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目的
!

探究华蟾素的抗肺癌活性%方法
!

培养肺癌
2,$'

细胞!对华蟾素&环孢素
32

"

N=2

$&萨菲菌

素
2

"

F?2

$作用于肺癌
2,$'

细胞后的细胞存活率&细胞死亡率&细胞凋亡率以及线粒体膜电位"

PP̂

$进行检测#

建立小鼠移植瘤模型!对华蟾素作用于小鼠移植瘤模型后的肿瘤体积以及小鼠存活率进行检测!并整理数据进行统

计学对比分析%结果
!

通过小鼠移植瘤模型!该研究发现华蟾素抑制了
2,$'

肺癌细胞在体内生长%研究结果表

明亲环蛋白
Z

"

N

@8

3Z

$依赖的线粒体通透性转换孔"

)̂ 4̂

$开放可调节由华蟾素诱导的肺癌细胞的非凋亡性死亡%

N

@8

3Z

的抑制剂环孢素
32

"

N=2

$!

)̂ 4̂

的阻断剂萨菲菌素
2

"

F?2

$极明显地阻碍了由华蟾素诱导的线粒体膜电位

"

PP̂

$的下降和
2,$'

细胞的死亡"非凋亡$%结论
!

华蟾素可以诱导肺癌细胞死亡!值得进一步研究!有望成为

一种新型的抗肺癌药物%

"关键词#
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肺癌#

!

华蟾素#

!

亲环蛋白
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!

线粒体通透性转换孔#

!

细胞死亡
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华蟾素是一种强心甾类固醇或蟾蜍二烯羟酸内酯#提取于

传统中药蟾蜍皮肤表面分泌的油脂*

!3"

+

)华蟾素可用作强心

剂,利尿剂和止血剂应用于临床)尽管很多研究都表明#多种

癌细胞中的蟾蜍二烯羟酸内酯$如蟾蜍灵&有抗肿瘤活性和增

强化疗效果的特性*

-

+

#但华蟾素潜在的抗肿瘤活性还未得到广

泛研究#且关于其内在机制的探讨尚浅)线粒体通透性转换孔

$

)̂ 4̂

&在细胞死亡中扮演着关键的角色*

$

+

)

)̂ 4̂

是一个

通道复合体#由外膜中的电压依赖性阴离子通道$

EZ2N

&,内

膜中的腺嘌呤核苷酸转运体$

2R4

&和线粒体基质中的亲环蛋

白
Z

$

N

@8

3Z

&构成*

,3.

+

)通过细胞毒素的刺激#

N

@8

3Z

和内膜中

的
2R4

联合#促进
)̂ 4̂

开放#从而导致线粒体去极化,线粒

体肿胀和钙的释放#最终导致细胞死亡)本研究发现
N

@8

3Z

和
)̂ 4̂

是华蟾素诱导肺癌细胞死亡的重要调节者因素)故

设计本实验#对华蟾素抗肿瘤活性进一步研究)

$

!

资料与方法

$#$

!

一般资料
!

2,$'

,

W$.%

,

W4L3,&

及
WSX3"'-

人肺癌细

胞系购自上海中国医学科学院细胞库)

$#/

!

仪器与试剂
!

华蟾素,萨菲菌素
2

$

F?2

&和环孢霉素
2

$

N=2

&由美国
F*

D

)>

公司制备%

d3E2Z3?)J

$

dE2Z

&购自上海

N>9A*5C<6)

公司%

N

@8

3Z

抗体和微管蛋白购自美国
F>+;>N:BI

生物制药公司)培养基为含
!%[

胎牛血清$

_LF

#购自上海

W

@

C95+6

公司&的
ZPSP

#加入抗生素#在
-1 i

#体积分数为

,[

的
Ne

"

温育箱中培养)

$#'

!

方法

$#'#$

!

细胞存活率检测
!

用四唑染色法$

P44

法&检测细胞

存活率)将细胞接种于
'.

