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苦参素对胃癌细胞株 #∃ % 一
&! 产生金属基质蛋 白酶的抑制作用
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摘要 目的
−

研究中药有效成分苦参素对 胃癌细胞株 #∃ % 一
!& 产生金属基质蛋白酶 ##./ ∋0 12 345 0 6 21((

7 8

937 264 :1 /6 / ,的作用
。

方法 −
采用酶联免 疫吸 附试验检测 #∃ % 一

!& 细胞 产生金属机制蛋 白酶 ##. 一 和

##. 一 ;
。

采用明胶酶谱法检测金属蛋 白酶活性
。

结果
−

在 & 一 卜0 7 < = 的浓度 范围内
,

苦参素能有效抑制

#∃ % 一
!& 细胞 中 # #. 一 和 ##. 一 ; 的表达

,

同 时明胶酶谱结果显示
,

林0 < = 的苦参素能够显著抑制

##. 一 和 ##. 一 ; 的蛋 白酶活性
。

结论
− 苦参素能够显著抑制胃癌细胞株 #∃ % 一

!& 中金属基质蛋白酶的

表达和活性
,

表明苦参素对 胃癌转移具有一定的抑制作用
。

关键词 苦参素 +金属基质蛋白酶 + 胃癌 +侵袭

中图分类号
− > ; ∀ ?

)

∗ 文献标识码
− ≅ 文章编号

− ?  一 ? ? ? ∋  , ∀ 一 ?! ∗ 一 ∀

Α: Β 4Χ 427 3 Δ 6
ΕΕ6

Φ 2/ 7 Ε 0 1 23 4: 6 7 : 2Β 6 .3 7 Γ Η Φ 24 7 : 7 Ε 0 1 23 45 0 6 21 ((7 一 .3 7 26 4: 1 /6 / 7 Ε

ΒΗ 0 1 : Ι 1 /23 4Φ Φ 1 3 Φ 4: 7 0 1 Φ 6 (( (4: 6 #∃ % 一 ! &

=Η ϑ Β6 : 一

Γ 7 : Ι , ,

ϑ Β1 : Ι Κ 6 ,
∋?

)

Λ Η 6Δ1 : Ι Μ 7 / 9 421 (
,

/Β1 :

ΙΒ
14 Η : 4Ν 6 3 /43Δ 。3 Ο 3 1 Γ4247 : 1 ( 6Β 4: 6 /6 # 6 Γ 46 4: 6 ,

/阮
: Ι Β1 4 Π

恻
∀ ∗

,

6Β4: 1 +
)

Θ∋击 ? 、,Ε .Β130
1 6Δ

,

Θ6 6 7 : Γ #4(421口 # 6 Γ46 1 ( Ρ : 4Ν 6 3 /42Δ
,

Θ Β1 : Ι Β1 4 ! ∀∀
,

ΣΒ 4: 1
)

,

≅ ΤΘ Ο > ≅ Σ Ο 7 ΧΥ 6Φ 24Ν 6 − Ο 7 6 5 9(736 2Β 6 0 6 6 Β 1 : 4/ 0 7 Ε 2Β6 3 1 9 6 Η 246 6

ΕΕ6
62 7Ε 0 1 234 : 6 7 : Β Η 0 1 : Ι 1 /234 6 61 3Φ 4: 7 0 1 ΧΔ 4: Β4Χ424: Ι 2Β6 937

8

。(Η ‘
·

247 : 7 Ε 0 1 234 5 0 6 21((7
一

9 37 26 4: 1 / 67 7 Ε 6 6 (( (4: 6 #∃ % 一 ! & 4: Γ Η 6 6 Γ ΧΔ 42
)

# 6 2Β7Γ / −

ΟΒ
6 937 Γ Η 6 247 : 7 Ε 0 1 234 5 0 6 21 ((7 937 264: 1 /6 /

∋## .

一 ,

##. 一 ; ,
7 Ε # ∃% 一 !& 6 6((/ ς 6 3 6 0 6 1 /Η 36 Γ Χ Δ Ω=ΑΘ ≅ 1 : Γ 罗(1 24: ϑΔ0 7 Ι3 : ( :

)

>6
/Η (2/ − Α: 2Β6 Γ 7 /6 7 Ε / 一 林0 7 (Ξ =

,

3: 1 23 4: 6 6 1:

/4Ι : 4Ε4 61 : 2(Δ 4: Β4Χ42 ##. 一 1 / ς 6 (( 1 / ## . 一 ; 6 5 .36 /7 47 : / 4: #∃ % 一 !& 6 6 ((/
)

