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丹皮酚对人大肠癌 HT-29细胞增殖的抑制作用

                                              计春燕，谭诗云’，刘长* (武汉大学人民医院消化内科，武汉 430060)

    摘 要:目的 探讨中药丹皮酚( Pae)对人大肠癌HT-29细胞增殖的抑制作用及其与多种化疗药物的协同作用。方法 应用

MTT法(邃哇蓝比色试验)检测不同浓度的丹皮酚和5-JKXP*Q (5-FU)、丝裂霉素(MMC),顺铂(DDP)对体外培养的人大肠癌HT-29

细胞增殖的抑制作用，同时观察低浓度的Pae与化疗药物的协同作用。结果 Pae可抑制HT-29细胞增殖，并且与药物浓度及作用时间

呈正相关关系。低浓度的Pae与化疗药物协同可产生较强的抑制细胞增殖作用。结论 Pae具有直接的抗肿瘤作用，并且具有增强化

疗药物作用的功效。
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Inhibitory Effect of Paeonol on the Proliferation of Human Colorectal Cancer Cell Line HT-29 and its

Synergetic Effect with Chemotherapy Agents
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    Abstract:     O讨ective  To investigate the inhibitory effect of paeonol on the proliferation of human colorectal cancer cell line HT-29 and its

叮nergetic effect

colorectal cancer

with chemotherapy agents. The inhibitory effect of paeonol, 5-FU, MMC, DDP with different concentration on human

cell line in virto， detected by MIT assay, and the synergetic effect of paeonol in low concentration with chemotherapy agents
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observed. Resultes  Paeonol could inhibit the proliferation of HT-29 cells, which showed obvious concentration-effect and time-effect relation-

.Pae in low concentration had synergetic effect in inhibiting the proliferatin of HT-29 cells with several chemotherapy agents. Conclusion

Paeonol has a direct anticancer effect and can enhance the action of several chemotherapy agents markedly.
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    大肠癌是临床上常见的恶性肿瘤之一，近年来其

发病率呈上升趋势〔’〕。以5-氟脉嗡陡(5-FU)为基础
的辅助化疗是目前治疗大肠癌最常用的方法[[21，但是
化疗副作用较大，部分患者难以耐受。此外，化疗过

程中肿瘤细胞易产生多药耐药而使大肠癌的临床化

疗失败。因此在植物中寻找有效且副作用小的抗肿

瘤药物已成为国内外重要的研究课题。研究表明，丹

皮酚(Paeonol,Pae)具有一定的抗肿瘤活性，体外实验

发现它对多种肿瘤细胞株有增殖抑制作用，灌胃给药

有抗小鼠肝肿瘤作用[[31。但Pae对大肠癌的增殖抑

制作用在国内外还未见报道。本研究旨在探讨Pae

对大肠癌HT-29细胞生长的影响及其与多种化疗药

物的协同作用。

1 材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株HT-29购自中南大学肿

瘤研究所。主要药物和试剂Pae购自上海第一制药

基金课题:湖北省自然科学基金资助课题(编号:2004ABA243)

.通信作者

厂(10 mg/2 ml，批号:990402)，临用前用RPMI 1640

培养液稀释成终浓度为3.91一250 m酬Lo 5-FU为上
海旭东海普药业有限公司产品。MMC为Toky。公司
产品。DDP为山东齐鲁制药厂产品。RPMI 1640培

养基为美国GIBCO公司产品。小牛血清为杭州四季

青生物材料研究所提供。四唾哇蓝(MTT )(美国Sig-
ma公司产品)用pH为7.4的PBS溶解(5 g,/L)，过

滤除菌，置棕色小瓶中4℃冰箱保存。二甲基亚矾

(DMSO) , Sigma公司产品。

1.2 仪器与设备 CO:培养箱为美国HARIS公司产

品。酶标仪为美国BIO-TEK公司产品。医用超净工

作台为北京半导体设备一厂产品。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养 将HT 29细胞培养在含10%小

