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增殖和凋亡的影响
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要"目的
!

研究曲格列酮对人胃癌细胞株
W=A0598

增殖和凋亡的影响$方法
!

将不同浓度"
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#的曲格列酮分别作用于人胃癌细胞株
W=A0598%5H

后!通过免疫细胞化学测定胃癌细胞中增殖细胞核抗原"

*A),

#表

达情况!并通过原位末端标记"

1e)[-

#法测定其凋亡率$结果
!

人胃癌细胞株
W=A0598

表达
*A),

强阳性!经曲格列酮作用

%5H

后!表达水平减弱$随曲格列酮浓度的递增!

*A),

表达逐步递减$同时
W=A0598

凋亡率随药物浓度增加而明显递增$结

论
!

曲格列酮能够抑制人胃癌细胞株
W=A0598

增殖和诱导其凋亡!其效应具有浓度依赖性$
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胃癌是消化系统最常见的恶性肿瘤之一#预后较差#病死

率位居中国恶性肿瘤首位'现有的治疗手段疗效不尽人意#因

此寻找胃癌新的治疗方法改善患者预后一直是消化病学和肿

瘤学界不断探索的课题'近年来#非细胞毒性药物在肿瘤治疗

中因其不良反应轻#疗效显著受到广泛关注(

'

)

'曲格列酮

$

E4C

L

M"E$VC#I

%作为其中之一#研究证实在多种组织及部位恶性

肿瘤的防治中具有一定应用前景'然而#其与胃癌的关系国内

鲜有报道'本研究将曲格列酮作用于人胃癌细胞株
W=A0598

$简称
5=A0598

细胞%#了解其对胃癌细胞增殖和凋亡的影响#

为寻求胃癌新的治疗方法提供实验依据'

?

!

材料与方法

?<?

!

主要材料
!

W=A0598

细胞系人低分化胃腺癌细胞#由四

川大学人类疾病相关多肽实验室惠赠'曲格列酮和胰蛋白酶

购自
("

L

O$

公司&

\*!/'?%&

培养基购自
/#T"E4C

L

I#

公司&新

生牛血清购自成都哈里生物公司&鼠抗人增殖细胞核抗原

$

*A),

%单克隆抗体*免疫组织化学染色试剂盒*浓缩型
.,W

试剂盒购自北京中杉金桥公司&细胞凋亡检测试剂盒购自

\CJHI

公司'

?<@

!

细胞培养
!

将
W=A0598

细胞置于含有
'&@

新生牛血清*

'&&e

"

O-

青霉素*

'&&e

"

O-

链霉素的
\*!/'?%&

培养基

中#在
A2

9

孵箱中于
87Z

*

6@A2

9

*饱和湿度的条件下孵育'

每
9

!

8

天传代
'

次'

?<A

!

接种*培养及干预细胞
!

取对数生长期细胞#

&<96@

胰

蛋白酶消化单层培养细胞#用含
'&@

新生牛血清的
\*!/

'?%&

培养液配成
5d'&

%

"

O-

的单个细胞悬液#滴加于含有爬

片的
9%

孔培养板中#使每孔爬片细胞接近
5d'&

% 个#将其放

入
A2

9

孵箱中孵育'

9%H

后更换培养液使其达到同步化'实

验分成
?

组#每组设
8

个复孔'分别加入
6

种不同浓度的曲格

列酮#终浓度依次为
&<6

*

'<&

*

6<&

*

'6<&

*

96<&

(
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'其分

别作用于
W=A0598

细胞#对照组不加药物#继续培养
%5H

'

?<B

!

从形态学角度观察细胞生长情况
!

用
2M

G

O

N

F+

倒置相

差显微镜观察不同浓度曲格列酮干预后的
W=A0598

细胞#对

其生长速度*细胞形态*悬浮细胞比例进行比较'

?<G

!

免疫细胞化学检测
*A),

表达
!

药物干预
%5H

后取出

细胞爬片#磷酸盐缓冲液$

N

HC+

N

H$EISFKKI4+$M"#I

#

*W(

%清洗
8

次#

%@

多聚甲醛固定
8&O"#

#免疫细胞化学染色方法参照
(*

免疫组织化学染色说明书'结果判定!

*A),

免疫细胞化学染

色阳性为棕黄色颗粒#定位于细胞核'其着色程度采用
-I"J$

图像采集系统进行半定量分析#以平均光密度值$

2.

%对结果

进行评价#细胞着色越浅#

2.

值越低'

?<Q

!

原位末端标记$

1e)[-

%法检测细胞凋亡
!

药物干预
%5

H

后取出细胞爬片#

*W(

清洗
8

次#

%@

预冷多聚甲醛固定
?&

O"#

#

8@R

9

2

9

甲醇溶液于室温下避光孵育
'&O"#

消除内源

性过氧化物酶活性#

*W(

清洗
8

次'配置
1e)[-

反应液#

-$0

SIM(CMFE"C#

和
[#V

G

OI(CMFE"C#

按
:l'

配成
1e)[-

反应液#

每张爬片滴加
'6

(

-

此反应液#于
87Z

孵箱中避光孵育
'H

#

58'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



*W(

清洗后滴加
'&

(

-AC#TI4EI40*2.

