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探讨姜黄素联合多烯紫杉醇对人前列腺癌
JK-5

细胞凋亡的影响及其作用机制&方法
"

将体外培养的
JK-5

细胞分为对照组!仅加培养基"(姜黄素组!
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]

姜黄素处理"(多烯紫杉醇组!
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多烯紫杉醇处理"及联合组

!

%6(

"

.1#

%

]

姜黄素与
86%3.1#

%

]

多烯紫杉醇联合处理"#作用
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&用流式细胞仪分析
JK-5

细胞凋亡率#逆转录聚合酶链反

应!

@!-JK@

"和
[":2"=3T#12

法分别检测
_7#-8

及
_/A.@C?

和蛋白的表达情况&结果
"

姜黄素和多烯紫杉醇均可诱导
JK-5

细

胞凋亡#二者联合用药组的细胞凋亡率明显高于单药组!
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及
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显示姜黄素和多烯紫杉醇都可明显

下调
_7#-8.@C?

和蛋白的表达率#而上调
_/A.@C?

和蛋白表达率#且联合组细胞
_/A

与
_7#-8

表达的改变更明显&结论
"

姜

黄素和多烯紫杉醇可能通过下调
_7#-8

#上调
_/A

的表达协同诱导
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细胞的凋亡&
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姜黄素%

7G=7G.03

&是中药姜黄的主要活性成分!是一种脂

溶性酚类色素!具有抗突变-抗炎和抗肿瘤等多种作用(

$-5

)

$多

烯紫杉醇是一种半合成紫杉醇衍生物!具有抗肿瘤血管形成和

诱导凋亡作用!是迄今疗效最强的抗癌药物之一!与紫杉醇相

比具有更强的微管蛋白亲和力和更长的细胞内停留时间%是紫

杉醇的
8

倍&!因此!它对肿瘤细胞的破坏力更强(

'
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$目前!姜

黄素与多烯紫杉醇联用对人前列腺癌
JK-5

细胞增殖和凋亡

影响的研究报道较少!本研究拟在观察姜黄素与多烯紫杉醇联

合对
JK-5

细胞体外生长的抑制作用和凋亡的诱导能力!初步

探讨其作用机制!旨在为临床化疗联合用药方案提供实验

依据$
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材料与方法
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细胞培养及药物处理
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人前列腺癌
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细胞%购自中科

院上海细胞库&在含
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胎牛血清的
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及饱和湿度条件下培养$多烯紫杉醇配成浓度为
$d

$(

b*

3..1

'

]

的原液!姜黄素配成浓度为
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的原
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保存!实验时分别用工作液稀释成不同浓度作用于

细胞$
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流式细胞仪分析
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取对数生长期的
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细胞经
(68%R

胰酶消化后!将细胞密度为
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% 个'
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的细胞接种于培养

瓶!待细胞贴壁后!将其分为对照组%仅加培养基&!姜黄素组
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紫杉醇联合处理&!分别作用
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!流式细胞仪检测细胞凋亡率$实验重复
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&分析
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取对数生长期
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细胞!细胞

分组同流式细胞检测部分!分别作用
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扩增体系为
8%

"

]

!内含"%

$

&模板
7XC?$

"

]

#%

8

&上游引

物
(6%

"

]

#%

5

&下游引物
(6%

"

]

#%

'

&三磷酸脱氧核糖核苷

%

>"1A

H

-=0T13G7#"1:0>"2=0

B

;1:

B

;/2"

!

>C!J

&混合物
$86%

"

]

#

%

%

&

>>N

8

D$(6%

"

]

$扩增条件"

&'a

预变性
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变性
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!退火温度!即溶解温度见表
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个循环后
*8a
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琼脂糖凝胶

电泳!
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凝胶成像仪下用
kG/3202
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软件观察结果并

照相!以目的片段与内参
'
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片段的条带吸光度%
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T/37"
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&值的比值进行半定量分析$引物及反应条件见表
$

$

表
$
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R<8F8

$

R'&

引物序列及反应条件

基因 引物
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检测
_/A

及
_7#-8

的表达
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取对数生长期
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细胞!分组同前!作用
8';

$取总蛋白
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进行定量分

析!行
$8R

十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳%
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-
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抗体及内参
'
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抗体溶液!
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过夜!复温
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!将其

用含吐温
-8(

的
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缓冲液%
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&于室温摇床上洗
5

次!每次
$(.03

!再加入相应的第

二抗体溶液!

