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\J5

药物组

$

%&1

)

%&/

)

1&%

$

>

"

8[

%共
0g1W/

组#每组重复测量
'

遍*于

$1

孔板中接种对数生长期的两种细胞约
$g$%

) 个#于各孔加

入相应的盐水和药物#体系总体积
18[

*

10@

后分别离心收

集各组细胞#用
$8[TZO

重悬*取
%&28[

细胞悬液用
TZO

洗涤
1

次后去上清液*加入
2%%

$

[

结合缓冲液重悬细胞*分

别加入
9,,<a#,i.e4:3

和
T4

各
2

$

[

*室温避光孵育
$28#,

后上流式细胞仪检测细胞凋亡#实验重复
'

次*统计比较各组

细胞凋亡情况*

>&?&Q

!

流式细胞术检测
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞周期

变化
!

各取
%&28[

细胞悬液#用
TZO

洗涤
1

次后用
-%M

冰乙

酸重悬细胞#

R1% f

固定过夜*

TZO

洗涤
$

次#去上清加入

'%%

$

[\J9

染液$含碘化丙啶
$%%8

>

"

[

)

5J9

酶
1g$%

0

`

"

[

%

'-f

避光染色
'%8#,

#然后
TZO

洗涤
1

次#上流式细胞仪

检测细胞周期*统计比较两种细胞周期分布的变化*

>&?&R

!

逆转录
T35

$

5:.T35

%检测姜黄素作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

后
Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

的
85J9

表达情况
!

Z7D.1

上游引物!

2V.3:cc:cc939939:3c3.'V

#下游引

物!

2V.cc9c999:399939c9cc3.'V

(

Z?a

上游引物!

2V.:33933 99c 99c3:c 9c3c9c.'V

#下游引物!

2V.

::3:::c9c::3cc:cccc:3.'V

(

Q49T

上游引物!

2V.

c39 ccc ::: 3:: :9: 93: c.'V

#下游引物!

2V.:c:

333::3:c: :3: 993 9c.'V

(

.?7=#,

上游引物!

2V.c:c

c939:33c3999c93.'V

#下游引物!

2V.c999ccc:c

:993c3993:.'V

*使用
5<;<B+<=B?,+7B#

E

=?+<A#B+=+=?,!

7\J9+

G

,=@<+#+

试剂盒#严格按照说明书进行实验*

T35

扩

增条件如下!

Z7D.1

和
Z?a

#

(0f

变性
'%+

#

)1f

退火
'%+

#

-1

f

延伸
$%+

(

Q49T

#

(0f

变性
)%+

#

)1f

退火
)%+

#

-1f

延伸

)%+

*扩增进行
'%

个循环#

.?7=#,

作为内参照*

T35

产物经琼

脂糖凝胶电泳进行分析*

0$)$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



>&?&>S

!

U<+=<B,CD"=

检测
3̀ 5

作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细

胞
10@

后细胞的
3

G

7D#,\$

)

Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

的蛋白表达情

况
!

首先将细胞收集起来#然后加入细胞裂解液于
0f

溶解细

胞
$@

#以
$1%%%B

"

8#,

#离心
28#,

#吸取上清液即为总蛋白*

用考马斯亮蓝法测定蛋白浓度*取等量蛋白质溶液进行十二

烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

O\O.T9cS

%电泳#电泳结

束后转印到硝酸纤维膜*封闭后加入相应单抗轻摇孵育
$@

*

取出膜条用
TZO

洗涤
'

次#结合
N5T.

二抗#室温轻摇
$@

后

取出用
TZO

洗涤
'

次*最后曝光)显影)定影和拍照*

>&@

!

统计学处理
!

采用
OTOO$-&%

软件进行统计分析#

>

B?

E

@.

E

?!

软件作图*计量资料以
I6"

表示#均符合正态性*两组

独立样本均数间比较采用
;

检验#随机区组设计资料采用双因

素方差分析#方差分析前使用
[<;<,<

检验方差齐性*以
$

$

%&%2

为差异有统计学意义*

?

