
佥厶熬盟堂苤圭2QQ!生§旦筮!!鲞箜!塑』!!!!盟!堕旦型i!!!QQ』：y虫!!!盟!：1 401

·实验研究 Experiment research·

红藤脂酸钠对人肝癌细胞系SMMC．772 1

体外抑瘤作用的实验研究

刘 涛， 王执民， 韦建学

【摘要】 目的研究中药制剂红藤脂酸钠在体外对人肝癌细胞系sMMc一7721的生长抑制作用并初

步探讨其作用机制。方法 M1T11法测定sMMc一7721细胞生长的抑制百分率，并运用Annexin V法和

TuNEL法检测凋亡发生率。结果M．ITll法测得对照组与红藤脂酸钠处理组吸光值(』4值)分别为：对照

组(0．385±0．03)，红藤脂酸钠处理组中的250肛g／m1组(O．31±0．019)、500弘g／ml组(0．199±0．022)、l m∥

ml组(O．15±O．033)和2 m∥Illl组(0．048±0．026)；各组问比较有显著性差异(P<0．01)。Annexin V法测

定红藤脂酸钠(1 mg／ml作用1 h)处理后细胞凋亡90％，对照组细胞凋亡17．36％。TuNEL法测定红藤脂

酸钠(1 m∥ml作用1 h)处理后细胞凋亡(60．3±6．0)％，与对照组细胞凋亡(6．6±3．5)％相比，差异有显

著性(P<o．01)。结论红藤脂酸钠在体外对7721细胞生长有明显的抑制作用，其作用机制可能主要

是诱导肿瘤细胞发生凋亡。

【关键词】 红藤脂酸钠；人肝癌细胞系sMMc．7721；细胞凋亡

An experimental study of illllibitory effect of SFAS on h岫an hepatic carci咖ma ceU 1．me SMMC-7721 in Vitro
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【Abstract】 objective To invest培ate the inhibitory e归Fect of sFAs on the growth of human hepatic

carcinoma ceU line SMMC一772l汛口i￡ro and discuss its mechanism．Methods The inhibitorv fraction of SMMC一7721

cells was measuI℃d by MTT assay，and both of the Annexin V and TUNEL ass8ys weI℃used to deteHnine the apoptotic

pmportion．Reslllts The value ofthe control gmup was(O．385±0．03)，and that ofthe SFAS groups(250弘∥ml，

500肛g，m1，1 mg／ml and 2 mg／m1)were(0．31±0．019)，(0．199±0．022)，(0．150±0．033)and(O．048±O．

026)respectively，with s唔nificant diffbrence statistically(P<0．01)．After the treatment with sFAS(1 m∥ml in 1

hour)，the apoptoti。proportion of 7721 cells was 90％measured by Annexin V ass8y，and that of the control gmup

was 17．36％．Affer the treatment with SFAS(1 mg／m1 in one hour)，the apoptotic pmportion of 7721 cells was(60．

3±6．0)％measuI℃d by TUNEL assay，and that of the contml group was(6．6±3．5)％，showing signi6cant

di雎rence for statisticalIy(P<0．01)．Co眦lusio璐 ne inhibitory e船ct of SFAs on h。patic carcinoma cell line

SMMC一772l is remarkable in vitro，and apoptosis of these cells induced by SFAS may play an imponant role in this

inhibitorv e由fect．(J InteⅣent Radiol，2005，14：401-403．)

【Key words】 sFAs；Human hepatic carcinoma cell line；sMMc一7721；Apoptosis

经导管动脉化疗栓塞是目前治疗中晚期肝癌的

主要手段，其疗效与肝癌细胞对化疗药物的敏感性

有密切关系。临床上常用化疗药物，如阿霉素、5一氟

尿嘧啶、丝裂霉素等，对肝癌的抑瘤作用有限，是中

晚期肝癌患者疗效不佳的主要因素之一。因此，寻

找新型的抗癌药物或提高已有化疗药物对肝癌的抑

作者单位：710038西安第四军医大学唐都医院介入放射科

通讯作者：刘涛

瘤效果是当务之急。

红藤脂酸钠(sargent910ryvine fatty acid sodium，

sFAs)是中药提取物，分子式为c。H拍O。Na。我们以

人肝癌细胞系sMMc一7721为实验模型，研究红藤脂

酸钠的体外抑瘤作用，发现sFAs能够明显抑制肿

瘤的生长代谢、诱导肿瘤细胞发生凋亡，具有潜在的

应用前景。现将结果报道如下。
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材料和方法
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一、材料

