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苦参碱对人横纹肌肉瘤 LW细胞增殖
和凋亡的影响
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%%!摘%要"%目的%探讨苦参碱'.2,3()-$ M2,(对体外人横纹肌肉瘤>W细胞增殖和凋亡的影响$以及M2,诱导>W

细胞凋亡的相关机制% 方法%采用MDD比色法检测终浓度为 #6;&!6#&!6;和 $6# .L̂.ZM2,对>W细胞的增殖抑制率#

流式细胞术检测上述 "种不同浓度M2,对>W细胞的凋亡作用#>DR0&>法检测终浓度为 #6;&!6#和 !6; .L̂.ZM2,对

>W细胞&J95() W!及 UH3F(F() .>7@表达的影响% 结果%各浓度实验组>W细胞的增殖抑制率和凋亡率均高于未经

M2,处理的对照组'均 8i#6#!($且随着药物浓度增加$细胞增殖抑制率逐渐增高$呈剂量依赖性% >DR0&>检测

&J95() W! 及 UH3F(F() .>7@在各组>W细胞中均有表达$两者的表达水平在各浓度处理组中与对照组相比均有明

显下降'8i#6#!(% 其中&J95() W! 在各浓度组间比较差异均有统计学意义'8i#6#;($而 UH3F(F()仅在#6; .L̂.Z

和 !6; .L̂.Z组间差异有统计学意义'8i#6#;(% 结论 M2,能明显抑制 >W细胞的增殖$并诱导其凋亡#其抗肿

瘤机制可能与下调 UH3F(F()和&J95() W! .>7@的表达有关% !中国当代儿科杂志#!"#!##$$#"%&%G" '%G$"

!关%键%词"%苦参碱#横纹肌肉瘤#UH3F(F()#&J95() W!#横纹肌肉瘤>W细胞
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%% :;4*01,*) E;J3,*)K3% D+()F-E,(L2,-,'--II-9,E+I.2,3()-+) ,'-/3+5(I-32,(+) 2)1 2/+/,+E(E+I'H.2)

3'2P1+.J+E239+.2>W9-55E.) >.436$ 2)1 ,+-K/5+3-,'-.-9'2)(E.+I.2,3()-()1H9()L2/+/,+E(E+I>W9-55E6(3*-+/4MDD

2EE2JG2EHE-1 ,+.-2EH3-,'-/3+5(I-32,(+) ()'(P(,(+) 32,-E+I>W9-55E,'2,G-3-,3-2,-1 G(,' .2,3()-'I()259+)9-),32,(+)Em

#6;$ !6#$ !6;$ 2)1 $6# .L̂.Z(6Y5+G9J,+.-,3JG2EHE-1 ,+-F25H2,-,'-2/+/,+E(E+I>W9-55E,3-2,-1 G(,' ,'-I+H3

9+)9-),32,(+)E+I.2,3()-6>DR0&>G2EHE-1 ,+.-2EH3-,'-.>7@-K/3-EE(+) +I9J95() W! 2)1 EH3F(F() () >W9-55E,3-2,-1

G(,' #6;$ !6#$ 2)1 !6; .L̂.Z+I.2,3()-6L34H2*4%D'->W9-55E,3-2,-1 G(,' F23(+HE9+)9-),32,(+)E+I.2,3()-E'+G-1

E(L)(I(92),5J'(L'-3/3+5(I-32,(+) ()'(P(,(+) 32,-E2)1 2/+/,+,(932,-E,'2) ,'+E-,'2,G-3-)+,,3-2,-1 G(,' .2,3()-'8i#6#!($

2)1 G(,' ()93-2E-1 .2,3()-9+)9-),32,(+)$ ,'-/3+5(I-32,(+) ()'(P(,(+) 32,-+I>W9-55E()93-2E-1 L321H255J$ ,'HE-K'(P(,()L2

1+E-1-/-)1-)9-6D'-.>7@-K/3-EE(+) +I9J95() W! 2)1 EH3F(F() G2EE--) () 255>W9-55E$ PH,G2EE(L)(I(92),5J5+G-3()

