
细胞表面蛋白分子 其胞内区含有一段长约 ∗ 个氨基

酸序列的死亡结构域 与死亡相关蛋白结合后 激活 ≤ 2

从而引起一系列 ≤ 酶联反应 引起 ⁄ 降解 细胞

凋亡 ∀研究表明 大鼠脑缺血再灌注后 ƒ 表达增强 表明

ƒ 蛋白介导了脑缺血后细胞凋亡的发生 ≈ ∀

本研究表明 缺血再灌注对照组 !再灌注葛根素组的 ƒ

阳性细胞数及死亡细胞数均明显多于正常对照组 再灌注对

照组则明显多于再灌注葛根素组 ∀表明葛根素对急性脑缺

血再灌注所致的脑细胞损伤具有保护作用 其保护作用机制

在急性缺血性损伤及再灌注损伤可能有所不同 ∀对缺血性

损伤的保护作用可能主要通过上调 ≥° 蛋白的表达而实

现的 ≈ 而对脑缺血再灌注损伤的保护作用除上调 ≥°

表达外 还可能与下调 ƒ 蛋白的表达 !减少细胞凋亡有关 ∀

急性脑缺血性损伤主要由于缺血使脑细胞代谢障碍 导

致细胞变性坏死所致 而与 ƒ 蛋白介导的细胞凋亡相关不

大 在再灌注损伤机制中 除了缺血导致脑细胞代谢障碍和

变性坏死途径外 本研究进一步证实其损伤机理可能有 ƒ

蛋白的参与 ∀

本实验结果显示 实验各组 ƒ 阳性细胞数与死亡细胞

数间均无显著相关性 说明了脑缺血再灌注所致的细胞死亡

途径不仅仅是由 ƒ 介导 还有其他途径介导细胞死亡 进

一步说明了损伤机制的复杂性 ∀

实验结果表明 葛根素对急性脑缺血再灌注损伤具有保

护作用 提示通过这一药物干预作用对缺血再灌注后脑神经

细胞损伤的预防 !保护及治疗可能存在一定的应用价值和

前景 ∀
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摘要 目的  探讨复方藤梨根制剂对高转移性人肺癌细胞 ° 的生长及细胞间隙连接蛋白 ≤¬ 表达水平的影响 ∀方法  采

用 ××法体外观察不同浓度复方藤梨根制剂对 ° 细胞的杀伤作用 应用流式细胞仪检测用药后 ° 细胞 ≤¬ 的表达水平 ∀

结果  个浓度的复方藤梨根制剂对 ° 细胞均有杀伤作用 呈剂量依赖关系 ∀与对照组相比 ≤¬ 表达水平逐渐上升 ∀结

论  复方藤梨根制剂对 ° 细胞具有生长抑制作用 其机制可能与上调间隙连接蛋白 ≤¬ 表达水平有关 ∀
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  细胞间隙连接通讯 ∏ ∏ ∏ 2

≤ 是细胞间的一种重要连接方式 在细胞分化 生

长控制及维持体内环境平衡等方面起重要作用 ∀近年来研

究表明 肿瘤和转化细胞中普遍存在 ≤的缺陷 ≈
≤在

肿瘤的发生及转移过程中扮演着极为重要的角色 ≈ ∀间隙

连接蛋白 ≤ ¬ ≤¬ 是一种主要的细胞间隙连接

蛋白 在多种肿瘤细胞中都有 ≤¬ 表达的下降 ≤¬ 基因

表现出肿瘤抑制基因的特点 ≈ ∀为此 许多学者热衷于研究

上调 ≤¬ 表达的药物 以此来实现其抑制肿瘤生长 !分化 !

