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【论著】

FTY720 对体外培养乳腺癌细胞增殖影响的研究

张淑芳 邹 维 孙吉凤

( 长春医学高等专科学校生化教研室 吉林长春 130031)

摘 要 目的: 探讨 FTY720 对体外培养乳腺癌细胞增殖的影响。方法: 体外培养乳腺癌细胞，将其培养液中加入不

同浓度的 FTY720，继续培养 48 小时，MTT 法检测该细胞的增殖情况; 瑞士－姬姆萨染色观察细胞形态变化; 流式细胞仪

检测 FTY720 对乳腺癌细胞周期、凋亡率的影响。结果: 当 FTY720 浓度为 6400ng /ml 时，体外培养乳腺癌细胞的增殖受到

明显抑制，抑制率为 62. 0% ( P＜0. 05) ，而且抑制率呈浓度依赖性; 镜下可见细胞出现凋亡的形态; 流式细胞仪检测分析

显示 FTY720 可将该细胞阻滞于 G1 期，并促进其发生凋亡，凋亡率呈浓度依赖性。结论: 在体外培养的乳腺癌细胞培养液

中加入一定浓度的 FTY720，能明显抑制该细胞的增殖并诱导其凋亡。
关键字 FTY720 乳腺癌 ( MCF－7) 细胞 凋亡 抗肿瘤作用

FTY720 是冬虫夏草代谢产物 ISP－l 经化学修

饰而得到的一种新的化合物
［1］。它作为一种新型

免疫抑制剂被研究的较多，而对 FTY720 抑制肿瘤

细胞增殖、促进细胞凋亡的研究，国内罕见报道。
因此，我们选择了以人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞为

