
 

7 J一 7 

B1BL!D：ISSN{g~53-9756 Acta Phammoologica Sirlica 中国药理学报 1997 sep；18(5)：471—4．74 

低分子量地黄多糖对 p53基因表达的影响 
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AIM ：To study the effect of low-molea．~ -weight 

R m删  glulinosa polysaccharides(LRPS)o11口53 

gene ．ME】【II[0l晦：The level ofp53 gene 

expression was detemained by quantitative  polymerase 

chain ugltction  and aatoradiogtaphy． Rl 】II1S：The 

levelsof n53 mRNA in Lewis hmg can。盯 tissl weIe 

0．46，1．52，1．48，and 1．60 respectively after,~line， 

LRPS20 and帅 nag‘kg一 ．and cyclophosphamide10 

nag‘kg一 ．whichweIethe effective dosesin．h~ tingthe 

growthof B．Hllortissue cells／n v／vo． LRPS markedly 

increased Ⅱ53 gene e~ 'ession． CONCLUSION： 

LRPS effect oD 53 gone a甲托 is 0 of the 

mgcll~mimlxq of anlitumor activity． 
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放射自显影术 

目的：研究低分子量地黄多糖(LRPS)对 p53基因 

表达的影响． 方法：利用定量 PCR的方法检测 

口53基因表达的水平． 结果：LRPS在最适抗肿瘤 

有效剂量20和40 mg·kgI1条件下，Lewis肺癌组 

织内p53基因的表达水平分别是 1．52和 1．48，对 

照组为 0．46，环磷酰胺组为 1．60． LRPS能使 

Lewis肺癌组织内 口53基因的表达明显增加 结 

论：LRPS对抗癌基因 p53表达的影响是其抗肿瘤 
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玄参科植物地黄的块根是滋阴补肾的中药， 

主要活性成份是地黄多糖，地黄多糖具有明显的 

肿瘤生长抑制作用 ． 在对地黄多糖抗肿瘤有 

效活性成份进行系统的追踪研究时发现，其中的 

低分子量地黄多糖(1ow-molecular-,,ceight Rehmann／a 

P／／／~／nosa polysaccharides，LRPS)不同于分子量近 2O 

万的地黄多糖，其分子量仅为1 000—2 000，对小 

鼠Lewis肺癌具有明显的生长抑制作用． 抗癌基 

因口53参于调控正常细胞及肿瘤细胞的生理活动， 

而且与肿瘤细胞形成，发展和死亡密切相关 l4J． 

本文旨在探讨LRPS的抗肿瘤作用与口53基因 

表达的关系． 

材料 C57小鼠，体重 l8一盟 g，旱，(2级，京动字 

8910M049号)，中国医学科学院肿瘤研究所提供；LRPS， 

主要由60％四糖和30％三糖组成，为本所提取分离；环 

磷酰胺(cycl~ )，上拇第 l2制药厂生产；Lewis 

肺癌细胞，中国医学科学院药物研究所提供；p53，13-ac~ 

引物，自行设计，为军事医学科学院放射医学研究所台 

成；总 RNA提取试剂盒，逆转录试剂盒 ，Taq DNA聚台酶 

(,5~00 U·L )，( (10mmol·L_。)，琼脂糖为 Promega公 

司产品；[ 弛e]dxn,(111 P丑 ·tool。。)为北京亚辉生物医 

学工程公司产品；丙烯酰胺 ，二次结晶，为 sen 公 司产 

品 

小鼠试验 在 ∞ 只小鼠右腋 sc接种肺癌细胞(2．5× 

l 个／鼠)，24 h后随机分成生理盐水对照组，LRPs∞ 和 

40 rI】g· 。。组，和环磷酰胺 lO rI】g·kg。。组 ，连续给药 8 d， 

到 d 9处死，在无 RNA酶的情况下取肿瘤 ，称重，置液氮 

中保存． 并计算抑瘤率，实验重复 2次． 

总 llNA提取 每组取液氨保存的肿瘤组织 0 5 g(每 

鼠取0 l g)置 50-mL离心管中，加预冷的异硫氰酸胍变性 

溶液6mL，匀浆 ．加 NaAc(2tool·L～，pH 4 0)0．6mL， 

酚一氯仿一异戊醇混台液 6mL，震荡，4℃，l0∞O g离心 

20 rnin． 吸取上清，加等容积异丙醇．一20℃放置 2 h以 

， o℃，10 0oO g离心 15mil1． 吸去上清 向沉淀中 

加 2 5fnL变性溶液．搅拌至 RNA溶解 加 NaAc(2 too1． 
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L ，DH 4 0)0．25 nil，酚．氯仿．异戊醇混合 液 2 nil，震 

