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细胞增殖和诱导凋亡的分子作用机制%方法
!

采用实时荧光定量

P<V

法以及免疫组化法检测
Z5

对
+929

细胞凋亡相关以及细胞骨架相关的
D

细胞淋巴瘤因子
&

"

D3#:&

$&微管蛋白
%;

"

6gD;%;

$&咬合蛋白"

Z<+d

$的基因及蛋白表达的影响%结果
!

Z5

能显著抑制
+929

细胞增殖#可明显抑制
+929

细胞
D3#:&

的
4Vd;

以及蛋白的表达"

!

$

)')0

$!抑制
6gD;%;4Vd;

表达!同时上调
Z<+d

蛋白的表达!但并不能明显上调
Z<+d4V:

d;

的表达%结论
!

Z5

抑制
+929

细胞增殖!可能与下调
+929

细胞
D3#:&

&

6gD;%;

表达以及上调
Z<+d

表达有关%
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氧化苦参碱$

9E

U

4$@A>B"

#

Z5

&是豆科槐属植物苦参$

?+V

4

#+5$

7

:$D,>9,%>@*62

&)苦豆子$

?2@:+

4

,9(5+*;,>F2

&)广豆根

$

?2?(=

4

5+>65$6$1#(%

&等中草药的有效活性成分*体外和体

内实验研究已表明#

Z5

对多种肿瘤细胞均具有抑制细胞增

殖)诱导细胞凋亡的作用'

%:*

(

*以
Z5

为主要成分的注射液具

有明确的抗肿瘤作用#已广泛的应用于临床#但确切的分子机

制并不明确*因
Z5

可导致细胞形态及数量发生变化#作者

推测
Z5

的作用机制可能与影响肿瘤细胞凋亡及细胞骨架相

关基因及蛋白表达有关*本研究选择人结肠癌
+929

细胞为

研究对象#采用荧光定量
P<V

以及免疫组化法观察
Z5

对

+929

细胞
D

细胞淋巴瘤因子
&

$

D3#:&

&)微管蛋白
%;

$

@8C8#>B

$#

-

F$%;

#

6gD;%;

&)咬合蛋白$

933#8K>B

#

Z<+d

&等基因表达

的影响#为
Z5

在临床治疗上的应用提供实验依据*

@

!

材料与方法

@'@

!

试剂与仪器
!

+929

细胞为武汉中国生物品典藏中心保

存#氧化苦参碱购于陕西一星生物制剂公司#胎牛血清购于美

国
RBM>@A9

N

"B

公司#

Z<+d

抗体购于
;C394

公司#

D3#:&

抗体)

免疫组化试剂盒购于北京中衫金桥公司#

5Q5

培养液)

PDW

)

)'&0X

胰蛋白酶购于美国
RBM>@A9

N

"B

公司#

6VR/9#

购于
RB:

M>@A9

N

"B

公司#

PA>4"W3A>

-

@65V6A"$

N

"B@1>@

和
WjDVPA"4>E

QE6$

T

65

试剂购于大连
6$1$A$

公司#荧光定量
P<V

仪购于

;DR

公司#高速冷冻离心机购于
D"314$B

公司#

<Z

&

培养箱购

于
6F"A49

公司#倒置显微镜购于日本
dRfZd

公司#超净工作

台购于新加坡
QW<Z

公司*

@'A

!

实验方法

@'A'@

!

细胞培养与药物配制
!

人结肠癌
+929

细胞用含
%)X

胎牛血清的
5Q5

培养基$含
%))g

"

4+

青霉素和
%))g

"

4+

链霉素&#于
*H\

)饱和湿度)

0X<Z

&

培养箱中培养#细胞消化

采用
)'&0X

含
QY6;

胰蛋白酶*

Z5

采用无血清
5Q5

配制

成浓度为
&) 4

N

"

4+

储存液#

)'&&

#

4

一次性滤器过滤*

_&)\

避光保存备用*使用时配成终浓度为
&4

N

"

4+

*

@'A'A

!

