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"摘要#
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目的
!

探讨白花蛇舌草对肺癌干细胞增殖'凋亡及细胞周期的影响%方法
!

诱导培养
8+-B

肺癌

干细胞球!免疫组织化学检测
H0\,

'

:?J-

表达!

""I'=

检测白花蛇舌草提取物对细胞增殖的影响!流式细胞检

测白花蛇舌草提取物对细胞凋亡率及细胞周期的影响%结果
!
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肺癌干细胞中的
">3((

阳性率

"

)*!-=((*c*!*B,B,
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E

!

8+-B

细胞中仅为"

+!*+4)*c*!3=+=(

$

E

%

H0\,

'

:?J-

表达在
8+-B

细胞及
8+-B

肺癌干细胞中均呈阳性!主要在细胞质!在
8+-B

肺癌干细胞中染色强度更强%白花蛇舌草能抑制
8+-B

肺癌

干细胞增殖!且呈时间依赖性"

!
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$#白花蛇舌草使
8+-B

肺癌干细胞的细胞凋亡率增加"
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G
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期细

胞数目增多"
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$%结论
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白花蛇舌草能抑制
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肺癌干细胞增殖!促进细胞凋亡!阻滞细胞周期于
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肺癌是我国最常见的恶性肿瘤之一!随着环境污

染及社会&经济等因素的影响!肺癌的发病率和病死

率逐年升高%国家癌症中心
,*3=

年发布的数据显

示!我国男性肺癌发病率及病死率均排名第一!我国

女性肺癌发病率排名第二!病死率排名第一'

3

(

%目前

国内外研究表明!对于肺癌的治疗依然首选手术!但

对大多数患者来说就诊时已属于中晚期肺癌!失去了

手术机会!而放&化疗已成为其治疗中不可或缺的重

要手段!但其对人体毒副作用大!长期使用降低肿瘤

细胞对其敏感性的缺点限制了临床疗效%中药具有

减轻放&化疗毒副作用!改善肿瘤细胞耐药性!增强抗

肿瘤作用的重要特点'

,

(

%白花蛇舌草为茜草科植物的

全草!现代研究发现白花蛇舌草在体内外均有抗肿瘤作

用!其主要作用机制包括抑制肿瘤细胞增殖!诱导肿瘤

细胞凋亡!增强免疫功能!抑制侵袭和肿瘤细胞的多耐

药性等%本实验通过研究白花蛇舌草作用于
8+-B

肺

癌干细胞!探讨其对肺癌干细胞增殖&凋亡及细胞周期

的影响!进一步阐明其抗肿瘤可能的作用机制%
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材料与方法

?!?

!

材料

?!?!?

!

细胞株人肺癌
8+-B

细胞系购于上海中国科

学院细胞库%

?!?!!

!

主要试剂与仪器
!

白花蛇舌草"成都中医药

大学附属医院中药房#$

>/6/

培养&胎牛血清"美国

G2Y?0

公司#$青霉素
'

链霉素溶液
3**b

"碧云天公

司#$

">3((

抗体"美国
C>

公司#$

""I'=

试剂盒"美

国
H2

R

@#

公司#$

8KK&\2KW'V6

*

)'88>

流式试剂盒

"美国
D>

公司#$一抗
8KJ2H0\,

&

8KJ2:?J-

"兔来源!

美国
8Y?#@

公司#$

"&MM"

Q

?M&#KP8

%

0

%

J0$2$8K#M

Q

'

$2$I2J

"美国
D>

公司#$低速台式离心机"上海安亭科

学仪器厂#$倒置显微镜&照相系统"日本
:M

Q

@

%

A$

公

司#$流式细胞检测仪"美国
D>

公司#%

?!!

!

方法

?!!!?

!

细胞培养
!

将人肺癌
8+-B

细胞培养于含

3*E

优质胎牛血清和
3E

青霉素
'

链霉素双抗的

>/6/

培养基中!

,

&

(P

换液
3

次!细胞
=*E

融合度

时传代!可按照
3k(

传代比例进行!于
()a+E":

,

及饱和湿度培养箱中培养%

?!!!!

!

8+-B

肺癌干细胞诱导
!

