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芹菜素对人肺癌细胞株
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迁移和侵袭能力的抑制作用及机制
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!摘要"

!

目的
!

探讨芹菜素对肺癌
($EN

细胞迁移和侵袭能力的影响和机制)

方法
!

采用
"
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-04
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S

浓度的芹菜素培养液与
($EN

细胞共培养#利用
KKb%

法检测
($EN

细胞的生存率#

M2*3<\,44

迁移和侵袭实验检测芹

菜素对
($EN

细胞迁移和侵袭能力的影响#酶联免疫吸附实验$

HSC6(

%(蛋白质印迹法分析芹菜素对细胞基质金属蛋白酶

$

77FG!

(

77FGN

%和血管内皮生长因子$

?HU[

%活性和蛋白表达的改变)

结果
!

KKb%

显示
E"

"

#'"

&

-04

"

S

的芹菜素可抑

制
($EN

细胞增殖#并呈浓度依赖性 $

<

$

">"$

%'与对照组比较#经芹菜素处理后
($EN

细胞迁移和侵袭能力降低#相对应的

77FG!

(

?HU[

蛋白表达和分泌减少$

<

$

">"$

%'但对于
77FGN

#芹菜素不能抑制其蛋白的表达和分泌)

结论
!

芹菜素可有

效抑制肺癌
($EN

细胞迁移和侵袭能力#其机制可能与芹菜素降低细胞
77FG!

(

?HU[

的蛋白表达和分泌相关)
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原发性支气管肺癌是最常见的恶性肿瘤之一#

是导致人类癌性死亡的首位疾病#其中
%"̂

"

N"̂

的患者为非小细胞肺癌$

303G<-*44),44413

=

)*3),2

#

@6KSK
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#

,

)外科手术是非小细胞肺癌最有效的治

疗手段#但多数患者首诊时病变已属晚期#失去根治

性手术的机会)肿瘤细胞高度增殖和侵袭是肺癌患

者高死亡率的主要原因#与患者的预后密切相关+

!

,

)

针对肺癌细胞的增殖和侵袭性#开发更为经济(安全

有效的化疗药物或发展联合化疗#对于延长肺癌患

者生存极有必要)
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李荣宾#等
>

芹菜素对人肺癌细胞株
($EN

迁移和侵袭能力的抑制作用及机制

芹菜素$

E

*#

$

#

DG

三羟基黄酮#分子式
K

#$

R

#"

B

$

%

是一种广泛存在于蔬菜和水果植物中的食物源性黄

酮类化合物)近年来国内外学者研究发现#芹菜素

对多种肿瘤细胞有明显的诱导凋亡作用#包括前列

腺癌(结肠癌(乳腺癌(宫颈癌等+

&G'

,

)在肺癌方面#

已有研究表明芹菜素可以抑制肺癌细胞
($EN

的增

殖+

D

,

#但芹菜素对肺癌细胞迁移(侵袭方面的抑制作

用及相关的机制目前尚不清楚)

本实验拟采用不同剂量的芹菜素溶液与肺癌

($EN

细胞共培养后#测定
($EN

细胞迁移(侵袭能

力#检测细胞上清液中基质金属蛋白酶
!

$

-*82.IG

-,8*440

L

208,.3*<,G!

#

77FG!

%(

77FGN

(血管内皮生

长因子$

;*<)14*2,3+08J,4.*4

=

20\8J5*)802

#

?HU[

%

的分泌以及
77FG!

(

77FGN

(

?HU[

蛋白的表达情

况#探讨芹菜素对肺癌侵袭和转移的抑制作用及相

关机制)

9

!

材料和方法
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!

主要材料和试剂
!

A7H7

培养基(胎牛血清

购于 美 国
U.Z)0

公 司'二 甲 亚 砜 $

+.-,8J

9

4

<1450I.+,

#

A76B

%(细胞裂解液购于美国
6.

=

-*

公

司)

KKb%

试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司)

77FG!

(

77FGN

(

?HU[

抗 体 购 自
6.30

_.040

=

.)*4C3)>

公司'人工重组基底膜$

7*82.