牛血清的RPMI 1640培养液中，加人青霉素100 u/L,

链霉素100 mg/L，置37t,5% CO,培养箱内培养，每

3一4d用0.25%胰酶消化传代1次，取对数生长期

细胞用于实验。

1. 3.2  Pae对HT-29细胞生长的影响 MTT法参照

文献[43取对数生长期的HT-29细胞以5 x 104/ml，每

孔0.2 ml，接种于%孔培养板，24 h细胞贴壁生长后
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分为实验组和对照组。实验组分别加人不同浓度的 单药抑制实验的结果，Pae设7. 81 mg/L。根据预实

Pae(浓度分别为3.91 mg/L,7.81 mg/L,15.63 mg/L、 验测得的药物1C, (30%抑制浓度)值，5-FU用10

31.25 mg/L,62.5 m群L,125 mg/L, 250 mg/L)，每组 mg/L, MMC用0. 5 mg/L, DDP用10 m岁L。取对数生

设5个复孔，对照组加人等量培养液。连续培养24、 长期的HT-29细胞以5 x 104/ml，每孔0. 2 ml，接种于
48,72,96 h。根据细胞生长情况，每天换液1次，分别 %孔培养板中，待细胞贴壁后分组。单药组分别加人

于24,48,72及%h每次实验结束前4h每孔加人20 上述浓度的Pae和各种化疗药。联合用药组同时加

闪MTT液显色，继续培养4h，弃上清液，然后每孔加 人上述浓度的Pae和化疗药。每组设5个复孔，对照

200闪DMSO，振荡10 min，用酶标仪测定570 nm处 组加人等量培养液，作用48 h后，用MTT显色，测定
各孔的吸光度值。药物对细胞增殖抑制率的计算方 570 mn的吸光度值，计算各组细胞的生长抑制率。

法为:抑制率二(1一实验组平均A值/对照组平均A    1.4 统计学处理 SPSS 10. 0软件统计方差分析。

值)x 100%。
1.3.3 细胞形态的观察 取对数生长期HT-29细胞 2 结 果

消化传代并延续培养24 h后换含不同浓度Pae的培

养液培养，倒置显微镜下观察细胞生长情况。HE染 2.1  Pae对 HT-29细胞增殖的抑制作用 Pae在

色标本的制备:将细胞涂片用冷丙酮4℃ 固定20   7.81 -250 m盯L浓度范围内对HT-29细胞的增殖均

min，自然凉干，水化后用0. 5 % Triton x 100 PBS处理 有抑制作用，药物浓度越高，作用时间越长，其抑制作

10 min，水化后Gill苏木精染2 min, l%盐酸乙醇is， 用越强，呈现明显的剂量依赖效应关系和时间依赖效

4290温水蓝化10 min，伊红染2s，常规脱水封片。 应关系。 见表1。

1. 3.4  Pae与4种化疗药物的协同作用 根据以上

                                表1 丹皮酚对大肠癌细胞增殖的影晌标土:，n二6)
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注:vs对照组，.P<0.05，"P<0.01(Pae浓度为0 mg/L) ,P < 0. 01 vs对照组(Pae =0 mg/L)

2.2 细胞形态的观察结果 倒置显微镜下每日观察

各组细胞的形态变化。对照组细胞生长良好，呈高折

光率，胞体大，呈圆形，随时间延长变化不大。Pae组

细胞随着药物浓度增大和时间延长，细胞逐渐变小，

折光率减弱，但细胞膜完整，最后裂解。250 mg/L Pae
组除见少数圆形细胞外，可见大量悬浮的细胞碎片。

HE染色可见对照组正常细胞核均匀着色呈现淡蓝色

或蓝色，未见凋亡小体。31. 25 m留L一250 m酬L浓度
范围Pae组出现较多的凋亡细胞，表现为细胞体积缩

小，核固缩、碎裂、深染，部分裂解形成凋亡小体。另

可见肿胀的坏死细胞，细胞膜的连续性破坏，核染成

很淡的蓝色甚至蓝色消失。

2. 3  Pae协同化疗药物对HT-29细胞增殖的抑制作

用 Pae选择浓度为 7. 81 mg/L(其抑制率为
18.826%)，化疗药物选择IC,值作为协同作用实验

的浓度。Pae与化疗药物同时作用于HT-29细胞，对

其生长的抑制有显著的协同作用。见表20
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表2  Pae协同3种化疗药物对HT-29细 的协同抑制作用

