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!!'摘要(!目的!探讨一种新的饮食性黄酮类化合物111漆黄素及漆黄素纳米粒对人卵巢癌细胞株7d%8#的

抗增殖和促凋亡作用)方法!体外实验采用 KFF法测定漆黄素和漆黄素纳米粒作用后对卵巢癌细胞存活率的影

响#选取下一步实验的药物浓度)裸鼠荷瘤后取肿瘤块制成7dZ8#细胞混合液)取!+只裸鼠腹腔接种人卵巢癌

7dZ8#细胞混合液肿瘤造模#第+天随机分成#组尾静脉注射药物#每#N注射!次#每次%L"&9#共!"次$6组

为肿瘤模型组!注射+%&9*9葡萄糖溶液"#B组为漆黄素组!注射!$"+&=*>=漆黄素"#A组为漆黄素纳米粒组

!注射!$"+&=*>=漆黄素的米粒")治疗结束后记录肿瘤质量#取心+肝+脾+肺和肾切片行 DE染色观察组织病理

损害#肿瘤组织切片通过d'C*免疫组织化学染色检测7dZ8#细胞增殖#F[@E9法检测7dZ8#细胞凋亡)结果

KFF结果显示#随漆黄素及漆黄素纳米粒质量浓度的增加#7dZ8#细胞的存活率减小&漆黄素及漆黄素纳米粒

半数抑制浓度!JA+%"值分别为!"+!"+%&=*&9和C"$+!!"+&=*&9#故选择工作浓度为!"+&=*&9)共!!只小

鼠完成体内肿瘤造模并存活至实验结束!6组#只#B组X只#A组X只")6组裸鼠腹腔内散在菜花状肿瘤结节#

B+A组仅见极小颗粒状肿瘤结节#B+A组腹腔内肿瘤质量相当!*)%L%+"#但均低于6组!*$%L%+")各组心+肝+

脾+肺和肾切片 DE染色均未见明显损害)与6组相比#B组和A组肿瘤组织增殖指数d'C*均降低#细胞凋亡率

均升高!*$%L%+"#但B组和A组之间差异无统计学意义!*)%L%+")结论!漆黄素及漆黄素纳米粒均具有抗卵

巢癌细胞增殖和促进其凋亡的作用#安全性好)

'关键词(!卵巢癌!漆黄素!漆黄素纳米粒!细胞凋亡
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!!卵巢癌是常见的妇科生殖器恶性肿瘤之一#国

内外卵巢癌的标准治疗是满意的肿瘤细胞减灭术辅

以化疗)紫杉醇的出现使晚期卵巢癌的化疗效果有

了很大提高#但是治疗效果仍不满意#化疗药物的副

作用一定程度上限制了临床应用
,!-)漆黄素!###̀#

X̀#*)四羟基黄酮"是一种天然生成的黄酮类化合

物#在水果蔬菜中含量丰富,"-)漆黄素有抗肿瘤作

用#又兼备毒副作用小的优点," #-)但漆黄素的水

溶性有限#纳米技术可改善漆黄素的水溶性)漆黄

素对人卵巢癌的作用目前国内外尚未见报道#本研

究通过体内+外试验初步探讨漆黄素及漆黄素纳米

粒对人卵巢癌细胞株7dZ8#抗增殖和促进凋亡作

用)

1!材料和方法

1$1!材料

漆黄素!纯度)%LWY"及漆黄素纳米粒由四川大

学华西药学院制备提供#采用:K7Z溶解)人卵巢

癌细胞7dZ8#购于美国6FAA公司#采用:K7K

培养基#于#*_体积分数为+̂ AZ" 培养箱静置培

养)!W只无胸腺雌性裸鼠#C!*周龄#!Y!""=#清

洁饲养于四川大学实验动物中心#均获得机构动物

保护和使用委员会的批准)

1$/!方法

1$/$1!KFF法筛选漆黄素和漆黄素纳米粒的工

作剂量!采用 KFF法测定漆黄素和漆黄素纳米粒

作用下7dZ8#细胞存活率)将"$+=*9胰蛋白酶

消化的卵巢癌7dZ8#对数期细胞铺板于WC孔板

中#置于体积分数为+̂ AZ"+#*_培养箱孵育#次

日上午加药#漆黄素和漆黄素纳米粒的质量浓度梯

度依次为#$W#+*$Y!+!+$C#+#!$"++C"$++!"++"+%+

+%%和!%%%&=*&9#孵育"X/每孔加入"%&9

KFF溶液!+&=*&9"#孵育X/&再加入!+%&9

:K7Z#在酶联免疫检测仪XW%<&处测量各孔的吸

光度!6XW%"值)卵巢癌细胞抑制效应以细胞存活率

!以空白对照组的存活率为!%%̂ "表示#细胞存活

率?!6实验组;6本底
"*!6空白对照组;6本底

")选择两组

细胞存活率+%̂ 水平+且两组无统计学差异者为后

续实验的药物剂量)