!

结
!!

果

?&>

!

]c$?

细胞株
3\'0

)

3\'/

表面分子的表达情况
!

]c$?

细胞中的
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞比例为$

(/&16'&1

%

M

$图

$

%#可认为该株
]c$?

细胞处于白血病干祖细胞发育阶段*

图
$

!!

]c$?

细胞表面
3\'0

'

3\'/

表达

?&?

!

3̀ 5

作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

后的
43

2%

!

3̀ 5

作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

后的
43

2%

W$%%

$

8"D

"

[

#据此浓度配制相应的
3̀ 5

溶液来制备
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞#见图
1

*

图
1

!!

3̀ 5

作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

的量效曲线

?&@

!

\J5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

和
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

增殖抑制作用的比较
!

选择低)中和高浓度
\J5

作用

两种细胞
10

)

0/@

后#两两比较它们的细胞存活率*在低浓度

$

%&1

$

>

"

8[

%组#两种细胞细胞存活率比较#差异无统计学意

义$

10@

!

;W%&///

#

$W%&'()

(

0/@

!

;W$&(00

#

$W%&%/$

%*而

在中浓度$

%&/

$

>

"

8[

%组#

0/@

点两种细胞的细胞存活率比

较#差异有统计学意义$

;W0&$1(

#

$W%&%%1

%#说明
\J5

对两

种细胞的增殖抑制作用不一样#对
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞的抑制作用要强于
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞*同样#在高

浓度$

1&%

$

>

"

8[

%组#两种细胞的存活率比较#差异有统计学

意义$

10@

!

;W'&2(/

#

$W%&%%2

(

0/@

!

;W'&1(1

#

$W%&%%(

%*

结果显示#

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞经
3̀ 5

干预后#

\J5

对

其增殖抑制作用更强#见图
'

*

!!

?

!

$

$

%&%$

#与
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞比较*

图
'

!!

\J5

对两种细胞的增殖抑制作用

?&A

!

\J5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细 胞 和
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞克隆形成能力影响的比较
!

每个浓度组的

两种细胞两两比较#克隆集落数均差异有统计学意义$

$

$

%&%2

%#见表
$

*使用双因素方差分析方法#两种细胞不考虑

\J5

浓度因素的情况下进行比较#两种细胞的克隆集落数也

差异有统计学意义$

DW(0&)$(

#

$W%&%%%

%*

%&1

$

>

"

8[\J5

作用两种细胞
10@

后接种于甲基纤维素培养体系中#

$0!

后

观察克隆形成集落*集落在光学显微镜下形态#见图
0

*

表
$

!!

两组细胞
$0!

后克隆集落数比较%

I6"

$

/W'

&

\J5

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

; $

%

$

>

"

8[ $0-&'6(&- ()&-6)&/ -&'(( %&%%1

%&1

$

>

"

8[ $01&'6$-&% /(&-6$%&2 0&2)' %&%$

%&/

$

>

"

8[ $$-&-6$-&/ -)&'6$$&% '&011 %&%1-

1&%

$

>

"

8[ (-&-6$$&% 2$&'6-&) )&%%0 %&%%0

!!

9

!

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

(

Z

!

3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

*

图
0

!!

克隆集落镜下形态

?&E

!

\J5

诱导
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞和
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞凋亡率比较
!

经
3̀ 5

干预后#可以提高

\J5

诱导
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞凋亡的能力*

\J5

对两

种细胞凋亡的影响具有一定的剂量依赖性#

\J5

诱导
3\'0

Y

3\S'/

R

]c$?

细胞凋亡作用并不明显#只有在最高浓度
1&%

$

>

"

8[

时才有作用#与阴性对照组比较差异有统计学意义$

;W

R-&(-$

#

$W%&%$

%*与阴性对照组比较#各浓度组
\J5

均能

诱导
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞凋亡$

$

$

%&%2

%*在各浓

度组
\J5

中#

3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞凋亡率均比

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞高$

%&1

$

>

"

8[

组!