孔板中处理#每孔中加入
,)

D

"

)/

的
P44

$溶于磷酸缓冲液
L̂F

&#然后培养
-<

)待介质通气

后#每孔中加入
!,%

&

/

的
ZPSP

)轻摇孔板至呈色反应均

匀#且酶标仪测出
eZ

值为
eZ$'%

)只由介质处理的细胞存

活率为
!%%[

#细胞存活率
f

试验组吸光度值"对照组吸光度

值
!̀%%[

)

$#'#/

!

细胞死亡率检测
!

细胞经过处理后#再计量死亡细胞

数$用台盼蓝染色#死细胞呈蓝色阳性反应&)细胞死亡率
f

经

台盼蓝染色后呈蓝色阳性反应的细胞数"总细胞数
`!%%[

)

细胞总数由细胞计数器自动记录)

$#'#'

!

细胞凋亡率检测
!

将细胞接种于
.

孔板中#当细胞生

-

-"%"

-

检验医学与临床
"%!,

年
1

月第
!"

卷第
!$

期
!

/>AP60N9*+

!

QB9

@

"%!,

!

E59#!"

!

R5#!$



长至
1%[

!

&%[

时进行实验)每孔加入被测试剂#培养至指

定时间点)用
4:

@8

=*+3SZ42

消化法收集细胞)在
1%[

冷乙

醇固定细胞后#在
-1 i

下#用
,)

D

"

)/

碘化丙啶$

Ŷ

&和
!

)

D

"

)/2++67*+E

将细胞染色
-%)*+

)之后在流式细胞仪上

对样本进行检测#每个样本中含
!%%%%

个细胞)

2++67*+E

百

分比反应细胞凋亡率)

2++67*+E

阳性,

Ŷ

阴性以及
2++67*+

E

阳性,

Ŷ

阳性的细胞合为凋亡细胞)

$#'#1

!

PP̂

的检测
!

用
QN3!

染色法测量
PP̂

)

QN3!

染料

聚集在线粒体膜内#在正常静息细胞中发出橘色荧光)当膜电

位降低时#

QN3!

单体在胞液内形成#发出绿色荧光)因此#通

过检测绿色荧光强度来检测
PP̂

的降低程度*

1

+

)简而言之#

经过处理后#在黑暗中#用
,#%

&

D

"

)/QN3!

染色
2,$'

细胞)

用温和的
L̂F

冲洗细胞两次#在新鲜的培养基中再次悬浮细

胞#再立即用含
$&,+)

感光滤光片的酶标仪读取
eZ

数值)

试验组的
eZ

数值规范化为介质对照组的
eZ

数值)

在接受
!

&

)59

"

/

华蟾素刺激之前#先将
2,$'

细胞用
%#!

&

)59

"

/N=2

或
F?2

培育
!<

#再分别用
P44

法和台盼蓝染色

法分析细胞活性和凋亡情况)用
QN3!

染色法检测
PP̂

降低

情况)用
!

&

)59

"

/

华蟾素刺激
2,$'

细胞内
=C:>)A96=<]3

R2

,

N

@8

3Z=<]R23!

及
N

@8

3Z=<]R23"

的稳定表达)用
!

&

)59

"

/

华蟾素或含
%#!

&

)59

"

/N=2

的华蟾素处理
WSX3"'-

细胞表达对照组或
%#,

&

D

"每孔的
N

@8

3Z

载体
1"<

)

$#'#2

!

动物
!

公裸鼠
$

!

.

周大#为
L2/L

"

C

小鼠#购自上海

中国医学科学院实验动物研究所)所有试验根据作者所隶属

的实验动物研究委员会之实验动物护理和使用指南实施)

$#'#)

!

肺癌
2,$'

裸鼠移植瘤模型
!

如先前研究所述#公裸

鼠被用来建立肺癌
2,$'

移植瘤模型)在小鼠的右股皮下注

射
2,$'

细胞$

%#!)/

培养基中含
,%%

万个细胞&#当肿瘤达

到
"%%

!