1$/$/!制备荷瘤鼠肿瘤接种造模及分组处理!!W

只裸鼠在饲养室内饲养!周后#将人卵巢癌7dZ8#

细胞以+j!%C
细胞*!%%&9一次性注射入其中X只

裸鼠背部皮下#每只裸鼠两个注射点)待肿瘤长至

直径约!4&时处死这X只裸鼠#收集所有肿瘤切碎

成极细颗粒状#然后用(GKJ)!CX%混合至*$+&9)

混悬液注射入剩余!+只裸鼠腹腔内#每只%L+&9)

可从小鼠腹部扪及肿块#且肿块达!4&左右时判定

荷瘤成功)

这!+只裸鼠随机分成#组#每组+只#从肿瘤

接种至腹腔内第+天开始分组尾静脉注射药物进行

治疗#每#N注射!次#每次%L"&9#共!"次$6组

为肿瘤模型组!注射+%&9*9葡萄糖溶液"#B组为

漆黄素组#A组为漆黄素纳米粒组)B组和A组给

药浓度按 KFF 实验取 !"+&=*&9 计算#每次

%L"&9#算出单次给药量为"+&=#裸鼠体质量平均

值按"%=计算#故漆黄素和漆黄素纳米粒剂量均为

!L"+&=*>=)

1$/$N!称重和取材!入组时测裸鼠体质量#注射治

疗结束后第#天#记录各组裸鼠体质量+食欲情况)

之后处死所有裸鼠#收集腹腔内所有肿瘤#同时切除

心+肝+脾+肺和肾#记录肿瘤的质量#所有标本固定

在!%%&9*9甲醛溶液中#常规石蜡包埋+切片)

1$/$3!DE病理染色!取标本切片#DE染色#显

微镜观察结果)每只裸鼠每种组织!心+肝+脾+肺和

肾"取一张切片#主要观察各组动物的心+肝+脾+肺+

肾组织病理损害)

1$/$5!免疫组化法检测细胞 d'C*增殖指数!

d'C*是反映细胞增殖活性的良好指标#值越高表示

肿瘤细胞增殖多#恶性程度越高)取石蜡包埋的肿

瘤组织#免疫组织化学 7G 法染色#d')C* 抗体

!B2-230<#北京"!b!%%)显微镜下观察结果#阳性

细胞在高倍镜下呈棕色)每只裸鼠肿瘤组织取#张

切片#每张切片随机取!%个!%%倍镜视野#每个视

野计数不少于!%%个细胞)d'C*增殖指数!̂ "?

阳性细胞数*计数细胞总数j!%%̂ )

1$/$O!F[@E9法原位检测卵巢癌组织中细胞凋

亡!取石蜡包埋的肿瘤组织#切片予F[@E9细胞

凋亡检测试剂盒!北京中杉金桥有限公司"处理)阳

性细胞在荧光镜下呈绿色#表示细胞凋亡)每只裸

鼠肿瘤组织取#张切片#每张切片随机取!%个!%%

倍镜视野#每个视野计数不少于!%%个细胞)细胞

凋亡率!̂ "?阳性细胞数*计数细胞总数j!%%̂ )

1$/$6!统计学方法!数据用%IcF表示)组间比较

使用方差分析+A检验及卡方检验#*$%L%+为差异

有统计学意义)

/!结果

/R1!漆黄素及漆黄素纳米粒对"KH;N细胞的抑

"++
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制作用

KFF比色法结果显示漆黄素及漆黄素纳米粒

对7dZ8#卵巢癌细胞生长均呈抑制作用&随药物

浓度的增加#细胞的存活率减小&漆黄素半数抑制

浓度!JA+%"为!"+!"+%&=*&9#漆黄素纳米粒JA+%

为C"$+!!"+&=*&9&在!"+&=*&9质量浓度下二

者对卵巢癌细胞抑制作用差异无统计学意义!图

!"#取此剂量进行下一步实验)
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图1!漆黄素及漆黄素纳米粒各质量浓度对"KH;N卵巢癌细胞的