5*a

温育
8;

!

!_M!

室温摇床上洗
5

次!每次

$(.03

!凝胶成像系统显色$用
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H
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图像分软件分析

结果$
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统计学处理
"

应用
MJMM$*6(

软件进行统计分析!计量

资料采用
&Q3

表示!组间均数比较采用
.

检验!多组均数比较

采用单因素方差分析!以
B

#
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为差异有统计学意义$

D

"

结
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果
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"

流式细胞仪测细胞凋亡率
"

对照组-姜黄素组-多烯紫杉

醇组及联合组的
JK-5

细胞分别作用
8';

后!细胞凋亡率分别

为%

56(5Q(6'(

&
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-%

$86%$Q(6**

&

R

-%

$(6(%Q$655

&

R

及

%

$&65+Q$6$8

&

R

$姜黄素组和多烯紫杉醇组的细胞凋亡率与

对照组比较!明显升高%

B

#

(6(%

&!联合组细胞凋亡率明显高

于姜黄素组和多烯紫杉醇组%

B

#

(6(%

&!见图
$

$
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检测
R<8F8

及
R'&.@C?

表达水平的变化
"

@!-JK@

结果显示对照组-姜黄素组-多烯紫杉醇组及联合组

的
JK-5

细胞均有
R<8F8

及
R'&

表达!见图
8

-表
8

#单药组及联

合组细胞
R<8F8

的表达均较对照组细胞的表达减弱!且联合组

表达弱于单药组!差异有统计学意义%

B

#

(6(%

&#单药组及联

合组细胞
R'&

均较对照组细胞表达增强!且联合组表达强于

单药组!差异有统计学意义%

B

#

(6(%

&!见图
8

$
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左上"对照组#右上"姜黄素组#左下"多烯紫杉醇组#右下"联合组$

图
$

""

?33"A03

&

'
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流式细胞仪检测各组
JK-5

细胞的凋亡情况

""

P

"

XC? P/L"=

#

?

"对照组#

_

"姜黄素组#

K

"多烯紫杉醇组#

X

"联

合组$

图
8

""

@!-JK@

检测各组
JK-5

细胞
R<8F8

及

R'&.@C?

的表达

D6E

"

[":2"=3T#12

检测
_7#-8

及
_/A

蛋白表达水平的变化
"

对照组-姜黄素组-多烯紫杉醇组及联合组的
JK-5

细胞均有

_7#-8

及
_/A

蛋白表达!见图
5

-表
8

$与对照组相比!各用药组

_7#-8

蛋白表达水平下降!且联合组比单药组下降更明显%

B

#

(6(%

&$用药组
_/A

蛋白表达上升!且联合组比单药组上升更

明显%
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?

"对照组#

_

"姜黄素组#

K

"多烯紫杉醇组#

X

"联合组$

图
5

""

[":2"=3T#12

检测各组
JK-5

细胞
_7#-8

及
_/A

蛋白的表达

表
8
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各组
JK-5

细胞
_7#-8

及
_/A

的
.@C?

及蛋白表达

组别
_7#-8

.@C?

蛋白

_/A

.@C?

蛋白

对照组
(65(Q(6(5 (6'5Q(6($ (6(%Q(6(5 (6(&Q(6('

多烯紫杉醇组
(68$Q(6(8 (68+Q(6($ (6(*Q(6(5 (6$%Q(6(5

姜黄素组
(6$)Q(6(8 (68$Q(6(' (6$(Q(6(8 (6$&Q(6(%

联合组
(6$$Q(6($ (6$5Q(6(8 (6$5Q(6(' (65$Q(6(5

+5)

重庆医学
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年
5

月第
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卷第
*

期
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讨
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论

内分泌治疗是晚期前列腺癌最常用的方法!但对于预后较

差的雄激素非依赖前列腺癌%
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"3>"32
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=1:2/2"

