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白黎芦醇对胃癌 SGC 一 7901 细胞 V EGF表达的影响
曹文涛 廖爱军 曾 斌 胡光胜 石 巍

(南华大学第一附属医院消化内科 湖南衡阳 心1加1)

摘要 目的 :探讨白幕芦醉(~ 曰面过
,

脉)在体外对 胃病 别; C 一 ,卯1 细她们粥F表达的影响
。

方法 :体外培养 , 摘 别;C -

?卯1 细胞浏nT 法检洲白幕芦醉对义(; 一 ,卯1 细胞的增技抑制作用
,

叮
一 PCR 方法检洲 们粥F园州A 表达

,

免疾匆胞化 学检浏

们粥F蛋白的表达
。

结果 : 白幕芦醉呈时间别1 性抑制胃病细胞义C飞刃1 的淆技 ; 胃病义C 一 ,卯1 细胞高水平表达 们粥F
,

白琴芦

醉能显著降低胃病哭C一 ,卯1 细胞 们粥F ml 斌A 和蛋白表达
。

结论 : 白幕芦醉可以下调 育疡邪C 一 ,卯1 细胞 们粥F的表达
,

抑制

可痛细她的增技
。 。

关橄询 : 育钟瘩 ; 血管内皮生长因子 ; 白幕芦醉
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白黎芦醉(~
e橄d

,

R eS )广泛地存在于葡萄
、

花生和多

种药用植物中的一种多酚类化合物
,

月前至少已经在 21 个

科
、

31 个属的 72 种植物中发现了白攀芦醇
。

早期的研究发

现
,

白蔡芦醉具有保护心血管
、

调节血脂
、

抗病原微生物
、

护肝

等多种生物学作用
。

自从 Jang 等川于 1期 年系统地报道了

白葬芦醉的抗肿瘤作用后
,

迄今已发现白黎芦醇能通过多种

途径抑制肿瘤细胞的起始
、

促进
、

发展三个阶段
,

但其作用机

制仍未明确
。

本实验初步研究白攀芦醉体外对胃癌细胞

别义刀卯 1 的增殖抑制及 们粥F的表达下调作用
,

为胃癌的临床

治疗提供新的理论依据
。

1 材料与方法
;

1
.

1 药品和主要试荆
;

白蔡芦醉(脉)购自 , g 皿公司
,

用 D砚刃 配成 10r 恤的F L

一 加℃贮存备用
。

甲氮甲哇蓝(MT r)为 si , . 产品旧P粗1翎
培养墓

,

美国 C及记O 公司产品
,

新生牛血清为杭州四季青公司
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30 )

产品
。

R NA提取试剂盒
、

MMLV 逆转录试剂盒
、

PCR 试剂盒均

购自上海生工生物公司
。

们粥F小鼠单克隆抗体为 S 川场 。
I’uz

公司产品
,

SP 试剂盒及 D AB 试剂均购自北京中杉试剂有限公

司
。

1
.

2 细胞培养

人胃癌 义C 一 7卯1 细胞株购自中科院上海细胞所
,

培养

于含 l朋呱U L 新生牛血清的 n卫M n 翻0 培养液中
,

加人 l x

1护毗青霉素
,

1仪晒盯L链霉素
,

置于孵箱
,

在 37 ℃
,

, 知,U L

C仇 饱和湿度的条件下培养
,

实验时取对数生长期细胞
。

1
.

3 M】T 检侧白攀芦醉对胃瘤细胞增殖的影晌

收集细胞
,

将细胞重新接种至 % 孔板中
,

使其每孔细胞

数为 l x l护 一 l x l护 个
,

分别以终浓度为 25
、

50
、

75 和

1(X)I 皿过几肠 的 R p M l l硼 培养液 100 汕 作用细胞
,

对照组

和调零组加 1田匹 完全培养基
,

每组设 6个平行孔
,

分别再培

养解
,

48
,

72 小时后
,

加 5岁L Mll
,

加闷孔(调零组除外 )
,

再培

养 4 小时
,

然后吸去上清液
,

每孔加人 15()) 止 DMSO溶解样品
,

用醉联免疫检侧仪测定各孔礴如 nIn 吸光度A 值
。

取 6孔 A值

的均数按公式 :细胞生长抑制率(IR )
:

IR (% ) 二 (1 一 试验孔 A

均值/对照孔均值) x l的%
。

1
.