抑制作用

P#Q1!Z(%#G#@ADL,??,$@A??#B,@#('(-?#B,@#(('(A:'D@#$'CA("KH;N

A*'D#'($'($,D$,CCB

- *$%L%+#P3$Q21&0142<40<.1-.'2<'<./03-&0=12O,&#

*$%L%+#P3$Q'30.'<=12O,-../03-&042<40<.1-.'2<

/$/!裸鼠卵巢癌体内实验

/̀/̀1!基本情况!实验过程中"只6组裸鼠+!只

B组裸鼠+!只A组裸鼠死亡#退出研究)!!只存活

裸鼠肿瘤造模成功#造模成功率*#$#̂ !!!*!+")

漆黄素及漆黄素纳米粒并没有导致裸鼠体质量减

轻#实验前后#组裸鼠体质量变化差异无统计学意

义!*)%L%+"!附表")

/̀/̀/!大体观察!处死所有裸鼠后大体肉眼观察#

6组裸鼠腹腔内散在菜花状肿瘤结节#B+A组仅见

极小颗粒状肿瘤结节##组裸鼠肝脏表面均未见肿

瘤结节)记录裸鼠腹腔内肿瘤质量#B+A组与6组

差异有统计学意义!*)%L%+"#A组肿瘤质量低于B

组#但差异无统计学意义!附表")

/̀/̀N!内脏DE染色!各组动物心+肝+脾+肺和肾

切片DE染色均未见明显异常!图"")

/$/$3!肿瘤细胞增殖结果!d'C*增殖指数#B+A

组低于6组!*$%L%+"#B组和A组之间差异无统

计学意义!*)%L%+"!附表+图#")

/$/$5!肿瘤细胞凋亡结果!6组偶见阳性细胞#而

在B+A组可见明显阳性细胞)B+A组细胞凋亡率

高于6组 !*$%L%+"#A组与B组差异没有统计学

意义!附表+图X")

附表!各组裸鼠体质量和肿瘤质量+增殖指数和凋亡率

>'GC,!VA-L7'BB#@&7AD7'BB#K#O6#(-,E'(-':A:@AB#BD'@,A?D'@B

a12O, %
B2NM&-33*=

B0Q210.03. 6Q.01.03.
FO&21&-33*= d'C*'<N0R*̂ 6,2,.23'31-.0*̂

6 # !W$+*c!$#C !W$C#c!$!X !$#%c%L%#" +%$%+cX$!# !$#Cc%LC+

B X !W$"#c%LY" !W$X+c%LYY %L"Wc%L%""" !"$+%c"$Y!" ""$+"c#$"%"

A X !W$+%c%LW" !W$+Yc%L*% %L"*c%L%%Y" !"$*%c#$"*" "#$YXc"$%#"

!!" *$%L%+#P3$=12O,6

Group A

Group B

Group C

a b c d e

图/!各组动物心!'"+肝!G"+脾!$"+肺!-"和肾!,"切片)S.!T30

P#Q/!W&-,%,'D@!'"#C#*,D!G"#B:C,,(!$"#C&(Q!-"'(-U#-(,L!,"BC#$,BA?,'$%QDA&:RS.!T30

#++
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3A 3B 3C

4A 4B 4C

图N!肿瘤组织切片免疫组化K#O6表达)"Y!T100!!!图3!>)W.<法检测卵巢癌细胞凋亡)T100

P#QN!>%,,E:D,BB#A(A?#77&(A%#B@A$%,7#B@DLK#O6#(@&7AD@#BB&,R"Y!T100!!! P#Q3!>%,':A:@AB#BA?A*'D#'($'($,D$,CCBGL>)W.<

7,@%A-RT100

6$a12O,6&B$a12O,B&A$a12O,A

N!讨论

本研究探讨漆黄素及漆黄素纳米粒对人卵巢癌

细胞7dZ8#抗增殖和凋亡诱导的影响#体外研究

结果发现#漆黄素和漆黄素纳米粒抑制卵巢癌细胞

增殖#这与其他研究结果一致," #-)本研究中#漆黄

素及漆黄素纳米粒JA+%分别为!"+!"+%和C"$+!

