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丹参酮ⅡA对人胆管癌HCCC一9810细胞增殖及VEGF表达 

的影响 

周 军，郑 军，肖文波，刘益军 

(重庆医科大学附属第一医院肝胆外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察丹参酮1I A(Tanshinone II A)对人胆管癌HCCC一9810细胞增殖和血管内皮生长因子(Vascular endothelial 

growth fact0r，VEGF)表达的影响，探讨其可能抗肿瘤的作用机制。方法：体外培养人胆管癌 HCCC一9810细胞株，采用MTT比色 

法观察不同浓度和作用时间下丹参酮ⅡA对HCCC一9810细胞的增殖抑制情况；RT—PCR法检测细胞中VEGF mRNA的转录情 

况；Western blot法检测细胞内VEGF蛋白的表达。结果：低质量浓度丹参酮ⅡA(O．1 rag／L)对 HCCC一9810细胞增殖抑制作用不 

明显，但当质量浓度达到 0．25 mg／L以上时，则能显著抑制胆管癌细胞的增殖，其抑制效应随时间和浓度的增加呈逐渐增强，同 

时抑制癌细胞内VEGF mRNA的转录和VEGF蛋白的表达(P<0．01)。结论：丹参酮ⅡA在体外能显著抑制HCCC一9810细胞增 

殖，并能抑制 VEGF基因表达，提示这可能是其抗肿瘤的作用机制之一。 
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【Abstract]Objective：To observe the influence of Tanshinone II A on cell proliferation and vascular endothelial growth factor expression in 

human bile duct carcinoma cell line HCCC一9810，and to explore its possible anti-tumor mechanism ofaction．Methods：Human bile duct 

carcinoma HCCC一9810 cells were cultured in vitro and treated with tanshinoneⅡA．The cell proliferation was examined by the method of 

MTr；the transcriptions of VEGF mRNA were demonstrated by RT-PCR technique；Western blot was applied to examine the protein 

expression of VEGF．Results：Low—dose (0．1 mg／L)tanshinone II A has no significant inhibitory effect on cellular proliferation of 

HCCC一9810 cells．When the concentration exceeded O．25 mg／L．tanshinone II A significantly inhibited cellular proliferation in a time—and 

concentration-dependent manner，and down regulated the mRNA and protein expression ofVEGF(P<0．01)．Conclusion：Within a certain 

drug concentration．tanshinoneⅡA caninhibitthe proliferation ofHCCC-9810 cells and play apotential roleininhibiting angiogenesis by 

down-regulating the expression of VEGF． 
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丹参酮ⅡA(Tanshinone II A)是从中药丹参中提取的有 

效成分，具有天然的抗氧化作用。近年来研究表明，丹参酮 Ⅱ 

A对多种肿瘤细胞具有生长抑制、诱导凋亡作用 ，本研究 

采用不同质量浓度的丹参酮 ⅡA作用于人胆管癌 HC— 

CC一9810细胞株，通过 Mrrr法观察丹参酮ⅡA对胆管癌细 

胞的增殖抑制作用，并检测其对肿瘤细胞血管内皮生长因子 
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(Vascular endothelial growth factor，VEGF)表达的影响，以进一 

步探讨丹参酮ⅡA抗肿瘤的有关机制，为临床应用提供理论 

依据。 

1 材料与方法 

1．1 材料 

人胆管癌 HCCC一9810细胞株购 自中科院上海生命科学 

研究院细胞库；丹参酮 ⅡA系由中国药品鉴定所提供的化学 
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标准品，用二甲亚砜(DMSO)溶解，40C冷藏备用；细胞培养液 

