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"摘要#
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目的
!

探讨黄芪多糖对结肠癌
AI.1(

细胞增殖&凋亡及周期的影响!以及黄芪多糖用于结肠癌治

疗的抗肿瘤分子机制$方法
!

在体外培养
AI.1(

细胞!四甲基偶氮唑盐"

EII

#法检测黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖的半数致死量"

G@

;%

#!设置不同的黄芪多糖浓度!检测黄芪多糖对
AI.1(

细胞增殖能力的影响(利用

膜联蛋白
a.

异硫氰酸荧光素"

H,,7W#,a.CGI@

#凋亡检测试剂盒流式细胞仪检测不同浓度黄芪多糖对
AI.1(

细胞凋亡的影响(利用碘化丙啶"

?G

#周期检测试剂盒流式细胞仪检测不同浓度黄芪多糖对
AI.1(

细胞周期的

影响$结果
!

EII

实验结果显示黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖的
G@

;%

为
(1&0(

#

R

)

8F

!黄芪多糖能够抑制人

结肠癌细胞
AI.1(

的增殖!且当浓度小于
1%%

#

R

)

8F

时!随着黄芪多糖浓度的增高其抑制增殖作用增强!抑制

作用呈剂量依赖型(流式细胞仪检测结果显示!黄芪多糖能够促进人结肠癌细胞
AI.1(

的凋亡!且当浓度小于

1%%

#

R

)

8F

时!随着黄芪多糖浓度的增高其促进凋亡作用增强(黄芪多糖对
AI.1(

细胞具有周期阻滞作用$

结论
!

黄芪多糖可使结肠癌
AI.1(

细胞增殖减慢延缓&凋亡增加!细胞阻滞于
B

$

期!其可能是黄芪用于结肠

癌治疗的抗肿瘤机制$
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结肠癌具有早期侵袭及转移的特点%其生物学恶 性程度高%严重危害人类健康(结肠癌发病率呈年轻

((/1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期

"
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化态势%近年来青年人结肠癌发病率较以往有了明显

的升高趋势%提高早诊率及结肠癌救治水平迫在眉

睫&

$

'

(现阶段结肠癌治疗仍主要依靠手术*放疗及化

疗治疗%外科手术技术的不断提高及新的化疗药物的

发展在很大程度上使得结肠癌的救治水平得到一定

的改善%但仍有很多患者无法接受手术治疗%化疗药

物由于其较严重的毒副反应使患者无法耐受%结肠癌

病死率仍居高不下(中国传统医学中医中药的发展

弥补了这一缺陷&

1.'

'

(黄芪味甘%性温%有健脾理气的

功效%得益于其低毒副作用*高效及多靶点的优势%黄

芪已广泛应用于结肠癌抑制肿瘤生长*减轻化疗副反

应*放疗增敏以及改善患者症状&

0.-

'

(本研究基于黄

芪治疗结肠癌的基础%研究黄芪多糖对结肠癌
AI.1(

细胞生长作用的影响%探讨黄芪多糖抑制结肠癌
AI.

1(

细胞增殖的作用机制%为黄芪治疗结肠癌提供实验

和理论基础(

B

!

材料与方法

B&B

!

材料

B&B&B

!

细胞株
!

AI.1(

人结肠癌细胞株系购自中国

科学院上海生命科学研究所(

B&B&C

!

药物及试剂
!

黄芪多糖购自森弗生物公司)

四甲基偶氮唑盐#

EII

$购自美国
H8K7+6"

公司)

E@@P\i=;H

培养基购自北京
E96

R

7,7

公司)二甲

基亚砜#

OE=P

$购自美国
H8K7+6"

公司)胰蛋白酶购

自北京中杉金桥生物技术有限公司)胎牛血清购自美

国
A

T

6:",7

公司)膜联蛋白
a.

异硫氰酸荧光素#

H,.

,7W#,a.CGI@

$凋亡检测试剂盒购自美国
=#

R

89

公

司)碘化丙啶#

?G

$周期检测试剂盒购自美国
]O

公司)

小鼠免疫组化染色
=.?

检测试剂盒%浓缩型二氨基联

苯胺#

OH]

$试剂盒购自北京中杉金桥生物技术有限

公司(

B&B&D

!

实验仪器
!