;WR-&-$-

#

$W

%&%%1

(

%&/

$

>

"

8[

组!

;WR$$&0)1

#

$W%&%%%

(

1&%

$

>

"

8[

组!

;WR/&')1

#

$W%&%%$

%*

2$)$

重庆医学
1%$2

年
0

月第
00

卷第
$1

期



?&N

!

3̀ 5

改变
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞周期的分布
!

3̀ 5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞周期影响主要是阻滞细胞周期于

c

%

"

c

$

期#

O

期细胞明显减少#使得增殖旺盛的细胞减少*

?&O

!

3̀ 5

作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

后
Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

的
85J9

表达的变化
!

用
0%

)

/%

)

$%%

$

8"D

"

[

的

3̀ 5

处理
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?10@

后#

5:.T35

检测
Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

的
85J9

表达结果#见图
2

*与对照组比较#

Z7D.

1

的表达有显著下调#尤其是
$%%

$

8"

"

[

的
3̀ 5

处理组*各

3̀ 5

组之间也存在一定的剂量依赖性#

3̀ 5

浓度越高对

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

作用越明显*但是
Z?a

和
Q49T

的表达与

对照比较#差异无统计学意义$

$

%

%&%2

%*

图
2

!!

3̀ 5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

的
Z7D.1

'

Z?a

和
Q49T85J9

表达的影响

?&Q

!

姜黄素作用
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞
10@

后
3

G

7D#,\$

)

Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

蛋白表达的变化
!

用
0%

)

/%

)

$%%

$

8"

"

[

的

3̀ 5

处理
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?10@

后*

Z7D.1

和
3

G

7D#,\$

的

蛋白表达显著下调#呈一定剂量依赖*高浓度时表达下降#与

Z7D.185J9

表达情况相一致*

Q49T

和
Z?a

的表达无明显变

化#见图
)

*

图
)

!!

3̀ 5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

的
3

G

7D#,\$

'

Z7D.1

'

Z?a

和
Q49T

蛋白表达的影响

@

!

讨
!!

论

随着
1%

世纪
2%

年代肿瘤干细胞概念的提出#人们在这方

面做了很多探索性的工作*也慢慢认识到肿瘤干细胞对化疗"

放疗的抵抗是肿瘤复发的根源#要提高肿瘤治愈率必须彻底清

除肿瘤干细胞&

)

'

*同样的#急性白血病患者体内存在着一群数

量极少的白血病细胞能在异种移植物中增殖#它们具有广泛的

自我更新和限制性地分化发展为白血病的能力#这些细胞被称

作
[O3+

&

-

'

*本实验正是站在靶向治疗
[O3+

的层次来探讨

3̀ 5

对
\J5

的化疗增敏效应*以求获得进一步应用到临床

的相关实验依据*

增殖抑制实验证明#

3̀ 5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞有

比较明显的抑制作用*本实验使用
3̀ 5

处理后获得的
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞被证实细胞增殖能力和克隆形成能

力均比
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞低#可认为是
3̀ 5

在效应上

确实对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞产了
\J5

增敏效应*与此相

似的是
F̂

等&

/

'证明
3̀ 5

单独或者联合常规化疗都能有效的

治疗结肠癌并能预防化疗抵抗*为了进一步发现相关机制#本

研究进行细胞凋亡和细胞周期分布检测#发现
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞与
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞的周期分布明显

不同*前者更多细胞阻滞在
c

%

"

c

$

期#而相应
O

期细胞则明

显减少*然而
"̂

>

"+?H?