#

87 Z

孵箱中孵育

8&O"#

#

*W(

清洗后滴加约
6&

(

-

新鲜配制的
.,W

溶液#室温

显色'结果判定!光镜下#凋亡细胞的细胞核染色呈棕褐色'

凋亡率计算方法!高倍视野$

d%&&

%下#随机选择
'&

个视野#分

别计数
'&&

个肿瘤细胞内凋亡细胞数目(

9

)

'

凋亡率
;

$凋亡细胞数"总细胞数%

d'&&@

?<R

!

统计学处理
!

实验数据用
(*(('8<&

统计软件进行分

析#计量资料以
P ?̀

表示#采用
A

检验#以
!

&

&<&6

为差异有统

计学意义'

@

!

结
!!

果

@<?

!

曲格列酮干预后细胞形态学观察
!

未经药物干预的

W=A0598

细胞贴壁生长旺盛#细胞连接紧密#单个细胞轮廓分

明*核仁清楚*胞质丰富'经过曲格列酮处理
%5H

后#肿瘤细

胞附壁疏松*脱落#细胞间隙增大*胞膜皱缩*核仁模糊*细胞质

内空泡样变*细胞碎片增多'随着曲格列酮干预浓度的增加#

这种变化越发显著'

@<@

!

免疫细胞化学显示
*A),

表达情况
!

经免疫细胞化学染

色后#未加药物干预的空白对照组胃癌细胞核弥漫性表达棕黄

色颗粒#着色较深#

2.

值较高#为
&<58%̀ &<&'5

'而曲格列酮药

物干预
%5H

后各药物处理组肿瘤细胞核表达棕黄色颗粒较

少#着色较浅#

2.

值较低'且随着药物浓度的递升#核着色逐

渐变浅#

2.

值分别为
&<%7%`&<&%?

*

&<%?8`&<&??

*

&<9?5̀

&<&8%

*

&<'::̀ &<&'%

*

&<&79̀ &<&97

'不同浓度的曲格列酮组

*A),

的表达水平均明显低于对照组$

!

&

&<&6

%#见图
'

'

!!

"

!

!

&

&<&6

#与
&<&

(

OCM

"

-

比较'

图
'

!!

曲格列酮对
W=A0598

细胞
*A),

表达的影响

@<A

!

1e)[-

检测结果
!

对照组中仅有个别胃癌细胞显示出

凋亡迹象#核被染成棕褐色#凋亡率为
&<?`&<'7

'曲格列酮

干预
%5H

后#视野中的凋亡细胞明显增多'在
&<6

!

96<&

(

OCM

"

-

浓度范围内#随着曲格列酮浓度增高#肿瘤细胞凋亡率

递增#分别为$

9<?̀ &<6?

%

@

*$

8<'̀ &<8?

%

@

*$

?<9̀ '<&5

%

@

*

$

9'<'̀ 9<7'

%

@

*$

95<6`%<'?

%

@

#与
&<&

(

OCM

"

-

相比#差异

有统计学意义$

!

&

&<&6

%#见图
9

'

!!

"

!

!

&

&<&6

#与
&<&

(

OCM

"

-

比较'

图
9

!!

曲格列酮对
W=A0598

细胞凋亡率的

影响$

@

%

A

!

讨
!!

论

曲格列酮系噻唑烷二酮类化合物#最初作为胰岛素增敏剂

用于糖尿病研究'后来发现它不仅可以调节糖脂代谢#改善胰

岛素抵抗*控制血糖#还具有广泛的生物学活性#包括抗动脉粥

样硬化(

8

)

*抑制炎症反应(

%

)

*抗肿瘤等效应(

6

)

'本研究试图通

过曲格列酮作用于胃癌细胞#初步了解它对其生长调节的作

用#为胃癌生物治疗提供一定理论依据'

在胃癌发生*发展过程中#肿瘤细胞异常增殖#失去分化成

熟能力#凋亡减少而具有永生化趋向'针对这一特性#人们从

抑制瘤细胞增殖和诱导凋亡的途径寻找攻克肿瘤的有效方法'

本研究通过细胞形态学观察发现#曲格列酮能够明显影响胃癌

细胞活力#导致细胞增殖减慢#细胞形态受损'

*A),

为酸性

细胞周期蛋白#是
.),

聚合酶
*

的辅助因子#作为细胞增殖

周期中
.),

合成的必需蛋白#在
=

'

期表达逐渐增高#

(

期达

到高峰#

=

9

"

!

