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土槿皮乙酸对大鼠脑胶质瘤Ｃ６细胞增殖的抑制作用

陈振军，孙冬弢，袁　媛
沈阳医学院沈洲医院神经外科，沈阳１１０００２

　　［摘要］　目的　研究土槿皮乙酸（ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ，ＰＡＢ）对大鼠脑胶质瘤Ｃ６细胞增殖的抑制作用。方法　采用
ＭＴＴ法检测０、０．１、０．２、０．４、０．８、１．６、８、１６μｇ／ｍｌＰＡＢ对Ｃ６细胞增殖能力的影响；流式细胞术检测碘化丙啶（ＰＩ）染色后细

胞周期的变化；皮下注射Ｃ６细胞建立Ｃ６种植瘤大鼠模型并测量种植瘤体积；免疫组化法测定大鼠脑胶质瘤Ｃ６细胞种植瘤组

织中增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）的表达变化。结果　体外实验结果表明，ＰＡＢ呈剂量依赖性地抑制胶质瘤Ｃ６细胞生长，半数
致死剂量（ＩＣ５０）为０．０３μｇ／ｍｌ，同时，可使Ｃ６细胞周期阻滞于Ｇ２／Ｍ期；体内实验结果表明，ＰＡＢ给药后大鼠种植瘤体积有所

降低，种植瘤组织中ＰＣＮＡ表达呈下降趋势。结论　ＰＡＢ可抑制大鼠脑胶质瘤Ｃ６细胞增殖，阻滞细胞周期中Ｇ２／Ｍ 期、下
调ＰＣＮＡ表达为其可能的作用机制。

　　［关键词］　土槿皮乙酸；神经胶质瘤；细胞增殖；增殖细胞核抗原

　　［中图分类号］　Ｒ７３９．４１　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１２）０５０４８４０４

ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔｇｌｉｏｍａＣ６ｃｅｌｌｓ

ＣＨＥＮＺｈｅｎｊｕｎ，ＳＵＮＤｏｎｇｔａｏ，ＹＵＡＮＹｕａｎ

ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＮｅｕｒｏｓｕｒｇｅｒｙ，ＳｈｅｎｚｈｏｕＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＳｈｅｎｙａｎｇＭｅｄｉｃａｌＣｏｌｌｅｇｅ，Ｓｈｅｎｙａｎｇ１１０００２，Ｌｉａｏｎｉｎｇ，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１２０１１６　　　　［接受日期］　２０１２０３２２
［基金项目］　沈阳市科技计划项目（Ｆ１０１４９９３１）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＳｈｅｎｙａｎｇＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎＰｒｏｊｅｃｔ（Ｆ１０１４９９３１）．
［作者简介］　陈振军，硕士，主任医师，硕士生导师．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０２４２２８２４４３０，Ｅｍａｉｌ：ｓｚｃｈｅｎｚｈｅｎｊｕｎ＠１６３．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ（ＰＡＢ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔｇｌｉｏｍａＣ６

ｃｅｌｌｓｉｎｖｉｖｏａｎｄｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ０，０．１，０．２，０．４，０．８，１．６，８，

ａｎｄ１６μｇ／ｍｌＰＡＢｏｎＣ６ｃｅｌｌｓ；ｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｃｙｃｌｅｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｃ６ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｊｅｃｔｅｄ

ｓｕｂｃｕｔａｎｅｏｕｓｌｙｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈｇｌｉｏｍａｂｅａｒｉｎｇｒａｔｍｏｄｅｌａｎｄｔｈｅｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌ

ｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｙｉｎｔｈｅｉｍｐｌａｎｔｅｄｇｌｉｏｍａ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｉｎｖｉｔｒｏｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ

ＰＡＢｉｎｈｉｂｉｔｅｄＣ６ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ｗｉｔｈｔｈｅＩＣ５０ｂｅｉｎｇ０．０３μｇ／ｍｌ．ＩｔａｌｓｏａｒｒｅｓｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＧ２／Ｍ

ｐｈａｓｅ．ＩｎｖｉｖｏｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｔｕｍｏｒｓｉｚｅｏｆＰＡＢｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｍｏｒｅｏｖｅｒ，

ＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓａｌｓｏｄｅｃｒｅａｓｅｄｂｙＰＡＢ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＰＡＢｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｒａｔｇｌｉｏｍａＣ６ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｗｈｉｃｈｍｉｇｈｔｂｅ

ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃｅｌｌａｒｒｅｓｔｉｎＧ２／ＭｐｈａｓｅａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＣＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ；ｇｌｉｏｍａ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１２，３３（５）：４８４４８７］

　　脑胶质瘤是中枢神经系统肿瘤，其恶性程度高，

具有向周围组织浸润性生长的特征，与正常脑组织

无明显分界，因其较高的致死率成为众所周知的恶

性肿瘤。此肿瘤常常生长在中枢神经系统深部，目

前临床上采用的手术切除术和放射疗法对患者都具

有潜在的危险性，因此，寻找新的有效药物及治疗方

法尤为重要。

　　土槿皮乙酸（ｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ，ＰＡＢ）是从松

科植物金钱松的根皮中分离出的有效成分，现代药

理学实验研究表明，ＰＡＢ具有明显的抗肿瘤活性，

对胃癌、肝癌、肺癌、乳腺癌等多种肿瘤细胞具有抑

制作用［１２］。本研究从体外和体内两方面探讨了

ＰＡＢ对胶质瘤的作用，为抗癌药物的研发提供了一

条新的思路。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｆ１２Ｋ培养液购自ＡｐｐｌｉＣｈｅｍ公司，胎

牛血清和马血清购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；大鼠胶质瘤Ｃ６
细胞购自中国科学院上海细胞库；ＰＡＢ购自中国药

品生物制品检定所，批号１１０８８０２００５０２，纯度＞
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９８％；四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自Ｓｉｇｍａ公司；

Ｗｉｓｔａｒ大鼠，４周龄，体质量１５０～２００ｇ，购自中国

医科大学实验动物中心；增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａ

ｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）抗体购自Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司。

１．２　细胞培养　大鼠胶质瘤 Ｃ６细胞培养于含

１０％胎牛血清、２％马血清的 Ｆ１２Ｋ 培养液中，在

３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下培养。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞增殖能力　将大鼠胶质瘤