                      (x ts,n =6)

分组

对照组

单药组
  Pae

  5一FU

  MMC

  DDP

联合用药
  Pae +5-FU

  Pae+MMC

  Pae+DDP

A值 抑制率(%)
1. 073 t 0.021

0. 871 t 0.013

0.751 10.028

0.749 10.030

0.745士0.019

18.826二

30.002二

30.151二

30.569二

0.280 10.

0.373士0.

0.497土0.

009       73.884 "0

025       65. 267 "'0

018       53.731.吧

    注:表中Pae,5-FU, MMC, DDP的浓度分别为7. 81m岁L,lom岁L,

0.5mg/L,10mg/L，与对照组比较，二P <0.01，与单药组比较，0P<0.
01

3 讨 论

及DDP协同应用可产生较强的抑制细胞增殖作用，抑

制率分别达到73. 884% ,65. 267%和53.713%，与单
药组抑制率的比较其差异具有显著统计学意义(尸<

0.01)，其中以Pae和5-FU联用的协同作用最为显

著。目前临床所用的化疗药物均有一定的抗肿瘤作

用，但由于其毒副作用而限制了其长期使用，加之肿

瘤易产生多药耐药性，使得化疗的效果不尽如人意。

中药丹皮酚具有抗肿瘤作用，同时能提高机体免疫

力，且无明显副作用。如能在临床中用于抗大肠癌治

疗或在化疗中与5-FU等化疗药物联合应用，必将能

提高化疗药物的抗肿瘤作用，同时也能因化疗药物的

剂量减少而降低常规化疗药物的毒副作用。本研究

为丹皮酚的临床应用提供了实验依据，为大肠癌的中

药防治开辟了一条新途径。
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    丹皮酚是毛蓑科植物牡丹Paeonia Suffruicosa

And r.根皮和萝摩科植物徐长卿Pycnostelma Panicu-

latum(Bunge) K Schum干燥根或全草的主要有效成
分[5] 0  Pae是一种小分子的酚类化合物，呈白色针状
结晶，其相对分子量为166.18 kD，分子式为CgHto03 9
化学结构是2-经基4一甲氧基苯乙酮。研究结果表明，

Pae具有镇静催眠、解热镇痛、抗菌消炎、免疫调节、抗

氧化及保护心脑血管等广泛的药理活性〔6一9]。此外，
Pae能促进SD大鼠白细胞中致癌物质2-氨基药的乙

酞化[61，能提高人结肠肿瘤细胞中N一乙酞转移酶(N-

acetyltransferase, NAT)的活性，且呈剂量依赖性[to]，说
明Pae具有一定的抗肿瘤活性。本实验研究发现，

Pae在7. 81 - 250 mg/L的6个浓度下，对HT一 细胞

株的增殖均有抑制作用，随着药物浓度的升高和作用

时间的延长，抑制细胞增殖的作用逐步增强，呈现明

显的浓度效应及时间效应关系。本实验中Pae作用

于大肠癌HT-29细胞，通过光镜HE染色可观察到凋

亡的肿瘤细胞。推测Pae作用于大肠癌HT-29细胞

的作用机理可能与诱导大肠癌HT-29细胞凋亡有关。

有关Pae抑制肿瘤细胞增殖的机制笔者正在继续研

究之中。Pae除了自身具有直接抑制肿瘤细胞增殖的

作用外，还能对多种化疗药物有增敏作用。低浓度的

Pae (7. 81 mg/L)单独应用对HT-29细胞的抑制率仅

为18.826%，而其与IC,浓度的化疗药物5-FU,MMC

    orence and p-amiobenzoic acid acetylations by mononuclear heuco-

    cytes from sprague-dawley rats [ J ] . Cytobios, 2000 ,103 (404) .149.
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