取对数生长期的

8+-B

细胞!以
3b3*

( 个*
@Z

的密度接种到
4

孔板

中!用无血清干细胞培养基"

>/6/

培养基
j-`

*

Z

胰岛素
j3iD,)j,*K

R

*

@Z6G[j,*K

R

*

@ZY['

G[

#悬浮培养!隔
3

&

,P

更换培养基!

,

&

(

周后可见

肿瘤细胞球形成!传代用于后续实验%

?!!!"

!

流式细胞检测
">3((

表达
!

取对数生长期

的
8+-B

细胞!接种到
4

孔板中!待细胞生长达到

4*E

&

)*E

用
*!,+E

胰酶消化细胞!离心后用
VDH

重悬细胞!在每个流式检测管或板式微孔中加入

+*

%

Z

的稀释后的抗体"抗体用
HJ#2K2K

R

DANN&1

稀释

成合适的浓度#%在空白管*孔中加入
+*

%

ZHJ#2K2K

R

DANN&1

!在各管*孔中分别加入
+*

%

Z

细胞悬液!常温

孵育
(*@2K

后加入
HJ#2K2K

R

DANN&1

"每个流式检测管

中加
,@Z

!而每微孔中加
,**

%

Z

#!离心后重复洗涤
(

次!

3**

%

Z

重悬细胞后上流式仪检测'

('4

(

%

?!!!@

!

免疫组织化学检测
H0\,

&

:?J-

表达
!

将细胞

消化后!用完全培养基重悬调整细胞密度至
,b3*

-

个*
@Z

!取细胞悬液滴在无菌的
3,

孔板中铺上的细

胞爬片上!

(*@2K

后在培养皿中补加完全培养液放于

()a+E ":

,

培养箱中培养!用
VDH

漂洗
,

次后用

-E

多聚甲醛固定!再分别经
*!+EU12J0Ki'3**

处理

"室温#

4*@2K

&

(E 7

,

:

,

处理"室温#

3+@2K

!处理前

后均用
VDH

洗涤
(

次%山羊血清室温封闭
4*@2K

!取

出甩干封闭液"不漂洗#!一抗孵育"稀释比
3k,**

#

-a

过夜!阴性对照用
VDH

液代替一抗!

VDH

清洗标

本
(

次各
+@2K

!二抗"生物素标记#工作液孵育
()a

(*@2K

!

VDH

清洗标本
(

次各
+@2K

!碱性磷酸酶标记

的链霉卵白素工作液"湿盒#

()a(*@2K

!

VDH

清洗

标本
(

次各
+@2K

!

>8D

显色"避光!镜下观察至棕

色#!再用苏木素复染!自来水洗返蓝!梯度乙醇脱水

后封片至镜下观察'

)'=

(

%

?!!!A

!

""I'=

检测细胞增殖
!

取正常生长的
8+-B

细胞!调整细胞浓度至
3b3*

+ 个*
@Z

!接种于
B4

孔板

中!每孔
3**

%

Z

!每组细胞设
B

个复孔!将
B4

孔板移

入培养箱中培养"

()a+E ":

,

#!培养
,-.

后实验

组按白花蛇舌草提取物
*!+

R

*

@Z

加入细胞中!分别

培养
,-

&

-=

&

),.

!每孔加入
3*

%

Z""I'=

溶液"注意

不要产生气泡#!于培养箱内孵育
3

&

-.

!同时设置空

白孔"培养基&

""I'=

#&对照孔"未经处理的细胞&培

养基&

""I'=

#!用酶标仪测定在
-+*K@

处的吸光度值

"

$

值#

'

B

(

%细胞活力"

E

#

d

'

$

"实验组#

_$

"空白

组#(*'

$

"对照组#

_$

"空白组#(

b3**E

!细胞抑制率

"

E

#

d

'

$

"对照组#

_$

"实验组#(*

$

"对照组#

b3**E

%

?!!!B

!

流式细胞检测细胞凋亡和周期
!

将
8+-B

细

胞用
4

孔板培养!待细胞生长达到
4*E

&

)*E

!对照

组加入
>/6/

培养基!实验组加入白花蛇舌草提取

物
3

R

*

@Z

!胰酶消化收集细胞!用
VDH

洗涤细胞
,

次%在
+*

%

Z

的
D2KP2K

R

DANN&1

中加入
+

%

Z)'88>

染液混匀!室温&避光并反应
+

&

3+@2K

后再加入
-+*

%

Z

的
D2KP2K

R

DANN&1

混匀!加入
3

%

Z8KK&\2KW'V6

混匀室温&避光&反应
+

&

3+@2K

!