实验分组
!

实时荧光定量
P<V

实验分
*

组#分别是!

空白对照组$不加任何药物&)高剂量
Z5

组$

&4

N

"

4+

&及

6d7:

(

组$

%))B

N

"

4+

&%免疫组化检测分为
*

组#分别是!空白

对照组$不加任何药物&)高剂量
Z5

组$

&4

N

"

4+

&及低剂量

Z5

组$

%4

N

"

4+

&*各组均在细胞培养
&(F

后加药#加药后

继续培养
&(F

或
(,F

#进行实验*

@'A'B

!

4Vd;

表达检测
!

每组设
*

个复孔#加药培养
&(F

后#弃去培养液#用预冷的
PDW

洗涤
%

次#弃去
PDW

后加入

%4+6VR/9#

并收集细胞#按说明书操作提取总
Vd;

#用紫外

分光光度计测定
&I)B4

及
&,)B4

处吸光度值$

;

&I)

)

;

&,)

&#计

算
Vd;

样品的纯度和浓度*按操作说明书合成
3Yd;

*

0),%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



表
%

!!

实验所用引物

引物名称 序列 扩增片段长度$

C

-

&

D3#:&

上游
0k:6[66[66<;;;<[[[;66<;:*k %0(

下游
0k:[[<6[[[<;<;666;<6[66:*k

Z<+d

上游
0k:<;<66<6;<;;;6[[;<<6<6<<6:*k %(J

下游
0k:<<6;<;<6;<<6<<6;;;;[[[;;[:*k

6gD;%;

上游
0k:[6<;6;[;6[[<<6<;66[6<6;<:*k %*J

下游
0k:<;;[<6[[;[66<6<6;666;<<<:*k

[;PY!

上游
0k:[[<<6<<;;[[;[6;;[;<<:*k %(H

下游
0k:;[[[[6<6;<;6[[<;;<6[:*k

按照
WjDVPA"4>EQE6$

T

65试剂说明进行实时荧光定量
P<V

反应#反应体系
&)

#

+

#扩增条件!

J0\*).

预变性#

J0\

变性

0.

#

I)\

退火
*(.

#

()

个循环#每份样品做复孔*

4Vd;

相对

表达量用比较
<@

值法计算#以看家基因
[;PY!

为内参#用看

家基因和靶基因
<@

值差$

%

<@

&计算靶基因相对看家基因

[;PY!

表达量'

%

"$

&

%

<@

&(#与空白对照组比较#计算其他各组

4Vd;

的相对表达量$

V$@>9

&*引物应用
RBM>@A9

N

"B

公司在线

软件
Z#>

N

9P"AO"3@

65

Y".>

N

B"A

设计#用
D+;W6

进行比对#由

RBM>@A9

N

"B

公司合成#实验用引物相关情况见表
%

*

@'A'C

!

免疫组化检测
!

按试剂盒说明书进行*

(X

多聚甲醛

固定细胞后自然吹干#加
%

"

&

滴
*X!

&

Z

&

去离子水孵育

%)4>B

#

PDW

洗
*

次#每次
&4>B

%将玻片吹干#每张玻片上滴加

%))

#

+]%

"

%))D3#:&

#

(\

冰箱孵育过夜%第
&

天取出#

PDW

洗
*

次#每次
&4>B

#加
P2:I)))*H\

孵育
*)4>B

#

PDW

洗
*

次#每

次
&4>B

%加
Y;D

显色#流水清洗#晾干%中性树胶固定%显微镜

观察拍照*显色为棕色颗粒时表示特异蛋白阳性表达*

@'B

!

统计学处理
!

特异基因
4Vd;

表达结果采用
6

检验#以

!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@

!

相关基因的特异性引物溶解曲线及扩增曲线
!

基因扩增

后#

D3#:&

)

Z<+d

)

6gD;%;

和
[;PY!

