.1%

#

%&$%K

2BA

配制成稀释液%在
<2B

中加入
$K2BA

配制成封闭液%在

<2B

中加入
%&%MK

吐温
.1%

配制成洗涤液%将
$%%

"

N

"

?>

的捕

获抗体原液用稀释液稀释
$%%

倍至
$

"

N

"

?>

配制成包被液*

$

1

&板的制备!在
()

孔板中加入配制好的包被抗体溶液#每孔

$%%

"

>

#用膜密封#

0b

过夜%倒出每孔液体#每孔加入
1%%

"

>

洗涤缓冲液清洗#吸水纸上拍干#后续洗涤液同此#重复
0

次%

每孔加入
'%%

"

>

封闭液#在室温下孵育
$R

%重复第
1

步中的

清洗步骤*$

'

&检测程序!将所有试剂放至室温%稀释标准品#

每孔加入
$%%

"

>

的样品或标准品#混合
$?#,

#轻轻拍打板框#

覆盖胶条#室温孵育
1R

%重复洗涤%每孔加入
$%%

"

>

检测抗

体#盖上胶条#室温孵育
1R

%重复洗涤%每孔加入
$%%

"

>

的链

霉亲和素
.@O<

$原液按稀释倍数稀释&#密封盖板#在室温下孵

育
'%?#,

#避免放置在直射光下%重复洗涤%每孔加入
$%%

"

>

底物#在室温下孵育
1%

$

'%?#,

*避免放置在直射光下%每孔

加入
M%

"

>

终止液#轻轻摇晃板#确保充分混合%

$M?#,

后#设

定酶标仪
0M%,?

处和
M-%,?

处#检测每孔的
AM

值*

?&A

!

统计学处理
!

采用
=F9

6

R

6

9!M&%

软件进行单因素方差

分析#样本均数间的比较采用
>B3.8

检验*计量资料以
Dh:

表示#以
3

$

%&%M

为差异具有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

雷公藤多甙对
A'-M

细胞的增殖具有抑制作用
!

体外不

同浓度的雷公藤多甙处理
A'-M

细胞
10R

#结果表明雷公藤多

甙在
M&%%

"

N

"

?>

时对
A'-M

细胞的增殖出现抑制#

$%&%%

)

1%&%%

"

N

"

?>

浓度时可以明显抑制肿瘤细胞的增殖#并且呈现

一定的量
.

效关系#见图
$

*

!!

"

!

3

$

%&%M

#

""

!

3

$

%&%$

#与
3IB̀

组比较*

图
$

!!

雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤细胞增殖的影响

@&@

!

雷公藤多甙能够抑制
A'-M

黑色素瘤的体内生长
!

裸鼠

体内移植瘤实验结果发现#与模型组相比#雷公藤多甙能够显

'M-1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0M

卷第
1%

期



著抑制
A'-M

黑色素瘤的体内生长#且具有一定的剂量依赖

性#见图
1

*

图
1

!!

雷公藤多甙对裸鼠
A'-M

黑色素瘤皮下

移植瘤体内生长的影响

!!

"

!

3

$

%&%M

#

""

!

3

$

%&%%$

#与
3IB̀

组比较*

图
'

!!

雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤细胞

迁移的影响%

L1%%

&

@&A

!

雷公藤多甙能抑制
A'-M

黑色素瘤细胞的侵袭
!

侵袭实

验中#选取对肿瘤细胞增殖无明显抑制作用的浓度!

%&)1M

)

$&1M

"

N

"

?>

和
1&M

"

N

"

?>

处理
A'-M

细胞
10R

#结果表明雷

公藤多甙在
%&)1M

"

N

"

?>

时对
A'-M

细胞的侵袭出现抑制#

$&1M

"

N

"

?>

和
1&M

"

N

"

?>

浓度可以显著抑制肿瘤细胞的侵

袭#并且具有一定的剂量依赖性#见图
'

*

@&B

!

雷公藤多甙能抑制肿瘤细胞诱导的小管形成
!