Ω / 9 6 6 41( (Δ
,

4: 2Β6 ϑ Δ0 7

脚9 Β46 1 : 1 (Δ/ 4/ 7 Ε ## ./

6 5 3 6 、& ? 一? 、 4: 6 7 : Γ4247 : 1 ( Φ Η ((Η 3 6 0 6 Γ41
,

0 1234 : 6 协0 ∋, (Ξ = 6 1 :

/36
1 2(Δ 4: Β 4Χ42 2Β 6 # # . 一 1 : Γ ## . 一 ; 6 : ϑΔ0 6 1 624Ν 42Δ

)

Σ 7 : 6 (Η / 47 : −

#1 234: 6 6 ∋、Η (Γ /4Ι : 4Ε4 6 1 : 2(Δ 4: Β4Χ 42 2Β6 9 37 Γ Η Φ 247 : 1 : Γ 16 24Ν 42Δ 7Ε ##./ 4: Ι 1 /23 46 61 3Φ 4: 7 0 1 6 6 (( (4: 6 #∃ % 一 ! &
, ς Β 46 Β / Β7 ς 6 Γ 2Β 6 4:

8

Β 4Χ427 卿 6

ΕΕ6
。Ψ 7 3( 2Β 6 0 6 21 /Ψ1/ 4/ 7Ε 即

/ 234 6 6 1 3 6 4: 7 0 1 6 6 ((/

∃ Ω Λ Ζ [ > ∴ Θ 0 1 23 4: 6 + 0 1 3345 0 621 ((7 9 37 26 4: 1 / 6/ + Ι 1 /234 6 6 1 3Φ 4: 7 0 1 − 4: Ν 1/ 4Ν 6

胃癌是危害人 民健康的主要恶性肿瘤之一
,

其

发病原因尚未明确
。

其中
,

肿瘤转移是导致肿瘤治

疗失败
,

患者死亡 的主要原 因
。

肿瘤转移必须破坏

由细胞外基质构成的组织屏障
。

肿瘤细胞分泌产生

多种蛋白水解酶参与降解细胞外基质
。

金属蛋白酶

是它的主要酶类
,

包括间质胶原酶
、

Ζ 型胶原酶及基

质溶解酶等
。

(] 型胶原酶有 ##. 一 ∋∗ ⊥∴ ,
、

##.

一 ; ∋; ⊥∴ ,两种
,

除可以降解 Α] 型胶原外
,

还能降

解 ]
、

]ΑΑ 型胶原及 明胶
。

其中
,

以Ζ 型胶原酶与肿瘤

侵袭转移的关系最为密切 _ ’
,

Π ⎯
。

近年来药物治疗作为胃癌综合治疗的重要组成

部分 日益受到重视
。

在消化道恶性肿瘤 中
,

胃癌属

于对药物治疗较敏感的肿瘤
,

目前普遍认为药物治

疗有可能减少复发
,

延长生存期
。

苦参素 ∋0 12 34 : 6 ,

是从 豆科植物苦参 ∋Θ 7 9 Β7 31 Ε(1 Ν 6 / 6 6 : / ≅ 42,的干燥

根中提取分离精制而得的白色结晶性单体粉末
。

已
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有文献报道苦参素具有一定的抗肿瘤作用及升高外

周血 白细胞作用
,

并已经在临床中应用于肿瘤放疗
、

化疗的辅助治疗 β’川
。

本研究旨在通过检测苦参素

对胃癌细胞金属蛋白酶 ##. 一 、

##. 一 ; 分泌的

调控作用
,

研究苦参素对肿瘤侵袭转移的作用
。

? 材料

?
)

? 药品与试剂 苦参素注射液购于江苏正大天

晴药业股份有限公司 ∋国准字第 Μ ? ∗& ,
,

产品

批号 & ? ? ? ?
,

用生理盐水无菌条件下配成适当浓

度的溶液备用 +对照品中采用同等不含药物注射液

敷料的生理盐水溶液
。

##. 一 和 ##. 一 ; 测定试

剂盒购于 > χ ∴ ΘΔ/ 26 0 /
公司

。

?
)

细胞株和培养条件 人 胃癌细胞株 #∃ % 8

!&
,

购 自中国科学院上海 细胞所
,

用含 ? δ 小牛血

清的 > .# Α ? ! 培养基
,

在 ∀ ∗ ℃
、

& δ Σ[
−

条件下培

养
,

生长至单层后
,

以
)

& δ 的胰蛋白酶消化贴壁
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细胞
,

调整细胞数至 ? 5( 7 , Ξ =
。

?
)

∀ 仪 器 #Η( Ε4 /⊥1: #∃∀ 型酶标检测仪 ∋=1Χ
8

/Δ/ 26 0 /
公司,

,

垂直电泳槽∋Τ 47 一 > 1Γ Ο 6 6 Β: 7 (7盯 公

司 ,
,

<> 一 ; α[≅ 生物电泳图像分析系统 ∋复 日生物

技术公司,
。

方法

)