7/37"=
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?IJK

&主要采用化学治疗%化疗&方法$临床上对于肿

瘤患者的化疗主要通过有效抑制肿瘤细胞增殖和诱导肿瘤细

胞凋亡!其效果受到化学药物疗效以及机体耐受力的限制!因

此!如何提高化疗药物的疗效!降低其毒性反应成为研究的方

向$多烯紫杉醇是一种新型广谱抗肿瘤药物!主要作用于微

管!微管是由微管蛋白聚合而成$微管蛋白则是由
(

和
'

两个

多肽亚单位所组成的相对分子质量为
$6(d$(

+ 的蛋白质(

%

)

$

多烯紫杉醇能加快微管蛋白聚合成微管的速度并延缓微管的

解聚作用!从而形成稳定的非功能性的微管束!使细胞被阻抑

于细胞周期的
E

8

和
P

时相!不能形成运动的纺锤体!从而抑

制有丝分裂和细胞增殖!导致肿瘤细胞死亡(

)

)

$多烯紫杉醇作

为一种疏水性的抗癌药物!对卵巢癌-肺癌及晚期乳腺癌等有

较强的抗癌功效(

*

)

$但单纯的化疗不仅毒性大-作用有限!而

且也容易发生耐药现象$因此!寻找一种更好的药物与多烯紫

杉醇联合应用以提高化疗疗效有重要意义$近年来姜黄素抗

肿瘤作用越来越受到人们的关注!它作为一种潜在的抗癌药物

应用于临床多种肿瘤的治疗!如结肠癌(

+-&

)

-头颈鳞状细胞

癌(

$(

)

-胰腺癌(

$$

)和骨肉瘤(

$8

)

$姜黄素的抗肿瘤作用已日益成

为研究的热点!它可能通过诱导肿瘤细胞的凋亡和分化!阻抑

细胞周期进程和细胞增殖!抑制肿瘤血管形成等机制来抑制肿

瘤生长(

$5

)

$本实验选取了化疗药物多烯紫杉醇联合姜黄素作

用于体外培养的
JK-5

细胞!结果发现这
8

种药均可诱导肿瘤

细胞凋亡!姜黄素和低剂量的多烯紫杉醇联合作用细胞时!细

胞凋亡率明显高于两药单用时的凋亡率$

R<8F8

基因家族是重要的凋亡调节基因!控制细胞凋亡的

内在线粒体通路(

$'

)

$该家族包括促凋亡蛋白及抗凋亡蛋白!

都含有至少一个高度保守的
_7#-8

同源结构域!抗凋亡蛋白

_7#-8

同源染色体%如
_7#-8

-

P7#-8

和
_7#-A]

&!都有同源结构域

$

#

'

(

$%

)

$促凋亡蛋白
_/A

和
_/L

都有
_N

结构域
$

#

5

和上

游的效应器
_N-5

蛋白%

_0>

和
_/>

&

(

$)

)

$

_7#-8

同源染色体的

抗凋亡功能是依靠其表面
_N$

-

8

和
5

结构域形成的疏水基!

吸引促凋亡蛋白
_N-5

结构域的
(

螺旋结构域而实现(

$*

)

$

_7#-A]

可抑制
_/A

活性和%或&阻止
_/A

的活化!其机制在人

类肿瘤的发生-发展中尤其重要!因为
_7#-A]

表达水平与大多

数化疗抵抗密切相关!而
_/A

对各种刺激的反应%包括对
_N-5

蛋白的凋亡反应&发挥非常关键的作用$

_/A

过表达已经证明

其可以促进细胞凋亡!然而抗细胞凋亡蛋白质%如
_7#-8

&的过

表达则可以抑制
_/A

所致的细胞凋亡$这样!

_7#-8

和
_/A

比

率就成为决定细胞是否发生凋亡的关键因素$

本实验采用
@!-JK@

及
[":2"=3T#12

方法检测了体外培

养
JK-5

细胞的
_7#-8

及
_/A

的
.@C?

和蛋白表达!发现单药

组和联合组与对照组相比!