研究对象，初步探讨 FTY720 对体外培养肿瘤细胞

增殖抑制及凋亡的影响。
1 材料与方法

1. 1 材料

1. 1. 1 细胞株 人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞 本实验室

保存

1. 1. 2 药品与试剂 RPMI1640 培养基购于 Gibco /
BRL 公司。四甲基偶氮唑蓝 ( MTT) 、二甲基亚砜

( DMSO) 、小牛血清及碘化丙啶 ( PI) 、瑞士－姬姆

萨染色液购于北京鼎国生物技术公司。FTY720 购

自美国 SIGMA 公司。
1. 2 实验方法

1. 2. 1 细胞培养 人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞株接种

于含 10 %小牛血清、100U /ml 青霉素及 100 U /ml
链霉素的 RPMI1640 培养液中，置 37℃、5 % CO2

孵箱中培养，24－48h 换液、传代 1 次。
1. 2. 2 MTT 法检测细胞增殖抑制率 收集对数生长

期的 MCF－7 细胞并调细胞浓度至 5xl04 个 /ml 接种

于 96 孔培养板，每孔加 100μl 细胞悬液，置于

37℃、5 % CO2 培养箱内培养 24 h 后给药。实验

设药物处理组、阴性对照组、空白对照: 药物处理

组每孔加入 100μlFTY720 溶液使其终浓度分别达

到 400、800、1600、3200、6400ng /ml，阴性对照

组不加药物，空白对照不加细胞只加 RMPI1640 培

养液，各浓度组均设 3 复孔，37℃、5 % CO2 培养

箱培养 48h，每孔加入 5 mg /ml MTT10μl ，继续孵

育 4h 后，弃上清液，加入 150μlDMSO，轻轻振荡

10 分钟，待蓝紫色结晶物完全溶解，于 570nm 波

长处在酶标仪上测吸光度值 ( OD 值) ，求平均

值，计算药物对细胞生长增殖的抑制率。细胞生长

抑制率= ( 1－药物处理组 OD 值 /阴性对照组 OD
值) x100%。
1. 2. 3 瑞士－姬姆萨染色观察细胞形态 取对数生长

期细胞接种于铺有盖玻片的 6 孔培养板，加入

FTY720，同时设阴性对照，药物终浓度分别为

800、1600、3200ng /ml，作用 48h，取片风干，滴

加无水乙醇待干，加瑞士－姬姆萨染液染色 30 秒，

PBS 作用 2 分钟，洗去染液，无水乙醇固定，晾

干、封片，镜检拍照。
1. 2. 4 流式细胞仪检测细胞周期及凋亡 取对数生

长期细胞给药，同时设阴性对照，FTY720 终浓度

分别为 800、1600、3200ng /ml，作用细胞 48h 后收

集细胞，调整细胞浓度为 1×106
个 /ml。以 1000r /

min 离心 5min 弃上清，PBS 洗涤 2 次，70%乙醇

4℃ 固定过夜，以 50μg /ml 的 PI37℃ 避光染色

30min，用流式细胞仪检测细胞周期及凋亡。
1. 3 统计学方法 用 SPSS 统计软件对结果进行分

析，实验数据取均数±标准差表示，采用方差分析

和 t 检验。
2 结 果

2. 1 细胞增殖抑制率 MTT 法检测显示，浓度为

400、800、1600、3200、6400ng /ml 的 FTY720 作

用 48 小时后，对 MCF－7 细胞的增殖均有一定程度
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抑 制 作 用，抑 制 率 分 别 为 12. 2%、 23. 8%、
26. 9%、36. 3%、62. 0%，呈浓度依赖性。与 400
ng /ml 组相比，1600 ng /ml 和 6400ng /ml 组 P ＜
0. 05，组间有显著差异。( 表 1)

表 1 FTY－720 对体外培养 MCF－7 细胞的抑制作用 (x±S)

药物浓度 48 小时抑制率 ( %)

400ng /ml 12. 2±0. 022

800 ng /ml 23. 8±0. 058

1600 ng /ml 26. 9±0. 034*

3200 ng /ml 36. 3±0. 025

6400 ng /ml 62. 0±0. 028*

注: 与 400ng /ml 组相比，* P＜0. 05

2. 2 细胞形态 镜下可见 FTY720 作用 48 小时的

MCF－7 细胞染色质浓缩、分割成块状，细胞膜完

整但胞浆出现发泡现象，大部分细胞发生凋亡。
( 图 1)

A1 对照组 A2 800 ng/ml 组

图 1 FTY-720 对 MCF-7 细胞形态影响

A3 1600 ng/ml 组 A4 3200 ng/ml 组

2. 3 细胞周期及凋亡 分别用 800、1600、3200ng /
ml 的 FTY720 作用 MCF－7 细胞 48h，经流式细胞

仪检测分析显示，与对照组相比，随药物浓度增

加，实验组处于 G1 期的细胞逐渐增多，S 期细胞

明显减少，表明 FTY720 可将其细胞周期阻滞于

G1 期; 细胞凋亡率也较对照组明显增加，P＜0. 05
( 表 2) 。
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表 2 FTY－720 对 MCF－7 细胞周期及凋亡的影响 (x±S)

药物浓度 G1 期 ( %) S 期 ( %) G2 期 ( %) 凋亡率 ( %)

