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摘要 目的  研究贯叶金丝桃中金丝桃素 ≠ 提取物对人乳腺癌细胞株 ⁄ 的体外光动力杀伤效应 ∀方法  通过测定

胞内荧光强度来确定细胞对金丝桃素的吸收 用显微镜观察 ! ××法和 ⁄ 电泳分析法来研究金丝桃素对细胞的生长抑制

作用 ∀结果  光活化的金丝桃素对 ⁄ 细胞有显著的体外杀伤效应 其抑制细胞生长的能力与 ≠的浓度及光照能量密

切相关 ∀结论  金丝桃素提取物在光照下能明显抑制乳腺癌细胞的生长 金丝桃素用于治疗乳腺癌具有广阔的开发应用

前景 ∀
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Κ Ε Ψ Ω Ο Ρ ∆ Σ: ≠ ¬ °⁄×

  金丝桃素 ≠ χ χ χ2六羟基 2 χ2

二甲基 2中位 2萘骈二蒽酮 是贯叶金丝桃 Ηψπεριχυµ περφορα2

τυµ 中一种具有高度生物活性的物质 具有抗抑郁 !抗病

毒 !抗炎及抗肿瘤等多种生物活性 ≈ ∀目前金丝桃素在肿瘤

的光动力治疗 °⁄× 方面的研究开发

十分活跃 但绝大多数仅限于价格昂贵的金丝桃素纯品 国

外虽有文献报道 从贯叶金丝桃中提取出来的低纯度金丝桃

素制品具有比金丝桃素纯品更好的抗肿瘤活性 ≈ 2 但国内

在上述领域的研究报道很少 ∀笔者以 ∞⁄ 2 2

发光二极管 为 °⁄×光源 研究了贯叶金丝桃中金丝桃

素提取物对乳腺癌细胞 ⁄ 的生长抑制作用 还研究了

热疗实验对金丝桃素 °⁄×作用的影响 ∀

1  材料

1 1  主要材料

人乳腺癌细胞株 ⁄ 由广州陆军总医院提供 贯叶

金丝桃的金丝桃素提取物由本实验室自制 下简称 ≠样

品 经高效液相色谱法分析定量 除含 ≠外 还含有伪金丝

桃素及糖类物质等 用二甲基亚砜溶解配制 样品浓度以 ≠

含量计算 金丝桃素纯品购自美国 ¬ 公司 °

培养基 !胰酶 × 2 ∞⁄× 购自美国 公司

二甲基亚砜 ⁄ ≥ 购自美国 ≥ 公司 小牛血清购自杭

州四季青生物工程公司 四甲基偶氮唑蓝 ×× 购自北京鼎

国生物技术有限责任公司 少量凋亡 ⁄ 提取试剂盒购自

上海华舜生物工程公司 ⁄ 购自美国

公司 其余试剂为国产分析纯 ∀

1 2  主要仪器
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黄色 ∞⁄光源 主波长 与金丝桃素最大吸收波

