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槐耳清膏对结直肠癌细胞增殖和侵袭能力
的影响
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揖摘要铱 目的 探究槐耳清膏对结直肠癌细胞增殖和侵袭能力的影响遥 方法 应用 MTS尧
Transwell尧流式细胞术及 Western blot 等研究槐耳清膏对人结直肠癌细胞系的抑制作用袁并建立小鼠
动物模型遥 结果 MTS 表明槐耳清膏能够抑制 SW480 细胞增殖曰Transwell 表明槐耳清膏可抑制
SW480侵袭能力曰流式细胞术表明槐耳清膏可诱导 SW480 细胞凋亡曰Western blot显示槐耳清膏可上
调 Bax , cleavage caspase-3袁抑制 Bcl-2等蛋白曰小鼠体内皮下成瘤实验提示亦可抑制肿瘤生长遥结论
槐耳清膏可抑制结直肠癌细胞的增殖及侵袭能力袁并可诱导 SW480 细胞凋亡袁其作用机制可能与激
活 Bcl-2/Bax/Cleaved caspase-3 凋亡相关信号通路相关遥
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揖粤遭泽贼则葬糟贼铱 韵遭躁藻糟贼蚤增藻 To investigate the effects of Huaier extract on the proliferation and invasion
of colorectal cancer cell SW480. Methods MTS, Transwell, Flow cytometry and Western blotting assays
were used to study the effects of Huaier aqueous extract on SW480 cells in vitro. The effects of Huaier
aqueous extract on SW480 cells in vivo were performed on subcutaneous transplantation tumor models of
human CRC cell SW480 in BALB/c Nude Mice. Results MTS assays showed that Huaier extract inhibited
cell proliferation in a concentration- and time-dependent manner. The Transwell assays demonstrated that
the invasion of SW480 cells was significantly inhibited after administration of Huaier extract in SW480
cells. PI -annexin -V double staining assays using flow cytometry revealed that SW480 cell apoptosis was
induced by Huaier extract . The up -regulation of Bax and cleavage caspase -3 and down -regulation of
Bcl -2 were observed after treatment with Huaier extract in SW480 cells via Western blotting. In vivo, the
administration of Huaier extract to mice inhibited tumor growth. Conclusions The current study revealed
that Huaier extract inhibited the growth and invasion and induced cell apoptosis of CRC cell SW480, possibly
via activation of Bcl-2/Bax/Cleaved caspase-3 apoptosis-associated pathway.
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结直肠癌是常见的恶性肿瘤之一 , 其治疗原
则主要是以手术为主的综合性治疗袁包括放疗尧化
疗尧生物免疫治疗等袁但单一治疗方法总体疗效仍
有待提高咱1-3暂遥 在现有治疗方法的基础上袁探索新
的辅助治疗手段袁是提高其治疗效果的重要方法遥
槐耳是生长在老龄中国槐树杆上的槐栓菌袁 属于
菌物界尧真菌门尧担子菌亚门尧层菌纲尧非褶菌目尧
多孔菌科尧栓菌属袁含有多种有机成分和 10 余种
矿物质元素遥其主要成分是多糖蛋白袁具有独特的
直接抗癌作用和显著的免疫增强调节作用咱4, 5暂遥 现
有研究表明槐耳颗粒对多种恶性肿瘤包括直肠癌

具有独特及显著的抗肿瘤免疫增强调节作用袁其
临床疗效已在肝细胞癌尧 乳腺癌等恶性肿瘤中得
到证实咱6, 7暂遥本研究通过结直肠癌 SW480细胞系的
体内体外模型袁 探讨槐耳清膏在结直肠癌中的作
用及其可能机制遥
1 材料与方法

