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摘要 目的 探讨茶多酚对人 ° 细胞生长的影响∀方法 采用 × × 法体外观察不同浓度茶多酚对 ° 细胞的杀伤作用 应用

激光共聚焦显微镜和流式细胞仪分析 检测用药后 ° 细胞内 ≤ 浓度!≤⁄ ∂ 表达和细胞增殖周期分布的变化∀ 结果

个浓度的茶多酚对 ° 细胞均有杀伤作用 呈剂量依赖关系∀细胞增殖受到明显抑制 使细胞阻滞于 期 不能进入 ≥ 期

及 期 细胞增殖指数明显下降∀细胞内 ≤ 浓度与对照组相比 逐渐上升 ≤⁄ ∂ 表达水平则呈逐渐下降∀结论 茶多

酚对 ° 细胞的生长具有抑制作用 其作用机制与改变细胞内 ≤ 浓度和 ≤⁄ ∂ 表达有关∀
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  茶多酚占茶叶干重的 左右 由 多种酚性物质所

组成∀ 一些研究表明 茶多酚对癌症具有良好的化学预防和

抑制作用≈ 2 ∀ 有关茶多酚抑制肺癌细胞转移的研究文献报

道甚少 本实验采用 × × 法!激光共聚焦显微镜 ≥≤ 和

流式细胞术 体外观察茶多酚对高转移性人肺癌细胞的杀伤

作用及对细胞增殖周期!细胞内 ≤ 浓度和黏附分子表达的

影响 进一步探讨其作用机制∀

1  材料与方法

1 1  试剂与药物 茶多酚为中国茶叶研究所产品∀ 培

养液 ≤ 公司 ° 2 培养基 ≤ 公司 ∀

⁄ ≥ × × ≥ 公司 ∀ 鼠抗人单抗 ≤⁄ ∂ ƒ × ≤

标记的羊抗鼠 为美国 公司产品∀无关小鼠

购于北京中山公司∀ ≤ 荧光探针 ƒ ∏ 2

≥ 公司 ∀ ƒ ≤ 流式细胞仪为美国 ⁄公司产品∀

≥≤ 为德国 ∞ ≥≥ 公司产品∀

1 2  细胞来源及培养 高转移性人肺癌细胞株 ° 由浙江

省肿瘤研究所提供 用含 灭活小牛血清的 ° 2

培养液内培养并传代∀

1 3 实验分组 单纯 ° 细胞组 空白对照组 茶多酚 组

Λ 茶多酚 组 Λ 茶多酚 组 Λ ∀

1 4  体外噻唑蓝 × × 法 取对数生长的人肺癌细胞株

° 细胞 ≅ 分装于 孔∀ 设阴性对照组和不同

浓度的茶多酚组 各组设 个平行孔 置 ε 培养 实验

终止前 加入 × × 液 再培养 测试前加入 ⁄ ≥ 待

结晶溶解后置于 波长处 型号为 ⁄ 酶联检测仪

测每孔的吸收度 Α 值 按下列公式求出生长抑制率进行评

价∀

生长抑制率 2用药组平均 Α 值 对照组平均 Α

值 ≅

1 5 流式细胞仪检测高转移性人肺癌细胞株经茶多酚作用

后的细胞增殖周期∀ 计算细胞周期各时相比例 以下列公式

计算增殖指数 °

° ≥ ≥ ≅ ∀

1 6 流式细胞仪检测肺癌细胞株 ≤⁄ ∂ 的表达 ° 细胞

株传代后加入含有茶多酚 Λ 的 ° 2

细胞培养液为茶多酚组 对照组加入等体积的生理盐水 培
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养 ∀ 的 ∞⁄× 消化 制成细胞悬液∀° ≥ 洗涤后