转移等作用 ∀目前对 °
≈ !维甲酸 ≈ !Β2胡萝卜素 ≈ 上

调 ≤¬ 表达的研究较多 中药提取物如姜黄素类似物 !茶多

酚等上调 ≤¬ 表达的研究已有报道 ≈ 但复方中药对 ≤¬

表达水平的研究尚未见文献报道 ∀本实验在体外观察复方

藤梨根制剂对高转移性人肺癌细胞生长及其对 ≤¬ 表达的

影响 并进一步探讨其作用机制 ∀

1  材料与方法

1 1  试剂与药物

胰蛋白酶 ! ° 2 培养基 ! ××和 ⁄ ≥ 均

购于 ≥ 公司 ∀兔抗人 ≤¬ 和 ƒ ×≤标记的羊抗兔

为美国 公司产品 ƒ ≤≥ 流式细胞仪为美

国 ⁄公司产品 ∀复方藤梨根制剂由浙江中医学院制剂教研

室提供 ∀

1 2  细胞来源及培养

高转移性人肺癌细胞株 ° 由北京大学医学院免疫生

化室王力民研究员惠赠 ∀用含 灭活小牛血清的 ° 2

培养液培养并传代 ∀

1 3  体外噻唑兰 ×× 法

取对数生长的人肺癌细胞株 ° 细胞 ≅ 分

装于 孔培养液 ∀设阴性对照组和不同浓度的复方藤梨根

制剂组 各组设 个平行孔

置 ε 培养 实验终止前 加入 ××液 再培养 测

试前加入 ⁄ ≥ 待结晶溶解后置于 波长 型号为

⁄ 酶联检测仪测每孔的 Α值 按下列公式求出生长抑

制率进行评价 ∀

生长抑制率 用药组平均 Α值 对照组平均

Α值 ≅

1 4  流式细胞仪分析术检测 ≤¬ 的表达水平

° 细胞株传代后加入含有复方藤梨根制剂

的 ° 2 细胞培养液 即为复方中药组 各

组设 个平行孔 ∀空白对照组加入含有与复方中药各组等

体积生理盐水的 ° 2 细胞培养液 也设 个平行孔

培养 ∀以 胰蛋白酶消化 制成单细胞悬液 ∀分别

加入含 正常山羊血清的 ° 2 培养液 于 ε

封闭 ∀加入过量的兔抗人 ≤¬ ε 孵育

以 ° ≥洗 次 ∀加入 Β ƒ ×≤标记的羊抗兔

ε 孵育 以 ° ≥洗 次并悬浮

后 于 ƒ ≤≥ 流式细胞仪定量检测 ≤¬ 的表达水平 ∀

1 5  统计学分析

上述每个实验均重复 次 利用 ≥°≥≥ 统计软件包

进行统计 ∀各组数据采用 ξ ? σ表示 多组数据间比较用 ƒ

检验 ∀以 Π 为显著性差异 Π 为非常显著性差

异 ∀

2  结果

2 1  复方藤梨根制剂对 ° 细胞杀伤活性的测定

由表 可见 浓度为 即表现出一定的杀伤力

且随药物浓度的增加 作用加强 ∀其中以浓度为

时生长抑制率最高达 当浓度为 时

从肉眼及电镜下均可看到被杀伤而漂浮起来死亡的 ° 细

胞 说明在该浓度下 ƒƒ× 能直接杀伤肿瘤细胞 ∀当浓度

为 时达到半数抑制率 故取浓度为

为 ƒƒ× 的各实验组 以观察不同浓度剂量组对

° 细胞增殖周期 ! ≤功能和 ≤¬ 表达的影响 ∀

表 1  不同浓度复方藤梨根制剂对 ° 细胞的杀伤活性

××法

Ταβ 1  × 2 ∏ 2

ƒ∏ × ¬∏ °

××

组  别 生长抑制率

对照组 ?

