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鸦 胆 子 油 乳 抑 制 胃 癌 细 胞 增 殖 及 其 机 制 的 研 究  

Study on emulsion of seminal oil of Brucea javanica inhibiting 

proliferation of gastric cancer cells an d its mechanism 
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Abstract Objective To explore the anti—tllIilOr mechanism of e那u i0n of seminal oil of Brucea javanica by 

studying in vitro its effects on cell proliferation、 apoptosis cell cycle and expression of p53 in human gastric caller cell 

line BGC一823．Methods：Anti—proliferation effect was measured by MTr assay．1he flow cyt伽De啊 was used to de— 

tect apoptofic rates and changes of cell ayde distribution．1he levels of P53 protein wexe examiney by immunoeytoehem— 

ical staining．Results：Emulsion 0f seminal 0f Bmcea Javanica could remarkably inhibit the proliferation of human gas— 

tric cancer cell BGC一823 in a time—and concentration—dependent manIler．_After 12、24、48h incubation th 0．1 

L emulsion of seminal oil of Brucea javanica，the cell cycle was arrested at GO／G1 phase，apoptotie rate upward and the 

expression of p53 upre~lated．Conclusions Emulsion of seminal oil of Brucea javaniea could significantly inhibit the pro— 

liferation of human gastric cancer cell BGC一823 in、 trD、“th a mechanism of inducing apoptosis and an'~ting cell~'cle 

at GO／GI phase througja up——regulafing the expression of p53． 
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摘 要 目的 研究鸦胆子油乳体外对人胃癌细胞 BGC一823抑制增殖的作用及对细胞周期、细胞凋 

亡及 p53表达的影响，探讨其抗肿瘤机制。方法：MTI’法检测鸦胆子油乳对BGC一823细胞的毒性作用： 

流式细胞仪硷羽《细胞凋亡和细胞周期分布；免疫细胞化学染色检测p53表达。结果：鸦胆子油乳对人胃癌 

细胞有显著的增殖抑制作用，且有时间和浓度依赖性：O．1O L鸦胆子油乳作用 l2、24、48h后，凋亡率 

明显上升，细胞周期被阻滞于GO／G1期；p53表达水平增高。结论：鸦胆子油乳体外对胃癌细胞BGC一823 

有显著的抑制增殖作用，上调 p53的表达从而能诱导凋亡、阻滞细胞周期于GO／G1期是其重要机制。 
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鸦胆子系苦木科鸦胆子属植物 Bmcea；avanlea(L)Merr 

的成熟果实。1973年Kupchan等 报道了鸦胆子的醇提取 

物鸦胆亭 (brucantin)对多种动物瘤株有明显的抑制作用。 

以后相继从该科 30多种植物中分离出一系列抗癌活性成 

分。目前已提取鸦胆子油，制成鸦胆子油乳注射液并应用 

于临床。临床应用对消化道肿瘤、乳腺癌、肺癌等有显著 

的疗效，引起国内外重视并对其化学成分、药理学等进行 

了深入研究。我们研究了鸦胆子油乳体外对人胃癌细胞 

BGC一823的抑制增殖作用，并观察其对细胞周期、细胞凋 

亡及p53表达的影响，以进一步探讨鸦胆子油乳抗肿瘤的 

有关机制，为临床应用提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人胃癌细胞 BGC一823引自兰州医学院生化教研室； 

10％鸦胆子油乳由浙江三九邦而康药业有限公司提供，用 

培养液稀释成工作浓度；RPMI1640：Gibco公司；小牛血 

清：杭州四季青生物工程材料研究所；MTY、SDS：Sigma 

公司；野生型 p53单克隆抗体： 啷 锄 pharmacia公司； 

s口药盒、DAB显液：Bioteeh公司。细胞在含 10％小牛血清 

的RPMI1640培养液中于37℃、5％C 、饱和湿度的孵箱中 

培养。 

1．2 方法 

1．2．1 鸦胆子油乳对 B( 一823细胞的毒性作用 

采用 hfI1r比色法。取对效生长期的细胞以5 X lo1个，孔 

接种于96孔培养板中培养，24h后弃培养液。实验组加入 

鸦胆子油乳。据预实验结果设立0．01、0．115、0．10、0．25、 

0．50、1．oosms个浓度组；对照组仅加入与药物等量的培养 

液 (以下同)；调零组为等量培养液，不舍细胞及药物。每 

组设4个复孔。分别培养 8、20、44、68、92h后弃培养液， 

每孔加入Mar(1g，L)50ta，继续培养4h，弃上清液，每孔 

加入1O％sDs100 ，37℃孵育30min，，酶标仪 (EXI／100型， 

威士达公司)测定各孔于570rim波长处的吸光度值 A(OD 

值)。用以下公式计算抑制率 (m)：m = (1一实验组的 A 

值，对照组的A值)X 100％。 
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1．2．2 流式细胞仪分析 