等&

(

'在
N:.1(

人类结肠癌细胞株中

证明
3̀ 5

阻滞细胞于
c

1

"

P

期*这与本实验结果虽然不同#

但反而证明了
3̀ 5

对各种细胞的作用机制是相当复杂的#不

能一概而论*本实验还发现#

\J5

诱导
3̀ 5

"

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞凋亡率比
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞高*这可以认为

是
3̀ 5

增强
\J5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞增殖抑制作用

的机制之一#也是
3̀ 5

产生
\J5

增敏效应的机制之一*

有研究认为#

3̀ 5

影响肝癌细胞凋亡&

$%

'

*本研究发现与

细胞凋亡相关的
Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

基因的
85J9

表达中#只

有
Z7D.1

的
85J9

表达下调*还发现在
3

G

7D#,\$

)

Z7D.1

)

Z?a

和
Q49T

基因的蛋白表达中#

3

G

7D#,\$

和
Z7D.1

的蛋白表达下

调*

Z7D.1

和
Q49T

蛋白家族都是细胞凋亡的两个重要的途

径*本实验证明#

3̀ 5

的作用凋亡途径是
Z7D.1

相关的凋亡途

径#对
Q49T

相关途径不起作用*正是
Z7D.1

表达的下调使得

3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞对
\J5

诱导的凋亡更加敏感*周期

蛋白分子在急性白血病的发生和复发中有非常重要的意义*

3

G

7D#,\$

蛋白是细胞
c

$

期过渡到
O

期的调控蛋白#其过度表

达能缩短
c

$

期#反之表达下调很可能造成
c

%

"

c

$

期阻滞*本

实验中
3

G

7D#,\$

蛋白表达下调#与周期分布检测相符合#使得

处于增殖旺盛的细胞减少*因此#

3

G

7D#,\$

表达下调很可能是

3̀ 5

增强
\J5

对
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞增殖抑制作用的

重要机制之一*

5"

G

=

等&

$$

'报道称
3̀ 5

通过调节
T]3

)端粒

酶)

Je.

-

Z

和
N\93

来增强乳腺癌细胞对化疗的敏感性#有研

究者发现
3̀ 5

能够通过下调肿瘤干细胞的标志蛋白
3\$''

)

3\00

)

3\$))

和
9[\N

来降低化疗抵抗*

综上所述#

3̀ 5

很可能是通过下调
3

G

7D#,\$

和
Z7D.1

的

表达来增加
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

细胞对
\J5

的敏感性#

3̀ 5

对肿瘤细胞及肿瘤干细胞的作用是多方面的*总之#本实验通

过
3̀ 5

来致敏白血病干祖细胞
3\'0

Y

3\'/

R

]c$?

来探讨其

化疗增敏的效应和相关分子机制#初步获得较理想的靶位分

子*为接下来的更深入和更全面的化疗增敏相关信号通路的

研究打下很好的基础*最终为临床更好使用
3̀ 5

作为化疗

增敏剂提供一定的实验依据*
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3?+

E
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的产生以及增加
Z7D.1

的表达#从而抑制胶质瘤细胞

凋亡的发生&

$2

'

*本研究发现#

4]]

的选择性抑制剂
4]]$)

可

以明显抑制人胶质瘤细胞
/̀-

的增殖#其机制可能是通过抑

制
E

)2

向细胞核内的转运从而抑制
Je.

-

Z

介导的下游因子

3

G

7D#,\$

的转录和表达相关#

3?+

E

?+<.'

作为凋亡下游的关键

执行者#

4]]$)

可以明显增加
3?+

E

?+<.'

促凋亡蛋白的表达#

减少抗凋亡蛋白
Z7D.1

的表达#这可能是
4]]$)

促进胶质瘤细

胞凋亡和抑制增殖的主要机制#此外#

4]]$)

在动物实验中发

现可以通过口服吸收#一旦进入临床可以大大简化给药方式#

为了进一步验证其临床有效性#下一步需要进行动物体内实

验#从而为临床实验打下坚实的理论基础*

综上所述#

4]]

的抑制剂
4]]$)

可以抑制胶质瘤细胞的

增殖并促进胶质瘤细胞的凋亡#

4]]$)

未来可能成为治疗胶

质瘤的一种新型药物#具有潜在的临床应用前景*
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