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氧化苦参碱对卵巢癌 ΗΟ8910细胞凋亡影响的血清药理学研究
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摘要 目的  探讨氧化苦参碱体内生物转化及含氧化苦参碱血清对人卵巢癌细胞 的诱导凋亡作用机制 ∀方法  采用

中药血清药理学实验方法 获得大鼠含氧化苦参碱血清 通过 ° ≤测定含药血清中氧化苦参碱的生物转化情况 通过 ××

法 !荧光显微镜 !⁄ 琼脂糖凝胶电泳测定含药血清对人卵巢癌 细胞的诱导凋亡作用 流式细胞术检测含药血清作

用后细胞周期时相分布 ∀结果  给药大鼠血清中出现保留时间为 的氧化苦参碱峰图 且血清提取液中氧化苦参碱的

浓度为 Λ 含氧化苦参碱血清能抑制 细胞生长 经含药血清处理的细胞 出现典型的细胞凋亡形态学变化

和 ⁄ 片段的梯形条带 细胞被阻滞在 2 期 ∀结论  氧化苦参碱经肌注体内生物转化后 血清中的主要代谢成

分仍保持不变 含氧化苦参碱血清也具有诱导 细胞凋亡的作用 ∀
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  氧化苦参碱是中药苦参的主要组分 体外实验证实氧化

苦参碱对肿瘤细胞生长具有诱导分化和明显的抑制作

用 ≈ ∀为了进一步探讨经口服 !肌注等途径给药 在体内吸

收 !生物转化等一系列过程后 血清中是否仍存在氧化苦参

碱 其含量如何 对肿瘤细胞是否仍具有诱导其凋亡作用 本

研究在国内首次以血清药理学方法 研究氧化苦参碱的给药

与作用结构形式的一致性和含氧化苦参碱血清诱导卵巢癌

细胞 凋亡的作用 ∀

1  材料与方法

1 1  材料

氧化苦参碱 ≤ 从苦参中提取得到的淡黄色

结晶 含量大于 易溶于水 使用时用生理盐水配制成

所需的工作浓度 ∀细胞株 人卵巢癌 细胞购自中国

医学科学院肿瘤研究所 由广西肿瘤防治研究所临床中心实

验室传代保存 ∀动物 ≥⁄大鼠购自广西医科大学实验动物

中心 ∀ ×× 噻唑蓝 !台盼蓝 !蛋白酶 等购自 ≥ 公司
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° 为 公司产品 小牛血清为美国 公司