>W9-55E,3-2,-1 G(,' .2,3()-,'2) () ,'+E-,'2,G-3-)+,,3-2,-1 G(,' .2,3()-'8i#6#!(6D'-3-G-3-E(L)(I(92),

1(II-3-)9-E() 9J95() W! .>7@5-F-52.+)L,'->W9-55E,3-2,-1 G(,' #6;$ !6#$ 2)1 !6; .L̂.Z+I.2,3()-'8i#6#;($

G'(5-,'-3-G2EE(L)(I(92),1(II-3-)9-() EH3F(F() .>7@5-F-5P-,G--) ,'->W9-55E,3-2,-1 G(,' #6; 2)1 !6; .L̂.Z+I

.2,3()-'8i#6#;(6<+.,2H4)+.4%M2,3()-92) E(L)(I(92),5J()'(P(,/3+5(I-32,(+) 2)1 ()1H9-2/+/,+E(E+I>W9-55E$ G'(9'

.2JP-3-52,-1 ,+1+G)3-LH52,()L,'-.>7@-K/3-EE(+) +I9J95() W! 2)1 EH3F(F()6

!<-).= <+.*375>3/)1*0$ !"#!$ #$'#"()%G" '%G$"

%%?36 @+0/4)%M2,3()-# >'2P1+.J+E239+.2# UH3F(F()# &J95() W!# >'2P1+.J+E239+.2>W9-55

%%横纹肌肉瘤'3'2P1+.J+E239+.2$ >MU(是儿童

期最常见的一种软组织肉瘤$约占所有软组织肿瘤

的 ;#[$它来源于原始间充质细胞$可发生在身体

任何部位$临床表现呈现多样化!!"

% 目前多采用手

术联合放化疗的综合疗法$手术虽可切除肉眼可见

的肿瘤$但不能切除转移的微小病灶#放化疗在杀伤
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肿瘤细胞的同时$又会无选择地杀伤正常细胞% 因

此寻找高效低毒的抗肿瘤药物成为治疗 >MU 的迫

切问题% 苦参碱 '.2,3()-$ M2,(具有较广的抗癌

谱$对多种肿瘤细胞株具有抗癌活性$并且具有疗效

好&副作用小&药源丰富等优点$成为近年来研究的

热点% 但M2,对 >MU 的作用报道较少% 本实验以

体外培养的人>W细胞为研究对象$观察M2,对>W

细胞增殖&凋亡的影响$并探讨其相应作用机制$为

临床应用M2,治疗>MU提供一定的理论依据%

#A材料与方法

#6#A材料

人横纹肌肉瘤>W细胞株购自上海中科院细胞

库#M2,'纯度
"