对照组 57. 5±0. 021 30. 6±0. 031 11. 9±0. 012 4. 22±0. 015

800 ng /ml 60. 8±0. 018 21. 5±0. 026 17. 7±0. 034 5. 64±0. 009*

1600 ng /ml 66. 3±0. 032 20. 3±0. 011 13. 4±0. 013 5. 46±0. 002*

3200 ng /ml 67. 2±0. 022 19. 6±0. 042 13. 2±0. 009 6. 86±0. 012*

注: 与对照组相比，* P＜0. 05

3 讨 论

恶性肿瘤严重威胁着人类的健康和生命，近些

年，运用中草药治疗恶性肿瘤，越来越被广大学者

和患者接受，是治疗恶性肿瘤的有效手段之一。临

床实验证明，中草药有较好抗肿瘤作用，无明显毒

副作用，不仅对化、放疗起到减毒、增敏、增效的

效应，而且能预防肿瘤的复发及转移。FTY720，
是将传统中药冬虫夏草抽提物中的成分 ISP －1 进

行结构改造而成的新物质，因由日本的 Fujita 教授

( Taito 公司) 和 Yoshitomi 药品公司共同研制成功

而得名
［1］。

目前，FTY720 的抗肿瘤作用已引起研究者的

关注。有实验证实，FTY720 能诱 导 HL － 60、
Jurkat、实体膀胱肿瘤细胞、人胰腺癌等多种肿瘤

细胞系凋亡
［2－4］。

本研究以人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞为研究对

象，旨在初步探讨不同浓度 FTY720 对体外培养肿

瘤细胞增殖抑制及凋亡的影响。本实验结果发现，

FTY720 浓度为 6400ng /ml 时，体外培养 MCF－7 细

胞的增殖受到显著抑制 ( P＜0. 05) ，抑制作用基本

呈剂量依赖性。在此实验基础上，我们进行了细胞

形态观察及细胞周期的检测，将不同浓度 FTY720
作用 48 小时的 MCF－7 进行瑞士－吉姆萨染色后，

与对照组相比，镜下观察可见明显的凋亡细胞形

态，实验组细胞变小，胞浆中出现明显发泡现象，

胞膜完整，而且细胞染色质浓缩、分割成块状。流

式细胞仪检测结果显示，随着 FTY720 浓度增大，

MCF－7 细胞处于 G1 期的比例逐渐增多，S 期细胞

逐渐减少，细胞凋亡率也随之增大，说明该肿瘤细

胞 DNA 合成受到了抑制，表明 FTY720 可诱导

MCF－ 7 肿瘤发生凋亡，且这种作用存在剂量依

赖性。
本研究结果显示，一定浓度的中药制剂

FTY720 可抑制体外培养 MCF－7 细胞的增殖，诱导

该肿瘤细胞凋亡，这为进一步研究其抗肿瘤作用提

供了一定的实验依据，同时，预示着 FTY720 作为

肿瘤治疗药物有着良好的应用前景。
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Survivin 及 P16 在分化型甲状腺癌中的表达及意义

朱莉 甘卉 宋晓环

( 长春医学高等专科学校 吉林长春 130031)

摘 要 目的: 检测 Survivin、P16 在分化型甲状腺癌中的表达，探讨其表达的意义。方法: 采用 SP 法，检测 50 例

分化型甲状腺癌中 Survivin、P16 的表达。结果: 甲状腺癌中 Survivin 阳性表达 33 例 ( 66. 0%) ，P16 阳性表达 18 例

( 36. 0%) ，其表达均与分化型甲状腺癌组织学分型无关 ( p＞0. 05) ; Survivin 阳性表达与癌组织分化程度、临床分期和淋巴

结转移有关 ( p＜0. 05) ; 而 P16 阳性表达仅与癌组织的分化程度、淋巴结转移有关 ( p＜0. 05) 。结论: Survivin 的高表达、
P16 的缺失表达在甲状腺癌中普遍存在，并与甲状腺癌恶性进展和预后不良有关。

关键字 Survivin P16 分化型甲状腺癌 SP 法

甲状腺癌是最常见的头颈部及内分泌系统恶性

肿瘤，好发于女性，据统计其发病率以每年 3%的

速度递增
［1］。Survivin 又称生存蛋白或生存素，是

凋亡抑制家族成员之一，是迄今发现最强的凋亡抑

制因子; P16 是一种重要的抑癌基因，其表达产物

P16 蛋白对细胞生长起负调控作用。本研究采用免

疫组织化学 SP 法检测 50 例分化型甲状腺癌中 Sur-
vivin、P16 的表达，探讨其表达的意义，以其为临

床判定甲状腺癌的生物学行为提供参考。
1 材料与方法

1. 1 标本来源 收集 2008 年至 2011 年我校第一、第

二附属医院收治的有完整病史资料的手术切除的甲

状腺癌石蜡包埋标本 50 例。按 WHO 肿瘤组织学

分级和分类标准进行划分: 其中乳头状癌 24 例，

滤泡癌 26 例。
1. 2 方法 标本常规甲醛固定，石蜡包埋，制成

4μm 切片。兔抗人 Survivin 多克隆抗体、鼠抗人

P16 单克隆抗体、SP 试剂盒及 DAB 显色试剂盒均

购自北京中杉金桥生物技术有限公司。采用 SP 染

色方法，具体步骤严格按试剂盒上的说明进行。
DAB 发色。以 PBS 缓冲液代替一抗做阴性对照，

用已知的 Survivin、P16 阳性的卵巢癌病理切片作

阳性对照。
1. 3 结果判定 以细胞内出现棕黄色颗粒为阳性判

断标准。阳性细胞≥10%为阳性表达，无阳性细胞

或阳性细胞＜10%为阴性表达。
1. 4 统计学处理 所有实验数据用 SPSS11. 5 统计软

件进行处理，行 x2 检验，p ＜ 0. 05 为差异有显

著性。
2 结果

2. 1 Survivin、P16 在分化型甲状腺癌中的表达见

表 1
50 例甲状腺癌组织中 Survivin 阳性表达 33 例 ( 占

66. 0%) ，癌细胞胞质内出现棕黄色颗粒，呈片状

分布; P16 阳性表达 18 例 ( 占 36. 0%) ，癌细胞胞

核及胞质中出现棕黄色颗粒，呈片状、颗粒状

分布。

表 1 Survivin、P16 在分化型甲状腺癌中的表达

例数
Survivin P16

+ 阳性率 ( %) + 阳性率 ( %)

甲状腺癌 50 33 66. 0 18 36. 0

2. 2 Survivin、P16 的表达与分化型甲状腺癌临床病理特点的关系见表 2
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表 2 Survivin、P16 的表达与分化型甲状腺癌临床病理特点的关系