? 肿瘤细胞产生金属蛋 白酶蛋 白表达测定仁’⎯

胃癌细胞株 #∃ % 一
!& 消化

,

以 ? 5 ? & Ξ 孔密度接种

于  孔培养板
,

待细胞长成 ∗ δ 一
α δ 密度时

,

弃

去培养上清
,

以 .ΤΘ 洗 次
,

换无血清培养液培养

Β
,

以 .ΤΘ 洗 次
,

加 ! 林= 含待测药物的无血清

培养基培养 ! Β
,

吸取细胞培养上清
,

∀ 7 77 3Ξ 0 4: 离

心 ? 0 4: 去除细胞碎片
,

即为条件培养基
。

按照

##.免疫酶联吸附试剂盒说明进行测定
。

)

肿瘤细胞金属蛋 白酶蛋 白谱分析川 取等量

条件培养基超滤浓缩
,

进行 Θ∴Θ
一

.≅ ΚΩ 电泳
。

用含

) ?δ 明胶的 ? δ 聚丙烯酞凝胶作为分离胶
,

上层为

& δ 的浓缩胶
,

以 αΖ
Φ 0 稳压电流电泳约!Β

,

至染色前

沿进人分离胶
,

将电压调整为 巧] ΞΦ 0 继续电泳
,

待嗅

酚蓝前沿距底部ΠΦ 0 时停止电泳 +室温下
,

将凝胶浸于
)

&δ Ο34 27 : ε 一 ?田 洗脱液中震荡洗脱 次
,

加人明胶

酶孵育液
,

在 ∀∗ ℃恒温摇床中孵育 ! Β
。

染色液染色

∀Β
,

以不同浓度脱色液进行梯度脱色
,

直至凝胶上显现

位于蓝色背景的清晰反白亮带
。

)

∀ 统计分析 数据以 无 土 、
表示

,

以方差分析比

较不同处理组间差异的显著性
。

∀
)

苦参素对 #∃ % 一
!& 中##./

酶解活性的抑制

作用 胃癌细胞 #∃ % 一
!& 产生 的 Ζ 型胶原酶复性

后降解明胶
,

在对应位置呈现未染色的亮白条带
,

条

带面积大小反应细胞产生金属蛋白酶的量
。

从明胶

电泳图谱可以看出
,

对照组 #∃ % 一
!& 细胞样品电

泳条带在 ∗ ⊥∴
,

; ⊥ ∴ 处明显呈现两条亮 白带
。

经

林岁= 浓度的苦参素作用后
,

#∃ % 一
!& 细胞电泳

图谱中对应于 ∗⊥ ∴ ∋##. 一
, 的亮白带面积显著

小于对照组
,

对应于 ; ⊥∴ ∋##. 一
;, 的亮 白带面积

很小
,

几乎不可见 ∋图 ?,
。

; ⊥∴∋##.一;, ς6 ς6 卜

; ⊥∴傲#.一, 66 6/ 卜

∀ 结果

#∃% 一 ! & #1 234 : 6

图 ? #∃% 一 !& 细胞条件培养基中

金属基质蛋 白酶的蛋白酶谱

∀
)

? 苦参素对 #∃% 一
!& 分泌 ##./ 蛋白量的抑制

作用 Ω =ΑΘ ≅ 结果显示
,

胃癌细胞 #∃% 一
!& 分泌

##./
蛋白

,

蛋 白水平 ##. 一
为 ∋?

)

?∀ 士 ?
)

? ,

: ΙΞ 0 =
,

## 9 一 ; 为∋ 
)

& 士
)

! & , :
ΙΞ 0 =

,

苦参素能

够剂量依赖性抑制 ##./ 的分泌 + ? 林岁= 的苦参素

对 ##. 一 的抑制率为 &? δ
,

对 ##. 一 ; 的抑制率

为 ! ∗ δ + 7林留= 的苦参素对 ##. 一
的抑制率为

 αδ
,

对 ##. 一 ; 的抑制率为 ∗∗ δ +均有显著性差

异 ∋. φ
)

& ,
,

详见 ∋表 (,
。

! 讨论

表 ? 苦参素对 #∃ % 一
!& 细胞分泌

##./
蛋白且的抑制作用

苦参素剂量∋卜岁=,

对照组

&

(

##. 一 ∋: 『毗,

?
)

?∀ 土 ?
)

?