产品 薄层色谱 × ≤ 硅胶 ƒ 铝板购自德国 ∞ ≤ 公

司 ∀显色剂 碘化铋钾 上海振欣试剂厂出品 ∀苦参碱和氧

化苦参碱对照品购自中国生物制品检定所 ∀其余试剂均为

国产分析纯试剂 ∀荧光显微镜为德国 公司产品

酶标仪为美国产品 ∀流式细胞仪为美国 ∞

÷ 型 ∀ ° ≤为日本岛津 ≤ 2 ∀ °≤ 扩增仪为珠海黑马

医学仪器有限公司产品 ∀

1 2  实验方法

1 2 1  含药血清的制备  ≥⁄大鼠体重约 雌雄各半

随机分为给药组和空白对照组 每组 只 ∀给药组分别肌

注给药 给药剂量为 空白对照组肌注等量生理盐

水 每日 次 连续 于最后 次给药后 无菌条件下腹

主动脉采血 分离血清 并将给药组和空白组的血清各自混

合 即可获得含药血清和空白血清 ∀

1 2 2  含药血清的成分鉴定  取含药血清 加入

三氯醋酸 混匀 离心 ε 取上清 加

入 用等体积氯仿萃取 氯仿层温水浴通

氮气挥干 加入 Λ 甲醇定容 提取物供 ° ≤ 使用 ∀

° ≤采用的色谱柱为 ¬2 ⁄≥ ≅ 以甲

醇 2水 2三乙胺 Β Β 为流动相 ∀检测波长为 流速

柱温 ε ∀样品的出峰时间与苦参碱和氧化苦参

碱标准品比较 确定血清的有效成分及含量 ∀

1 2 3  噻唑蓝 ×× 法确定含氧化苦参碱血清对卵巢癌

细胞的存活抑制作用  取对数生长期的卵巢癌

细胞 浓度为 ≅ 加入到 孔板 每孔加含

细胞的培养液 Λ 置 ε ≤ 培养箱孵育 后

将细胞分为 组 分别加入不等量的含药血清 !空白血清 并

用生理盐水调整每孔细胞总体积为 Λ 后加入 Λ

×× ε ≤ 培养箱孵育 后 弃上清 每

孔加入 ⁄ ≥ Λ 放入酶标仪 中速振荡 后 于

波长处测定吸光度 Α 值 每个浓度平行测定 孔 ∀

以生理盐水为空白对照 按下列公式求出生长抑制率

通过由 对浓度作图 求出半数抑制浓度 ≤ ∀

抑制率
实验组平均 值
空白对照平均 Α值

≅

1 2 4  细胞形态学观察  细胞爬片后 实验组加入 ≤ 浓

度的含药血清 对照组加入等量空白对照血清 作用 后

° ≥洗涤 乙醇固定 在 ≤ ≤ 介质中 加入吖啶橙储存液

Λ Λ 染色 荧光显微镜观察 摄片 ∀

1 2 5  ⁄ 琼脂糖凝胶电泳  实验组加入 ≤ 浓度的含药

血清 对照组细胞加入等量空白对照血清 作用 后 收集

细胞 用 ° ≥洗涤数次 加入 细胞裂解液 Λ 蛋白

酶 置 ε 水浴中过夜后 用等体积的饱和酚萃

取 离心 取上层 加入等体积的氯仿 2异戊

醇 Β 除蛋白 离心 取上清液 加入

倍体积的无水乙醇 ! 体积的 的醋酸钠 置

ε 取出离心 沉淀用 乙醇洗涤 次 空气干

燥 ∀加入 Λ ×∞溶解 酶 Λ 反应

ε ∀取上述样品 Λ 在 琼脂糖凝胶中电泳

√ 摄像 ∀

1 2 6  流式细胞仪对细胞周期分析  实验组加入 ≤ 浓度

的含药血清 对照组细胞加入等量空白对照血清 作用

后 收集 ≅ 细胞 用 ° ≥洗涤 次后 乙醇固定

并分散为单个细胞悬液 ε 保存 ∀上机前 再用 ° ≥洗

涤 次 加入 Λ 碘化丙啶染色 上流式细胞仪对

⁄ 含量测定和细胞周期分析 ∀

1 2 7  统计学处理  使用 ≥°≥≥ 统计软件 ∀计量资料

采用 τ检验 完全随机分组实验所得数据的计数资料和抑制

率的比较采用 ς检验 ∀

2  结果

2 1  含药血清的组分确定

所采用 ° ≤色谱条件 可获得良好的分离效果 血清

中内源性物质无干扰 对照品苦参碱和氧化苦参碱的保留时

间分别为 和 ∀而给药大鼠血清中出现保留时

间为 的峰图 说明氧化苦参碱经肌注治疗后 其血

清中的主要代谢成分仍保持不变 ∀且血清提取液中氧化苦

参碱的浓度为 Λ ∀

2 2  不同含药血清浓度对卵巢癌 细胞的生长抑制

作用

在含有相同数量卵巢癌细胞的培养板 分别加入不同体

积的含药血清和空白血清 使血清终浓度分别为 ∗

∀培养 后 实验结果表明 含药血清的浓度越高 对

细胞的生长抑制率越高 而空白血清组的抑制率随浓度的增

加 基本保持不变 其中含药血清 ≤ 为 相当于氧化苦

参碱的量为 Λ 结果见表 ∀

表 1  不同浓度含药血清对卵巢癌 细胞的生长抑制

率 ν

Ταβ 1  √ ∏

∏ ¬ ν

血清浓度 血清浓度抑制率

空白血清 含药血清
含药血清 ≤ 浓度

? ?

? ?

? ?
含氧化苦参碱 Λ

? ?

? ?