将对照组及 0．10 L鸦胆子油乳作用 12、24、48h的细 

胞消化，制成单细胞悬液 (每个样本细胞数 >lO'个／m1)。 

离心，4oC预冷的 70％已醇固定 12h，后用流式细胞仪 

(EP0Ic SXL型：COULTER公司)检测凋亡百分率和各细胞 

周期所占百分比。 

1．2．3 免疫细胞化学染色 

收集对照组及0．1(3I L鸦胆子油乳作用 12、24、48h的 

细胞，制成细胞悬液，均匀涂于防脱片，40g／T．多聚甲醛固 

定，采用 染色法，DAB显色。操作步骤按说明书。一抗 

和二抗工作浓度均为 1：200。阴性对照取 PBS代替一抗； 

阳性对照为已知p53阳性的乳腺癌组织切片。图像分析系 

统 (THW一5002型：四川联合大学)下测定 p53阳性细胞 

数，测量窗面积为looJ ，放大倍数为4o倍。 

1．2．4 统计学处理 

实验数据均由3次以上独立的实验得出，结果用X±S 

表示。应用 SPsS10．0软件进行单因素方差分析。 

2 结 果 

2．1 鸦胆子油乳对SMMC一772l细胞的毒性作用 

blTI"检测结果显示鸦胆子油乳处理胃癌细胞后，其生 

长增殖被抑制，实验组与对照组相比有显著性差异 (P< 

0．O1)。这种作用存在着明显的量效和时效关系，表现为随 

着药物浓度提高和作用时间延长，抑制率亦相应增大。 

2．2 流式细胞仪分析 

经鸦胆子油乳作用后，C1期前均出现典型的亚二倍体 

峰，且随时间延长而增高，48h达 (29．8±3．4)％．显著高 

于对照组 (P<O．O1)。CO／G1期细胞比率上升，S期和G2／ 

M细胞比率下降，表明细胞周期被阻滞于GO／G1期。 

2．3 鸦胆子油乳作用后 p53表达的变化 

阳性细胞染色成棕黄色或棕褐色，p53免疫反应定位 

于胞核。对照组p53表达较弱，经0．1(3I L鸦胆子油乳作用 

后表达增强，这种作用有时间依赖性。 

3 讨 论 

从鸦胆子中可以分离出一系列苦木内酯成分，其抗癌 

活性主要与其所含的不饱和脂肪酸，特别是油酸、亚油酸 

有关。鸦胆子抗肿瘤的机制包括：①不饱和脂肪酸抑制癌 

细胞DNA合成；②破坏肿瘤生物膜结构；③增强机体细胞 

免疫能力；④增强自然杀伤细胞对肿瘤细胞的敏感性；⑤ 

通过激活凝血系统形成血栓起栓塞作用；⑥鸦胆子油乳可 

促进骨髓干细胞形成，与放疗和，或化疗联合应用有一定的 

防止白细胞和血小板降低的作用 。 

p53基因是迄今发现的与人类肿瘤相关性最强的基因， 

在调控细胞凋亡和细胞周期中发挥重要作用。野生型 p53 

蛋白能使 DNA受损的细胞停止在G1期，抑制 DNA合成并 

诱导 DI~IA修复，修复不成功能则诱导其凋亡。突变型 p53 

失去这种监视作用。p53基因的表达状态影响肿瘤细胞对 

化疗药物的敏感性。Handa等 发现舍野生型 p53基因的胃 

癌病人对放疗和化疗的敏感性显著高于舍突变型 p53基因 

的病人。 

诱导肿瘤细胞凋亡与化疗敏感性有关，凋亡调控机制 

障碍对刺激不敏感是肿瘤耐药的主要原 。本实验研究 

表明，鸦胆子油乳对胃癌细胞有明显的生长抑制作用，并 

能诱导其凋亡，阻滞细胞周期于GOIG1期，与文献报告相 

符I4 】。俞丽芬等n 研究表明鸦胆子油乳对人胃癌细胞的耐 

药性具有逆转作用，推测鸦胆子油乳影响胃癌细胞的凋亡 

调控机制上，诱导其凋亡发挥了重要作用。研究结果还显 

示，鸦胆子油乳作用后，胃癌细胞p53表达明显增强，提 

示鸦胆子油乳诱导细胞凋亡并阻滞细胞周期于GO／G1期的 

机制与上调野生型 p53的表达有关，其详细机制需进一步 

研究。 
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