=

,4

%(

M2*3<\,44

小室购自美国
_A

公司)芹菜素$质量分

数
(

N%̂

#批号
$!"G&'G$

%购自南京广润生物公司)

!DN-

=

芹菜素用
#-SA76B

溶解成浓度为
#--04

"

S

作为储存液#实验前用适量的培养液稀释到实验

所需浓度)在所有实验组中
A76B

终浓度均
$

">#̂

$这一浓度被证实对细胞培养没有影响%)

#>!

!

人肺癌
($EN

细胞系培养
!

肺癌
($EN

细胞购

自中国科学院上海生命科学院#并保存于福建医科大

学附属第二医院中心实验室)细胞培养于含
#"̂

胎

牛血清(

#"":

"

-S

青霉素(

#"":

"

-S

链霉素的

A7H7

培养液中#在饱和湿度(

&Dg

(

$̂ KB

!

细胞培

养箱内常规传代#取对数生长期细胞用于实验)

#>&

!

KKb%

实验
!

将对数增长的细胞接种入
N'

孔

培养板#每孔
E"""

个细胞)培养箱内培养
!EJ

后#

将培养基换成含有不同浓度芹菜素的培养液$

"

(

$

(

#"

(

!"

(

E"

(

%"

(

#'"

&

-04

"

S

%#每组设
'

个复孔#同时

设
'

个
A76B

空白孔为对照#继续培养
!EJ

)吸除

原培养液#加入比例配制的
KKb%

溶液#每孔
#""

&

S

#培养
EJ

后在酶标仪
E$"3-

波长处测定光密度

$

G

%值)结果取
'

个复孔的平均值)按照下式计算

生存率!生存率
k

$实验孔
G

值
m

空白孔
G

值%"$对

照孔
G

值
m

空白孔
G

值%)

#>E

!

细胞迁移实验
!

分别取
!""

&

S

经不同浓度芹

菜素培养
!EJ

的各组细胞悬液 $细胞密度均调整为

!h#"

$

"

-S

%加入
M2*3<\,44

小室上室#下室中加入

'""

&

S

含
#"̂

血清的
A7H7

培养液#于培养箱内

继续培养
!EJ

)培养结束后#取出小室#弃上室内培

养液#

Ê

多聚甲醛固定
#"-.3

#

F_6

冲洗后应用

#̂

结晶紫染色液染色约
&-.3

#医用棉棒轻轻擦去

小室膜上表面尚未穿过的细胞#

F_6

冲洗小室)倒

置显微镜下观察)随机选取
$

个高倍镜视野#对穿

过底膜的细胞进行计数)

#>$

!

细胞侵袭实验
!

7*82.

=

,4

胶在
Eg

冰箱内融化

后#用无血清
A7H7

按
#j%

比例进行稀释)取
$"

&

S

加入
M2*3<\,44

小室上室#轻轻晃动使其均匀铺

满小室底#置入培养箱内干燥
&"-.3

'待
7*82.

=

,4

胶凝固后轻轻吸去析出的水分#每孔再加入
$"

&

S

无血清
A7H7

培养液水化)余下步骤同
#>E

项下

细胞迁移实验)

#>'

!

HSC6(

测定上清液中
77FG!

"

77FGN

"

?HU[

的分泌量
!

含有不同浓度芹菜素的无血清培

养液处理肺癌
($EN

细胞
!EJ

后#收集细胞培养上

清液#离心除去上清液中的细胞碎片后备用)按照

HSC6(

试剂盒操作步骤进行实验#同时利用所提供

的标准蛋白绘制标准曲线#用检测仪
EN"3-

下记录

各组读数对照标准曲线计算出
77FG!

(

77FGN

(

?HU[

相对含量)上述实验重复
&

次#取均数)

#>D

!

蛋白质印迹法检测
77FG!

"

77FGN

"

?HU[

蛋白的表达
!