期迅速降低#可作为细胞周期中
(

期特异标记#

其含量多少反应了细胞增殖能力'由于肿瘤细胞增殖旺盛#

*A),

在许多肿瘤细胞或组织中均有明显表达#已被认为是一

种衡量肿瘤增殖能力和恶性程度的可靠指标'本研究采用免

疫细胞化学方法检测发现!胃癌细胞与其它肿瘤细胞一样#

*A),

表达呈强阳性'经曲格列酮作用后#

*A),

表达水平

下降#且与药物浓度呈负相关'说明胃癌细胞经曲格列酮处理

后增殖减慢#生长受抑#并表现出浓度依从性'因
*A),

系细

胞增殖周期所必需#也进一步说明曲格列酮对胃癌细胞的抗增

殖效应可能与它影响细胞周期进程有关'同时#本研究使用

1e)[-

即原位细胞凋亡检测技术了解胃癌细胞凋亡情况'

研究发现#对照组细胞爬片偶见极少着色的凋亡细胞#凋亡率

小于
'@

#随着曲格列酮浓度的增高#凋亡细胞逐渐增多#凋亡

率呈递增趋势#不同浓度曲格列酮组与对照组比较#差异有统

计学意义$

!

&

&<&6

%'说明曲格列酮在细胞水平诱导胃癌细

胞凋亡#其促凋亡效应亦具有浓度依从性'

本实验充分说明曲格列酮能够有效抑制
W=A0598

细胞增

殖和诱导其凋亡'但它如何发挥抗肿瘤的生物学活性目前尚

不完全清楚#可能与作用靶点有关#即与过氧化物酶增殖物激

活受体$

N

I4CU"+COI

N

CM"KI44$EC4$JE"T$EIB4IJI

N

EC4+

#

**,\+

%有

关(

?

)

'

**,\+

分为
'

#

%

和
&

8

种亚型#是一类由配体激活的核

转录因子#属于
#

型核受体超家族成员#主要功能是调节基因

转录'其中
**,\

&

生物学功能复杂#参与多种病理生理过

程'

($EC

等(

7

)报道#在高*中*低分化胃腺癌及伴有肠化的胃黏

膜组织中均发现有
**,\

&

不同程度表达'因此#在胃癌细胞

中曲格列酮可能作为配体与
**,\

&

结合发挥抗肿瘤效应'

另外#

$̂O$

L

FJH"

等(

5

)发现#作为
**,\

&

配体的噻唑烷二酮类

药物衍生物
!AA0666

在结肠癌细胞中能够以
**,\

&

非依赖

方式上调一种近年来新发现的抑癌基因...

),=0'

$

#C#+EI0

4C"B$M$#E"0"#KM$OO$EC4

G

B4F

L

0$JE"T$EIB

L

I#I

%表达(

:

)

'那么#同

样作为
**,\

&

配体的曲格列酮是否也存在相似的非
**,\

&

途径还不得而知#有待于今后的实验证实'

参考文献"

(

'

) 唐承薇
<

非细胞毒性药物治疗胃癌的研究进展(

a

)

<

中国

实用内科杂志#

9&&6

#

96

$

'9

%!

'&?90'&?8<

(

9

) 刘纯伦#唐承薇#周旭春#等
<

罗非昔布与奥曲肽联合应用

增强抑制人胃癌细胞株的生长(

a

)

<

基础医学与临床#

9&&%

#

9%

$

8

%!

977095'<

(

8

)

_"

D

Ya*

#

\$SIM"#Y1a</O

N

$JECKEH"$VCM"B"#IB"C#IEHI4$

NG

C#$EHI4C

L

I#I+"+

(

a

)

<AF44,EHI4C+JMI4\I

N

#

9&&6

#

7

$

6

%!

8?:087%<

!!!!!!!!!!!!!

$下转第
8'%9

页%

:8'8

重庆医学
9&''

年
''

月第
%&

卷第
8'

期



超过
7B

开始行高压氧治疗的疗效#提示高压氧治疗介入越

早#疗程越长#患者的神经功能和
,.-

的改善越好#与同类结

果相似'同时本研究结果也认为
7B

后行高压氧治疗#只要疗

程足够仍可部分改善患者神经功能和患者
,.-

能力'

脑电图对脑缺血*缺氧的变化比较敏感#脑电图异常与脑

缺血的程度有关#脑缺血越严重#脑细胞坏死*水肿就越严重#

脑电图改变就越明显'有研究表明脑梗死时病灶内血流量减

少#脑细胞发生不可逆坏死#而缺血半暗带的脑细胞处于存活

而功能丧失状态#高压氧治疗可以改善红细胞的刚性指数*聚

积指数*变形能力及血液黏稠度#使已形成而未破裂的动脉斑

块更稳定#对已破裂的动脉硬化斑块脱落导致梗死缺血灶的发

生和脑组织半暗区水肿带的扩散起到限制和预防作用(

'7

)

'本

研究也表明高压氧治疗介入时间越早#疗程越长#脑电图的改

善越明显'

本研究表明#脑梗死后及早行高压氧治疗可以有效改善患

者脑血管缺血状态#并提高患者神经功能*

,.-

&高压氧治疗

疗程越长#神经功能*

,.-

及脑缺血状态的改善就越明显'本

结果提示在脑梗死发生后越早行高压氧治疗#疗效越好#如能

在发病后
'9H

内行高压氧治疗#疗效最佳#

7B

后行高压氧治

疗仍有临床效果&如果不能及时行高压氧治疗#延长足够疗程

亦有效'
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