3.

内进行流式细胞

仪的观察和检测%用
)*E

乙醇
-a

固定
,.

或更长

时间%检测前
VDH

冲洗细胞
3

次!加入
*!+@Z

碘化

丙啶染色液!

()a

避光温浴
(*@2K

%随后
-a

或冰浴

避光存放!

,-.

内用流式细胞仪在激发
-==K@

波长

处检测红色荧光!同时检测光散射情况%

?!"

!

统计学处理
!

采用
HVHH,*!*

统计软件进行分

析%计量资料以
McC

表示!多组间比较采用单因素

方差分析!两两比较采用
ZH>

分析%以
!

#

*!*+

为

差异有统计学意义%

!

!

结
!!

果

!!?

!

细胞中
">3((

表达情况
!

8+-B

肺癌干细胞中

">3((

阳性率"

)*!-=((*c*!*B,B,

#

E

!

8+-B

细胞

中仅为"

+!*+4)*c*!3=+=(

#

E

!经传代培养后诱导

形成的细胞球富含肺癌干细胞%

!!!

!

细胞中
H0\,

&

:?J-

表达情况
!

通过免疫组织化

学检测出
H0\,

&

:?J-

表达在
8+-B

细胞及
8+-B

肺癌

干细胞中均呈阳性!主要在细胞质中表达!在
8+-B

肺

癌干细胞中染色强度更强!见图
3

&

(

%在视野为
,**

倍的高倍镜下选取
3*

个视野求平均阳性细胞率!

H0\,

在
8+-B

细胞及
8+-B

肺癌干细胞中的阳性细胞

(*,,
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年
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8+-B

细胞"

b,**

#$

D

)

8+-B

细胞"

b-**

#$

"

)

8+-B

肺癌干细胞"

b,**

#$

>

)

8+-B

肺癌干细胞"

b-**

#

图
3

!!

>8D

免疫组织化学染色检测
H0\,

表达

!!

8

)

8+-B

细胞"

b,**

#$

D

)

8+-B

细胞"

b-**

#$

"

)

8+-B

肺癌干细胞"

b,**

#$

>

)

8+-B

肺癌干细胞"

b-**

#

图
,

!!

>8D

免疫组织化学染色检测
:?J-

表达

率分别为
4(!((E

&

=4!4)E

!

:?J-

阳性细胞率分别

)-!(*E
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白花蛇舌草对
8+-B

肺癌干细胞增殖的影响
!

空白组各时间点
$

值差异无统计学意义"

!

"
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#!

其余两组在不同时间点
$

值差异有统计学意义"

!

#
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#!实验组
$

值较对照组低"

!
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#!见表
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白花蛇舌草作用于肺癌干细胞
,-

&
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对细胞增

殖的抑制力分别为
B!==E

&

3B!(+E

&

,4!,*E

!随着时

间的延长细胞的活力越来越低!细胞的抑制率越来

越高%

表
3

!!

各组不同时间段
$

值$

McC

%

组别
,-. -=. ),.

空白组
*!***4**c*!***+,B *!***B4)c*!**3*B) *!***44)c*!***-34

对照组
*!(4(,)*c*!**-B3* *!++*B**c*!**,,+),*!)(4***c*!*3,*-4

实验组
*!(,-)**c*!**43+- *!---(**c*!*3,)((**!+-(,**c*!*,3++-
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白花蛇舌草对
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肺癌干细胞凋亡的影

响
!

经白花蛇舌草干预后细胞凋亡率为"

,)!B*((*c

*!-*+,4

#

E

!对 照 组 细 胞 凋 亡 率 为 "
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白花蛇舌草对
8+-B

肺癌干细胞细胞分裂周期

的影响
!

经白花蛇舌草干预后处于
G

3

期的细胞数明

显增多!

H

期的细胞数明显减少!细胞分裂停滞于
G

3

期!见表
(

%

表
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两组细胞凋亡率比较$
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(

E

%

组别 早期凋亡率 晚期凋亡率 总凋亡率

对照组
-!+)***c*!*B+(B *!-B((*c*!++*=* +!*4((*c*!3+*33

实验组
,(!=B4)*c*!(=*3= -!**4)*c*!*,+3) ,)!B*((*c*!-*+,4

表
(

!!