荡，4 oC，10 000X g离心 20 min 上层水相转移到 lO-mL 

离心管中，加等容积异丙醇，一20℃放置 2 h 上，0 oC， 

10 O(3O g离心 15mill，以预冷的 75％乙醇 5 nil洗涤沉 

淀，并按前法离心． 吸去乙醇，在真空干燥器中干燥沉淀 

15mil1．用 0 5—2 nil无 RNA酵的水溶解沉淀，一∞ ℃保 

存备用；同时进行紫外定量，用甲醛变性电罚=鉴定 RNA的 

质量． 

引物设计 引物设计是 PCR成败的关键，只有当引物 

设计正确时．PCR产物才是高度特异性的． 根据文献报道 

的序列[0～，用 c,~ ey软件分别在 端和 端分别设计 

aetia和 D53引物，~-acti．上下游引物分别是：5’a盼I口c· 

5’AACGC Gn 心 GT ． 

G口’，合成片段长度为 506 bp 

5 CA(~'TA 

p53上下游引物分别是： 

TA3 ． 5’1Cr G 

TGA1nA113( GG3 ，合成片段长度为 405 bp． 设计 的 

引物用计算机进行引物之同以及引物与基因库之间同源性 

检验 经检验引物的内部无发夹结构 ，引物之间无二聚 

体形成，引物与基因库之间无非特异性同源区域 引物 

由军事医学科学院放射医学研究所台成 

逆转 录 反 应【7· 在 0．5 rnL Epp：nd0rf管 中加 人 

rRN~m(4 Xl07 u r L．1)0 5 mL，oIig。(at)15引物 (O．5 

g’L )lN-，总 RNA 2 ，M (25mrn~l’L’。)4N-，l0 

X逆转录缓冲液 2N-，AMv逆转录酶(2．5 Xl u·L|1) 