RPMI1640(GIBCO公司)；小牛血清(杭州四季青公司)；噻唑 

蓝(MTr)、DMSO(Sigma公司 )；兔抗人 VEGF单克隆抗体 

(碧云天公司)；RNA提取试剂 TRIZOL及 2 X Taq PCR Mas 

terMix(~t京天根生化科技公司)；RT试剂盒(TOYOBO公司)； 

x一光胶片(柯达公司)；滤纸(Whatman公司)；PVDF膜(Mil— 

lipore公司)；显影液 、定影液(上海冠龙化学发光试剂 Shine— 

Gene公司)；预染蛋白marker(Fermentas)；HRP二抗 、内参一 

抗(南京金思特公司)。人胆管癌细胞株 HCCC一9810培养于 

含 10％／b牛血清的 RPMI1640培养液 ，置于 37℃、CO 体积 

分数为 5％培养箱中培养。1-2 d换液，3～4 d传代 1次，实验 

时选用对数生长期细胞。 

1．2 方法 

1．2．1 MTT比色法检测 将 HCCC一9810细胞密度调整为 

1．0 X 10 个／ml，接种 于 96孔培养板中 ，每孔 200 tL1，置于 

37~(2、CO 体积分数为 5％培养箱中培养。实验设空白对照 

组 、细胞对照组(对照组)和实验组。待细胞贴壁后于实验组 

加人丹参酮ⅡA，使其质量浓度分别为0．1、0．25、0．5、1．0mg／L 

4个浓度组，空白对照组为只加培养液，不加细胞，每组 5个 

复孑L。分别培养 24、48 h及 72 h后，每孑L加入 M1Tr(5 mg／m1) 

20 l，继续培养4 h后，吸去培养液，每孔加入二甲基亚砜50 

1，用酶标仪测 定 570 nm波长处吸光度(A)值。每组实验重 

复 3次，取均值。计算细胞抑制率，细胞抑制率=(1一实验组 

A值／细胞对照组 A值)×100％。 

1．2．2 RT—PCR法检测 VEGF mRNA表达 丹参 酮 ⅡA 

(0．25、0．5 mg／L和 1．0 mg／L)处理 HCCC一9810细胞 48 h后 ， 

用 Trizol提取细胞总 RNA，各样本取 5 LLg总 RNA，按 RT试 

剂盒说明书进行 cDNA合成，取 2 ul RT产物进行 PCR反应。 

引物序列如下：VEGF：上游引物 5’一TTGcTGcTcTAcCTccA 

C一3’，下游弓I物 5’一AATGC3q~FCTCCGCTCTG一3’；B—actin 

(内参照 )：上游引物 5’一ccATGTAcGTTGc．rATccAGG一3’， 

下游引物：5’一TCTCC1TrAATGTCACGCACGA一3’(上海生工 

生物工程技术服务有限公司合成)，扩增产物分别为：417 bp 

和252 bp。PCR扩增体系25 l，反应条件为：94℃预变性 3 

rain，94℃变性 30 S，60℃退火 45 S，72℃延伸 30 S，循环 35 

次，终延伸72℃5 rain。PCR产物经 1．2％TAE琼脂糖凝胶电 

泳，紫外灯下观察并拍照。用凝胶成像分析系统分析结果， 

mRNA的相对表达量 =IOD值 目的基因 VEGF／IOD值内参照 

13一actin[积分光密度(Intergrated optical density，IOD)1。 

1．2．3 Western blot法检测 VEGF蛋白表达 丹参酮 ⅡA(0、 

0．25、0．5、1．0 mg／L)处理 HCCC一9810细胞，48 h后收集细胞， 

加入 300 ul蛋白裂解液，静置 5 rain，4℃，12 900 g，离心 l0 

min，取上清液 ，测定总蛋白浓度。取 4O g蛋 白行 10％聚丙 

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白，电泳结束后冲洗凝胶，蛋白转移 

到PVDF膜 ，5％脱脂奶粉封闭非特异性抗原后，加入 1：500 

稀释的 VEGF单克隆抗体 ，l：3 000稀释的 GAPDH为内参标 

准，温育 1．5 h，用 TBST清洗 3次，每次 10 rain。加入 1：5 000 

稀释的二抗 ，温育 1．5 h，用 TBST清洗 4次 ，每次 10 min。化 

学发光，显影 ，定影。对胶片进行扫描，然后用 UVP凝胶图象 

处理系统 ，Labworks4．6软件分析 目的条带的光密度值，将 

VEGF和 GAPDH比值作为蛋白相对表达水平。 

1．3 统计学处理 

应用统计软件包 SPSS1 6．0进行统计学分析，数据进行 

正态分布检验和方差齐性检验，所有数据以 ±s表示 ，多组 

均数间比较采用方差分析。以P<0．05为差异有统计学意义， 

以P<O．01为有显著统计学差异。 

2 结 果 

2．I 丹参酮ⅡA对胆管癌 HCCC一9810细胞的生长抑制作用 

不同质量浓度的丹参酮ⅡA(0．1、0．25、0．5mg／L和 1．0mg／L) 