? 3 3

? 3 3 3 3

? 3 3 3 3

? 3 3 3 3

注 与对照组比较 3 Π 3 3 Π

≤ ∏ 3 Π 3 3 Π
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2 2  间隙连接蛋白 ≤¬ 的变化

表 显示 经不同浓度的复方藤梨根制剂作用 后

在 ° 细胞生长受到抑制的同时 ° 细胞的 ≤¬ 表达随药

物浓度的增加而增加 经统计学分析有显著性差异 ∀表明

≤¬ 表达与 ° 细胞生长抑制相关 复方藤梨根制剂具有上

调 ≤¬ 表达从而上调 ≤功能的作用 ∀

表 2  复方藤梨根制剂对 ° 细胞 ≤¬ 表达水平的影响

Ταβ 2  × ƒ∏ × ¬∏ ≤¬ ¬ 2

∏

分  组 ≤¬ 的表达量

对照组 ?

?

? 3 3

? 3 3

? 3 3

注 与对照组比较 3 3 Π

≤ ∏ 3 3 Π

3  讨论

细胞间隙连接通讯 ≤ 是多细胞生物体内普遍存在

的一种通讯方式 是细胞群内信号传递的主要途径 ∀它能够

传输生长调控信号 调节细胞的增殖与分化 在肿瘤的发生 !