O．6N-，补加无 RNA酶的水至总反应容积为 20止 ，混匀， 

42℃反应 l h，95℃ 5 终止反应，冰浴 冷却 5 m．m， 

一 70℃保存 ． 

PcR条件的选择 取一样本的总 RNA逆转录混合物 

8 进行 PcR扩增，从第 2l循环起每间隔3个循环取样 

l0 L至第 36循环，产物进行 l0％聚丙烯酰瞎凝胶电泳． 

压片，放射 自显影，扫描，以 p53与 p-ac 吸收峰面积的 

比值对扩增循环数作图，选择最适的扩增 循环数． 取一 

样本的总 RNA0．25，0．5，l_0，2 0，4．0，8．0止 ，分别作 

模板进行 pcR扩增 ，产物进行 l0％聚丙烯酰胺凝肢电罚=， 

压片，放射 自显影，扫描，以 p53与 p-acdn吸收峰面霉!的 

比值对模板量作图，选择最适的模板量 

PcR反应【。一1ol 在 0 5ⅡIL I．d0ff管中依次加入 

灭菌水 32 5 ，l0x缓冲 蘸5 ，M 2(25珊瑚I·L- )4 

， 帅 (10瑚 ·L。。)l ，p53(2 5 衄ol·L_。)3 和 5 

端引物各 4止 ， ac (2 5 IT10卜LI1)3 和 端引物各 2 

， 逆转录产物 2止 ，TaqDNA聚合酶(5O00 U·L )0 25 

， [口 P],t~TP(1ll PBq·m0lI1)0 5 ，混匀 覆盖石 

腊油 5o L，稍加离心，95℃变性 3 mm． 设置反应程序： 

94℃变性 lm'n，55℃退火 lrain，72℃延伸 lrain30 s，周 

期为 29个循环，最后 72℃延伸 l0m_m 

PcR产物定量 PcR反应产物5 加 1．5 载样缓 

冲液， l XTBE为电泳缓冲液，在 l0％聚丙烯酰胺凝胶 

电泳上 100 V电泳 3—5 h，将聚丙烯酰胺凝胶与 x片进行 

压片．一7(】℃放置6—8 h 将 x光片显影、定影，簿层扫 

描仪扫描 然后计算 p53与 ac血 吸收峰面积的比值．比 

较各组间 p53／ ac曲 比值的大小． 

LRPS的抑瘤率 荷 Lewis肺癌小鼠给药 8 d 

后取肿瘤 ，秤重，计算抑瘤率． LRPS在最适有效 

剂量 20和 ∞ n1g·kg 时 的抑瘤率接近，约为 

46％，说明 LRPS有明显的抗肿瘤作用(Tab 1)． 

Tab1． 瑚 l loe 0f u tI-s∞  lunll∞ 。er摩  血  

蚰 dm  p63 社  蚰 ．m tl蛐 r． = l0 tImm  

血 sl】es 0f 5 n-joe． ±s． <0．01 吣 阻 

LRPS对 p53基因表达的影响 

1)总RNA的鉴定 本实验提取的 RNA经紫 

外测得 A260／A280及 A260／A230的比值分别 为 

1．8l及2．25，表明所提 RNA纯度高，污染低 ．从 

甲醛变性凝胶电泳上可清晰看到 船 s和 18 s两条 

带，其亮度之比为2：l，并隐约可见5 s条带．弥散 

的条带为 mRNA． 表明RNA带完整，没有降解． 

可作为逆转录反应的模板 ． 

2)P(1R奈件的选择 我们设了一个内对照 

(内标 ~-actin)，在同一反应管 内同时逆转录一P(1R 

扩增 p53和内对照 ac曲，并以二者的比值(p53／ 

~-actin)来衡量 pS3基因的表达水平． 扩增产物进 

行凝胶电泳(Fig 1)． 

pS3和 actin的扩增动力学相似 ，循环数小于 

33时，pS3基因表达水平与扩增循环数之间有很 

好的线性关系(Fig 2)；本实验选定 29作为实验的 

循环数 ． 

当模板量小于 4 时，与 p53／~-actin成线性 

关系(Fig 3)． 故本实验选定 2 uL(约 l腭 )作为 

实验的模板量． 

3)实验样本的检测结果 利用 RT-IC~'R技术 

和设定的两对引物，在上述选定 实验条件下，分 
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的抗癌基因，其表达产物的增多即意味着癌细胞 5 

活性的丧失，此外，p53基因是一个与程序性细胞 

死亡有密切关系的基因 。。 ． 从我们的上述实 6 

验结果推测，p53基因可能抑制与 Lewis肺癌细胞 

增殖相关的基因，激活与 Lewis肺癌细胞分化和程 
一  

序性细胞死亡相关的基因，最终使肿瘤的增殖停 

滞，或使肿瘤细胞 向正常细胞分化，或诱发肿瘤 8 

细胞的程序性细胞死亡，从而产生抗肿瘤作用 

总之，LRPS对抗癌基因p53表达的影响可能是其 。 

抗肿瘤作用的机制之一． 
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AI~[I To observethe eilect ofinWathecal ecfion of 
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R船牛．j。 
s0衄丑t0s协1jn(s唧 )ass0ciated wi山d既缸ⅨIa印咖lcnlle 

(EA)at“ ”p0jI1Is 0n c pml~n％pIessi0n of 

spi1la1∞Id In阳in l船 ． MUETHOD$： s wjm 

adjuvant althfi~ were used as Dain model and tbe 

7-珊．Ⅱke．ⅢL衄蚰聊ea 嘶 (HJ)was de船： 耐 by 

jm珊m0bis幻chenⅡs时 ． REsI】I ： 1k  c_， 

a【pIes咖 in由Jc。dby al吐 swa己fmmd aⅡ 

oftbe I—X 】脚lin蕾 oftbeipdlaleral s曲 I硎 of 

r如 ，缸d瑚 of也elabeled Usw盯e k 曲ed_m 也e 

I—II aDd V 一Ⅵ． S咖 aDdEA suppress— 

ed廿1e 加 ∞ Dn andtbeless即 ofFLI c 面 

廿1e spiⅡal c0Id． CONCLUSION：R曲d0l al pain 
following arthritis activated Dain sensitive n自卫DⅡs 

(PSN)and evoked c-fos目中Ie in spi1la1 cord， 
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