-%%))

的平均量时进行实验)将
""

!

",

D

,

.

!

&

周

大的裸公鼠贴上耳标#小鼠被随机分为
-

组#每组含
!%

只小

鼠#每组分别加入!$

!

&载体%$

"

&

!#%)

D

"

J

D

华蟾素%$

-

&

,#%

)

D

"

J

D

华蟾素)再在皮下接种
%#!)/

培养基中的
" !̀%

. 个

2,$'

细胞)接种
.0

后开始实验)小鼠腹腔注射华蟾素#每

天
"

次#连用
!

周)每天对小鼠进行检查#确定与实验相关的

不良反应和死亡率)用卡尺测量肿瘤体积#每周
!

次#连测
,

周)在第
,

周时#也要测量小鼠的体质量和存活率)肿瘤体积

$按
))

- 计&按以下公式计算!体积
f

$短径"

`

长径&"

"

)

$#1

!

统计学处理
!

采用
F̂ FF!'#%

统计软件进行分析#计量

资料以
O(D

表示#比较采用
;

检验#多组比较采用方差分析

$单向方差分析&)以
$

%

%#%,

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/#$

!

不同浓度华蟾素诱导肺癌细胞的毒性作用
!

%#!

&

)59

"

/

的华蟾素作用于
2,$'

细胞
1"<

后#测出的细胞存活率,细胞

死亡率以及细胞凋亡率与对照组比较#差异无统计学意义

$

$

&

%#%,

&%

%#,

&

)59

"

/

的华蟾素的细胞存活率低于对照组#

细胞死亡率以及细胞凋亡率高于对照组#各项指标与对照组比

较差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&)见表
!

)

/#/

!

华蟾素对肺癌细胞
2,$'

的毒性作用与
N

@8

3Z

抑制剂

N=2

和
)̂ 4̂

阻断剂
F?2

的关系
!

华蟾素诱导经
N=2

和
F?2

处理过的肺癌细胞
2,$'

后#细胞存活率均低于对照组#与对

照组比较差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&#细胞死亡率均高于对

照组#与对照组比较差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&#

PP̂

降低

均高于对照组#与对照组比较差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&)

见表
"

)

表
!

!

不同浓度华蟾素作用于
2,$'

细胞后的

!!!!

结果)%

O(D

&'

[

*

组别 细胞存活率 细胞死亡率 细胞凋亡率

N; !%% "#-(%#" "#%(%#"

%#!

&

)59

"

/ ''#"('#! "#$(%#- "#!(%#"

%#,

&

)59

"

/ .,#'(.#%

"

.#&(!#"

"

"#'(%#-

"

!#%

&

)59

"

/ $$#&(-#,

"

""#&("#-

"

-#&(%#1

"

,#%

&

)59

"

/ -$#&(,#%

"

".#&("#1

"

,#!(!#!

"

!%#%

&

)59

"

/ "-#,(-#-

"

",#$("#.

"

.#"(!#"

"

!!

注!

N;

代表介质处理的对照组#与对照组比较#

"

$

%

%#%,

)

表
"

!

华蟾素作用于经
N=2

和
F?2

处理后肺癌

!!!

细胞
2,$'

的结果)%

O(D

&'

[

*

组别 细胞存活率 细胞死亡率
PP̂

降低情况

N; !%%#%(1#" "#%(%#" !%%#%(!#"

N=2 &!#%(,#-

"

.#%(!#"

"

!!'#%("%#.

"

F?2 1'#%('#.

"

&#%(!#!

"

!""#%(".#1

"

!!

注!

N;

代表介质处理的对照组#与对照组比较#

"

$

%

%#%,

)

/#'

!

华蟾素抑制活体内肺癌
2,$'

细胞的生长
!

用小鼠肺癌

2,$'

细胞移植瘤模型检测体内华蟾素的抗癌活性#使用
!