4 半定t 盯
一 PCR 检测 vEGF ml 州A 的衰达

采用 RN A 提取试剂盒提取总 RN A
,

获得的 RNA 按 M翔[L V

第一链
e D NA合成试剂盒说明书合成

e DNA
。

妈粥F的上游引

物为
:5

’ 一 CT A Ccr CCA C以
口

1七C CAA Cr
一 3

’ ,
;下游引物为

:



5
’ 一 人TG 11t ; CAC TCC I℃A G 佑 GC

一 3
’
;扩增产物为 25 8 个

孩基对
。

内参 G枉心H 上游引物为
: 5

’ 一 C 找芜凌O 们吃CG
.

O叼叭CAC 一 3
’
; 下游引物为 : 5

’ 一 爪劲峨CO 口认爪口吃O自公叭G -

3
’
;扩增产物为的7 个碱基对

。

PCR 引物由上海生物工程技术

有限公司合成
。

Pc R 的反应条件为(l) 抖℃
,

1画
; (2 )弘℃

,

30a
; (3) 59 ℃

,

30s
; (4) 72 ℃

,

1面川 (5) 72 ℃
,

10In 加延伸
,

共 30 个

循环
。

扩增产物进行 1
.

5%琼脂糖凝胶电泳
,

采用凝胶成像系

统侧定各组 们工砰G 灿兀肚 的光密度比值表示 们粥F d 州A 的

相对表达
。

1
.

5 免疫细胞化学法检侧 们粥F蛋白衰达

将 以; C 一 7卯1 细胞 0
.

25 %腆酶消化后稀释为 1 x l护个/

d
,

每孔 sd 接种于 6 孔培养板
,

每培养孔放t 直径 18 ~ 的

无菌盖玻片
,

t 盯℃
,

5% C乌及饱和湿度条件下
,

待 解h 细胞

贴壁生长后
,

吸除培养液
,

分别加人终浓度为匆
、

1嘶口以/ L

白蔡芦醉的 R功旧 l翻0 培养液
,

继续培养 48 h 后去掉培养液
,

按照 SP 试剂盒说明操作一抗
、

二抗屏育
,

D AB 显色
,

对照 :

PBS 替代一抗作为空白对照
。

免疫细胞化学检侧以细胞膜呈

棕染或者胞浆有棕色获粒者视为免疫阳性细胞
。

1
.

‘ 统计学处理

计盆资料用 豆, 。表示
,

采用 S只石11
.

0 统计分析软件进行

单因素方差分析
。

P < 0
.

仍 为差异有显著性
。

2
.

1

结果

白推芦醉对, 摘细胞增殖的形晌(衰 l)

襄 l 肠对 , 盛 以; C‘书幻l细胞的抑翻作用
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255075叻

。: P < 0
.

仍
,

与对照组比较 b : P < 0
.

仍
,

与25 阿心L 白萦芦醉处理组比较

。: P < 。
.

05
,

与 印阿少L 白攀芦醉处理组比较 d : P < 。
.

仍
,

与75 脚心L 白葬芦醉处理组比较

A : P< 0
.

01
,

与第 24 小时白攀芦醉处理组比较 B : P < 0
.

01
,

与第48 小时白李芦醉处理组比较

a: P< 0. 05
,

阴, 川( 硒th 此叻
扮日 b: P< 0. 仍

,

月
,

科耐 衍th the 肠 at 25 娜
。 P < 0. 仍

,

.
,

, 闹 认th 此 R . at 义加M d: P < 0. 仍
,

目, 翔司 杭th 阮肠 at 7 5声
人 : P< 0

.

0 1 ,

. .

钾闹 衍th 洲h 即山p B : P < 0
.