1.1 实验材料 槐耳清膏用 DMEM配置成 100 mg/ml
溶液袁用 0.22 um的滤器过滤后-20益长期保存曰人
结直肠癌细胞株 SW480 购自中科院上海细胞库曰
6 只 4 周龄雄性 BALB/c 裸鼠购自中山大学实验
动物中心遥
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 人结直肠癌细胞株 SW480 常
规培养在包含 10%血清尧1%青霉素-链霉素尧1%
非必需氨基酸尧1%左旋谷氨酸的 DMEM 培养体系
中袁放在 37益尧5% CO2培养箱中培养袁每 2-3 天换
液一次遥 应用 0.25%胰酶 37益消化细胞 2-3 min袁
消化后传代培养袁培养条件同前遥
1.2.2 MTS 法检测细胞增殖 消化重悬 SW480
细胞后袁 在 96 孔板中每孔加入 150 ul 含 5000 个
细胞的完全培养基袁培养 24 h 后将细胞培养液吸
进袁 替换为含有 0, 1, 2, 4, 6 and 10 mg/ml 的槐耳
清膏的完全培养基袁 继续培养 24尧48尧72 h 后袁每
孔加入 20 ul 的 MTS 溶液在在 37益袁5% CO2的环
境下孵育 3 个小时袁490 nm 读取吸光度值遥 每个
浓度重复五个孔遥
1.2.3 Transwell 侵袭实验 将预先溶解好的

Matrigel 胶用无血清培养基按 1:9 的比例配成溶
液袁37益孵育 4 h遥 取 50 ul 上述溶液均匀的铺在
Transwell 小室上层遥消化细胞并计数袁无血清培养
液重悬细胞袁混匀袁每个 Transwell 小室加入 200 ul

含 5*104 个细胞袁同时上室用 4, 6 mg/ml 的槐耳清
膏处理细胞袁 以不加槐耳清膏溶液处理的作为对
照组遥 培养 36 h后取出小室袁固定袁染色袁拍照袁计
数并统计分析遥
1.2.4 流式细胞检测 用含 0袁4, 6 mg/ml 的槐耳
清膏处理细胞 48 h 后袁 消化离心后用 100 ul 1X
Annexin V buffer 轻轻重悬细胞袁加入 5 ul Annexin
V-FITC 和 5滋l 碘化丙啶染色液袁轻轻混匀袁室温
避光孵育 15 min袁 随即进行流式细胞仪检测 袁
Annexin V-FITC为绿色荧光袁PI为红色荧光遥
1.2.5 裸鼠皮下成瘤 小鼠先自由进食尧 饮水适
应环境 1 周袁然后给予下述处理院于裸鼠背部皮下
注射 HCT116 细胞悬液 100 ul渊即 1伊106 cells冤遥 继
续按上述条件饲养一周袁观察成瘤情况遥皮下注射
结直肠癌细胞 1周后袁根据成瘤大小袁按分层随机
抽样的方法分成 2 组袁 分别按体重给予 4 g/kg 槐
耳清膏溶液咱8暂遥 每 3天测量一次肿瘤最大长径渊L冤
和横径渊S冤袁肿瘤体积=仔ls2/6咱9暂遥
1.2.6 蛋白质印记渊Western blotting冤 配置 SDS-
PAGE 分离胶袁每孔上样 80 ug 蛋白袁应用硝酸纤
维素膜转膜袁以 5%脱脂牛奶封闭袁然后一抗按照
如下比例加入过夜孵育 渊至少 12 h冤院mouse anti-
Bcl -2 渊1:1000, Abcam冤, rabbit anti -Bax 渊1:1000,
Abcam冤, rabbit anti -cleavage caspase -3 渊1:500,
Abcam冤, rabbit anti-GAPDH 渊1:5000,Sigma Aldrich冤遥
加入二抗孵育 1 h袁应用 TBST清洗后扫膜分析遥
1.3 统计学分析 采用 SPSS 22.0统计软件对数
据进行分析遥 组间差异比较采用 t 检验或单因素
方差分析袁 计量资料以均数依标准差表示袁P<0.05
认为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480 细胞系增殖
的影响 MTS 实验结果表明袁 槐耳清膏能够抑制
SW480细胞的生长袁 且其抑制效应具有剂量依赖
性渊图 1A冤袁0尧1尧2尧4尧6 和 10 mg/ml 的槐耳清膏作
用 SW480 细胞 48 h 后 袁 其抑制率分别为 院0尧
13.2%尧22.3%尧44.1%尧50.2%和 57.9%遥 基于上述
结果袁后续实验我们选用 4和 6 mg/ml的槐耳清膏
作用浓度遥应用 4和 6 mg/ml的槐耳清膏分别作用
SW480 细胞 24 h尧48 h 及 72 h 后袁MTS 显示槐耳
清膏对 SW480 细胞的生长抑制作用呈现一定的
时间依赖性渊图 1B冤遥
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2.2 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480 细胞系侵袭
能力的影响 Transwell 侵袭实验结果表明袁 在 4
和 6 mg/ml 的槐耳清膏作用 48 h 后袁SW480 细胞
系的侵袭能力受到明显抑制袁而且 6 mg/ml作用浓
度下的抑制效应相比于 4 mg/mL 作用浓度更加显
著渊图 2冤遥
2.3 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480 细胞系凋亡
的影响 PI -annexin -V 流式实验结果表明 袁
SW480细胞在 0尧4和 6 mg/ml的槐耳清膏作用 48 h
后早期凋亡与晚期凋亡总比例分别为 6.29% 尧
10.93%和 14.34%袁呈现出一定的递增趋势袁而且
早期凋亡与晚期凋亡比例都随着槐耳清膏浓度的