_7#-8

表达量明显降低!

_/A

表达量

明显升高#而联合组
_7#-8

表达量与单药组相比!降低更明显!

联合组
_/A

表达量与单药组相比!升高更明显!差异具有统计

学意义%

B

#

(6(%

&$由此说明多烯紫杉醇和姜黄素均可抑制

R<8F8

基因表达!同时促进
R'&

和
R"9

基因表达!联合用药具

有协同作用$它可能为通过抑制
R<8F8.@C?

转录!促进
R'&

.@C?

转录!进而抑制
_7#-8

蛋白表达而促进
_/A

和
_0>

蛋白

表达!最终抑制
JK-5

细胞增殖!诱导其凋亡$

综上所述!姜黄素和多烯紫杉醇都能诱导
JK-5

细胞凋亡!

两药联用具有协同作用$其机制可能是抑制
R<8F8

基因表达!

同时上调
R'&

基因表达来促进凋亡的发生$本研究显示多烯

紫杉醇和姜黄素联合用药具有合理性!为进一步完善前列腺癌

的联合用药方案提供实验依据$

参考文献"

(

$

)

E12/eM

!

P/=GE_

!

M130!E

!

"2/#6M/<"2

H

/3>

B

;/=./71-

L03"207:1</:1#0>#0

B

0>7G=7G.03

B

/=207#"<1=.G#/201303

1:2"1:/=71./

B

/20"32:/3>;"/#2;

H

91#G32""=:

(

`

)

6̀ ?

4

=07

1̂1>K;".

!

8($(

!

%+

%

'

&"

8(&%-8(&&6

(

8

)

[/#2"=:XZ

!

PG<<@

!

]/3

4

:/._

!

"2/#6K

H

2121A07"<<"72:

1<7G=7G.03131:2"1:/=71./7"###03":

(

`

)

6I39":2C"F

X=G

4

:

!

8((+

!

8)

%

'

&"

8+&-8&*6

(

5

)

,

B

:2"03`

!

M/3>"=:13I@

!

P/7>13/#>!!6KG=7G.03/:/

2;"=/

B

"G207/

4

"32

"

2;""90>"37"<=1.03902=1

!

/30./#/3>

;G./3:2G>0":

(

`

)

6_=̀ CG2=

!

8($(

!

$(5

%

$$

&"

$%'%-$%%*6

(

'

)

E#0

4

1=19̀

!
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的表达水平随着缺氧信号的加强而呈现出一致的增高趋势!且

二者表达呈正相关$有关研究显示!

NÎ-$

(

可调控
'(

余种基

因的表达!诸如
PX@$

便是其调控的靶基因之一(

$%

)

!而
PX@$

基因编码产物
J-

糖蛋白%

J-

4

#

H

71

B

=12"03

!

J-EJ

&与
?_KE8

同

属
?_K

转运体家族!这就提示
?_KE8

是
NÎ-$

(

的下游目的

基因!

NÎ-$

(

可上调
?_KE8

的表达$为了证明这一假设!本

研究采用
NÎ-$

(

抑制剂
gK-$

干预
NÎ-$

(

的表达!发现随着

gK-$

浓度的增加!

NÎ-$

(

的表达水平逐渐下降!更重要的是!

?_KE8

的表达亦逐渐降低!这表明
?_KE8

是
NÎ-$

(

的相关

调控蛋白!缺氧对
?_KE8

的调控是通过
NÎ-$

(

的机制而实

现的$

综上所述!缺氧环境中!

MPPK-**8$

细胞
?_KE8

和
NÎ-

$

(

的表达上调!并随时间延长而增加!

gK-$

抑制
NÎ-$

(

后可

有效下调
?_KE8

的表达$本实验表明缺氧时
MPPK-**8$

细

胞生存及耐药的机制可能是通过缺氧诱导
NÎ-$

(

的表达而

实现!后者上调
?_KE8

的表达!增强了肿瘤细胞对缺氧环境

的适应能力及化疗抵抗能力$抑制
NÎ-$

(

-?_KE8

这一途径

有望成为治疗肝癌以及逆转肝癌患者耐药的治疗靶点$
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