项目 例数

Survivin

+
阳性阳

性率 ( %)

p

P16

+ 阳性率 ( %)
p

组织学类型
乳头状癌 24 15 62. 5

滤泡癌 26 18 69. 2
＞0. 05

9 37. 5

9 34. 6
＞0. 05

分化程度
高中分化 22 9 40. 9

低分化 28 24 85. 7
＜0. 05

1 3 59. 1

5 17. 9
＜0. 05

临床分期
Ⅰ－Ⅱ期 20 8 40. 0

Ⅲ－Ⅳ期 30 25 83. 3
＜0. 05

10 50. 0

8 26. 7
＞0. 05

淋巴结转移
无 19 7 36. 8

有 31 26 83. 9
＜0. 05

12 63. 2

6 19. 4
0. 05

3 讨 论

甲状腺癌是一种多因素起源的癌基因与抑癌基

因相互失衡导致的疾病，Survivin、P16 均为肿瘤

相关基因，它们的异常表达在甲状腺癌的发生发展

中发挥着重要作用。
3. 1 Survivin 在分化型甲状腺癌组织中的表达特点

及意义

Survivin ( SVV) 又称生存蛋白或生存素，是

Altieri 等［2］
在 1997 年发现的 IA P 家族的新成员。

Survivin 定位于人类染色体 17q25，因其分子量小

且对凋亡的抑制作用强而备受关注。研究已经发

现，Survivin 对细胞有丝分裂及细胞凋亡有特异的

双重调控作用，它是正常胚胎细胞有丝分裂和细胞

增殖的必要条件; 但 Survivin 过度表达则失去了正

常增殖周期中凋亡 “开关”的限制，造成细胞增

殖与凋亡平衡打破，导致癌症的发生。
本研究结果显示，50 例甲状腺癌组织中

Survivin 阳性表达 33 例 ( 66. 0%) ; 在不同组织学

类型的甲状腺癌中 Survivin 的阳性表达无显著性差

异 ( p＞0. 05) ; 但随着甲状腺癌分化程度降低、临

床分期增高，Survivin 表达阳性率也增高 ( p＜0. 05
) ; 有淋巴结转移的 Survivin 表达阳性率 ( 83. 9%)

明显高于无淋巴结转移的 ( 36. 8%) ，差异具有显

著性 ( p＜0. 05 ) ，与王旭红
［3］、钱婀娜

［4］
等研究

结果一致。由此提示: Survivin 的高表达与甲状腺

癌的发生与发展密切相关: Survivin 高表达，意味

着甲状腺癌分化差、恶性程度高、有较高的侵袭性

和不良预后。Survivin 的高表达可作为临床甲状腺

癌早期诊断、恶性程度判定及预测预后的有用指标

之一。
3. 2 P16 在分化型甲状腺癌组织中的表达特点及

意义

P16 基因又称为多肿瘤抑制基因 ( MTS1) ，是

1994 年由美国 KambI5l 报道的一种新型抑癌基因，

其编码的 P16 蛋白可与 CyclinD1 竞争结合 CDK4 /
6，抑制 Rb 的磷酸化过程，从而抑制细胞的分裂

增殖，因此对细胞的生长起负调控作用。当 P16
由于基因变异导致表达的蛋白功能异常时，抑制作

用丧失，细胞异常分裂增殖并可导致肿瘤的形成和

发展。
本研究结果显示: 分化型甲状腺癌中 P16 阳

性表达率为 36. 0%，缺失表达率为 64. 0%; P16 在

不同组织学类型及不同临床分期的甲状腺癌组织中

的阳性表达无显著性差异 ( p＞0. 05) ; 而在低分化

甲状腺癌组织中，P16 的缺失表达较在高中分化甲

状腺癌组织中的高 ( p＜0. 05 ) ，与 Yane 等
［6］、唐

亚助
［7］

等研究结果相符; P16 在有淋巴结转移的甲

状腺癌组织中呈明显缺失表达 ( p＜0. 05 ) ，与赵

雪松等
［8］

研究结果相符。以上结果提示: P16 同样

也参与了甲状腺癌的发生和发展，并有可能成为甲

状腺癌转移和恶性进展评判的有用参考指标。
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胃癌中 β－连接素、P53 的表达及相关性研究

宋晓环
1

王忠超
1

陈娟
1

史忠新
2

( 1 长春医学高等专科学校 吉林长春 130031
2 北华大学附属医院 吉林吉林 130000 )