细胞培养箱购自德国
A7K96V+

公

司)倒置显微镜购自日本
P:

T

8

4

V+

公司)离心机购自

德国
D

44

7,!"KS

公司)紫外分光光度计购自美国
]#".

<9!

公司)酶标仪购自美国
]#".<9!

公司)超净工作台

购自西安净化仪器厂)移液器购自德国
D

44

7,!"KS

公司(

B&C

!

方法

B&C&B

!

细胞培养*黄芪多糖配制及实验分组
!

细胞

在
'-`

*

;N@P

1

孵箱中培养于含
$%N

胎牛血清的

E@@P\i=;H

培养液中%适时使用胰蛋白酶进行消

化传代(超净工作台内无菌条件下用
E@@P\i=;H

培养液溶解黄芪多糖粉末呈不同浓度的黄芪多糖混

合培养液%使黄芪多糖的终浓度分别为
;%

*

$%%

*

1%%

#

R

"

8F

%设置分组如下!对照组加入
1%%

#

F

培养

液%黄芪多糖
H

*

]

*

@

组分别加入含黄芪多糖
;%

*

$%%

*

1%%

#

R

"

8F

的黄芪多糖混合培养液
1%%

#

F

(

B&C&C

!

EII

法检测细胞增殖
!

采用
EII

法检测

细胞增殖%选取对数生长期
AI.1(

细胞%以
1[$%

0

个"
8F

的浓度接种于
()

孔板中培养%每孔
1%%

#

F

%

共接种
0

块板%于
'-`

*

;N @P

1

孵箱中培养
102

待

细胞完全贴壁后%按照倍比稀释方法%将细胞培养基

更换为终浓度为
-;

*

$1;

*

1;%

*

;%%

*

$%%%

#

R

"

8F

的黄

芪多糖混合培养液
1%%

#

F

%对照组为不含黄芪多糖的

培养液
1%%

#

F

%根据浓度不同将实验分为
)

组%每组

样本设置
;

个副孔%其中
$

个副孔为只加培养液不含

细胞的空白对照用以排除试剂对实验结果的影响%分

别在培养
%

*

10

*

0/

*

-12

各取出
$

块
()

孔板每孔加入

EII

液
1;

#

F

#

;8

R

"

8F

$%将该
()

孔板继续孵育
02

后每孔加入
OE=P

液
1%%

#

F

%酶标仪上在
0(%,8

波

长下检测各组样本吸光度值%分别记录
0

块板上各组

细胞的吸光度值%根据吸光度值绘制生长增殖曲线(

B&C&D

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

采用
H,,7W#,a.

CGI@

凋亡检测试剂盒#

H,,7W#,a.CGI@H

4

"

4

3"+#+

O73763#",_#3

$流式细胞仪检测细胞凋亡%选取对数生

长期
AI.1(

细胞%根据细胞分组情况对各组细胞进

行处理%收取各组细胞样本%磷酸盐缓冲液#

?]=

$液漂

洗后使用胰蛋白酶消化%加入
?]=

反复漂洗%轻轻吹

打制备单细胞悬液%细胞计数浓度约为
$[$%

) 个"

8F

%离心收取细胞沉淀后使用
;%%

#

F

固定液固定%

依此加入
H,,7W#,a.CGI@;

#

F

*

?G$%

#

F

%混匀后室

温条件下避光孵育
$%

"

$;8#,

%流式细胞仪检测(

B&C&E

!

细胞周期检测
!

采用
?G

周期检测试剂盒流

式细胞仪检测细胞周期%细胞处理同凋亡检测%在
)

孔板内培养细胞%对照组加入
18F

培养液)黄芪多糖

组加入
18F

终浓度为
$%%

#

R

"

8F

黄芪多糖混合培

养液%

0/2

后收集细胞加入细胞周期检测试剂盒溶液

H1;%

#

F

%充分混匀后室温条件下孵育
$%8#,

%然后

加入溶液
]1%%

#

F

%继续室温孵育
$%8#,

后加入预

冷的
@

液
1%%

#

F

%避光条件下冰浴
$%8#,

%流式细胞

仪检测(

B&D

!

统计学处理
!

应用
=?==$(&%

统计软件及

BK9

4

2?9!?K#+8

软件对实验数据进行记录及统计%实

验结果均重复
'

次%计量资料以
Ec4

表示%组间比较

采用
9

检验%以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义(

C

!

结
!!

果

C&B

!

黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖

C&B&B

!

黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖的半数致死

量#

G@

;%

$

!

检测
102

黄芪多糖对
AI.1(

细胞增殖的

抑制作用%

EII

法检测结果显示%与对照组比较%黄

芪多糖在
-;

#

R

"

8F

以上时%对
AI.1(

细胞具有较明

显的抑制增殖作用%且当其浓度大于
1%%

#

R

"

8F

时%

102

细胞存活率低于
1;N

%由
BK9

4

2

4

9!

软件求得其

G@

;%

值为
(1&0(

#

R

"

8F

#图
$

$%其
(;N

可信区间#

1+

$

为
-/&'1

"

$%(&1%

#

R

"

8F

%故选择黄芪多糖
;%

*

$%%

*

1%%

#

R

"

8F

为实验分组浓度(

C&B&C

!

不同浓度黄芪多糖对
AI.1(

细胞增殖能力

的影响
!

对照组及黄芪多糖
H

*

]

*

@

组分别在培养第

%

*

10

*

0/

*

-12

时应用
EII

法检测黄芪多糖对
AI.

1(

细胞增殖的抑制作用%结果显示黄芪多糖可抑制人

结肠癌细胞
AI.1(

的增殖%且当浓度小于
1%%

#

R

"

8F

时%随着黄芪多糖浓度的增高其抑制增殖作用增

%%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



强%抑制作用呈剂量依赖型%见图
1

(

图
$

!!

黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖的
G@

;%

!!

9

!

!

$

%&%;

)

L

!

!

$

%&%$

%与对照组比较

图
1

!!

各组
AI.1(

细胞增殖能力比较

C&C

!

黄芪多糖促进
AI.1(

细胞凋亡
!

在培养第
0/

2

时
H,,7W#,a.CGI@

凋亡检测试剂盒流式细胞仪检

测各组细胞的凋亡率%与对照组比较%黄芪多糖
H

组

仅晚期凋亡率差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$)而黄芪

多糖
]

*

@

组早期凋亡率及晚期凋亡率差异均有统计

学意义#

!

$

%&%;

$%且晚期凋亡率均明显增高#

!

$

%&%$

$%见表
$

(

表
$

!!

黄芪多糖对
AI.1(

细胞凋亡的影响$

Ec4

%

-b'

&

组别 早期凋亡率#

N

$ 晚期凋亡率#

N

$

对照组
$&'(c$&%0 ;&1;c$&''

黄芪多糖
H

组
1&)'c1&$(

$;&$%c'&0-

9

黄芪多糖
]

组
0&(0c$&/)

9

1;&0%c'&$$

L

黄芪多糖
@

组
)&('c1&-/

9

'0&-%c'&(0

L

!!

9

!

!

$

%&%;

%

L

!

!

$

%&%$

%与对照组比较

C&D

!

黄芪多糖对
AI.1(

细胞具有细胞周期阻滞作

用
!

培养
0/2

%与对照组比较%黄芪多糖组
AI.1(

细

胞
B

%

"

B

$

期细胞数目增加#

!b%&%$/)

$%

=

期细胞数

量明显减少#

!b%&%%/-

$%

B

1

"

E

期细胞数目无明显

变化#

!

%

%&%;

$%见表
1

(

表
1

!!

两组
AI.1(

细胞周期细胞数量比较$

Ec4

%

-b'

&

组别
B

%

"

B

$

#

N

$

=

#

N

$

B

1

"

E

#

N

$

对照组
);&'%c0&-$ '1&-%c1&'$ 1&%$c$&0(

黄芪多糖组
--&0%c1&-/

9

1%&(%c'&;/

9

$&/%c1&)$

!!

9

!

!

$

%&%;

%与对照组比较
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!!
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现代中医认为大肠癌发生主要由外感六淫*饮食

不节*情志失调所导致的正气亏虚*气血失调*毒邪蕴

结大肠而导致%晚期大肠癌常表现为脾肾亏虚*气血

不足%术后气血两虚%化疗使患者脾气不足是大肠癌

患者症状难以改善的根本&

/

'

(研究证实%内服中药对

大肠癌临床症状的缓解及化疗毒副作用的减轻有明

确疗效%临床治疗大肠癌常用枳实消痞丸*参苓白术

汤等经方%亦使用康艾注射液*康莱特注射液等中成

药注射液%扶正的同时兼顾攻邪%健脾益气%在这方面

取得了确切的治疗效果&

(

'