将处理后的各组细胞加入裂解液后收

集#进行蛋白定量#总上样蛋白量为
!$

&

=

#煮沸

%-.3

使蛋白变性)按照
#"̂

分离胶和
$̂

浓缩胶

配制十二烷基硫酸钠
G

聚丙烯酰胺凝胶进行电泳

$

<0+.1- +0+,)

9

4 <14503*8,G

L

04

9

*)2

9

4*-.+,

=

,4

,4,)820

L

J02,<.<

#

6A6GF(UH

%#电泳直至溴酚蓝到达

分离胶底部上方约
">$)-

'采用湿法转膜将蛋白印

迹到硝酸纤维素膜上#于含
#"̂

脱脂奶粉的封闭液

中室温封闭
N"-.3

)加入一抗
77FG!

$

#j#""

%(

77FGN

$

#j$""

%(

?HU[

$

#j$""

%#

Eg

孵育过夜)

洗膜后#加入相应的二抗#室温孵育
'"-.3

后#

HKS

发光试剂对硝酸纤维素膜进行显色反应#胶片曝光#

-

ND%

-
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拍照)凝胶成像系统在白光下对胶片扫描后#进行

光密度分析#以肌动蛋白
$

G*)8.3

作为内参照)实验

重复
&

次)

#>%

!

统计学处理
!

采用
6F66#'>"

统计软件进行数

据分析)计量资料以
'

:i(

表示#采用
"

检验$两组间

比较%或方差分析$

&

组或
&

组以上比较%'计数资料

以绝对值表示#采用
!

!检验)检验水准$

#

%为
">"$

)

:

!

结
!

果

!>#

!

芹菜素抑制肺癌
($EN

细胞的增殖
!

实验表

明#随着芹菜素浓度的增加#

($EN

细胞的生存率呈

渐进性降低#并且在芹菜素浓度为
E"

(

%"

(

#'"

&

-04

"

S

时#细胞出现皱缩(气泡#呈椭圆型#增殖受

到抑制$

<

$

">"$

%#

!EJ

的半抑制浓度
CK

$"

为

$

E'>$i&>D

%

&

-04

"

S

$图
#

%)

($EN

细胞在
"

"

!"

&

-04

"

S

芹菜素作用
!EJ

后活力大于
D$̂

#抑制效

应不明显)为防止细胞活力过低导致实验的假阳性

出现#我们选用
!"

&

-04

"

S

$抑制细胞增殖不明显%

和
E"

&

-04

"

S

$显著抑制细胞增殖%作为
M2*3<\,44

迁移和侵袭实验的药物干预浓度)

!>!

!

芹菜素抑制肺癌
($EN

细胞的迁移和侵袭能

力
!

实验表明
!"

&

-04

"

S

和
E"

&

-04

"

S

芹菜素均能

有效抑制
($EN

细胞的迁移和侵袭能力#且
E"

&

-04

"

S

芹菜素对细胞的侵袭抑制作用更加明显$图

!

%)相对于
A76B

对照组#

!"

&

-04

"

S

芹菜素组抑

制
($EN

细胞迁移的有效率为
!$>D̂

$

&'>"i&>D

;<ED>"i$>"

#

<

$

">"#

%#

E"

&

-04

"

S

组为
'!>$̂

$

#N>"iE>&;<ED>"i$>"

#

<

$

">"#

%)同样#浓度

为
!"

&

-04

"

S

和
E"

&

-04

"

S

的芹菜素都能有效抑制

($EN

细胞侵袭能力$

!E>"i&>!;<&!>"i$>'

#

<

$

">"$

'

#!>"iE>";<&!>"i$>'

#

<

$

">"#

%)

图
9

!

不同浓度芹菜素对
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细胞的增殖抑制作用
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芹菜素抑制
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细胞迁移和侵袭
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芹菜素对肺癌
($EN

细胞
77FG!

"

77FGN

"

?HU[

表达的影响
!

HSC6(

检测显示#与对照组相

比#

!"

&

-04

"

S

(

E"

&

-04

"

S

芹菜素作用
!EJ

后能降低

($EN

细胞
?HU[

(

77FG!

的分泌$

<

$

">"$

%#而对于

77FGN

分泌的影响差异没有统计学意义$图
&(

%)

蛋白质印迹法检测相应蛋白表达#同样提示芹菜素对

($EN

细胞
?HU[

(

77FG!