摘 要 目的: 探讨胃癌中 β－连接素、P53 的表达状态，分析其与临床病理参数的关系。方法: 运用免疫组化 SP 法

检测 45 例胃癌和 20 例正常胃粘膜中 β－连接素、P53 的表达。结果: β－连接素在 20 例正常胃粘膜 100%表达，45 例胃癌中

21 例 ( 46. 7%) 正常表达。胃癌中 β－连接素异常表达在病理学分级、浸润深度、淋巴结转移情况中有差异，差异具有统

计学意义 ( P＜0. 05) 。胃癌中 P53 阳性表达随分化程度降低、浸润深度增加及淋巴结转移而阳性强度增加，差异有统计学

意义 ( P＜0. 05) 。β－ 连接素异常表达与 P53 阳性表达间有差异，且与阳性表达强度呈正相关，差异有统计学意义 ( P＜
0. 01) 。β－连接素、P53 是胃癌侵袭、转移的有用的辅助指标。结论: β－连接素、P53 是影响胃癌发生发展的重要因素，

是对患者预后判断的重要指标。
关键字 P53 β－连接素 胃癌 侵袭 转移 预后 免疫

胃癌是我国消化道最常见的恶性肿瘤，好发年

龄为 40～60 岁，已成为严重威胁人民健康的主要

恶性肿瘤之一。本研究选择胃癌 45 例，运用免疫

组织化学 SP 法检测 β－连接素及 P53 基因的表达，

结合临床及病理形态学包括肿瘤的分级、浸润深度

及淋巴结转移情况等进行综合分析，并探讨其与胃

癌侵袭、转移间的关系，对指导肿瘤的切除和淋巴

结清扫范围有重要的实际价值。
1 材料及方法

1. 1 材料 选择 2009 年 4 月 ～2011 年 7 月间北华大

学附属医院病理科收治的有完整资料的胃癌患者手

术切除胃癌石蜡包埋组织标本 45 例，其中男 32
例，女 13 例，年龄 27 ～ 73 岁，平均年龄 46 岁。
所有患者术前均未行放疗和化疗。另取 20 例胃癌

切缘粘膜作为正常胃粘膜。标本经 10%福尔马林

固定，石蜡包埋切片 4um。按日本胃癌病理研究规

范分类: 高+中分化腺癌 23 例，低分化 22 例; 浸

润粘膜及粘膜下层 7 例，侵及肌层者 13 例，侵及

浆膜层及浆膜层以上者 25 例; 有淋巴结转移 27
例，无淋巴结转移 18 例。
1. 2 实验所用试剂及来源 β－连接素、鼠抗人 P53
单克隆抗体均购自北京中山生物技术有限公司。
1. 3 方法 采用免疫组织化学 SP 法检测: 石蜡包埋

组织切片常规脱蜡，水化后，经 3%过氧化氢处

理，微波抗原修复，其余染色步骤按试剂说明书进

行。苏木素轻度复染，二甲苯透明，中性树胶封

片，光镜观察。用磷酸盐缓冲液 ( PBS) 代替一抗

做阴性对照，结肠粘膜做阳性对照。
1. 4 结果判断 细胞核出现棕黄色颗粒定为阳性，

根据抗体在切片中阳性反应细胞的比例分为: 阳性

细胞数＜10%或完全消失的标记为 ( －) ，阳性细胞

数 10%～90% ( +) ; 阳性细胞数占＞90%的标记为

( ++ ) 。其中将 β－连接素标记 ( ++) 为与正常粘

膜上皮表达相同; 将标记 ( + ) / ( － ) 判断为表

达减弱或完全消失。
1. 5 统计学处理 对免疫组织化学分析结果进行 χ2

检验和精确概率法检验。
2 结果

2. 1 β－连接素表达与胃癌病理参数之间的关系 β－
连接素在 20 例正常胃粘膜中 100%表达，且定位于

细胞膜，在 45 例胃癌组织中 21 例 ( 46. 7%) 表达

正常，20 例 ( 44. 4%) 表 达 减 弱 ( + ) ，4 例

( 8. 9%) 表达丧失 ( －) 。多数癌组织 β－连接素表

达于胞浆或胞核内，细胞膜染色较少或消失。胃癌

高、中分化组 β－连接素的 ( ++) 表达明显高于低

分化组，差异具有统计学意义 ( P＜0. 05) ; 侵及粘

膜及粘膜下层组和侵及肌层组 β－连接素的 ( ++)
表达明显高于侵及浆膜层及浆膜层以上组，差异具

有统计学意义 ( P＜0. 05) ; 胃癌淋巴结转移组 β－
连接素的 ( ++) 的表达明显低于胃癌无淋巴结转

移组，差异显著 ( P＜0. 01) 。见表一。
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表一 β－连接素表达与胃癌病理参数之间的关系