基因扩增产物的熔解

曲线)扩增曲线见图
%

)

&

*各基因扩增曲线均呈明显的
W

型曲

线#扩增产物的熔解曲线均为特异高尖的信号峰#说明扩增产

物单一#无非特异性扩增片段*

图
%

!!

各基因扩增产物的熔解曲线

图
&

!!

各基因扩增产物的扩增曲线

A'A

!

Z5

对
+929

细胞
D3#:&

)

Z<+d

)

6gD;%; 4Vd;

表达

的影响
!

加药培养
&(F

后#高剂量
Z5

组
D3#:&

)

6gD;%;

4Vd;

明显下调#与空白对照组比较#差异有统计学意义$

!

$

)')0

&%

Z<+d

有上调趋势#但与空白对照组相比#差异无统计

学意义$

!

(

)')0

&*

6d7:

(

组
D3#:&

)

Z<+d

)

6gD;%;4Vd;

表达的作用趋势与高剂量
Z5

组一致#但与空白对照组比较#

差异无统计学意义$

!

(

)')0

&*见表
&

*

表
&

!!

Z5

对
+929

细胞
D3#:&

(

Z<+d

(

6gD;%;4Vd;

!!!

表达的影响#

KG>

$

% *̂

%

组别
D3#:& Z<+d 6gD;%;

空白对照组
%'&,0G)'&&( %'J*G)'H&& %'%*0G)'%%I

高剂量
Z5

组
)'HJJG)'%*J

"

&'IIIG)',IJ )'I%IG)')&&

"

6d7:

(

组
%'))&G)')0( &'H,,G)'0%0 )'JJ,G)'%)(

!!

"

!

!

$

)')0

#与空白对照组相比*

A'B

!

Z5

对
D3#:&

蛋白表达的影响
!

D3#:&

主要表达于
+929

细胞的细胞质#空白对照组细胞数量较多#胞质内可见明显棕

色染色%加药培养
&(F

后#低剂量
Z5

组
+929

细胞数量明显

减少#与空白对照组比较#胞质内仅见浅黄棕色染色%高剂量

Z5

组仅见少量
+929

细胞留存#棕色颗粒表达明显下调*研

究结果表明
Z5

可明显下调
+929

细胞
D3#:&

蛋白的表达*见

封
&

图
*

*

A'C

!

Z5

对
Z<+d

蛋白表达的影响
!

选取高)低剂量
Z5

#分

别作用
+929

细胞
&(

)

(,F

#观察
Z5

对
Z<+d

蛋白表达的影

响#结果见封
&

图
(

及插
+

图
0

*

Z<+d

主要表达于
+929

细

胞膜上及胞质内*空白对照组
+929

细胞
Z<+d

表达较少*

加药培养
&(F

后#低剂量
Z5

组可见
Z<+d

表达明显增多#细

胞内棕色颗粒明显增多#染色加深%随着
Z5

剂量的加大#细

胞染色也逐渐加深*加药培养
(,F

后#高)低剂量
Z5

组细胞

数量相对于空白对照组明显减少#而细胞膜和细胞质内棕色颗

粒随剂量增加而逐渐增加*研究表明#

Z5

可明显上调
+929

细胞
Z<+d

蛋白的表达*

B

!

讨
!!

论

B'@

!

Z5

对
+929

细胞
D3#:&

基因及蛋白表达的影响
!

人的

D3#:&

基因是从大多数滤泡型非霍奇金
D

细胞淋巴瘤中分离获

得的*

%J,,

报道
D3#:&

基因可使细胞存活时间延长*

%JJ)

年

进一步确证
D3#:&

基因具有抗细胞凋亡的功能后#

D3#:&

基因作

为重要的凋亡抑制基因#在多种肿瘤中得到证实*近年来的研

究表明#

D3#:&

基因的异常表达#与肺癌的发生)发展)预后以及

I),%

重庆医学
&)%&

年
I

月第
(%

卷第
%,

期



肿瘤耐药密切相关'

(

(

*徐康等'

0

(发现羟喜树碱可诱导结肠癌

+929

细胞凋亡#同时下调
D3#:&

基因的表达#从而起到抗结肠

癌细胞的作用*本研究表明#

Z5

可下调
D3#:&

基因表达%同时

用免疫组化方法进一步证实
Z5

可下调
D3#:&

蛋白表达#提示

Z5

诱导
+929

细胞凋亡与影响
D3#:&

基因与蛋白表达有关*

B'A

!