长一致 购自深圳佳进光电技术有限公司 美国 ≤ 微孔

细胞培养板 美国 ∏ ⁄ √ 公司 ≥ ¬ 型连

续光谱光密度荧光检测仪 德国 二氧化碳孵箱 德国

倒置荧光显微镜 日本爱德万 ×± 型光纤功率计 ∀

2  方法

2 1  细胞培养

细胞培养于含 小牛血清 ! # 青霉素和

Λ # 链霉素的 ° 培养液中 于 ε

≤ 孵箱内单层贴壁生长 ∗ 传代一次 ∀

2 2  细胞对药物的吸收

生长良好的细胞经胰酶消化制成细胞悬液 接种于

孔细胞培养板上 每孔 ≅ 个细胞 ∀培养至对数生长期

后 吸去旧培养液 加入 ≠浓度为 # 的 ≠样

品溶液 使各实验组细胞分别与 ≠样品共孵育

吸去培养液 ° ≥漂洗一次 用 ≥ ¬ 型检测

仪在 ∞¬ ∞ 条件下测胞内荧光强度 ∀

2 3  ≠在避光条件下的细胞毒性

对数生长期的细胞经胰酶消化制成细胞悬液 接种于微孔

板中 培养 后吸去旧培养液 加入不同浓度的 ≠样品溶液

避光培养 不光照 后用 ××法比较各组细胞活力 ∀

2 4  °⁄×程序

细胞在生长状况良好的前提下 加入不同浓度 所用浓

度在避光条件下对细胞无毒性 的 ≠ 样品 对照组加

⁄ ≥ 其他处理方式与实验组相同 ∀避光孵育 后 将波

长为 的黄色 ∞⁄光源置于培养板正上方 用 ×±

型光纤功率计测得光照功率密度为 • # 照射

积累能量分别为 # ∀

°⁄×后避光培养 进行细胞形态观察以及各项药效评价

实验 ∀

2 5  细胞毒试验 ××法

将待检测的细胞弃去培养液 加入含 #

××的无血清培养液 Λ 继续培养 后 吸出各孔液

体 加入含 # ≤ 的异丙醇 Λ 振荡溶解

测定波长 下的各孔吸光度 计算细胞的生长

抑制率 实验组平均 对照组平均 ≅
≈ 绘制细胞生长抑制曲线 ∀

2 6  ⁄ 电泳分析细胞的 ⁄

按试剂盒说明书提取 ⁄ 琼脂糖凝胶电泳

∂电泳 左右 ∀小心取出凝胶 浸入 Λ # 的溴

化乙锭水溶液中染色 ∗ 后用清水浸泡 在

紫外灯下观察 拍照 ∀

2 7  热疗实验

细胞按常规 °⁄×程序光照 后 立即放入 ε 的

培养箱中 对照组放入 ε 培养箱 ∀实验完成后置

≤ 培养箱中避光培养 用 ××法比较各组细胞的生长

日抑制率 ∀

2 8  统计学分析

数据处理采用方差分析统计 数据以平均数 ?标准差 ξ

? σ表示 组间比较采用 τ检验 Π 为有显著差异 Π

为有极显著差异 ∀

3  结果

3 1  细胞对 ≠样品的吸收曲线

给药后不同时间 ⁄ 细胞内的相对荧光值 2

√ ƒ ∏ ƒ 见图 其反映了细胞摄入的 ≠

量 可见细胞摄入 ≠后细胞内的相对荧光值逐渐增强 并

在给药 后趋于饱和 内基本维持在饱和水平不变 ∀

图 1  ⁄ 细胞对 ≠样品的吸收曲线

Φιγ 1  ∏√ ∏ ¬ ⁄

3 2  避光条件下 ≠样品对细胞的毒性

避光条件下 ≠样品对细胞的毒性很小 见表 ∀细胞

与 ≠样品避光孵育 低 ≠ 浓度各组 [ #

细胞形态与空白对照组无明显差异 只有当 ≠浓度达

到 # 才出现了较明显的抑制作用 显微镜下细

胞显得较为肿胀 细胞数目较少 生长抑制率为 与

对照组相比 Π ∀因此研究 ≠的光动力活性时 均采

用 # 以下的浓度进行研究 ∀

表 1  避光条件下 ≠样品对 ⁄ 细胞的毒性作用 ν

, ξ ? σ

Τ αβ 1  ≤ ¬ ≠ ⁄

ν , ξ ? σ

≠浓度 # 抑制率

?

?

?

?

?

?

注 与对照组比较 Π

≤ ∏ Π

3 3  ≠样品对 ⁄ 细胞的光动力杀伤效应

3 3 1  形态学变化  光照 后 的细胞形态图见

图 ∀ ⁄ 细胞一般呈梭形或多角形 正常情况下细胞

轮廓清晰 生长旺盛 偶见漂浮细胞 ∀当加入 ≠样品溶液

并加以适当的光照后 细胞可产生不同的形态变化 表现出

细胞凋亡的特征 细胞逐渐变为圆形 从瓶壁脱落 悬浮细胞
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增多 胞质浓缩 细胞体变小 凋亡程度与 ≠的浓度呈明显