增加呈现递增趋势渊图 3A冤遥 Western blotting 检测

细胞 凋亡相关蛋 白 渊Bax, Bcl -2 和 cleavage
caspase-3冤显示院SW480 细胞系在 4 和 6 mg/ml 的
槐耳清膏作用 48 h 后袁Bax 和 cleavage caspase-3
蛋白量相比未处理组增加袁而 Bcl-2 蛋白量较少袁
且 Bax尧cleavage caspase-3 和 Bcl-2 在 6 mg/ml 的
槐耳清膏作用下的 SW480 细胞蛋白变化程度较
4 mg / ml 明显 袁但是 cleavage caspase - 3 在 4 和
6 mg/ml的槐耳清膏作用下未见显著差异渊图 3B,C冤遥
2.4 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480 细胞系的体
内效应 在 6只裸鼠皮下接种 2伊106个 SW480 细
胞 7 天左右袁 接种部位可见直径 4 mm 左右的肿
瘤袁成瘤率 100%遥而后按照肿瘤大小袁均衡分为两
组袁 其中一组按体重给予 4 g/kg 的槐耳清膏溶液
每天 0.1 ml/只袁 另外一组给予等体积生理盐水灌
胃袁连续处理 14 天后处理小鼠袁剥离肿瘤袁肿瘤大
小每三天测量一次遥 所有动物未见肝脏尧肺脏尧淋
巴结等器官组织转移现象遥 槐耳清膏处理组肿瘤
体积明显受到抑制渊图 4A,B冤袁肿瘤质量亦小于生
理盐水处理组渊图 4C冤袁药物处理后两组小鼠体重
变化未见明显差异渊图 4D冤袁提示槐耳清膏在该剂
量条件下对小鼠无明显毒副作用遥 结合体外实验
结果袁提示槐耳清膏抑制结直肠癌的生长袁并可诱
导结直肠癌细胞的凋亡遥
3 讨论

近年来袁 中医药逐渐成为开发安全有效临床

图 1 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480细胞系增殖的影响
A. 在不同剂量槐耳清膏作用下 SW480 细胞的抑制率 渊p<
0.05冤曰B. 在 4mg/ml 及 6mg/ml 槐耳清膏作用下 SW480 细
胞的抑制率袁 结果提示抑制效果与时间有相关性 渊p <
0.05冤遥