0 1 ,

目
1

和同 初出 48 h , 团p

不同浓度的白蔡芦醉作用于 SGC 一 ,卯1 细胞不同时间

后
,

时间组之间 P < 0
.

01
,

说明各浓度组随时间不同其效应之

间有极显著性差异
。

除 , h 内 25 子姗l与对照组 比较 P > 0
.

05

外
,

各时间内剂盘组之间的比较 P < 0
.

仍
,

说明各剂量组之间

效应有显著性差异
,

且随着时间浓度的增加
,

抑制率增加
,

这

表明了白攀芦醉抑制胃店 SGC 一 俄刃1 细胞的增殖呈剂量和时

间依赖性
。

2
.

2 RT
一 PCR 检侧 , 瘤 SGC 一 ,卯1 细胞 们粥F lnl 椒A 裹达变

化 (圈 l
、

衰 2 )

衰 2 R . 对 , 店 SGC 一 , 卯l细脑 V E G F ml 州A 襄达的形晌《元士 s’

n 二 3 )

,袖 2 1抽 助石
。 试 V E G] 刀C人PDH Inl 州A o . at 目 衍th R es (觉士

s , n 二
3)

夕侧p

O团tr 日

25 产川”U L

殉川云口L

7 5)川么I/ L

1田脚d 几

V E GF/ G APD H m RNA Ba 石
。

0
.

例日) 土0
.

0 l3( 洲)

0
.

翻叹】含 0
.

0 l23()
.

0
.

民纷7 土 0
.

0 16肠 .

0
.

刀87 士 0
.

m 盯9 口

0
.

7 183 土 0
.

供14 1 .

肠肠肠际

.
p < 。

.

仍 与对照组比较
。 口p < 。

.

01 与对照组比较
.

p < 。
.

仍 铭 叻
。日 , 侧p

。

与 < 0
.

01 相枷园 耳. 甲

圈 1 R . 对 , 启邪C 一书幻1细肋 V EGF m RNA 衰达的形晌

M :
标准会照物 l :

对服组 2: 25 脚心L白蔡芦醉 ; 3 :

外川d 几 白李

芦醇 ;

4 : , 5脚以几白攀芦醉 ; 5 : l嘶助心L 白落芦醉

R g I lrr
一

代R . 回”油 了 们粥F 1llR N人 . 甲. , . . in 以; c 一 奥拍 I 司】
.

七. 目曰 杭th R .

M : 而吐口 1 :

叨
. d Z : 乃脚以几 肛3 ; 3 : 义咖加口L R卫S ; 4: 75 脚阁几

R玲 ; 5 : 1嘶帅心L R王S

结合图 1
、

表 2
,

未加药物处理的对照组胃痛 SGC 一 ?如1 细胞高

水平表达 们粥F d 州A
,

经 25
、

50
、

75
、

100 四幻卜飞 白攀芦醉处理

48 h后
,

25 四心L 白票芦醉处理胃庙 SGC 一 ,卯1 细胞后 vECF

功旧入A 的电泳条带亮度比对照组的暗( P < 0
.

05 )
,

随着浓度的



增加
,

条带亮度越暗(P < 0
.

01 )
,

提示白黎芦醉在转录水平呈

剂t 依赖性下调胃瘤 SGC = 洲)1 细胞 砚粥F lnl 州A 表达
。

2
.

3 免疫细胞化学检侧 , 盛 SGC 一 , 叨1 细胞们粥F蛋白裹达

变化(圈 2 )

A B C

圈 2 R . 对 , 舟 S 二C ‘名幻1绷 . 讥芜F资白衰达的影晌《SP
x 月加 )

A 对照组 ; B 勒口山L白落芦醉 ; C l嘶川d 几 白攀芦醉
肠9 2 勒, 痴 . 成们工F 声州

” 加 别泥 一 俄泊1 侧刃. 0 . 目曰 杭th R . (SP
x 闷田)

A 曲
肋日; B 外. d 几 R . ; C I嘶助山L R .