类别 例数 β－连接素正常表达 ( ++) β－连接素异常表达 ( + /－)

分化程度高+中分化 23 16 7

低 分 化 22 5 17

浸润深度

粘膜及粘膜下层 7 6 1

肌 层 13 8 5

浆膜及浆膜以上 25 7 18

淋巴结转移

有 27 7 20

无 18 14 4

P＜0. 05，差异具有统计学意义

2. 2 P53 表达与胃癌病理参数之间的关系 P53
在正常胃粘膜组织中无阳性表达，在 45 例胃癌中

30 例 ( 66. 7%) 阳性表达，胃高、中分化腺癌组

与低分化组 P53 阳性表达间有差异，在胃癌中随

病理分化程度的降低，P53 阳性表达强度逐渐增

加，差异显著 ( P＜0. 01) ; 胃癌中 P53 阳性表达强

度与浸润深度间呈正相关，差异有统计学意义 ( P
＜0. 05) ; 胃癌中有、无淋巴结转移与 P53 阳性表

达强度的关系具有显著统计学意义 ( P＜0. 01) ; 见

表二。

表二 P53 表达与胃癌病理参数之间的关系

类别 例数
P53

— +

分化程度

高+中分化 23 12 11

低 分 化 22 3 19

浸润深度

粘膜及粘膜下层 7 5 2

肌 层 13 6 7

浆膜及浆膜以上 25 4 21

淋巴结转移

有 27 6 21

无 18 9 9

P＜0. 05，差异具有统计学意义

2. 3 β－连接素与 P53 间的关系 β－连接素异常表达与 P53 阳性表达强度间呈正相关，有显著统计学意义

( P＜0. 01) 。见表三。
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表三 β－连接素与 P53 间的关系