2 3  细胞形态学变化

实验组细胞培养 后 经吖啶橙染色 在荧光显微镜

下观察细胞的形态 空白血清组的细胞呈大小较一致的圆

形 核大浆少 形态完整 含药血清组作用的细胞胞体缩小

染色质浓缩 !边缘化 核膜裂解 !染色质分割成块状和凋亡小

体等典型的凋亡形态学特征 见图 ∀

2 4  ⁄ 凝胶电泳结果

实验组细胞培养 后 在琼脂糖电泳上显示典型的

∗ 左右的凋亡梯度状条带 而空白血清组的细胞未

出现 见图 ∀
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图 1  药物作用前后细胞形态学改变

Φιγ 1  ≤ ∏

∏ ¬

空白对照细胞的荧光染色 为含药血清处理后荧光染色 ≅

∏ ∏

¬ ∏ ≅

图 2  细胞 ⁄ 琼脂糖凝胶电泳

Φιγ 2  ⁄ ∏ ∏

标准相对分子质量 为空白血清处理的细胞 为含药血清处理

的细胞

∏ ¬

2 5  细胞周期分析

流式细胞仪分析显示实验组细胞 ⁄ 含量直方图上出

现明显的亚二倍体峰 期 ⁄ 含量增多 而 ≥期 ! 期

含量降低 说明含药血清将 细胞阻滞在 和 期

与空白血清对照组比较差异有显著性 也与 ⁄ 片段凝胶

电泳结果相吻合 见表 ∀

3  讨论

在体外抗肿瘤实验中 当药物的结构形式与体内的作用

形式 !理化性质存在差异时 往往药物直接加入离体反应体

系的体外实验结果不能真实 !客观地反映药物的作用效果 ∀

而血清药理学能在一定程度上弥补了这种缺陷 ∀含药血清

所含有的药物成分一般包括经过体内一系列生物转化后真

正发挥作用的有效成分 同时也包括那些在药物作用下机体

表 2  含药血清对卵巢癌 细胞周期分布的影响

Ταβ 2  × √ ∏ √

∏ ∏ ¬

组  别
细胞各周期的比率

ξ ? σ ≥ ξ ? σ ξ ? σ

空白血清组 ? ? ?

含药血清组 ? 3 ? ?

注 与空白组比较 3 Π

∏ 3 Π

所产生的内生性有效成分 即各种生理活性物质 ∀血清中的

上述有效成分是药物与机体相互作用之后产生的 ∀许多研究

发现 大鼠经口服给药氧化苦参碱后 在胃肠道发生生物转

化 大部分氧化苦参碱转变为苦参碱 而经皮下和肌注给药

则其结构和作用形式不发生改变 ≈ ∀本研究 ° ≤实验结

果也表明 氧化苦参碱经肌注吸收后未发生生物转化 其药物

结构形式与体内作用结构形式基本一致 ∀这也从一个侧面说

明 采用肌注获得的含氧化苦参碱血清进行血清药理学研究

能更好地明确氧化苦参碱与诱导肿瘤细胞凋亡的关系 ∀

大量的研究表明 ≈ 肿瘤细胞凋亡与细胞周期的特异

性有一定的联系 许多抗肿瘤药物正是通过诱导细胞周期特

异性细胞凋亡 达到治疗目的的 ∀不同药物诱导的细胞凋亡

可发生在细胞周期的不同时相 当细胞凋亡发生时 往往是

细胞先被阻滞在细胞周期的某一时相 然后发生细胞凋亡 ∀

经流式细胞仪检测我们发现 含药血清处理后的卵巢癌

细胞 细胞周期发生了变化 其中 期细胞比例

增加 ≥期及 期下降 说明含药血清作用在 ≥期和

期 使 期细胞堆积 ∀从而通过诱导凋亡抑制肿瘤细

胞的生长 ∀同时经含药血清处理后的卵巢癌 细胞

出现明显的 ⁄ 梯状图谱和细胞凋亡形态学改变 说明含

药血清抗肿瘤活性与诱导肿瘤细胞凋亡有关 ∀
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淫羊藿和三七提取物组合活血化瘀作用及对东莨菪碱造模小鼠被动回

避的影响

肖幸丰 瞿林海 郑明 楼宜嘉 3
浙江大学药学院 杭州

摘要 目的  考察淫羊藿 ∞ ∞ 和三七 ¬ 乙醇提取物组合对大鼠的活血化瘀作用及对东

莨菪碱造模智障小鼠被动回避的影响 为该组合物治疗老年性痴呆提供实验依据 ∀方法  大鼠连续 ∞和 提取物组合

采用试剂盒测定该组合物对大鼠血清凝血酶原时间 °× !部分凝血活酶时间 °×× 的影响 用下腔静脉结

扎法考察其对大鼠下腔静脉血栓形成的影响 ∀此外 采用相同剂量及给药方法考察了 ∞和 提取物组合对东莨菪碱造模

智障小鼠被动回避的影响 ∀结果  连续 ∞和 提取物组合 可显著延长 °×× Π 而对 °×没显著性

影响 Π 能显著预防下腔静脉血栓的形成 Π 在活血化瘀作用剂量下 ∞和 提取物组合对东莨菪碱造模

小鼠被动回避没显著性影响 Π ∀结论  ∞和 提取物组合具有显著的活血化瘀作用 但对东莨菪碱造模智障小

鼠被动回避无显著影响 ∀

关键词 淫羊藿 三七 活血化瘀作用 东莨菪碱 被动回避
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  老年性痴呆是一种严重威胁老年人健康的常见疾病 ∀ 传统中医学认为其发病机制主要和肾精亏损 !气血不足 !痰
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