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液 , 并将此悬液分装入新培养瓶 , 用吸管 3 添加培养液至 4 mL, 继续培养。

细胞生长至 3～5 d 左右 ,于倒置相差显微镜下观察细胞长满贴壁 , 即可进行

下一次传代。

1. 3 生长抑制作用实验 采用 MTT法[1] , 将细胞传代的方法获得的人乳腺

癌 MCF- 7 细胞的细胞悬液 , 接种于 96 孔平底培养板中 , 以含灯盏细辛注射

液的培养液( 5μL/ mL) , 经 MTT及 DMSO作用不同时间后 , 上酶联免疫检测

仪于波长 490 nm处测各孔吸光度值( OD490 值) , 计算细胞生长抑制率 :生

长抑制率 = ( 对照组平均 OD490 值 - 实验组平均 OD490 值 ) / 对照组平均

OD490 值×100%。

1. 4 流式细胞仪检测 异硫氢酸荧光素 ( FITC) 标记的鼠抗人 Caspase-3、

VEGF单克隆抗体 , 检测 Caspase- 3、VEGF表达。所用试剂为美国 Pharmi n-

gen 产品 , 由北京岳泰生物公司提供。Caspase- 3、VEGF表达量以标记荧光

强度( mean) 表示。

2 实验结果

2. 1 生长抑制作用检测结果 在相同的作用时相 , 灯盏细辛注射液对

MCF- 7 细胞增殖有明显抑制作用 ,与药物的作用时间无关。见表 1、表 2。

表 1 MTT法测灯盏细辛注射液对人乳腺癌细胞 MCF-7的细胞毒作用( x±s)

组别 24 h OD值 48 h OD值 72 h OD值

对照组 2. 093±0. 096 2. 088±0. 082 2. 064±0. 114

灯盏细辛组 1. 230±0. 090△ 1. 317±0. 146△ 1. 304±0. 035△

注 : 方差分析 , 与各时相处理组相比 , △P<0. 01, 各组不同时相相比 ,

P>0. 05。

表 2 灯盏细辛对人乳腺癌细胞 MCF- 7 的生长抑制作用

时间 抑制率( %)

24 h 41. 23

48 h 36. 93

72 h 36. 82

实验研究

在抗肿瘤治疗中 , 对细胞凋亡及血

管生成途径的研究是近年来的热点。中

医药中活血化瘀药物被认为是具有抗肿

瘤作用的药物 , 其作用途径也渐渐被揭

示。活血化瘀药物灯盏细辛注射液 ,近年

来被用于多种心脑血管疾病、风湿病及

部分癌症的治疗。笔者通过实验观察验

证灯盏细辛注射液对人乳腺癌 MCF- 7 细

胞生长状态的抑制作用 , 探讨了其对细

胞凋亡及血管生成途径的影响。

1 实验方法

1. 1 实验药物 灯盏细辛注射液 , 云南

生物谷灯盏花药业有限公司生产 , 批号 :

20040911,规格: 10 mL/ 支。

1. 2 细胞培养及传代 所购人乳腺癌

细胞系 MCF- 7, 生长于 50 mL培养瓶中 ,

置于 37℃, 饱和湿度 , 含 5%CO2 的 CO2 细

胞培养箱中无菌培养。传代在无菌操作

台中操作 , 用吸管 1 吸去培养瓶中的旧

培养液 ,用吸管 2 吸取 0. 25%胰蛋白酶液

2 mL加入细胞培养瓶 , 以刚没过细胞层

为度 , 静置约 2～5 mi n, 并不时在倒置相

差显微镜下观察 , 当细胞出现小块脱落 ,

细胞界限模糊不清时 , 取吸管 1 小心吸

弃胰蛋白酶液 , 用吸管 3 加入 DMEM培养

液(含 10%胎牛血清) ,用吸管 1 轻轻吹打

瓶壁细胞 , 使其脱离瓶壁形成单细胞悬
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摘 要 目的 :观察灯盏细辛注射液对人乳腺癌 MCF- 7 细胞的作用 , 并从凋亡及抗肿瘤血管生成角度