β－连接素表达 例数
P53

— +

正常表达 ( ++) 21 13 8

异常表达 ( + /－) 24 2 22

P＜0. 01，差异具有显著统计学意义

3 讨论

胃癌是人类最常见的恶性肿瘤之一，严重威胁

着人们的健康，具特有的生物学行为。其中肿瘤细

胞本身所具有的促进微血管增生、降解周围基质、
下调细胞间相互粘附性等功能是促进细胞增生、侵

袭和转移的基础; 其具有的侵袭、转移的恶性生物

学特性也是影响临床治疗效果和导致死亡的主要原

因，而这种恶性生物学特性的表达是依赖于多因素

影响和多基因调控的。
3. 1 浸润是恶性肿瘤主要的生物学特征之一。已知

E cadherin /catenin 在介导同型细胞间的黏附、抑制

肿瘤浸润中起重要作用，β－连接素是其中的关键

成分，其在肿瘤浸润过程中的作用已受到人们的普

遍关注。β－连接素是一种多功能的细胞内蛋白质，

它在细胞内分布的改变可反映其功能变化。一般认

为，β－连接素定位在细胞膜时参与细胞间的黏附，

一旦被降解或发生细胞核的转位后，则失去其黏附

功能
［1］。此外，当 β－连接素磷酸化障碍或 APC 基

因突变等因素导致 APC、GSK 3β和 Axin 蛋白质复

合物下调时，β－连接素不能降解，其在细胞质内

的含量增高而转位到细胞核中，则有可能参与细胞

的浸润甚至转移。关于 β－连接素与肿瘤浸润的关

系，已对胃、结直肠和胰腺等多种肿瘤组织中进行

了研究，但结果不尽一致。多数研究表明，细胞核

中 β cate nin 的表达与肿瘤的浸润密切相关。Wong
等

［2］
用免疫组化法检测了 60 例结直肠癌中 β－连接

素的表达，发现细胞核中 β－连接素的高表达与结

直肠上皮 细胞从正常上皮、息肉、腺瘤到癌的演

变过程具有相关性，并与淋巴结转移有关。龚玲玲

等
［3］

在宫颈癌的研究中也显示淋巴结转移组中 β－
连接素异常表达率明显高于无淋巴结转移组。Song
等

［4］
用同样方法检测了 60 例早期胃癌中 β－连接素

的表达，结果表明 β－连接素在核中的表达与肿瘤

的分化程度和浸润性有关。上述研究结果分别表明

细胞中 β－连接素的异常表达与肿瘤的发生、发展

过程以及肿瘤的浸润甚至转移均有关系。
本实验结果表明: β－连接素在正常胃粘膜中

100%表达于细胞膜上，细胞质或细胞核着色较浅

或不着色; 在胃癌中多为细胞核和细胞质着色，说

明胃癌组织中 β－连接素表达减弱的同时伴有结构

和功能紊乱，这与胃癌的浸润转移有关。β－连接

素 ( + + ) 表达与胃癌分化程度呈正相关 ( P ＜
0. 05) ，显示 β－连接素在调节细胞分化方面具有

重要作用; 另外我们研究显示，β－连接素的异常

表达与浸润深度、淋巴结转移及远处转移密切相

关，说明 E－钙粘蛋白－连结素复合体介导的细胞

间粘附功能下降可促进癌组织浸润和转移，其中 β
－连接素表达异常对胃癌浸润深度、淋巴结转移及

远处转移的影响更为重要。已有研究表明连接素对

E cadherin 功能的调节非常关键，即使 E cadherin
表达正常，如果连接素功能异常，E cadherin 仍无

法发挥其功能，表明 β－连接素表达减弱或消失，

有利于癌细胞的侵袭和转移。本实验结果初步提示

对肿瘤细胞核或细胞膜 /质中 β cate nin 含量的检

测，有助于分析胃癌细胞的生物学行为，并可能成

为判断肿瘤预后的指标之一。
3. 2 正常 ( 野生型) P53 蛋白由于其低水平表达及

半衰期短，免疫组化方法通常检测不到，而突变型

P53 蛋白稳定且半衰期长，故可用免疫组化方法检

测到，P53 蛋白阳性表达与突变在实质上具有相同

含义
［5］。本实验正是利用了突变型 P53 蛋白的这

个特点进行研究，实验结果表明，P53 阳性表达率

及阳性表达强度在胃癌病理学分级、浸润深度及

有、无淋巴结转移中均有差异，差异均有统计学意

义，P53 阳性及阳性表达强的患者其侵袭、转移能

力强，P53 可以作为胃癌侵袭、转移及预后预测的

有价值的指标之一。实验中，我们还对 P53 与 β－
连接素间的关系作了研究，结果发现，P53 阳性的

胃癌其 β－连接素的异常表达也增加，两者间呈正

相关。
综上所述 β－连接素异常表达及 P53 阳性表达

的患者，其与胃癌的组织学分级密切相关，且癌组

织侵袭与转移力增强，两者联合检测无疑会对胃癌

的预后有一个更为客观的预测。
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逍遥散提取液诱导乳腺癌 ( MCF－7) 细胞凋亡实验研究

张 虹

( 长春医学高等专科学校教务处 吉林长春 130031)

摘 要 目的: 研究逍遥散提取液诱导乳腺癌细胞凋亡的作用。方法: 应用形态学观察和流式细胞术等方法对逍遥散

提取液处理的人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞进行了检测和观察，并运用 caspase－3 抑制剂检测凋亡。结果: 逍遥散提取液处理