加入鼠抗人单抗 ≤⁄ ∂ Λ ε 孵育 后 加入 Β

稀释的羊抗鼠 ƒ × ≤ 抗体 Λ ε 孵育 ∀ƒ ≤ ≥

流式细胞仪检测 每次实验重复 次∀

1 7  细胞内 ≤ 浓度的测定 实验各组培养结束后调细胞

浓度为 ≅ 取 ≅ 细胞液离心 弃上清 加

液 后加入终浓度为 Λ 的 ≤ 荧光探针 在

ε 水浴中振荡温育 再用 液洗涤二次 最后

浮在 液中∀ 激光共聚焦显微镜检测细胞内 ≤ 浓度∀

1 8  激光共聚焦显微镜测定肺癌细胞株 ≤⁄ ∂ 的表达

单层细胞爬片经 ° ≥ 洗涤 多聚甲

醛固定 正常山羊血清封闭 充分洗

涤 分别加鼠抗人 ≤⁄ ∂ ε 孵育 ° ≥ 洗涤

共 次 分别加入 ƒ × ≤ 标记的羊抗鼠

° ≥ 洗涤 无荧光甘油缓冲液封片 在 ≥≤ 下观察抗原表

达情况∀

1 9  统计学分析 将以上每次实验重复 次后 进行 检

验∀

2  结果

2 1  茶多酚对肺癌 ° 细胞杀伤活性的测定 由表 可见

上述 个浓度的茶多酚对 ° 细胞均有杀伤活性 Λ

即可表现出明显的杀伤力∀且随药物浓度的增加 作用加强∀

表 1 不同浓度茶多酚对 ° 细胞的杀伤活性 × × 法

分组 Α ξθ ? σ Π 值 杀伤率

对照组 ?

Λ ?

Λ ?

Λ ?

注 不同浓度茶多酚组与对照组相比

2 2  茶多酚对 ° 细胞增殖周期的影响 表 显示 经不同

浓度茶多酚作用 后 ° 细胞 期 ≥ 期细胞比例

下降 细胞被阻滞于 期 将不同浓度茶多酚组与对

照组相比 细胞增殖指数 ° 逐渐降低∀ Λ 茶多酚组

的 ° 与对照组相比 大致相同∀ Λ 和 Λ 茶多

酚组的 ° 明显低于对照组∀

表 2 不同浓度茶多酚对 ° 细胞增殖周期的影响

组别
细胞周期时相分析

≥
°

对照组

∏

∏

∏

2 3  ° 细胞内 ≤ 浓度的变化 共聚焦显微镜检测显示

经不同浓度的茶多酚作用 后 细胞内游 ≤ 浓度发生变

化 呈剂量依赖关系 表 ∀

2 4  共聚焦显微镜定位 定量分析 ≤⁄ ∂ 表达 共聚焦显

微镜显示 ≤⁄ ∂ 蛋白在 ° 细胞膜上表达 为绿色荧光

点 经茶多酚作用后 其膜上的荧光像素产生不同程度的改

变 定量分析结果见表 ∀

表 3 激光共聚焦显微镜检测细胞内 ≤ 和 ≤⁄ ∂ 表达

分组 ≤ 浓度 Λ Π 值 ≤⁄ ∂ Π 值

对照组 ? ?

Λ ? ?

Λ ? ?

Λ ? ?