探讨作用机制。方法 :将灯盏细辛注射液作用于体外培养的人乳腺癌 MCF- 7 细胞 ,检测相关指标。结果 :灯盏

细辛注射液对 MCF- 7 细胞的增殖有抑制作用。流式细胞仪检测证明 , 灯盏细辛注射液可抑制 MCF- 7 细胞的

Caspase- 3、VEGF表达。结论 :灯盏细辛注射液具有抑制凋亡及抑制血管生成的双重作用 ,对 MCF- 7 细胞总的

效果表现为抑制。
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2. 2 流式细胞仪检测 MCF- 7 细胞经以上各处理组培养 24 h, 对照组 Cas-

pase- 3、VEGF荧光表达强度水平较高 , 灯盏细辛组 Caspase- 3、VEGF荧光表达强

度较对照组明显下降。Caspase- 3、VEGF荧光强度表达图显示 :经灯盏细辛注射液

作用后 Caspase- 3、VEGF的荧光强度波峰较对照组显著左移 ,见表 3、图 1、图 2。

表 3 各组对 Caspase- 3、VEGF的表达水平的影响

组别 Caspase- 3 荧光强度 VEGF荧光强度

对照组 14. 12±0. 94 17. 56±1. 81

灯盏细辛组 11. 40±0. 60△ 7. 52±0. 53△

注:方差分析 ,较之对照组△P<0. 01。

对照组 灯盏细辛组

图 1 流式细胞仪检测 Caspase- 3 荧光强度

对照组 灯盏细辛组

图 2 流式细胞仪检测 VEGF荧光强度

3 讨论

近几十年来的研究表明 , 肿瘤的快速生长有赖于新生血管的生成 , 肿瘤微血

管形成是实体瘤生长、浸润、转移及复发的前提 , 诱导血管生成的能力在肿瘤发

生的早期即表现出来 ,是肿瘤固有的一种生物学特性。有关肿瘤血管形成活性因

子方面的研究 , 目前已分离纯化了 20 多种血管生成相关因子 , 血管内皮生长因

子( vascul ar endot hel i al gr owt h f act or , VEGF)是目前所知作用最强、特异性

最高的促血管内皮增殖的细胞调控因子 , 在多种肿瘤中均有高表达 , 是一个最具

普遍意义的肿瘤微血管生成刺激因子。

凋亡( Apopt os i s , APO) 一词源于希腊语 ,原意为秋天树叶脱落的景象。1972

年英国学者 Ker r 等率先将 Apopt os i s 一词引入生物界 , 提出了生物学中 Apop-

t os i s 的概念 ,认为凋亡是有核细胞在某些生理或病理条件下接受到某种信号的

刺激 ,启动其自身内部机制 , 主要是通过内源性 DNA内切酶的激活而发生的细胞

自然死亡过程。因而又称细胞程序性死亡( pr ogr ammed cel l deat h, PCD)。它不

仅在细胞的发育、分化、成熟、死亡等过程中起着重要作用 , 而且在肿瘤的发生、

生长、细胞损伤反应、信息传递、抗肿瘤药物治疗的应用等方面 , 具有重要意义。

通过 APO, 机体能及时地清除过多的、受损伤的或“危险的”细胞 , 介导肿瘤细胞

发生“自杀”死亡。

半胱氨酸蛋白酶( Caspase)家

族是直接导致细胞凋亡的蛋白酶

系统 , Caspase- 3 ( cys t ei ne pr o-

t ease p32 Yama, 又 称 CPP32,

Apopai n) 是细胞凋亡的关键蛋白

酶。Caspase- 3以酶原形式合成,激

活后的 Caspase- 3作用于细胞骨架

蛋白、核蛋白等 , 使细胞碎裂 , 产生

形态学上可观察到的改变。有证据

表明 , 细胞凋亡的某些特征性标

志,如染色体凝聚和 DNA片段化等,

均与 Caspase- 3 有直接的关系 [2] ,

Caspase- 3 介导的蛋白水解还能

使凋亡抑制物的功能灭活 , 从而促

进凋亡[3]。

活血化瘀药物是临床常用的

抗癌治疗用药。灯盏细辛又名灯盏

花 , 性温味辛、微苦 , 能散寒解表 ,

祛风除湿 ,活络止痛 ,消积。现代制

剂用于治疗脑血管疾病 [4-5]、心血

管疾病 [6-7] , 有学者认为其能明显

减轻缺血再灌注损伤及其后继发

的细胞凋亡 [8] , 在对某些癌症的治