;
)

?∀ 士
)

α∀

!
)

; ∗ 土
)

& 吐,

∀
)

! 土
)

α∗ ? ,

##. 一 ; ∋:
岁 0 = ,

 & 土
)

! &

&
)

?; 土
)

α ;

∀
)

∀ ∀ 土
)

& ? ,

?
)

! ∀ 土
)

& α 且,

注
− ’,尸 φ

)

& 与对照组相比较

我国北方豆科植物苦参
,

是我国历史悠久的传

统药物
,

古书记载具有利尿
,

平喘
,

抗心律失常
,

升白

及抗肿瘤等作用
。

苦参素是从苦参根部提取出的氧

化苦参碱和极少量氧化槐果碱的混合物
。

现代药理

研究表明
,

具有抗肿瘤
、

抗病毒
、

抗炎
、

调节免疫等作

用
,

对中枢神经系统
、

心血管系统等方面亦有明显的

药理作用
。

苦参素抗肿瘤作用确切
,

田晓华等研究

表明 β’(
,

苦参素具有较好 的清除经 基 自由基的作

用
,

并呈明显量效关系
。

通过清除轻基 自由基
,

苦参

素对辐射导致的胸腺嚓咤核普酸的间接损伤有显著

防护作用
。

抗氧化可能是其发挥抗肿瘤作用的机制

之一
。

胡雅妮等研究发现〔‘⎯
,

苦参素对保持小 鼠体

质量有明显作用
,

同时对荷瘤小鼠外周血红细胞
、

白

细胞数目也有升高趋势
。

本课题从苦参素抑制胃癌细胞金属基质蛋白酶
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作用的角度
,

研究苦参素对 胃癌细胞侵袭和转移作

用的影响
。

肿瘤转移扩散起始于肿瘤细胞降解并穿

过基底膜向其邻近组织的侵袭浸润
。

肿瘤细胞侵袭

转移能力与其产生降解细胞外基质的蛋白酶能力密

切相关
。

阻抑癌细胞产生蛋 白水解酶
,

降低癌细胞

对基底膜的侵袭性是抑制肿瘤细胞转移 的重要措

施
。

肿瘤细胞分泌产生包括肝素酶
、

组织蛋白酶 Τ
、

弹性蛋 白酶及金属蛋 白酶等多种蛋白水解酶
,

参与

降解细胞外基质
。

在 中性 9 Μ 环境 中
,

金属蛋白酶

几乎能分解所有的大分子蛋白
,

是影响肿瘤细胞侵

袭转移的限速酶
。

在正常生理条件下
,

Ζ 型胶原酶

在其合成
、

分泌及降解活性上受到严格控制和调节
。

在肿瘤细胞侵袭转移过程中Ζ 型胶原酶活性增强
,

促进癌细胞侵袭和转移
。

高转移性的癌细胞比低转

移性的癌细胞有更强的降解Ζ 型胶原能力
。

在转移

性癌细胞所侵袭的基底膜部位
,

Ζ 型胶原缺失 _‘」
。

实验结果表明
,

苦参素能剂量依赖性的降低胃

癌细胞 #∃ % 一 ! & 产生 # #. 一 、

##. 一 ; 的蛋白分

泌量
,

同时对分泌 ##.。 的蛋白酶解活性有较好的

抑制作用
。

胃癌是危害人民健康的主要恶性肿瘤之

一
,

它的转移及复发是导致治疗失败及死亡的主要

原因
。

目前在临床上对于已经有转移的患者主要应

用以药物治疗为主的综合治疗
,

虽然 胃癌对药物治

疗较为敏感
,

但联合化疗方案疗效仅为 ! δ 左右
,

且药物副作用较大
。

手术
、

放射和化学治疗等方法

对肿瘤治疗的效果 已进人平台期
,

开发针对转移过

程和微小转移灶的抗恶性肿瘤药
,

是提高肿瘤治愈

率
、

降低复发和死亡率
、

延长患者生命的重要途径
。

本研究为苦参素用于抗胃癌的转移治疗提供了进一

步依据
。
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不同产地褚实子提取物体外抗氧化作用及其质量比较
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摘要 目的
− 对 ? 个不 同产地褚实子的 乙醇

、

水提物进行体外抗氧化作用研究
,

并按中国药典部分质量标准

对不 同产地的褚 实子进行质量比较
。

方法 − 采用不 同产地的褚 实子醇
、

水提取物对大鼠肝组织匀桨脂质过氧

化作用的抑制
,

评价其体外杭氧化作用
,

并对不 同产地的褚实子的灰分及提取物含量进行比较
。

结果 − 不 同

产地褚 实子的抗氧化能力差别较大
,

其中安徽
、

山 西和广西产的褚实子抗氧化能力最强
,

灰分含量以山 东
、

浙

江和广 东三产地 的较好
。

结论
− 不 同产地褚 实子的质量有很大差异

,

其提取物有较 明显的体外抗氧化活性
,

并建议中国药典再版时收载褚实子提取物含量标准
。

关键词 褚 实子 +灰分 +体外抗氧化 + 丙二醛
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