图 2 免疫组化图片结果显示
,

对照组胃庙 以刹二= 洲】1 细胞

经 们粥F抗体染色后
,

细胞腆和胞浆棕染较深
,

幻
、

1嘶卿心L

白蔡芦醉处理胃店 , ; C 一 , 侧)1 细胞叨b后
,

细胞棕染减弱
,

表

明细胞经白蔡芦醉处理后
,

其们工F的蛋白表达t 随着药物浓

度的增加逐渐下降
。

3 讨论
1

, 痛是全世界最常见的恶性肿瘤之一
,

在我国居各类恶

性肿启之首
。

近年来的研究表明
,

胃庙的发生发展是一个多

基因参与的多阶段过程
,

其中肿瘤血管的形成起着至关重要

的作用
,

而血管内皮生长因子 (~ 面
e lx 如公肥li以 , 川h ‘比姗

,

们粥F)是促进血管增生和形成的最重要的因子之一
。

大量研

究表明
,

们粥F在 , 庙中广泛表达
,

们粥F促进血管的形成是胃

庙发生浸润
、

转移的机制之一
,

其表达与胃癌的发生发展及预

后密切相关t2]
。

近年出现了许多以 们粥F为靶点的肿瘤治疗

策略
,

例如们粥F反义寡核昔酸
、

抗们工F的单克隆抗体等
,

都

能通过抑制肿瘤血管形成而间接抑制胃瘤的生长或转移
。

因

此
,

抗新生血管的治疗
,

将成为胃庙治疗的一个新靶点
。

本实验中发现
,

胃庙 SGC 一 7卯1 细胞有明显的 V 日牙
l

表

达
。

以不同浓度的白攀芦醉作用于黔盛 SGC = 从〕1 细胞 48 h

后
,

通过价
一 代卫检侧我们发现在 乞矛川幻F L 的低浓度时就能

抑制们粥F d 州A 的表达
,

随粉药物剂t 的增大
,

们粥F d 州A

表达依次下调(p < 0
.

仍)
。

同时用免疫细胞化学检侧胃店 S GC

一 ,如1 细胞们粥F蛋白表达时
,

发现 们工F的蛋白表达最随着

药物浓度的增加也逐渐下降
。

以上实验结果表明
,

白蔡芦醉

能特异性降低胃庙 邪C 一 书刃】细胞 明粥F d 州A 和蛋白的表

达
,

从而呈剂t 和时间依赖性地抑制胃痛细胞的增殖
。

大量

资料显示
,

肿瘤组织内存在低氧区
,

低氧诱导因子
一 1试阮崩

.

一 i司朋‘比 ‘比姗 l目咖
,

扣r 一 1。)表透升高
,

进而诱导的 们工F

表达上调是导致肿启新生血管化的关键事件t31
。

而白蔡芦醉

可以通过蛋白醉休水解途径增加对 班F 一 la 的降解
,

抑制 AKT

和 MAI 叹 的活性及转录调节因子(如 种O(肠x)
,

真核启动因子

4 E 连接蛋白 1
,

真核起始因子 4E) 对 阅任
,

一 la 的转录的激活作

用
,

下调扣下一 1。 的表达
,

抑制们粥F的表达 L.] 另有研究发现
,

COX 一 2 的表达可显著诱导 们粥F的产生
,

其机制可能是当

COX 一 2 的表达被诱导时
,

其产物 PG口产生增加并可通过激

活 MAPK 和(或)佗K 信号转导途径参与了对 扭F 一 la 蛋白表

达的调控
,

进而诱导 们粥F表达
,

引发血管生成和肿启血管生

成[s]
,

这种诱导作用可被 Co x 一 2 的特异性抑制剂 Ns
一

期所

阻断[6J
。

近年来研究发现
,

脉 能抑制多种肿瘤细胞 Co x 一 2

的活性 卿在胃庙以; C 一

卿l细胞系中
,

我们推侧白攀芦醉可

能也通过上述途径抑制 V且; F的转录和翻译
,

但是具体机制还

有待于进一步研究
。
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