(中医外治法作为内服中

药的补充可通过局部给药直达病灶局部%达到缓解大

肠癌患者便秘*便血*肠胀气等并发症的目的%同时可

以缩小肿瘤大小达到治疗效果(中药灌肠*针灸疗

法*穴位注射*中药外涂*中药坐浴*热奄包*封包等在

临床上广泛用于大肠癌的中医外治&

(

'

(

黄芪性喜凉爽%耐寒耐旱%产于内蒙古*山西*甘

肃*黑龙江等地%属补气良药%以补虚为主%可有效增

强机体免疫功能%有保肝利尿*抗衰老*抗应激*降压

以及广谱抗菌功效&

$%

'

%黄芪多糖是黄芪的主要生物学

活性成分%其组成为多糖和黄芪苷%黄芪苷分为黄芪

苷
)

*黄芪苷
$

*黄芪苷
*

%其中生物活性最好的是黄

芪苷
*

即黄芪甲苷%黄芪甲苷能增强机体免疫力*提

高机体的抗病能力及抗肿瘤功效%有研究证实%黄芪

甲苷对结肠癌&

$$.$1

'

*乳腺癌&

$'

'

*胃癌&

$0

'

*宫颈癌&

$;

'

*肝

癌&

$)

'

*胰腺癌&

$-

'等癌症都有治疗作用(黄芪可以通

过影响细胞周期相关蛋白的表达%阻滞细胞增殖周

期%抑制肿瘤细胞增殖&

$/

'

)黄芪还可以影响细胞凋亡

信号转导途径%促进肿瘤细胞凋亡&

$(

'

)黄芪亦可通过

调控癌基因及抑癌基因表达抑制肿瘤细胞增殖*转移

起到抗肿瘤目的)其抗氧化应激功效可有效清除和抑

制自由基%逆转肿瘤化疗耐药及辅助化疗药物抗肿瘤

治疗等(

王倩竹等&

1%

'通过
(%

例结直肠癌患者治疗研究比

较认为中药对方#黄芪*角针$对结直肠癌患者术后肠

道屏障功能损害有一定的保护作用%在肠功能恢复*

减轻毒素吸收和降低致炎因子水平方面可能优于西

药)阎力君等&

1

'通过体外实验的方法得出结论认为黄

芪多糖对结肠癌细胞
=J)1%

具有明显的抑制增殖和

诱导凋亡作用%其诱导凋亡机制可能是通过线粒体凋

亡通路实现)有研究证实黄芪甲苷在结肠癌的治疗中

能够通过抑制自噬增强西妥昔单抗#

@Î

$的抗肿瘤

细胞增殖作用(

本研究应用药物不同浓度梯度抑制
AI.1(

细胞

增殖%计算出黄芪多糖抑制
AI.1(

细胞增殖的
G@

;%

%

而后根据
G@

;%

值设置不同的黄芪多糖浓度作为实验

分组%通过
EII

实验%检测不同浓度黄芪多糖对

AI.1(

细胞增殖能力的影响)利用流式细胞仪分别检

测不同浓度黄芪多糖对
AI.1(

细胞凋亡及周期的影

响(结果表明!黄芪多糖抑制人结肠癌细胞
AI.1(

的增殖%当浓度小于
1%%

#

R

"

8F

时%随着黄芪多糖浓

度的增高其抑制增殖作用增强%抑制作用呈剂量依赖

型)黄芪多糖可以促进
AI.1(

细胞凋亡%黄芪多糖使

AI.1(

细胞的生长停滞在
B

$

期%说明黄芪多糖对

$%(1

重庆医学
1%$(

年
(

月第
0/

卷第
$-

期



AI.1(

细胞具有周期阻滞作用%其主要为
B

$

期阻滞(

本研究通过计算黄芪多糖作用于
AI.1(

细胞的

G@

;%

%在结肠癌
AI.1(

细胞系中证实了黄芪的抗肿瘤

作用%研究结果认为%黄芪治疗结肠癌的抗肿瘤机制

是黄芪多糖可使结肠癌
AI.1(

细胞增殖受到抑制%

细胞凋亡增加%细胞阻滞于
B

$

期(本研究为黄芪多

糖用于结肠癌治疗可提供新的理论依据%并为进一步

研究打下基础(
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