的正相关 ∀

图 2  加入不同浓度 ≠样品 °⁄× 后 ⁄ 细胞形态

变化 ≅

对照组 不给药 # ≠样品 ≤ #

≠样品 ⁄ # ≠样品

Φιγ 2  ° ⁄

¬ °⁄× ≅

≤ # ≠ ≤ # ≠ ⁄

# ≠

3 3 2  细胞抑制曲线  给药后 分别光照

的细胞生长抑制曲线见图 ∀ ≠的浓度分别为

# ∀结果表明 ≠的光动活性与 ≠的浓度

及光照的时间呈明显的正相关 与形态学的变化趋势一致 ∀

与对照组比较 Π ∀在 ≠样品达到一定浓度后 光照

时间从 增加到 的抑制率增加值比光照时间从

增加到 的值小 可能说明光照能量的作用有一

定限度 光照时间的延长并不能带来抑制率的持续上升 ∀

图 3  ⁄ 细胞给药后 光照不同时间的抑制曲线

Φιγ 3  ∏√

¬ ∏

3 3 3  ≠与 ≠提取物的细胞毒作用比较  ≠纯品与

≠提取物对 ⁄ 细胞的抑制作用的比较见图 ∀ ≠

的浓度分别为 # 给药后 光照

∀结果表明 ≠提取物具有更大的细胞生长抑制活

性 Π值 具有显著差异 ∀

图 4  ≠和 ≠提取物抑制 ⁄ 细胞生长的活性比较

Φιγ 4  ∏√ ≠ ¬

3 3 4  °⁄×后细胞 ⁄ 检测  根据 °⁄×后 ⁄ 细胞

⁄ 的电泳图谱了解细胞 ⁄ 的降解情况 ∀发现乳腺癌细

胞 ⁄ 在 °⁄×后 实验组的 ⁄ 的降解虽未出现

明显的 ⁄ 但可观察到一片弥散的 ⁄ 降解条带

且 °⁄×后 的电泳图谱也与之类似 与对照组相比有明

显的 ⁄ 降解 ∀至于未出现明显的 ⁄ 可能说明

⁄ 细胞 ⁄ 降解后的片段较大且分子量较为接近 ∀

3 4  热疗实验对 °⁄×作用的影响

°⁄×后立即进行热疗对细胞生长抑制率的影响见图 ∀

可见热疗对金丝桃素的 °⁄×有一定的促进作用 当 ≠浓度

较低 # 时促进作用显著 Π 当 ≠

浓度较高 ∴ # 即细胞抑制率达到一定限度以

后其作用不显著 Π ∀

图 5  ⁄ 细胞 °⁄×后热疗的细胞抑制曲线

Φιγ 5  ∏√ ⁄

°⁄×

4  讨论

乳腺癌是危害妇女身心健康的主要恶性肿瘤 发病率 !

复发率和转移率都较高 ∀乳腺癌传统的治疗方法包括手术 !

化疗 !放疗和内分泌治疗 部分患者经传统方法治疗后仍出

现胸壁复发 ∀对这种复发癌 治疗方法虽然较多 但疗效并

不令人满意 ∀且手术治疗有时还不易为患者心理所接受或

会对患者心理造成一定影响 ∀光动力治疗是一种微创 !只引
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起局部组织坏死的新兴治疗手段 ∀有研究表明 金丝桃素光

动力治疗乳腺癌是有效的 ≈ 金丝桃素还具有一定的抗转移

活性 ≈ 因此用于治疗乳腺癌有良好的开发应用前景 ∀本实

验结果也证实了金丝桃素对乳腺癌细胞有良好的光动力杀

伤活性 其效果呈明显的剂量依赖性和光照依赖性 ∀而且本

实验采用了低纯度的金丝桃素提取物进行研究 结果表明其

与金丝桃素纯品一样具有良好的抗肿瘤效果 甚至抑制活性

更高 ∀这预示着在进行肿瘤的光动力治疗时 可能并不需要

高纯度的金丝桃素作光敏剂 仅用粗提物就能达到较好的生

长抑制作用 这将可能大大降低治疗成本 产生良好的社会

效应 ∀

≠是荧光物质 进入细胞后可积累在细胞内 使细胞产

生橘红色荧光 ∀因此给药后不同时间细胞内的相对荧光强

度 间接反映了细胞摄入的 ≠量 ∀细胞在不加药的情况下

即时间原点 也能发出橘红色荧光 这是肿瘤细胞自身分泌

内源性卟啉而自体发荧光的正常现象 ∀

高温具有选择性抑癌效应 正常细胞能较长时间耐受

∗ ε 高热 而癌细胞对温度较敏感 在 ε 以上很快灭活 ∀

高温治癌已有百余年的历史 但单用高热治疗癌症 瘤体内

的温度必须达到足够高并维持一段时间才能保证癌细胞全

部被杀死 在临床上往往不易实现 ≈ 故多与其他抗癌方法

联用 ∀ ≤ 等 ≈ 将荷瘤小鼠用金丝桃素光动力治疗后立即

进行 ε 高温处理 实验证明两者的结合对直接杀死肿瘤细

胞有促进效应 大大增强了金丝桃素的抗肿瘤作用 ∀本实验

对乳腺癌细胞采用 °⁄×后 ε 热处理 结果证明热疗

实验对金丝桃素的抑制作用确实起了一定的促进作用 ∀对

于像乳腺癌这样的体表肿瘤 在临床上较容易进行光照处理

和能使肿瘤组织达到并维持预定的治疗温度 因此 °⁄×法与

热疗法联用治疗乳腺癌在临床上较容易实现 ∀本实验结果

可为临床上用金丝桃素 °⁄×法 并辅以热疗治疗乳腺癌提供
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复方藤梨根制剂对裸鼠荷人肺巨细胞癌细胞 ∞2钙黏附素影响的研究

郭勇 戴伟春 姚庆华 杨维泓 浙江中医药大学附属第一医院肿瘤内科 杭州

摘要 目的  研究复方藤梨根制剂对荷人肺巨细胞癌 ° 裸鼠移植瘤的抗癌效应 并初步探讨其对瘤体细胞 ∞2钙黏附素 ∞2

表达水平的影响 ∀方法  建立 ° 裸鼠移植瘤模型 复方藤梨根制剂灌胃 称瘤重 采用免疫组化 ≤法检测 ∞2

的表达 ∀结果  复方藤梨根制剂三个剂量组与对照组对比 均能明显抑制肿瘤生长 并提高 ∞2 表达 ∀结论  复方藤梨根

制剂对 ° 裸鼠移植瘤具有的抑瘤效果 明显上调 ° 细胞 ∞2 的表达 ∀

关键词 复方藤梨根制剂 肺癌细胞 抑瘤 ∞2钙黏附素
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