图 2 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480 细胞系侵袭能力的
影响

对照组及实验组 Transwell 侵袭实验典型图及高倍镜下
Transwell侵袭实验 5个高倍镜下细胞数平均值 渊p<0.05冤遥

图 3 槐耳清膏对人结直肠癌 SW480细胞系凋亡的影响
A. 在 4mg/ml 及 6mg/ml 槐耳清膏作用下 sw480 细胞 PI-
annexin-V 流式实验结果袁 提示槐耳清膏促进肿瘤细胞凋
亡与剂量有相关性袁B,C. 免疫印迹检测提示 SW480 细胞
在槐耳清膏作用后相关凋亡蛋白增多袁且与剂量相关遥
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新药物的重要来源袁 对中医药的研究也受到越来
越多的关注遥槐耳是我国特有的菌类袁主要成分为
多糖蛋白袁其应用于中医药已有 1600 多年的历
史 咱4暂遥 本文通过结直肠癌 SW480 细胞系体外体内
模型袁初步阐明槐耳清膏可抑制 SW480 细胞的恶
性生物学行为袁并可诱导 SW480细胞的凋亡遥

在肿瘤的发生发展过程中袁 增殖与凋亡的异
常普遍存在咱10暂遥因此袁抑制肿瘤细胞增殖与诱导其
凋亡也成为肿瘤治疗研究的一个方向遥 本研究证
实 袁 槐耳清膏能够在体外体内抑制结直肠癌
SW480 细胞系的增殖袁 而且在体外实验表明其抑
制效应呈现一定时间尧剂量依赖性曰同时该研究结
果也证实袁 槐耳清膏能够诱导 SW480 细胞的凋
亡袁并影响凋亡相关蛋白的表达袁体内实验表明槐
耳清膏亦可抑制肿瘤的生长袁 其结果与体外实验
结果一致遥

槐耳抗肿瘤可能的机制包括促进肿瘤细胞的

凋亡尧抗肿瘤血管生成作用尧抑制肿瘤干细胞和提
高化疗药物的敏感性等方面遥 有研究报道槐耳可
通过 Wnt/茁-catenin 通路抑制结直肠癌干细胞的
生长咱11暂袁也可通过诱导细胞凋亡抑制乳腺癌细胞
的增殖咱6暂袁这与我们的在结直肠癌中的研究结果
较为一致遥 同时也有研究报道槐耳清膏在卵巢肿
瘤中通过 AKT/GSK3茁/茁-catenin 通路发挥抗肿瘤
作用咱8暂遥 在临床应用上袁有研究报道槐耳能够改善
新辅助化疗乳腺癌患者化疗后的细胞免疫功

能 咱12暂遥 本文一方面应用蛋白质印记技术检测槐耳
清膏对 SW480 凋亡相关的蛋白的影响袁 另一方
面 袁 通过流式细胞术检测了槐耳清膏处理后
SW480细胞的凋亡情况袁 初步阐明槐耳清膏可诱
导结直肠癌细胞发生凋亡袁 其作用机制可能与激
活 Bcl-2/Bax/Cleaved caspase-3 凋亡相关信号通
路相关遥

目前袁槐耳清膏已在肝癌 咱13, 14暂尧乳腺癌 咱12暂尧肺
癌咱15, 16暂尧胃癌咱17暂等肿瘤中表现出良好的临床疗效遥
本研究结果为槐耳清膏在结直肠癌中的临床应用

提供了理论支持袁 有利于促进槐耳在结直肠癌中
的临床应用袁进一步改善结直肠癌患者生存预后遥

综上所述袁 槐耳清膏具有诱导结直肠癌细胞
凋亡袁抑制结直肠癌生长的作用遥但由于槐耳清膏
成分较为复杂袁 其抗肿瘤的具有机制有待进一步
研究遥
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