Ｃ６细胞以每孔２００μｌ接种于９６孔培养板，细胞密

度为每孔１０４个，培养１２ｈ，使其充分贴壁，然后换为

终浓度分别为０、０．１、０．２、０．４、０．８、１．６、８、１６μｇ／

ｍｌＰＡＢ的Ｆ１２Ｋ培养液培养，每个浓度设５个复

孔，置ＣＯ２培养箱中孵育３６ｈ。每孔加入５ｍｇ／ｍｌ

ＭＴＴ２０μｌ，继续放入５％ＣＯ２培养箱中染色４ｈ，吸

去上清，加入２００μｌＤＭＳＯ溶解细胞内形成的结

晶，用酶标仪（ＢｉｏＴｅｋＥＬＸ８００，ＵＳＡ）测定４９０ｎｍ
处光密度（Ｄ）值，计算ＰＡＢ对Ｃ６细胞的抑制率。

抑制率（％）＝（空白孔Ｄ值－实验孔Ｄ 值）／空白孔

Ｄ值×１００％。

１．４　碘化丙啶（ＰＩ）染色检测细胞周期变化　以０、

０．１５、０．３、０．６μｇ／ｍｌＰＡＢ处理Ｃ６细胞３６ｈ后，消

化、收集各组细胞，小心吸除上清，ＰＢＳ漂洗，７０％乙

醇４℃固定过夜，加入ＰＩ染色液，３７℃避光温浴３０

ｍｉｎ，进行流式细胞术检测，分析细胞周期变化

情况。　　　　
１．５　Ｃ６种植瘤大鼠模型的建立及给药　取健康雄

性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠，在各大鼠右前肢皮下接种处于对数

生长期的Ｃ６细胞，每只１×１０７个细胞。接种Ｃ６细

胞后，实验组Ⅰ灌胃给药７ｍｇ／ｋｇ（ＰＡＢ）、实验组Ⅱ
灌胃给药１５ｍｇ／ｋｇ（ＰＡＢ）、实验组Ⅲ灌胃给药３０

ｍｇ／ｋｇ（ＰＡＢ），对照组灌胃给予相应剂量的生理盐

水，每天１次，每组１０只大鼠。２０ｄ后，将对照组和

不同浓度梯度给药组大鼠皮下的细胞瘤完整取下，

拍照，测量肿瘤体积，设长径为ａ，短径为ｂ，体积计

算公式为ａ×ｂ２／２，而后用１０％甲醛溶液固定用于

免疫组化检测。

１．６　免疫组化法检测种植瘤组织中ＰＣＮＡ 的表

达　将对照组和各实验组大鼠种植瘤组织常规石蜡

包埋，５μｍ 厚连续石蜡切片，微波加热修复，３％

Ｈ２Ｏ２阻 断 内 源 性 过 氧 化 物 酶 后，滴 加 ＰＣＮＡ
（１５０）抗体，４℃过夜，滴加二抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，

ＤＡＢ显色、苏木精复染，脱水、透明、封片，显微镜下

拍照，观察染色效果，呈棕黄色或黄色为阳性反应。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０软件进行数据

分析，数据以珚ｘ±ｓ表示，组间差异比较采用单因素

方差分析。检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＰＡＢ对大鼠胶质瘤细胞Ｃ６体外增殖的抑制

作用　图１所示为ＰＡＢ对Ｃ６细胞增殖的抑制作

用，ＰＡＢ作用于Ｃ６细胞３６ｈ后，细胞增殖能力明显

受到抑制，当ＰＡＢ浓度为０．４μｇ／ｍｌ时，增殖抑制

率达到６１．４％，并且随着ＰＡＢ浓度的增加，抑制率

呈现上升趋势。ＰＡＢ处理Ｃ６细胞３６ｈ条件下的半

数致死剂量（ＩＣ５０）值为０．３０μｇ／ｍｌ。

图１　ＰＡＢ作用３６ｈ对胶质瘤Ｃ６细胞

体外增殖的抑制作用

Ｆｉｇ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ（ＰＡＢ）

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｇｌｉｏｍａＣ６ｃｅｌｌｓ

ａｆｔｅｒ３６ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｉｎｖｉｔｒｏ
ｎ＝５，珚ｘ±ｓ

２．２　ＰＡＢ对大鼠胶质瘤 Ｃ６细胞周期变化的影

响　由图２可见，经０．１５、０．３、０．６μｇ／ｍｌＰＡＢ作用

３６ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期和Ｓ期细胞比例有所下降；Ｇ２／Ｍ
期有所增 加，分 别 由 对 照 组 的 ７．１３％ 增 加 至

３１．７８％、５７．５８％和８２．４６％；同时，Ｇ０／Ｇ１期前出现

凋亡小峰，说明ＰＡＢ可使Ｃ６细胞周期阻滞于Ｇ２／

Ｍ期，同时诱导Ｃ６细胞凋亡，０．１５μｇ／ｍｌＰＡＢ作

用下细胞凋亡比例为８．２３％。

２．３　ＰＡＢ对大鼠种植瘤的抑制效应　ＰＡＢ给药后

大鼠种植瘤体积变化如图３所示，对照组肿瘤体积

为（１．００３±０．３６）ｃｍ３，经７、１５和３０ｍｇ／ｋｇＰＡＢ给

药治疗后，肿瘤体积（ｃｍ３）分别降低至（０．３８１±

０．０６）、（０．２１８±０．０８）和（０．３２６±０．０９），与对照组

比较差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。灌胃给药１５

ｍｇ／ｋｇＰＡＢ２０ｄ，抑瘤率达到７８．２６％。

２．４　各组大鼠种植瘤组织中ＰＣＮＡ的表达　对照
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组种植瘤中可见棕黄色颗粒，ＰＡＢ治疗组中棕黄色
颗粒减少，说明与对照组相比，ＰＡＢ治疗组大鼠种