后 48h 细胞具有典型的凋亡形态特征; 用流式细胞仪测定细胞周期，可见明显的凋亡峰; caspase－3 抑制剂阻碍凋亡的发

生。结论: 逍遥散提取液可诱导人乳腺癌 ( MCF－7) 细胞发生凋亡，其诱导细胞凋亡的机制可能部分是通过 Caspase－3
途径。

关键字 逍遥散 乳腺癌 细胞凋亡 caspase－3

逍遥散是治疗多种妇科疾病的有效方剂，其对

乳腺癌亦有一定的疗效，但缺少实验研究资料的支

持，若能经实验方面证明其抑制乳腺癌的结果，既

可弥补此方面中医经验医学的不足，又可使逍遥散

在预防乳腺癌中发挥重要的作用。
1 实验材料

1. 1 细胞培养

人乳腺癌细胞系 ( MCF－7) ，由吉林省肿瘤研

究所提供，在含 10%胎牛血清 ( 杭州四季青生物

工程材料研究所) 的 DMEM 培养基，37℃，5%CO2

空气及饱和湿度条件下培养。以每 5×104
细胞 /瓶

接种，24h 换液 1 次并加入相应浓度的逍遥散提

取液。
1. 2 药物

逍遥散由柴胡、当归、芍药、白术、茯苓、各

30g、炙甘草 15g，煨姜、薄荷各 1g 组成。购自市

售药店，并经过严格鉴定。按上述组方取生药，加

蒸馏水回流提取 3 次，每次分别为 60 min、30
min、30 min，浓缩药液，再加入 DMEM 培养液稀

释，配成浓度为 1g /ml 药液。
1. 3 试剂

DMEM 培养基、四甲基偶氮唑盐 ( MTT ) 、
DMSO、RNase、PI 均为 Sigma 公司产品; 胰蛋白

酶为美国 GIBCO 公司产品; caspase － 3 抑制剂

( AC－DEVD－CHO) 为美国 BD 公司产品; 苏木精、
伊红和姬姆萨染液等由长春化学试剂采购供应站

产品。
2 实验方法

2. 1 形态学观察

2. 1. 1 光镜形态学观察 将细胞以 2×105
个 /孔接种

于含盖玻片的 6 孔板中，培养 24 h 后，实验组加

入含 2、5、10mg /ml 逍遥散提取液的培养液，阴

性对照组仅加培养液，每孔内液体终体积为 1. 5
ml。培养 72 h 后，取出细胞片，常规 HE 染色，光

学显微镜观察并记录。

细胞凋亡率 ( %) = 平均凋亡细胞数

100 个细胞
×100%

2. 1. 2 电镜形态学观察 细胞经逍遥散提取液处理

后，分别培养 12、16 和 24 h 后，消化，收集细胞

固定，染色，透射电子显微镜观察。
2. 2 FCM 检测细胞周期和细胞凋亡

按照常规方法用 PI 染色，流式细胞仪检测细

胞周期和凋亡
［1］。收集不同剂量逍遥散提取液作

用后 48 h 的 MCF－7 细胞，用 PBS 冲洗 2 次，加

RNase，37℃水浴 30 min 降解 RNA，再用 PBS 洗 2
次后，加 PI 染液，4℃避光反应 30 min。用 PBS 洗

涤后上机检测。用 FACScan 流式细胞仪 Cellfit 软件

收取细胞 ( 每个样品收集 2 × 105
个细胞 ) 测定

DNA 含量的变化。
2. 3 Ac－DEVD－CHO 对细胞凋亡影响测定

将细胞以 3×103
个 /孔接种于 96 孔板，培养

24 小时后，实验组先加入 1mg /ml 的 Ac－DEVD－
CHO 及其相应溶剂，阴性对照组和空白组加入培

养液，每组各设 4 个平行孔，培养 1 h 后，实验组

加入含 2、5、10mg /ml 逍遥散提取液的培养液，

每孔内液体终体积为 100μl。实验组分别培养 24、
48 和 72 h，每孔加入 MTT 溶液 ( 5mg /ml) 10 μl，
37℃继续孵育 4 h，弃上清，每孔加入 100 μl
DMSO 混匀，酶标仪 ( λ = 490nm) 测定光吸收值

( OD 值) ，计算细胞存活率。

细胞存活率 ( %) = 实验组 OD 值

对照组 OD 值
×100%
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3 结果

3. 1 形态学观察

受逍遥散提取液不同剂量作用的 MCF－ 7 细

胞，经 HE 染色，在光学显微镜下可以见到细胞缩

小，染色质被浓染，颜色加深，体积变小，胞膜完

整。透射电镜下可见染色质浓缩、边集; 凋亡小体

形成，凋亡细胞。

HE 染色后记录凋亡细胞数见表 1，实验组分

别同阴性对照组比较，均有显著性差异 ( P ＜
0. 05) ，各组间相比较也具有明显的差别。表明逍

遥散提取液具有诱导 MCF－7 细胞凋亡的作用，而

且随着药物浓度的增长，其诱导凋亡作用亦明显

增强。

表 1 逍遥散对 MCF－7 细胞凋亡的影响

组别 剂量 ( g /ml)
凋亡细胞数

( x±S)
细胞凋亡率 ( %)

阴性对照组 0 5. 25±1. 89 5. 25

逍遥散组

低剂量组 0. 002 25. 75±2. 99 25. 75

中剂量组 0. 005 39. 25±2. 21 39. 25

高剂量组 0. 010 47. 75±2. 21 47. 75

3. 2 流式细胞仪检测

不同浓度逍遥散作用细胞 48 h 后，均可见明显

的亚二倍体峰 ( 即凋亡峰) ，且随着逍遥散提取液

浓度增大，凋亡峰逐渐增高，即凋亡细胞比例增

加。逍遥散提取液 2 mg /ml、5 mg /ml、10 mg /ml
剂量组凋亡率分别为 1. 39%、3. 86%、20. 52%，阴

性对照组为 0. 53%，见图 1。

逍遥散提取液 0mg/ml 逍遥散提取液 2mg/ml

3. 3 Ac－DEVD－CHO 对细胞凋亡的抑制作用

由于 Caspase－3 抑制剂 Ac－DEVD－CHO 抑制

了细胞中 Caspase－3 的活性，细胞凋亡无法执行，

因此细胞免遭“死亡”，细胞生存率明显上升，见

表 2。可见逍遥散提取液诱导 MCF－7 细胞凋亡部

分是通过 Caspase－3 途径。
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