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"

3

干扰素和

!或#脂多糖对
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干扰素联合脂

多糖对白血病细胞增殖抑制及凋亡促进有协同增强作用&

关键词"髓系白血病$
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干扰素*
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+能够抑制肿瘤细胞的生长!

增加
CV

细胞以及其他免疫活性细胞的功能!具有广谱的抗肿

瘤活性!目前已被广泛应用于血液系统肿瘤的治疗(
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A+::

样

受体*

A+::3:,N?L?8?

;

E+L0
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A$50

+是一类介导天然免疫反应并

桥接或触发适应性免疫模式识别受体*
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细胞表达!而内毒素脂多糖 *
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为
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样受体的主要外源性配体!
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须与其受体
A$5)

结

合后通过信号转导的级联反应方能产生效应(

)
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"因此!
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干扰

素与
$_#

联合能否增强
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细胞的凋亡需要进一步研究"
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)报道
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干扰素联合
A+::

样受体激动剂如
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可

增强外周血单核细胞的凋亡,

GD=1

F
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)报道通过激活
A$5

信号转导途径可增强多种肿瘤细胞的凋亡"而
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干扰素联合

$_#

能否增强白血病细胞的凋亡国内未见报道"本研究旨在

体外研究
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干扰素联合脂多糖对白血病细胞增殖及凋亡有无

协同作用!为
A$5

配体作为佐剂的使用及协同
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干扰素在免

疫治疗白血病中开拓出一条新的思路"
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研究方法
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细胞传代培养
!

急性髓系白血病细胞株
d&.2
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G$"'

从外室引进后!常规离心弃上清液!复苏后的细胞在含体积分

数
('U

的加热灭活的胎牛血清*

('UJT#

+及
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青霉

素%
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F
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链霉素的
5_IS(")'

培养基中!置于
.2a

%饱

和湿度%体积分数为
6U

的
@̀

!

孵箱中培养!每
.

天更换培养

基并传代
(

次"本实验用的细胞均处于对数生长期"
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IAA

法检测
"
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干扰素联合脂多糖抑制白血病细胞增

殖的作用
!

根据处理细胞药物的不同将实验组分为单用
('''

D

'

>$
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干扰素组%单用
(''1

F

'

>$

脂多糖组!按上述剂量
(j

(

组成
"

3

干扰素联合脂多糖组共
.

组,对照组则为不加任何药

物处理细胞组"将实验组中的
d&.2

%

G$"'

细胞株
'-(>$

加

入
&"

孔平底培养板中!使细胞浓度为
6h('
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>$

!每组重复
4

孔!对照组加入等体积培养液!每孔最终体积为
!''

&
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"给药

后置
.2a

含
6U@̀

!

的培养箱中培养!每
.

天更换
(

次培养

液"在终止培养前
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每孔加入
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浓度为
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的
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!继续培养
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后!

!'''L
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离心
('>,1

!弃上清液!每

孔加
(6'

&

$RI#̀

终止培养!使结晶溶解"置酶联免疫检测

仪下测吸光度内值!计算其细胞生长抑制率*
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处理

组'
7

对照组+

h(''U

!如为对照组!则以第
(

孔为参照值!其

余孔与其对照即可"
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双染色流式细胞仪检测
"
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干扰素

联合脂多糖对白血病细胞凋亡的影响
!

实验分组同上!将人

d&.2

%

G$"'

细胞株
'-(>$

置于
('UJ@#

培养基中培养过

夜!调节细胞密度至
6h('

"

'

>$

!按实验分组再在含
('UJT#

的
5_IS(")'

的培养基中共同培育
!)<

后!收集细胞约
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('

6 个!用
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洗
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!避光孵育
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*浓
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+避光室温下孵育
(6>,1

!

T,1*,1

F

TDHH?L

洗涤%

重悬!立即用
J@I

检测!每个样品至少检测
(h('

6 个细胞"

对照组为不含任何药物的等体积培养液"利用
@?::QD?0E

功

能软件进行参数获取和数据分析"每组样品重复
.

次!取

均数"

!-#-$

!

流式细胞仪检测细胞周期
!

实验分组同上!将人

d&.2

%

G$"'

细胞株在无血清培养液培养
!)<

!使细胞生长周

期同步化!调节细胞密度至
(h('

"

'

>$

!按实验分组再在含

('UJT#

的
5_IS(")'

的培养基中共同培育
)4<

后!

"''

!

4''L

'

>,1

离心收集细胞!用
_T#

洗涤
!

次!

RC73_L?

;

0E=,1

染

液染色!用
J@I

检测!每份样品约
6'''

细胞!用
RC7 ID:E,

@

9

8:?

软件进行统计学拟合分析各组细胞周期时相"对照组为

不含任何药物的等体积培养液"每组样品重复
.

次!取均数"

!-$

!

统计学处理
!

应用
#_##(!-'

统计软件进行数据分析!

参数检验的计量资料以
Jg@

表示!多均数比较用单因素分析"

以
!

"

'-'6

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

各组对
d&.2

%

G$"'

细胞抑制率和凋亡率
!

不同药物与

白血病细胞株
d&.2

%

G$"'

作用
)4<

后的抑制率和凋亡率见

表
(

"从表
(

可知!实验组与对照组之间抑制率相比差异有统

计学意义*

Ki!')-"2

!

!i'

+"对照组中的
7I$

原代细胞凋

亡率为*

"-6.g(-.!

+

U

!实验组与对照组之间凋亡率差异有统

计学意义*

Ki)!-((

!

!