疗中还可通过保持血管壁的完整

性和血管的正常空间构形和形态

而达到抗癌作用 [9]。研究表明 , 许

多病理生理过程 , 如创伤愈合、炎

症、糖尿病视网膜病变、类风湿性

关节炎等 , 都与细胞凋亡或血管生

成有关 , 理论上考虑能够影响细胞

凋亡及血管生成的药物对癌症或

肿瘤也可产生正性或负性作用。

以上研究证实 , 灯盏细辛注射

液对抑制 MCF- 7 细胞的增殖有效 ,

其可通过抑制 Caspase- 3 的表达

而表现出抑制凋亡的作用 , 还可通

过抑制 VEGF的表达而表现出抑制

血管生成的作用。这种相矛盾的综

合作用效果仍表现为抑制 , 提示活

血化瘀药物在抗肿瘤治疗中的双

重作用 , 如果能够抑制或逆转其抑

制凋亡的作用 , 将更有益于发挥抗

肿瘤作用。
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糖脉康颗粒是临床治疗糖尿病的常用药物之一 , 笔者

用于治疗糖尿病合并神经病变取得良好疗效 , 为了研究其

治疗机理 ,利用链脲佐茵素造成糖尿病自主神经病变大鼠

模型 , 观察中药复方糖脉康颗粒对心率变异性分析

( hear t r at e var i abi l i t y, HRV) [1]的影响。

1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 动物 雄性 wi st ar 大鼠,体重( 150±20) g,山东大

学实验动物中心提供,合格证号为鲁动质字 200001003号。

1. 1. 2 药物和试剂 糖脉康颗粒 ( 下称糖脉康) , 由黄

芪、生地黄、丹参、黄精、牛膝等药物组成 , 由中国中医研究

院中汇制药公司提供 , 批号 : 990705, 用蒸馏水配成溶液 ,

每毫升含生药量 4. 5 g;血糖测试试剂为日本京都产品 ;总

胆固醇、甘油三酯测定试剂为浙江温洲东鸥生化试剂公司

产品 ; 弥可保片 , 日本卫材株式社生产 , 批号 : 990022,

500μg/ 片。

1. 1. 3 仪器与设备 Gul cocar d 血糖仪(日本) ; CL- 7200

型全自动生化分析仪 (日本) ; Low shear - 30 黏度仪 (瑞

士) ;心电心率变异分析工作站(南京)。

1. 2 方法

1. 2. 1 模型建立 按文献方法造模 [2] , 链脲佐茵素( STZ)

0. 1 mol / L, pH4. 5 柠檬酸缓冲液在冰域中新鲜配置 , 大鼠

尾静脉注射 STZ溶液 , 50 mL/ ( kg·d) , 共 10 d, 抽测空腹血

糖 >13. 8 mmol / L者为糖尿病模型 ( STZ-DM) 复制成功大

鼠 ,每月注射 STZ溶液 , 15～30 mL/ ( kg·次) , 注射 2 次 , 4 个

月后注射 STZ溶液 1次, 35～45 mg/ ( kg·次) , 维持空腹血糖

>13. 8mmol / L。分笼自然饲养 ,室温 22℃,相对湿度 50%。

1. 2. 2 实验分组及给药方法 STZ-DM大鼠 40只,随机分

为模型组( STZ-DM)、糖脉康组( STZ-DM+糖脉康 5. 4 g/ kg) ,

每组 10 只。成模 6 个月后 ,治疗组按 0. 01 mL/ kg 给药(按
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摘 要 目的 :观察糖脉康颗粒对糖尿病性自主神经病变模型大鼠的治疗作用 , 探讨其作用机理。方

法:利用链脲佐茵素造成糖尿病自主神经病变 ,并以糖脉康颗粒治疗 60 d,观察其对血糖、血脂、血液流变学

及心率变异性指标的影响。结果 :糖脉康颗粒能降低糖尿病大鼠血糖、血脂及全血黏度 ,改善血液流变学 ;明

显提高心率变异性分析的 SD、MSDD指标 ,降低 LF/ HF、RR<25 比值。结论 :糖脉康颗粒能提高糖尿病大鼠交感

及迷走神经张力 ,改善两者的平衡关系 ,该作用可能与有效控制血糖 ,改善微循环障碍等因素有关。
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