注 不同浓度茶多酚组与对照组相比

2 5 流式细胞仪定量测定 ≤⁄ ∂ 表达 结果表明 经不同

浓度的茶多酚作用 后 ° 细胞中 ≤⁄ ∂ 蛋白表达水

平分别为 ? ? ? 与对照组 ? 相

比逐渐下降 呈剂量依赖关系∀经统计学分析 Λ 的 茶

多酚组与对照组相比无显著性差异 Π Λ 和

Λ 的茶多酚组有显著性差异 Π ∀

3  讨论

茶多酚的抗癌效应已被广泛接受 确切的作用机制目前

尚不清楚 一般认为其主要作用为抗氧化 抗突变≈ ∀ ° 细

胞为高转移的人肺癌细胞株 我们选择 ° 细胞为实验细

胞 体外观察茶多酚的抗肿瘤作用∀ × × 试验显示茶多酚在

∗ Λ 浓度之间对 ° 细胞均有杀伤活性 杀伤率分

别为 和 ∀ Λ 即可表现出较明显

的杀伤作用 且随药物浓度的增加 作用加强 呈剂量依赖性

关系∀流式细胞仪检测不同浓度的茶多酚作用 后 ° 细

胞周期分布显示 期的比例逐渐增加 细胞周期被阻

滞于 期∀ 细胞增殖指数明显下降 呈剂量依赖关系∀

说明茶多酚可抑制 ° 细胞生长 主要通过阻滞 2≥ 期的

转化 影响 ⁄ 合成 而抑制细胞增殖∀

≤ 作为细胞的重要信使物质 广泛地调节着细胞的生

长 分泌及输送等功能 并可直接地或间接地影响细胞的某

些 ⁄ 复制和 表达 包括了某些原癌基因及抑癌基

因的表达≈ ∀近年来 一些研究表明 细胞内 ≤ 离子浓度与

癌细胞的增殖!凋亡!侵袭和转移相关≈ ∀ 细胞内钙离子浓

度增高可激活内源性内切酶 导致 ⁄ 在核小体间降解 从

而阻断细胞生长周期的运行∀ 本实验将茶多酚作用于肺癌

° 细胞后 在细胞内钙离子浓度增高的同时 ° 细胞生长

受到抑制 说明茶多酚抗肿瘤作用与其调节细胞内钙离子

浓度有关 确切的机制尚不清楚 可能是茶多酚参与调控膜

上钙通道的运输系统或上调细胞间隙连接通讯功能等 有待

于进一步研究∀

≤⁄ ∂ 是与肿瘤转移密切相关的黏附分子之一 其表

达水平反映了肿瘤转移的潜能≈ ∀ ≠ 和 ∏

等≈ 的研究表明 茶多酚能够抑制高转移性人纤维肉瘤和

肺癌细胞株通过单层的人体脐静脉内皮细胞及内皮细胞基

底膜的侵袭及黏附过程 同时也抑制基质金属蛋白酶 °2

和 °2 酶参与的明胶降解作用 认为茶多酚具有抗肿

瘤转移的作用∀本实验结果显示 经茶多酚作用 后 共聚

焦显微镜上可见细胞膜的绿色荧光点明显减少 流式细胞仪

与共聚焦显微镜定量分析所得结果一致∀即 ≤⁄ ∂ 表达水

平从空白对照组到不同浓度茶多酚组呈逐渐下降∀经统计学
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分析 Λ 茶多酚组与对照组相比无显著性差异 Π

Λ 和 Λ 的茶多酚组有显著性差异 Π

∀ 表明茶多酚可能具有一定的抗肺癌转移作用∀

通过研究 我们认为茶多酚具有抑制 ° 细胞生长的作

用∀改变 ≤⁄ ∂ 表达和细胞内游离 ≤ 浓度的变化可能是

其抗肿瘤作用的重要机制之一∀
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大剂量免疫球蛋白抑制马桑内酯诱发的大脑神经元痫样放电

本课题由湖北省教育厅科研基金资助

张玉芹 王阿敬  胡谋先 武汉 武汉科技大学医学院生理教研室 武汉 华中科技大学同济医学院

摘要 目的 研究大剂量免疫球蛋白的抗癫痫作用∀ 方法 本实验采用大脑皮层应用化学致痫剂马桑内酯致痫大鼠 预先静脉

注射大剂量免疫球蛋白观察对致痫动物皮层脑电图痫样波频率!振辐!发生的潜伏期和皮层诱发电位振幅的影响∀ 结果 大剂

量免疫球蛋白可抑制部分致痫大鼠皮层诱发电位的振幅!脑电图痫样波的频率和振幅 使诱发痫样波发生的潜伏期延长∀ 腹

腔注射儿茶酚胺能神经元化学切割剂 2羟多巴可部分抑制免疫球蛋白的效应∀结论 免疫球蛋白的上述作用可能与抑制去甲

肾上腺素能神经递质释放有关∀

关键词 免疫球蛋白 痫样放电 诱发电位 皮层脑电图
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