"

'-'6

+"事后经
$#R

分析&实验组中

各组的抑制率和凋亡率较对照组均明显提高*

!i'

+,实验组

中
"

3

干扰素联合脂多糖组与
"

3

干扰素%脂多糖组两组之间差异

均有统计学意义*

!i'

+!而
"

3

干扰素组与脂多糖组之间差异

无统计学意义*

!

%

'-(

+"

表
(

!!

各组
d&.2

%

G$"'

细胞的抑制率和凋亡率

!!!

比较#

Jg@

$

组别 抑制率 凋亡率

对照组
'-'2g'-'. '-'4g'-')

"

3

干扰素组
'-.2g'-'6

#'

'-.(g'-')

#('

脂多糖组
'-.'g'-'2

#'

'-!6g'-'6

('

"

3

干扰素联合脂多糖组
'-"&g'-')

#

'-6(g'-(.

(

!!

#

&

!i'

!

(

&

!

"

'-'6

!与对照组比较,

'

&

!i'

!与
"

3

干扰素联合脂

多糖组比较"

"-"

!

各组对
d&.2

%

G$"'

细胞周期的变化
!

各实验组中

d&.2

%

G$"'

细胞
\

(

期比例增加%

#

期和
\

!

期比例减少!而对

照组中
7I$

原代细胞
#

期比例偏高%

\

(

期和
\

!

期比例偏

少!见表
!

"各实验组中
\

(

期细胞与对照组之间差异有统计

学意义"事后经
$#R

分析发现实验组中各组的凋亡率较对照

组均明显提高*

!

"

'-'6

+,实验组中
"

3

干扰素联合脂多糖组与

"

3

干扰素%脂多糖组两组差异均有统计学意义*

!i'

+!

"

3

干扰

素组与脂多糖组差异有统计学意义*

!i'-'.

+"

表
!

!!

各组对
d&.2

%

G$"'

细胞周期的改变#

Jg@

&

U

$

组别
\

(

#

\

!

对照组
'-!.g'-') '-)"g'-') '-!!g'-'.

"

3

干扰素组
'-.)g'-'.

#

'-!)g'-'! '-!.g'-'.

脂多糖组
'-!&g'-'6

#

'-.2g'-'6 '-!(g'-'.

"

3

干扰素联合脂多糖组
'-)&g'-'6

#

'-!(g'-'. '-!!g'-'(

!!

#

&

!i'

!与对照组比较"

#

!

讨
!!

论

急性白血病的发生%发展是一个多基因%多步骤%多阶段的

复杂过程"细胞凋亡异常对白血病耐药性的产生至关重要"

因此!通过研究白血病凋亡机制%促进白血病细胞凋亡!可为白

血病的治疗提供新的方法"

"

3

干扰素已经广泛用于恶性血液病的治疗并均有显著效

果(

"

)

"其治疗急性白血病的机制主要是通过调节宿主免疫学

反应的活性作用或通过对肿瘤细胞增殖的直接抑制作用发挥

抗白血病效应(

2

)

"还可以通过调节凋亡调控因子的变化!如提

高肿瘤坏死因子的活性%激活
@=0

;

=0?

系统%调节白细胞介素

活性及改变凋亡调控基因的表达等多种途径诱导白血病细胞

凋亡(

43&

)

"本研究也证实了
"

3

干扰素组较对照组而言!能显著

地抑制白血病细胞株
d&.2

%

G$"'

的增殖!增加
\

(

期细胞的

比率!阻滞细胞于
\

'

'

\

(

期!

#

期细胞比例减少!诱导白血病细

胞凋亡率增加"

而
A$50

是介导天然免疫反应并桥接或触发适应性免

疫(

('3((

)

!有研究报道
A$5(

!

4

在急性髓系白血病*

7I$

+细胞

株
d&.2

细胞均有表达!且运用
A$54

受体激动剂
005C7)'

'

$

9

+Y?8

能显著抑制
d&.2

细胞增殖!阻滞细胞于
\

'

'

\

(

期!但

."(.

重庆医学
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年
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月第
.&

卷第
!.

期



无明显的促凋亡作用(

(!3(.

)

"本研究发现
(''1

F

'

>$

脂多糖较

对照组而言!能显著地抑制白血病细胞株
d&.2

%

G$"'

的增

殖!增加
\

(

期细胞的比率!阻滞细胞于
\

'

'

\

(

期!

#

期细胞比

例减少%细胞凋亡率增加"

"

3

干扰素与脂多糖均能抑制细胞增殖和促进细胞凋亡!本

研究中将两者以
(j(

处理白血病细胞株
d&.2

%

G$"'

!发现两

者联合后较单用其中一种!其白血病细胞的增殖抑制率%细胞

凋亡率及阻滞细胞周期均有显著提高*

!

"

'-'6

+"这与
I=13

HL?*

等(

)

)报道
"

3

干扰素联合脂多糖能明显增强白血病细胞的

凋亡相一致"其机制可能在脂多糖处理白血病细胞后启动

A+::

样受体发生级连反应!促发机体的免疫反应!增强
"

3

干扰

素的协同抗白血病效应"也可能是两者联合处理细胞后!激活

细胞内外多条信号通路!导致
@=0

;

=0?34

等活化进一步加强!

促进细胞外凋亡途径加强!并释放一些凋亡相关蛋白如
J=0

等

促发线粒体介导的细胞凋亡!从而进一步增强细胞凋亡(

()3(6

)

"

综上所述!

"

3

干扰素与脂多糖联合使用可协同增强抗白血

病作用!将为
SJC3

"

协同
A$5

激动剂或
A$5

配体佐剂的使用

为临床免疫治疗白血病提供坚实的理论依据"
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