?A[(购自陕西中鑫生物科技有限

公司#>0MO!="# 培养液购自杭州吉诺生物医药技

术有限公司#胎牛血清购自杭州四季青公司#四甲基

偶氮唑蓝'MDD(&二甲基亚砜'WMU8(和D3(Q+5等试

剂购自 U(L.2公司#细胞凋亡检测试剂盒购自北京

宝赛公司#总 >7@提取试剂盒&>DR0&>两步法试

剂盒&$ nD2T 0&>M2E,-3M(K&溴化乙锭'S\(等试

剂购自北京天根生化科技有限公司#0&>引物由艾

博思生物工程技术服务有限公司合成#自动酶联检

测仪'\(+R>21公司(#Y@&U 流式细胞仪'美国 \-9R

,+)RW(9N()E+)公司(#0D&R$## 型 0&>仪 '美国 M*

>-E-239' 公司(%

#6!A方法

!6$6!%细胞培养%%>W细胞接种于含 !#[ 胎牛

血清的 >0MO!="# 培养液中'含 !##

&

.̂Z青霉素

和 !##

&

.̂Z链霉素$/X值 B6$ gB6"($于 <Bk&

;[&8

$

的恒温培养箱中传代培养$取对数生长期的

细胞用于实验%

!6$6$%实验分组%%实验组)细胞贴壁后$分别加

入 #6;&!6#&!6; 和 $6# .L̂.ZM2,处理 "A '$每亚

组 ; 个复孔#空白组)含等量培养基及溶剂$无细胞#

对照组)含等量细胞及培养基$无药物% 实验重复

< 次%

!6$6<%MDD检测细胞增殖抑制率%%收集对数生

长期的细胞$调整细胞悬液浓度为 ! n!#

;

.̂Z#将细

胞接种于 ?= 孔板$每孔 !;#

&

Z$贴壁后各实验亚组

分别加入终浓度为 #6;&!6#&!6;&$6# .L̂.ZM2,继

续培养 "A '#各孔加入 $#

&

Z;[ MDD工作液$继续

置于培养箱培养 " '#吸去上清液$每孔加入 !;#

&

Z

WMU8$振荡 !# .()后在 ! ' 内于 ;B# ).波长处应

用酶标仪检测各孔吸光度值'@值($并计算细胞增

殖抑制率 '()'(P(,(+) 32,-$ O>('[( m'对照组@值:

实验组@值 ( 对̂照组@值n!##[%

!6$6"%流式细胞仪术检测 >W细胞凋亡率%%收

集对数生长期的细胞$调整细胞悬液浓度为 ! n

!#

=

.̂Z#将细胞接种于 = 孔板$每孔 $ .Z$贴壁后各

实验亚组分别加入终浓度为 #6;& !6#& !6; 和

$6# .L̂.ZM2,处理 "A ' 后收获细胞$0\U 洗两遍$

!### 3/.离心 ; .()$加入 ;##

&

Z\()1()L\HII-3悬浮

细胞$再加 ;

&

Z@))-K()R4RYOD&混匀后$加入 ;

&

Z

0O$室温&避光&染色 !; .()后$! ' 内用流式细胞仪

检测各组细胞凋亡率%

!6$6;%>DR0&>法检测各组细胞中 &J95() W! 及

UH3F(F() .>7@的表达水平%%每瓶细胞接种浓度

为 ! n!#

B

.̂Z$贴壁后各试验亚组经终浓度为 #6;&

!6# 和 !6; .L̂.ZM2,处理 "A ' 后离心收集细胞$

D3(Q+5试剂盒提取细胞总 >7@#总体积 $#

&

Z$常规

随机引物法合成9W7@$引物及内参
'

R29,()序列见表

!% 0&>反应体系共 $;

&

Z$包括 11X

$

8!$6;

&

Z&上&

下游引物 各 !

&

Z&9W7@$

&

Z和 D2T 聚合酶

A6;

&

Z% 反应条件为 ?"k预变性 " .()#?"k变性

<# E$UH3F(F()&&J95() W! 及
'

R29,()退火温度见表 !$

退火时间 <# E$B$k延伸 ! .()$共 <; 个循环#最后

B$k延伸 !# .()% 扩增产物进行琼脂糖凝胶电泳$利

用电脑成像统计电泳后泳带密度$以目的基因与

'

R29,()扩增产物的灰度值比值表示基因表达水平%

表 #ARH0K)K).*<6,2).W# 及内参
#

I1,*).的序列A

基因
片段长度

'P/(

序列';j

$

<j( 温度'k(

UH3F(F() <;#

上游) aa@&&@&&a&@D&D&D@&@D

下游) a&@&DDD&DD&a&@aDDD&&

;"

&J95() W! $";

上游) aa@a&Da&D&&DaaDa@@&@

下游) DaDDaaaa&D&&D&@aaDD&@

;?