植瘤中ＰＣＮＡ表达呈下降趋势（图４），表明ＰＡＢ可
降低种植瘤组织中ＰＣＮＡ高表达。

图２　ＰＡＢ对胶质瘤Ｃ６细胞作用３６ｈ后的细胞周期变化

Ｆｉｇ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｐｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ（ＰＡＢ）ｏｎｔｈｅｃｙｃｌｅｏｆｇｌｉｏｍａＣ６ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒ３６ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：０．１５μｇ／ｍｌＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｃ：０．３μｇ／ｍｌＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｄ：０．６μｇ／ｍｌＰＡＢｇｒｏｕｐ

图３　大鼠种植瘤组织体积变化

Ｆｉｇ３　Ｓｉｚｅｏｆｉｍｐｌａｎｔｅｄｇｌｉｏｍａｉｎｒａｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
ＰＡＢ：ＰｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：７ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｃ：１５ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｄ：３０ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ

图４　大鼠种植瘤组织中ＰＣＮＡ表达的免疫组化染色结果

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡｂｙｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｍｅｔｈｏｄｉｎｉｍｐｌａｎｔｅｄｇｌｉｏｍａｉｎｒａｔｓ
ＰＣＮＡ：Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ；ＰＡＢ：ＰｓｅｕｄｏｌａｒｉｃａｃｉｄＢ．Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：７ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｃ：１５ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ；Ｄ：

３０ｍｇ／ｋｇＰＡＢｇｒｏｕｐ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

３　讨　论

　　脑胶质瘤亦称神经胶质细胞瘤，由神经上皮组

织衍化而来，具有发病率高、病死率高和治愈率低的

特点，手术切除是当前最主要的临床治疗手段。由

于胶质瘤本身固有的浸润性生长的病理特点，手术

后的复发仍不可避免，采用安全有效的方法进行胶

质瘤的治疗成为亟待解决的问题［３５］。天然药物单

体化合物可通过抑制肿瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞

分化或凋亡从而发挥抗肿瘤作用［６］。研究表明，

ＰＡＢ可通过调节 Ｔｈ１和 Ｔｈ１７平衡进行炎症疾病

的治疗［７］，同时可作为抗血管生成试剂治疗癌症［８］；

可通过促进微管蛋白解聚、干扰二极纺锤体形成、阻

滞有丝分裂等抑制人乳腺癌细胞 ＭＣＦ７增殖，促进

其凋亡［９］；同时，ＰＡＢ还可通过ＣｈｋＣｄｃ２５Ｃ和ｐ５３
途径诱导人黑素瘤细胞凋亡，抑制其增殖［１０１１］；也有

报道发现ＰＡＢ可通过上调ｂａｘ和下调ｂｃｌ２表达，

导致线粒体膜电位下降，激活ｃａｓｐａｓｅ，最终导致胃

癌细胞凋亡［１２１３］。

　　本研究体外实验结果显示ＰＡＢ可抑制大鼠胶
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质瘤细胞Ｃ６增殖，同时，用流式细胞术分析经ＰＩ染

色的Ｃ６细胞，发现Ｇ２／Ｍ 期所占比例有所升高，说

明ＰＡＢ可诱导Ｇ２／Ｍ期阻滞，从而达到抑制肿瘤细

胞增殖的作用。皮下注射 Ｃ６细胞建立种植瘤

Ｗｉｓｔａｒ大鼠模型并进行ＰＡＢ灌胃给药治疗，发现治

疗组肿瘤体积有所减小，说明ＰＡＢ可有效抑制肿瘤

发展；并且，经免疫组织化学染色发现，ＰＡＢ治疗组

中ＰＣＮＡ表达量有所降低。ＰＣＮＡ参与调节肿瘤

形成，在ＤＮＡ合成和细胞增殖方面起重要作用［１４］。

综上所述，ＰＡＢ可抑制大鼠脑胶质瘤Ｃ６细胞增殖，

阻滞细胞周期中Ｇ２／Ｍ 期、下调ＰＣＮＡ的表达为其

可能的作用机制，但ＰＡＢ对Ｃ６细胞生长影响的确

切作用机制还有待于进一步的深入研究。
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