蛋白表达有抑制作用#特别

是在
E"

&

-04

"

S

浓度下抑制作用更为明显$图
&_

%)

图
;

!

芹菜素对
5S>[
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#
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>

李荣宾#等
>

芹菜素对人肺癌细胞株
($EN

迁移和侵袭能力的抑制作用及机制

恶性肿瘤首位#我国肺癌发病率为
">ENDu

#且逐年

上升#年平均增长
#>'&̂

+

%

,

)肺癌的手术切除率仅

为
&"̂

左右#化疗对于肺癌患者生存和预后至关重

要#但化疗药物费用贵(不良反应大#制约着临床应

用#寻找廉价(高效(低毒天然植物成分已成为抗肿

瘤的希望+

NG##

,

)芹菜素作为一种天然植物中存在的

黄酮类化合物#因具有抗肿瘤的作用而受到广泛关

注+

#!

,

)

现有研究表明芹菜素具有抑制人肺癌
($EN

细

胞增殖(诱导其凋亡的作用#其机制可能与上调
_*I

蛋白表达和下调
_)4G!

蛋白表达有关+

#&

,

#并通过半

胱天冬酶和线粒体依赖通路来实现+

#E

,

)本实验显

示#一定浓度的芹菜素可抑制
($EN

细胞增殖#并呈

浓度依赖性#这一结果与文献+

D

#

#&

,报道结果一致)

肺癌细胞的高度侵袭性是患者预后差(高死亡

率的主要原因#有效抑制肺癌细胞侵袭性#对于控制

肺癌发生(发展进程具有重要意义+

#$

,

)文献报道芹

菜素对结肠癌(肝癌(胰腺癌等的体外迁移具有抑制

作用+

#'G#%

,

)在本研究中#利用
M2*3<\,44

迁移和侵

袭实验表明芹菜素能有效抑制
($EN

细胞的迁移和

侵袭能力#这就为芹菜素应用于防治肺癌提供了实

验依据)

肺癌的侵袭转移是一个极其复杂的多基因调控

的多步骤多阶段发展过程#包括侵袭(循环扩散(远

处克隆和血管生成)从目前的研究来看#细胞外基

质$

,I82*),4414*2-*82.I

#

HK7

%的降解是肿瘤侵袭

关键步骤之一#其机制主要为肿瘤细胞诱导效应细

胞分泌蛋白水解酶降解(破坏由细胞间基质和基底

膜组成的细胞质+

#NG!"

,

)

77F<

是参与这一过程中最

重要的蛋白酶#其中
77FG!

和
77FGN

能够特异性

地降解
HK7

的主要成分
%

型胶原酶类#使癌细胞

突破基质屏障#促进肿瘤侵袭转移+

!#

,

)已有研究证

实#包括非小细胞肺癌在内的多种实体瘤中均存在

77FG!

(

77FGN

高表达#提示其与肿瘤发生及侵袭

转移密切相关+

!!G!E

,

)新生血管的形成也是肿瘤侵袭

转移的必需条件)血管新生需多种细胞因子共同参

与#其中
?HU[

是目前所知作用最强的促血管生成

因子)本实验采用
HSC6(

(蛋白质印迹法分析芹菜

素对细胞
77FG!

(

77FGN

和
?HU[

活性和蛋白表

达的改变#结果显示经芹菜素处理后
($EN

细胞迁

移和侵袭能力降低#相对应的
77FG!

(

?HU[

蛋白

表达和分泌减少)但芹菜素不能抑制
77FGN

蛋白

表达和分泌#其具体原因仍有待进一步研究)

总之#本研究证实了芹菜素可有效抑制肺癌

($EN

细胞的迁移和侵袭能力#其机制可能与芹菜素

降低细胞
77FG!

(

?HU[

的蛋白表达和分泌相关)

这为芹菜素在肺癌临床治疗中的应用提供了一定的

实验依据#提示芹菜素将在今后的肺癌临床综合治

疗体系中发挥作用#有望成为高效低毒的抗肺癌

新药)
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