,

,

)

D

"

J

D

华蟾素#第
,

周时小鼠体内的肿瘤体积小于对照组#差

异有统计学意义$

$

%

%#%,

&#且
,)

D

"

J

D

组小于
!)

D

"

J

D

组#

见图
!

)使用
!

,

,)

D

"

J

D

华蟾素的肿瘤小鼠第
,

周存活率均

高于对照组#差异有统计学意义$

$

%

%#%,

&#且
,)

D

"

J

D

组高

于
!)

D

"

J

D

组#见图
"

)

图
!

!

不同时间不同浓度华蟾素作用于肿瘤模型

小鼠后的肿瘤体积

图
"

!

不同浓度华蟾素作用于肿瘤模型小鼠
,

周后

小鼠的存活率

'

!

讨
!!

论

!!

长期以来#细胞坏死性死亡被认为是非程序性的#但最近

细胞坏死被证明和细胞凋亡一样#也是一个程序化过程)与缺

-
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血再灌注损伤,氧化应激,化疗药物和紫外线诱导细胞死亡一

样#程序性细胞坏死也是导致细胞死亡的重要原因*

&3'

+

)有研

究表明#阿霉素诱导细胞死亡主要是因为细胞程序性坏死#而

不是细胞凋亡)另有研究显示#

N

@8

3Z

及其调节的
)̂ 4̂

开

放可能在细胞程序性坏死过程中扮演着重要角色)大部分研

究提示#

N

@8

3Z

转移到线粒体内膜后#和线粒体内膜中蛋白质

2R4

形成复合体#指导
)̂ 4̂

开放#导致线粒体去极化#最终

导致细胞坏死)

所以作者在前期通过华蟾素诱导肺癌细胞产生毒性作用

后#测试了
N

@8

3Z

对华蟾素诱导肺癌细胞产生毒性作用的重

要性)本研究结果显示
N

@8

3Z

抑制剂
N=2

和
)̂ 4̂

阻断剂

F?2

严重抑制了
Z57

诱导的
2,$'

细胞活性的降低和死亡#华

蟾素诱导的细胞毒作用受到了
N=2

和
F?2

的阻碍)而且华蟾

素降低了
2,$'

细胞中的
PP̂

#使
)̂ 4̂

得到开放)以上结

果表明#

N

@8

3Z

能调节由华蟾素诱导的
)̂ 4̂

开放和随后肺

癌细胞的非凋亡性死亡)所以华蟾素很有可能成为一种新型

抗肺癌药物#但仍需进一步研究证实)
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尿功能
*!'

级者分别占
,!#-,[

,

-1#&$[

和
!%#&![

%保留

盆腔自主神经的患者性功能
*!0

级者分别占
,-#&,[

,

--#--[

,

!%#".[

和
"#,.[

#而没有保留盆腔自主神经的患者

则分别占
-1#&$[

,

-,#!$[

,

!-#,![

和
!-#,![

)保留盆腔自

主神经对患者的排尿功能和性功能均有积极的保护意义)

在对结肠癌进行切除的同时又要保留盆腔的自主神经#解

剖层次清晰#手术视野干净是手术成功的关键)作为医生应十

分熟悉各个神经的分布和走形以及结肠癌常见淋巴转移的规

律)也有人提出可以在手术过程中使用刚果红,白美蓝等物质

进行神经染色#从而更为清晰的辨认神经纤维*

!%

+

#并提出在对

神经周围的结缔组织进行清扫时尽量避免使用高频电刀#通过

这样的方法更好地保护神经的功能)作者认为在进行手术操

作时应坚持生命第一的原则#首先要保证根治的前提#其次尽

可能地保护盆腔神经#保留功能)

总之#行腹腔镜下结肠癌根治术#既要保证原发灶彻底切

除,充分清扫淋巴结#又要尽可能地保护患者的盆腔内脏神经#

兼顾患者的生活质量)
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