作用不同时间(24、48 h和 72 h)，对 HCCC一9810细胞抑制效 

应见表 l、图 1。当药物浓度为0．1 mg／L时 ，与空白对照组比 

较，对细胞增殖抑制不明显 ，即使延长作用时间至 72 h，其抑 

制率仅为 13．69％，而质量浓度达0．25 mg／L及以上时丹参酮 

ⅡA对胆管癌 HCCC一9810细胞均呈明显的抑制作用，且呈 

时间和浓度依赖性，各浓度组与对照组之间的差异有统计学 

意义(P<0．01)。 

2．2 不同浓度丹参酮ⅡA对胆管癌 HCCC一9810细胞 VEGF 

mRNA表达的影响 

经半定量分析后发现，随着丹参酮 ⅡA浓度的增加，VEGF 

mRNA的表达呈现出相应的下降趋势(图 2，表 2)。对照组， 

0．25、0．5 mg／L和 1．0 mg／L丹参酮 ⅡA处理组 VEGF／B—actin 

光密度比值分别为0．819±0．026、0．642±O．017、0．534±0．026 

和 0．452±0．047。与对照组比较 ，丹参酮ⅡA各质量浓度组 

VEGF mRNA的表达均显著降低，组问差异具有显著统计学 

意义( 130．62，P<O．01)。 

表 1 不同浓度、不同时间丹参酮 Ä作用胆管癌 HCCC一9810细胞后的吸光度 =5) 
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辛伐他汀预处理对大鼠脊髓缺血再灌注损伤后炎症介质及 

NOS的影响 

安 民，刘丹彦，吴会生，雷 蕾 

(重庆医科大学附属第一医院麻醉科，重庆 400016) 

【摘要】目的：探讨辛伐他汀预处理对大鼠脊髓缺血再灌注损伤后肿瘤坏死因子 Turnerneetosisfactor一仅，TNF一0I)、自介素一10 

(1nterleukim一10，IL一10)、S-100蛋白以及一氧化氨合酶(Nitric oxide synthase，NOS)亚型的影响。方法：雄性 SD大鼠72只，随机 

分为假手术组(C组)，缺血再灌注损伤组(I／R组 )和辛伐他汀预处理组 (si组)(20mg／kg灌 胃，术前连续 3 d)，采用 Zivin改进法 

建立模型，造模成功后 ，分别在再灌注 6、12、24 h，取脊髓组织作 HE形态学染色 ；ELISA法测定组织 TNF— ，IL一10；应用免疫 

组化法检测脊髓 S-100蛋白；比色法检测组织 NOS各亚型以及测定 24 h内神经功能评分。结果：I／R组各时间点 TNF— 与 

S-100蛋白表达量呈显著正相关；与I／R组相比，si组形态学的损伤改变较轻；Si组能提高再灌注后 12、24 h神经功能评分，降 

低各时间点TNF— 含量及再灌注后 12、24 h S一100蛋白的表达，提高再灌注6、12 h结构型 NOS(Constituteive NOS，cNOS)活 

性，降低再灌注 12、24 h诱导型NOS(Inducible NOS，iNOS)活性，但 IL一10含量在再灌注24 h上升不如I／R组明显。结论：脊髓 

缺血再灌注损伤后 ，组织 S-100蛋白的表达与炎症反应具有一定相关性。辛伐他汀预先给药后，S-100蛋白的表达减少，脊髓缺 

血再灌注损伤减轻，神经功能得到改善，其机制可能与减少TNF一 的释放，上调eNOS表达，降低iNOS活性有关，但辛伐他汀 

不能通过增加IL一10的释放而发挥保护作用。 

【关键词】辛伐他汀；脊髓缺血再灌注损伤；肿瘤坏死因子；S-100；白介素一10；一氧化氨合酶 
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Effects of Simvastatin pretreatment on expression of inflammatory mediators 

and NOS in rats subjected to spinal cord ischemia-reperfusion injury 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of simvastatin pretreatment on expression of TNF—oL，S-100 protein，IL一10 and the 

subtypes of NOS in rats subjected to spinal cord ischemia—reperfusion injury．Methods：72 healthy male SD rats were randomly divided 
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