!"+&=*&9#当药物浓度达到#!$"+&=*&9后二者

抗肿瘤作用差异均有统计学意义!其中!"+&=*&9

质量浓度下漆黄素纳米粒细胞存活率低于漆黄素#

但差异无统计学意义"#这与已有的漆黄素及漆黄素

纳米粒在其他肿瘤中研究结果相同
,X-)以前的研究

表明#漆黄素纳米粒在水中的溶解度较漆黄素高#可

在血液循环中停留更长时间#从而保持一定的药物

浓度#增加口服药物的生物利用度及保持特定释放#

因此文献认为漆黄素纳米粒具有更强的抑制肿瘤细

胞作用
,X +-)为了客观+有效比较剂型对治疗的影

响#排除浓度的干扰#我们选择了两种药物JA+%的交

点!"+&=*&9进行后续实验)

!!本研究进行了动物实验#建立了卵巢癌裸鼠模

型分析漆黄素和漆黄素纳米粒对7dZ8#细胞的作

用)结果表明漆黄素组和漆黄素纳米粒组可降低肿

瘤质量+降低7dZ8#细胞增殖指数+提高7dZ8#

细胞凋亡率#且对内脏组织无异常损伤)这表明漆

黄素和漆黄素纳米粒对卵巢癌治疗的安全性和有效

性与已有的其他恶性肿瘤的研究结果一致
,+-)增殖

和凋亡所涉及的细胞内信号转导过程为一系列激发

机制)恢复和激发肿瘤细胞的凋亡能力#诱导细胞

凋亡是肿瘤防治的有效方法)近期研究发现漆黄素

对前列腺癌+结直肠癌+膀胱癌等各种肿瘤均有抗细

胞增殖#诱导细胞凋亡的作用,C *-)查阅文献发现#

漆黄素抑制卵巢癌细胞增殖及促进凋亡的作用与先

前对肺癌+结直肠癌+前列腺癌等肿瘤中的研究结果

相同
,Y-)先前研究中漆黄素通过对细胞周期蛋白依

赖激酶有抑制作用#使细胞周期停滞在a"*K期#抑

制细胞增殖
,W-&增加G"!蛋白水平#抑制环氧化酶"

!AZf)""和 H<.*表皮细胞生长因子受体!EaV("*

核因子)+B!@V)+B"家族信号通路#诱导结肠癌细胞

凋亡和抑制了癌细胞的增殖#起到抗结肠癌的作

用
,!% !!-)最近对乳腺癌的研究显示#漆黄素可通过

调节 磷 脂 酰 肌 醇 #)激 酶 !GJ#d"*蛋 白 激 酶 B

!6>."*哺乳动物雷帕霉素靶蛋白!&FZ("信号通

路#下调,)GJ#d+,)6>.+及,)&FZ(#调节B-R和B

淋巴细胞瘤!B45"家族的表达#进而抑制肿瘤细胞增

殖+诱导凋亡#发挥有效的抗肿瘤作用,!"-)

总结起来#漆黄素的作用机制#可能是调节各种

细胞信号转导通路#使细胞周期停滞#抑制细胞生长

及:@6合成#增加G+#和G"!蛋白的表达#调节

X++
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B45家族的表达#同时调节凋亡线粒体通路#诱导细

胞凋亡
,##W-#发挥了有效的细胞毒性作用)

!!尽管文献认为漆黄素纳米粒具有更强的抑制肿

瘤细胞作用
,X +-#但从本实验结果看#B+A组的肿瘤

质量#增殖指数+细胞凋亡差异无统计学意义#即漆

黄素集纳米粒与漆黄素的抗肿瘤作用差异没有统计

学意义)其原因可能与二者在相同质量浓度下动物

体内细胞膜的通透性+细胞内外物质转运机制及体

内复杂环境等因素有关)

关于漆黄素及漆黄素纳米粒卵巢癌抗肿瘤作用

的研究#之前未见报道)我们从体外实验及卵巢癌

裸鼠模型证实了漆黄素及漆黄素纳米粒抗人类卵巢

癌细胞作用#填补了此领域的空白)然而#本研究有

一定的局限性)首先#由于一些客观因素的限制#我

们没有深入比较漆黄素及漆黄素纳米粒在卵巢癌中

的抗肿瘤作用#未对漆黄素及漆黄素纳米粒抗卵巢

癌的作用和其他抗肿瘤药物比较#即#漆黄素的抗肿

瘤作用的强弱尚未得到比较和评估)其次#本研究

只是一个对漆黄素及漆黄素纳米粒的抗肿瘤效应的

初步探索#其抗肿瘤机制需要进一步研究)

综上#漆黄素及漆黄素纳米粒均具有抗卵巢癌

细胞的作用#二者均未发现器官损害)漆黄素及漆

黄素纳米粒可能成为一种安全有效的卵巢癌预防和

治疗药物)
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