sMMC．7721细胞株购自本校细胞工程中心；红

藤脂酸钠注射液(100 mg／瓶)，由陕西靓帝生物科技

有限责任公司提供；Annexin v凋亡检测试。剂盒及

TUNEL原位凋亡检测试剂盒购自美国R&D公司。

二、细胞培养

sMMc一7721细胞以常规法置于PRMI一1640全培

养液中(含100 ml／L胎牛血清)，于37℃、50 rnl／L

c0，和充分湿度条件下的恒温培养箱中培养，隔2 d

传代1次．取对数生长期的细胞用于实验。

三、M7rr药敏实验

以每孔5×103个细胞接种于96孔板中，培养

24 h后换用含不同浓度红藤脂酸钠(阴性对照组为

培养液)处理1 h，再改用培养液培养24 h；每孔加入

5 mg／ml MrIYI’20肚l继续培养4 h，去上清液后加入二

甲基亚砜(DMsO)150扯l／孔，振荡10 min；上酶联免

疫检测仪，于波长490 nm处测每孔的吸光值(A

值)，根据A值判定药物对细胞增殖的影响。每组

设3个复孔，实验重复3次。

四、Annexin v法检测细胞凋亡

以每孔5×104个细胞接种于12孔培养板，培

养24 h后换用含1 mg／rIll红藤脂酸钠的培养液处理

l h(阴性对照组为培养液)，再改用培养液培养24

h；用0．25％胰酶消化收集细胞，按照Annexin V凋

亡检测试剂盒说明操作，上流式细胞仪检测。

五、TUNEL法检测细胞凋亡

将无菌盖玻片置于6孔培养板底部，每孔接种

1×105个细胞，培养24 h后换用含1哗／rnl红藤脂

用培养液培养24 h；用眼科镊取出盖玻片粘在载玻

片上，按照TuNEL原位凋亡检测试剂盒说明操作，

DAB显色后，倒置显微镜下(40×10)随机选取5个

视野，记数显色和未显色细胞，分别计算细胞凋亡

率：细胞凋亡率=显色细胞数／(显色细胞数+未显

色细胞数)×100％。

六、数据处理

数据以戈±s表示，统计学处理采用方差分析

和￡检验。

结 果

一、M‘rr药敏实验

红藤脂酸钠对sMMC一7721细胞生长具有明显抑

制作用，并有剂量依赖性。当红藤脂酸钠浓度达到2

m∥f11l时，其对肿瘤细胞的抑制率为87．5％(表1)。

表1 不同浓度红藤脂酸钠(作用时间l h)对sMMc一772l

细胞生长的抑制作用(；±s，n=9)

凸凸P<0．01

二、Annexin v法检测结果

阴性对照组：①细胞存活8I．85％；②坏死

0．79％；③凋亡早期4．17％；④凋亡晚期13．19％，

凋亡总计③+④=17．36％。红藤脂酸钠(1 nlg／“

作用1 h)处理组：①细胞存活9．84％；②坏死0．

16％；③凋亡早期1．27％；④凋亡晚期88．73％，凋

酸钠的培养液处理1 h(阴性对照组为培养液)，再改 亡总计③+④=90％。见图1。

阴性对照组

②o．79％ ④13．19％

、．：C‘

①81．8跏 _． ③4 17％

．窭囊攀j‘
0I 102 103 104

ANNEXIN V

红藤脂酸钠(1mg／m1作用1h)

②o．】6％ ④88．73％

瀵

①9．84％ ③1．27％

100 IOl 102 103

ANNEXIN V

图1 红藤脂酸钠(1 mg，111l作用1 h)诱导sMMc．772l细胞凋亡的流式细胞仪结果
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三、TUNEL法检测结果

红藤脂酸钠(1 mg／ml作用1 h)处理组细胞的凋

亡百分率为(60．3±6．0)％，阴性对照组细胞的凋亡

百分率为(6．6±3．5)％，经统计学处理差异有显著

性(P<0．01)。

讨 论

红藤脂酸钠是红藤、淫羊藿等为主组成的中药

复方制剂提取物，临床用于消化系统、呼吸系统和妇

科肿瘤的治疗，能明显延长患者生存时间和改善患

者生存质量。本实验证明红藤脂酸钠在体外对

sMMc一7721细胞具有明显的抑制或致死作用，其作

用机制主要是可以诱导SMMc一772l细胞发生凋亡。

凋亡是描述细胞死亡的一种特殊类型⋯。近年

研究发现细胞凋亡与肿瘤发生、生长关系密切，机体

能够以凋亡的方式清除不需要的、受损伤的或有癌

前病变的细胞；于细胞发生凋亡过程中，由于各种因

素可使凋亡过程受到抑制，致使这些未凋亡的细胞

得以继续生长，最终导致肿瘤的发生幢o。此外，肿瘤

细胞的凋亡是决定肿瘤生长快慢的主要因素之一。

本实验采用Annexin v和TuNEL两种方法研究红藤

脂酸钠处理后的sMMc。7721细胞，均证实出现了大

量细胞凋亡，提示红藤脂酸钠可能成为极具应用前

景的肿瘤细胞凋亡诱导剂。

细胞凋亡是一个复杂的多因素引起的生理病理

过程，受到多种内外因素的调控；目前已知细胞的凋

亡主要通过两条基本途径——死亡受体途径和线粒

体途径来完成。3J。死亡受体途径也称为“外部途

径”，即细胞外相应的配体与细胞膜上的受体结合引

发细胞内凋亡通路的激活，目前已经明确的死亡配

体有FasL、TNF—a、Apo一3L和TRAIL_4’“。线粒体途径

又被称为“内部途径”：线粒体膜由内、外两层构成，

两层间形成膜间隙，细胞色素c、凋亡诱导因子

(AIF)以及其他一些促凋亡因子存在于膜间隙中；当

细胞内环境改变引起线粒体膜通透性增高时，上述

因子释放则可引起细胞凋亡帕一。红藤脂酸钠的结构

与已知的死亡配体无相似性，可能是通过线粒体途

径导致sMMc．7721细胞凋亡，但是其作用机制还有

待进一步研究。

抗癌中药一直是国内医药研究的热点之一。近

年来研究较多的有槐耳、黄芪等中药"。1“，但是其成

品均为口服制剂，无法通过介入治疗方式使人体肿

瘤局部达到极高的药物浓度。然而，红藤脂酸钠的

剂型为注射液，可以通过动脉灌注或与碘油配比成

乳剂给药；通过本实验研究表明：药物作用1 h的条

件下，红藤脂酸钠对sMMc。7721细胞生长的抑制率

随药物浓度的增加明显上升。这一研究结果为将来

临床使用红藤脂酸钠进行动脉化疗栓塞提供了实验

依据。
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