'

R29,() !<#

上游) &a@@@&D@&&DD&@@&D&&@D&

下游) @aDa@D&D&&DD&Da&@D&&D

;"

#6&A统计学分析

采用 U0UU !=6# 统计软件进行统计学分析% 计

量资料以均数h标准差'Ph;(表示$多组间均数的

比较采用单因素方差分析$组间两两比较采用 V检

验$8i#6#; 为差异有统计学意义%

!A结果

!D#A(1*对LW细胞的增殖抑制作用

MDD法测得各浓度实验组>W细胞的增殖抑制

*!AB*
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率均高于对照组'%m<A6!;$8i#6#!($且随着药物

浓度增加$细胞增殖抑制率逐渐增高$呈剂量依赖

性% 见图 !%
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AA图 #A(1*对LW细胞增殖的影响
') m<(% 2) 与对照组

比较$8i#6#!#P) 与 #6; .L̂.Z组比较$8i#6#;#9) 与!6# .L̂.Z

组比较$8i#6#;#1) 与 !6; .L̂.Z组比较$8i#6#;%

!D!A(1*对LW细胞的诱导凋亡作用

流式细胞术检测各浓度M2,处理组>W细胞的

凋亡率均高于对照组'%m;#6??$8i#6#!($且随着

药物浓度增加$细胞凋亡率逐渐增高$呈剂量依赖

性% 见图 $ g<%

!D&A(1*对 LW细胞 <6,2).W# 及 RH0K)K).7LI

Z:表达的影响

>DR0&>电泳结果显示$ UH3F(F() 及 &J95() W!

.>7@在各浓度 M2,处理组 >W细胞均有表达$但

随着药物浓度的增加电泳条带灰度逐渐降低'图

"(% 对照组中 UH3F(F()灰度值'#6<A h#6#<(均高于

#6;&!6#&!6; .L̂.Z实验组'分别为 #6$< h#6#<&

#6$# h#6#;和 #6#? h#6#!$%mB#6;=$8i#6#!($组间两

两比较$UH3F(F()灰度值仅在 #6;与 !6; .L̂.Z组间差

异有统计学意义'8i#6#;(#对照组中&J95() W! 灰度

值'#6;? h#6#=(亦高于 #6;&!6#&!6; .L̂.Z实验

组'分别为 #6<; h#6#;&#6$B h#6#$&#6#; h#6#!$

%m?=6$"$8i#6#!($且各浓度组间&J95() W! 灰度

值比较差异均有统计学意义 '8i#6#;(% 见图 ;%
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AA图 !A各组流式细胞术检测结果A采用@))-K()R4RYOD&̂0O双标染色$左下象限为活细胞$右下象限为早期凋亡细胞$右上

象限为晚期凋亡细胞和坏死细胞$左上象限为坏死细胞$可见各浓度M2,处理组细胞凋亡率均高于对照组$且呈剂量依赖性%
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AA图 &A(1*对LW细胞凋亡的影响
') m<(% 2) 与对照组

比较$8i#6#!#P) 与 #6; .L̂.Z组比较$8i#6#;#9) 与!6# .L̂.Z

组比较$8i#6#;#1) 与 !6; .L̂.Z组比较$8i#6#;%
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AA图 BA各组细胞<6,2).W# 及RH0K)K).7LZ:的表达情

况
') m<(%2) 与对照组比较$8i#6#!#P) 与 #6; .L̂.Z组比较$8

i#6#;#9) 与 !6# .L̂.Z组比较$8i#6#;%
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AA图 $A各组细胞<6,2).W# 及RH0K)K).7LZ:表达电泳图A

M)M23N-3# !)对照组#$)#6; .L̂.Z组#<)!6# .L̂.Z组#

")!6; .L̂.Z组%

&A讨论

M2,是从中药苦参的干燥根中提取的一类四环

喹嗪啶类生物碱$其分子式为 &

!;

X

$"