两组细胞周期分布$

McC
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组别
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3

H

G
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实验组
4)!,-4)*c*!+B=4B 3,!B,4)*c*!++*=* 3B!=(***c*!+4+4*

对照组
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肺癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤之一!严重

威胁着人类生命健康!其发病的分子机制尚未完全明

确%肺癌干细胞是来源于肺癌组织中可被特异性标

志物标记!具有多向分化&自我更新&无限增殖等生物

学特征的异质性细胞群!其与肺癌的侵袭&复发转移&

耐药等恶性生物学特征密切相关'

3*

(

%肿瘤干细胞多

呈静息状态!不仅能逃脱针对此细胞增殖的损伤!而

且凭借其较强的修复能力!能对已造成的损伤进行最

大程度的修复%肺癌干细胞表面转运蛋白能将化疗

药物转运至胞外!降低细胞内药物浓度以减轻化疗产

生的影响'

33'3,

(

%随着对肺癌研究的不断深入!越来越

多的证据表明肺癌的复发&转移及其对放&化疗的耐

受等生物学特性均与肺癌干细胞有关%中医因思路

独道!治疗方案个体化!化学结构特殊而具有作用多

靶点&疗效确切及不良反应轻等特点!近年来成为肺
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癌干细胞研究领域的新方向%

在古代中医并没有肺癌的病名!可归入+肺积,

+肺壅,+肺疽,+肺痈,+痞癖,+咳嗽,+咯血,等范畴%

肺癌的病性属于本虚标实!基本病因病机属于正虚邪

毒!与痰浊聚肺&情志失调&烟毒内蕴等有关%正气亏

虚!脏腑气血阴阳失调!成为肺癌发病的基础%一方

面肺为娇脏!邪气从外而入!邪毒内蕴!导致肺失宣

降!肺气闭郁!气滞血瘀!日久积块$另一方面津液输

布不利!积聚成痰!痰阻脉络!血行不畅!痰瘀互结!从

而形成肿块'

3(

(

%有研究表明!在肺癌发生&发展的某

些阶段!热毒是肺癌的主要致病因素之一!热邪稽留!

蒸灼津液!炼液为痰!痰阻经络!气血运行不畅!热&

痰&瘀互结!形成热毒!阻塞脏腑经络形成癌肿!临床

表现为发热&疼痛&局部灼热&肿块增大等症状!治疗

应以清热解毒为主'

3-

(

%

白花蛇舌草属于清热解毒类中药!微苦&甘&寒%

归胃&大肠&小肠经!具有清热解毒&利湿通淋等功效!

临床上多应用于痈肿疮毒&咽喉肿痛&毒蛇咬伤&热淋

涩痛&湿热黄疸等症'

3+

(

%有研究表明'

34

(

!其主要化学

成分有蒽醌类&环烯醚萜苷类&黄酮类&三萜类&甾醇

类&香豆素类&烷烃等!能增强免疫活性&抗氧化和抗

肿瘤活性%

本研究结果显示!经白花蛇舌草干预后的
8+-B

肺癌干细胞培养
,-

&

-=

&

),.

后细胞的增殖力明显受

到抑制!细胞凋亡率增加!其细胞周期处于
G

3

期的细

胞数大幅度增加!处于
H

期的细胞数明显减少!表明

白花蛇舌草能促进细胞凋亡!阻滞肺癌干细胞的细胞

周期%与普通体细胞相比!机体成体干细胞的细胞周

期多处于
G

3

期!当机体组织受到损伤或刺激时!干细

胞可由静息期进入增殖&分化期!通过完成细胞的增

殖和分化以修复机体%肝癌干细胞也具备这个特点!

处于
G

3

期的细胞具有较强的增殖和分化潜能%白花

蛇舌草的干预明显减少了
8+-B

肺癌干细胞
G

3

期细

胞的数量!从而抑制了恶性细胞的增殖和分化能力%

综上所述!肺癌干细胞是肿瘤细胞增殖&分化及

自我更新的母细胞!白花蛇舌草能有效地抑制肺癌干

细胞的增殖!促进肺癌干细胞凋亡!阻滞肺癌干细胞

的细胞周期!从而达到治疗肺癌的目的!但其具体的

作用机制还有待进一步研究%
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