发展和组织自身稳定的维持中具有重要作用 ∀近几年来 国

内外对 ≤与癌变的关系进行了大量的研究 发现多数肿

瘤细胞无 ≤功能 其间隙连接 少或无 而邻近的正常

组织或良性肿瘤的间隙连接正常 ∀少数肿瘤细胞有脆弱的

连接通讯 但很容易受到破坏 其间隙连接数量很少 所以认

为 ≤在肿瘤的发生过程中扮演着极为重要的角色 ≈ ∀间

隙连接 的结构单位是连接子 ¬ 每个连接子又

由六个蛋白亚单位即连接蛋白 ¬ ≤¬聚集而成 故

间隙连接蛋白是 基本结构单位 ∀连接蛋白基因的表达与

间隙连接通讯功能的相关性已被大量研究证实 ∀ •

等 ≈ 将鼠 ≤¬ 或 ≤¬ 注射进蟾蜍的卵母细胞内 两

个相连的卵母细胞电偶联的强度明显增加 将 ≤¬ 和 ≤¬

分别注射进两个不同的卵母细胞里 发现二者也能够形成功

能性细胞间隙连接通道 ≤¬ ≤¬ ∀ ∞ 等 ≈ 将 ≤¬

全长的 ⁄ 转染到通讯缺陷的人肝细胞 ≥ 里

≤¬ 表达水平明显升高 膜上 ≤¬ 蛋白形成的间隙

连接数目明显增加 染料传递和电流检查发现细胞偶联重

现 ∀以上结果提示 连接蛋白基因表达升高能够直接促进组

装功能性的间隙连接 连接蛋白基因的表达与间隙连接通讯

具有相关性 ∀有研究显示 把 ≤ ¬ 基因转染到肿瘤细胞

中 可见肿瘤的生长受到明显的抑制 间隙连接通讯功能上

调 细胞恢复正常生长 ∀某些连接蛋白基因 ≤¬ ≤¬ 和

≤¬ 可能具有抑制肿瘤生长的特点 所以连接蛋白基因被

认为是一类肿瘤抑制基因家族 ≈ 2 ∀

本实验研究的复方藤梨根制剂经过长期 !大量的临床实

践证实该方对多种恶性肿瘤有较好的疗效 ∀细胞学 !免疫

学 !分子生物学等前期研究表明该方具有控制原发性肿瘤的

生长 !控制肿瘤的远处转移及广泛的免疫调控作用 ≈ 逆转

肿瘤细胞多药耐药性 ≈ 保护细胞 ⁄ 损伤 !促进 ⁄ 损

伤修复 对化疗药物的减毒增效作用 ≈ 但其确切的作用机

制目前尚未完全阐明 ∀那么 ≤是否为复方藤梨根制剂的

抑制肿瘤作用靶点之一 为此 启发形成本课题 以期探讨

复方藤梨根制剂是否能上调肿瘤细胞 ≤¬ 的表达 恢复肿

瘤细胞间隙连接通讯功能 从而实现其抑制肿瘤生长的作

用 ∀

本实验结果表明 复方藤梨根制剂在 ∗ 浓

度之间对 ° 细胞均有杀伤活性 即可表现出一定

的杀伤作用 且随药物浓度的增加 作用加强 呈剂量依赖性

关系 ∀肺癌 ° 细胞 ≤¬ 表达水平低下 将不同剂量的复方

藤梨根制剂作用于肺癌 ° 细胞后 其生长受到明显抑制的

同时 ≤¬ 表达水平升高 并呈剂量依赖关系 ∀说明复方藤

梨根制剂抗肿瘤作用与其调节 ≤¬ 表达水平有关 通过上

调 ≤¬ 表达 进而恢复肿瘤细胞的 ≤功能 从而调控肿

瘤细胞的增殖分化和代谢等功能 ∀

本实验初步探讨复方藤梨根制剂对 ° 细胞生长调控和

≤¬ 基因表达水平的影响 从而得出间隙连接蛋白是复方

藤梨根制剂抗肿瘤的作用靶点之一 但其作用的具体机制尚

待进一步的深入研究 ∀
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摘要 目的  探讨刺茎楤木根皮的抗炎和免疫作用 ∀方法  抗炎实验采用巴豆油致小鼠耳廓肿胀等常规抗炎模型 免疫实验

采用对小鼠体内碳粒廓清功能影响等的方法 ∀结果  刺茎楤木根皮提取物可明显抑制巴豆油致小鼠耳廊肿胀及角叉菜胶引

起的大鼠足跖肿胀 能明显抑制大鼠棉球肉芽肿的增重及 二硝基氯苯 ⁄ ≤ 致小鼠迟发型超敏反应 ⁄× 增强吞噬

功能 ∀结论  刺茎楤木根皮有明显的抗炎和免疫调节作用 ∀
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  刺茎楤木 Αραλια εχηινοχαυλισ ∃ 又称棘茎楤

木 !红楤木 !红鸟不宿等 主要以根皮入药 具行气活血 !消

肿 !清热解毒 !祛风除湿之功效 主治跌打损伤 !风湿痹痛 !胃

脘痛 !疮疡肿毒等 ≈ ∀生长在有 /中国硒都 0之称的湖北恩

施深山丛林中的刺茎楤木 资源极为丰富 民间中医应用广

泛 且疗效显著 ≈ ∀其根皮采用氢化物 2原子吸收光谱法 简

称 2 ≥ 检测 含硒量为 Λ 有很大的药用开发应

用价值 但现代药效学研究报道较少 ∀笔者旨在研究刺茎楤

木根皮的抗炎和免疫作用 为该植物资源的开发和临床应用

提供实验依据 ∀

1  实验材料

1 1  主要试剂和仪器

角叉菜胶 为 ≥ 产品 醋酸泼尼松

为三九同达药业有限公司产品 二硝

基氯苯 ⁄ ≤ 为上海试剂厂产品 氢化可的松为扬州制药

厂产品 ∀

× 型电子分析天平由上海上平仪器公司生产

型紫外分光光度计由上海第三分析仪器厂生产 ∞2 型旋

转蒸发器由上海亚荣生化仪器厂生产 ×⁄ 2 型低速台式离

心机由上海安亭科学仪器厂生产 ∀

1 2  实验动物

≥⁄大鼠 只 体重 ? 昆明种小鼠

只 体重 ? ⎯ α兼用 由湖北省实验动物中心提

供 ∀

1 3  刺茎楤木根皮提取物的制备

刺茎楤木根皮购自恩施州中药材公司 经湖北民族学院

医学院中药鉴定学教师颜益智副教授鉴定 ∀刺茎楤木根皮

水提液 取刺茎楤木根皮 用水煎煮 次 过滤后 浓缩成

的溶液 即得 以下简称水提液 刺茎楤木根皮醇提液

取刺茎楤木根皮粗粉 乙醇回流提取 次 除去乙醇以后制
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