7

$#

% 现代药理

研究表明 M2,具有广泛的药理作用$如抗炎&抗病

毒&抗肝纤维化&抗心律失常等!$"

% 近年来$ M2,的

抗肿瘤作用受到极大关注和研究% 体外研究显示$

M2,对多种肿瘤细胞'包括白血病&肝癌&肺癌&胃

癌&神经母细胞瘤等(具有抗癌作用$其抗肿瘤机制

包括抑制肿瘤细胞增殖$诱导肿瘤细胞分化和凋亡$

逆转肿瘤细胞耐药性等!<R="

% 但 M2,对 >W细胞的

作用及机制鲜有报道%

本实验应用 #6;&!6#&!6; 和 $6# .L̂.Z浓度

M2,作用于体外培养的 >W细胞 "A ' 后$MDD结果

显示不同浓度M2,对>W细胞增殖均有明显抑制作

用'8i#6#!($且这种抑制作用呈剂量依赖性#流式

细胞术结果显示不同浓度实验组细胞凋亡率均高于

对照组'8i#6#!($且随药物浓度的增加而升高$

提示M2,能诱导 >W细胞凋亡$ 并且诱导细胞凋亡

作用与药物浓度呈正相关%

细胞增殖和凋亡是细胞生物学行为的两个重要

方面$两者间动态平衡是维持机体稳态的一个重要

方式$ 两种过程都受到精细的调节% 肿瘤的发生即

为两者失衡所致$且与促凋亡相关基因表达减弱和^

或抗凋亡相关基因表达增强有关!B"

% M2,调节肿瘤

细胞中某些凋亡基因表达水平可能是其抗肿瘤机制

之一% &J95() W! 是细胞周期调节的正性调控因子$

其含量及活化程度在细胞增殖周期节点 a! Û 转换

过程中起限速作用$其过度表达可导致细胞周期调

控异常$ 从而发生肿瘤!AR?"

% UH3F(F() 是凋亡抑制蛋

白 '()'(P(,+3E+I2/+/,+E(E/3+,-()$ O@0(家族的新成

员$ 是迄今发现最强的凋亡抑制因子$其选择性表

达于多种常见的恶性肿瘤$ 而在癌旁正常组织和成

人正常组织中不表达$在肿瘤细胞凋亡调控中起重

要作用!!#R!!"

% U'() 等!!$"发现 UH3F(F() 主要通过间

接或直接抑制 92E/2E-R< 和 92E/2E-RB 的活性而发挥

抗凋亡作用%

&J95() W! 和 UH3F(F() 在肿瘤中的研究比较广

泛$但在>MU中报道较少% 本实验采用 >DR0&>方

法检测其在>W细胞中的表达$结果显示 &J95() W!

和 UH3F(F() .>7@在 >W细胞中均有表达$经 #6;&

*<AB*



第 !" 卷第 !# 期
$#!$ 年 !# 月

%%%%%%%%%%%%%%%%%%%%

中国当代儿科杂志
&'() *&+),-./ 0-1(2,3

4+56!" 7+6!#

89,6$#!$

!6#和 !6; .L̂.Z浓度M2,作用后$两者的表达水平

与对照组相比均有明显下降'8i#6#!(% 其中&J95()

W!在各浓度组间比较差异均有统计学意义 '8

i#6#;($而 UH3F(F() 仅在 #6; .L̂.Z和 !6; .L̂.Z

组间差异有统计学意义'8i#6#;(% 当 M2,浓度达

$6# .L̂.Z时$>W细胞中未检测到&J95() W! 和 UH3R

F(F() .>7@表达$分析原因可能为 $6# .L̂.Z浓度

的M2,抗>W细胞作用强$诱导细胞凋亡%

综上所述$M2,能明显抑制 >W细胞增殖$并可

诱导其凋亡$其机制可能与下调 &J95() W! 和 UH3R

F(F()的表达有关$为临床上应用M2,治疗>MU提供

了一定的理论依据%
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