Z5

对结肠癌
+929

细胞
6gD;%;

基因及蛋白表达的

影响
!

肿瘤细胞的运动能力是浸润和转移的先决条件*细胞

骨架被认为是生长因子参与和作用的多种细胞反应的最初靶

结构*作为细胞骨架主要成分之一的微管#在细胞形态的维

持)细胞运动以及在细胞分裂过程中发挥重要作用*目前在真

核生物中已经确定的微管蛋白有
H

种#其中
$:@8C8#>B

和
$

:@8:

C8#>B

是微管结构的主要组成#在真核生物细胞中普遍存在#并

且高度保守性'

I

(

*研究表明#

@8C8#>B

表达在非小细胞肺癌

$

dW<+<

&中增高可能表示预后不良#而且微管蛋白是紫杉醇

作用的位点#与紫杉醇的获得性耐药也密切相关*

@8C8#>B

的

表达与紫杉醇化疗敏感性相关#

@8C8#>B

表达降低则对紫杉醇

敏感性增加'

H:,

(

*本实验发现
Z5

可明显下调
6gD;%;4V:

d;

表达#推测
Z5

可能通过影响
6gD;%;

表达而影响
+929

细胞的形态以及运动能力*而
Z5

能否提高
+929

细胞对紫

杉醇的敏感性仍需进一步研究*

B'B

!

Z5

对结肠癌
+929

细胞
Z<+d

基因及蛋白表达的影

响
!

肿瘤细胞从原发部位解离是肿瘤侵袭)转移过程的第
%

个

及重要环节*而明确细胞解离机制则有利于阐明肿瘤侵袭转

移的机制#并探索限制癌症侵袭转移的治疗新方法*紧密连接

是细胞间连接处的复杂结构#在细胞间黏着等生理学功能方面

起重要作用*紧密连接与细胞癌变有关#在上皮衍生癌中经常

可发现紧密连接结构缺失*电子显微镜证实#紧密连接在细胞

癌变中逐渐减少*

Z<+d

是被克隆的紧密连接的第
%

个转膜

蛋白#其不仅是紧密连接的结构成分#同时也是功能成分*

Z<+d

作为紧密连接的重要转膜蛋白可能在细胞解离过程中

起重要作用'

J

(

*

Z<+d

在胃肠分化腺癌中的表达水平与正常

上皮细胞一致#但在低分化腺癌中表达水平显著降低'

%)

(

*朱

光能等'

%%

(运用免疫组化技术检测
Z<+d

在人肝细胞癌中的表

达#并分析
Z<+d

表达与肝癌发生)发展的关系*结果表明

Z<+d

主要定位于肝细胞膜#肝细胞癌与癌旁肝组织相比#

Z<+d

表达阳性率及其强度均明显下降#其改变在肝细胞癌的

发生发展中可能起重要作用*本研究发现
Z5

可上调
Z<+d

基因表达#采用免疫组化方法进一步证实
Z5

可上调
Z<+d

蛋白表达#本研究结果提示#

Z5

可能通过影响
Z<+d

的基因

与蛋白的表达#从而恢复肿瘤细胞中被破坏的紧密连接#影响

肿瘤细胞的迁移#而起到抗肿瘤的作用*

综上所述#

Z5

抑制
+929

细胞增殖的作用#可能与下调

细胞
D3#:&

基因和蛋白表达有关*另外#

Z5

也可能通过下调

6gD;%;

#上调
Z<+d

基因表达#从而影响
+929

细胞的形

态)细胞周期以及运动与迁移的能力#而发挥抗癌的作用*
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