小管形成

实验中#选取
%

)

%&)1M

)

$&1M

)

1&M

"

N

"

?>

雷公藤多甙及
3IB̀

处理
A'-M

细胞
10R

#结果表明#培养肿瘤细胞的上清液可以

明显的刺激小管形成*雷公藤多甙在
%&)1M

"

N

"

?>

时对

A'-M

黑色素瘤细胞诱导的小管形成具有抑制作用#

$&1M

"

N

"

?>

和
1&M

"

N

"

?>

浓度可以显著抑制肿瘤细胞诱导的小管形

成#并且具有一定的剂量依赖性#见图
0

*

!!

"

!

3

$

%&%$

#与
3IB̀

组比较%

""

!

3

$

%&%$

#与
%

"

N

"

?>

组比较

*

图
0

!!

雷公藤多甙对肿瘤细胞诱导的小管形成的影响

@&C

!

雷公藤多甙能够抑制
A'-M

黑色素瘤细胞血管生成相关

因子的分泌
!

采用
7>;BA

法对
A'-M

黑色素瘤细胞培养上清

液进行检测#考察雷公藤多甙对肿瘤细胞血管生成相关因子分

泌的影响*结果表明雷公藤多甙能显著抑制肿瘤血管生成相

关因子的分泌#见图
M

*

!!

"

!

3

$

%&%M

#

""

!

3

$

%&%$

#与
3IB̀

组比较*

图
M

!!

雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤细胞血管生成相关因子分泌的影响

A

!

讨
!!

论

近年来黑色素瘤的发病率逐年升高#给人类的健康带来巨

大威胁'

(

(

*目前#黑色素瘤的治疗主要以手术切除病灶为主#

辅以放疗及化疗'

$%

(

*该种方法对于未发生转移的黑色素瘤治

疗效果较为理想#但对于已经发生转移的黑色素瘤效果较差*

因此找寻能够有效治疗黑色素瘤的药物显得尤为迫切*近年

来#中药在肿瘤的治疗中受到了越来越多的重视#且大量临床

前研究显示#多种中药具有广泛的抗肿瘤作用#如丹参'

$$.$'

(

)

川芎'

$0

(等*

雷公藤多甙是从中药雷公藤根中提取而来#大量研究表

明#雷公藤多甙对多种肿瘤细胞具有较为广泛的抗肿瘤作用#

其主要通过抑制肿瘤细胞生长'

$M

(及诱导肿瘤细胞凋亡'

-

(发挥

作用*目前#尚无雷公藤多甙治疗黑色素瘤的相关研究报道#

考虑到雷公藤多甙广泛的抗肿瘤作用#那么其对近些年来发病

率逐渐升高的黑色素瘤有无治疗作用成为了研究的兴趣点

所在*

0M-1

重庆医学
1%$)

年
-

月第
0M

卷第
1%

期



本研究从体内)外考察了雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤的

影响#发现雷公藤多甙既能在体外抑制肿瘤细胞的增殖#同时

对体内肿瘤的生长也具有抑制作用*同时#笔者也考察了雷公

藤多甙对黑色素瘤细胞的体外迁移的影响#发现雷公藤多甙能

够抑制肿瘤细胞的体外迁移*考虑到肿瘤细胞的生长及转移

均依赖于肿瘤的血管生成'

$)

(

#因此笔者又考察了雷公藤多甙

对肿瘤血管生成的影响#结果发现雷公藤多甙能显著抑制肿瘤

细胞诱导的血管生成*在肿瘤的血管生成过程中#多种因子参

与其中#包括
d7=5

)

G5=5

)

8=5.

'

及
;>./

等#因此笔者又考

察了雷公藤多甙对参与调控血管生成过程的这些因子的表达

有何影响*结果发现#雷公藤多甙能够显著抑制
d7=5

)

G5=5

及
;>./

的蛋白表达#但却对
8=5.

'

蛋白的表达没有明显影响#

这表明雷公藤多甙对于黑色素瘤血管生成的调控不依赖于

8=5.

'

*

综上所述#本文从体外肿瘤细胞增殖)迁移)体内肿瘤生长

及肿瘤血管生成角度考察了雷公藤多甙对
A'-M

黑色素瘤的

影响#研究结果显示#雷公藤多甙具有用于临床治疗黑色素瘤

的潜能#这为雷公藤多甙后续的深入研究及药物开发提供了一

定的实验依据*
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