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%是唾液腺高发的恶性肿瘤#它具有局部侵袭性强*易沿

神经鞘及组织间隙扩散*易发生远处转移等特点)正丁酸钠
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凋亡*参与细胞分化的作用#因此被认为是具有潜力的化疗药
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细

胞株侵袭*迁移能力的影响#并初步探讨其作用机制#为筛选临
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?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

7TT.1

细胞株$中国典型培养物保藏中心%#胎牛

血清$

eQO

#杭州四季青生物科技有限公司%#

d;Q

$

+#

A

F;

#美

国%#噻唑蓝$

Y88

#中国索莱宝公司%#聚偏二氟乙烯膜$

[b3e

膜#

Y#??#

B

"9:

#美国%#高迁移率族蛋白
$

$

2YZQ$

%多克隆抗体

$

O;,>;T9CW

#美国%#

8\60

多克隆抗体 $

Q#"E"9?!

#美国%#

/%%TK

荧光二抗$中国基因有限公司%#蛋白电泳系统*电转移

系统$

QSM.673

#美国%)

?&@

!

方法

?&@&?

!

细胞培养
!

7TT.1

细胞常规复苏#

YRY

完全培养液

$含
$5

双抗*

$5

谷氨酰胺*

$%5eQO

%*

'-g

*

45TM

1

*

$%%5

湿

度#传代培养)

?&@&@

!

Y88

法对实验组药物浓度的筛选
!

对数期细胞接种

1''

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期

"

基金项目!遵义市汇川区科技局红花岗科技局项目&遵红科合社字$

1%$'

%

$)

号'(遵义医学院研究生教育创新计划项目&遵研创合
T_

字

$

1%$'

%

$'

号')

!

作者介绍!王越$

$(/(V

%#在读硕士#主要从事口腔颌面部肿瘤研究)

!

#

!

通讯作者#

R.F;#?

!

'($)$'-'0

"HH

&<"F

)



于
()

孔板#每孔细胞密度
4]$%

'

#

$%%

)

\

"孔*

'-g

*

45TM

1

培养)

d;Q

浓度
%

!&

1%FF"?

"

\

#每次实验选择
4

个药物浓

度$对照组
%FF"?

"

\

%#

$%%

)

\

"孔*

'-g

*

45TM

1

#培养
1%=

)

避光加入
%&45Y88

液
1%

)

\

#培养
0=

#每孔加
$4%

)

\3Y.

OM

#酶标仪于
0(%,F

检测各孔的光密度$

U4

%值)按以下公

式计算!细胞存活率
^

$实验组
U4

值
V

调零组
U4

值%"$对照

组
U4

值
V

调零组
U4

值%

]$%%5

#并绘制剂量
.

效应曲线)

每组实验重复
'

次)

?&@&A

!

89;,+E:??

小室的侵袭和迁移实验
!

按说明书配胶*铺

胶#

$]$%

4 个"孔细胞悬液接种于上室#对照组加
$%%

)

\

不含

药物的基础培养基#实验组分别加入
%&)14

*

$&14%

*

1&4%%

*

4&%%%

*

$%&%%%FF"?

"

\

浓度
d;Q$%%

)

\

)下室加含
1%5eQO

的培养基*

'-g

*

45TM

1

#培养
10=

)取出小室#淋洗*晾干*固

定*染色*切下
89;,+E:??

膜*中性树胶封片)随机选出
$%

个

视野在显微镜下观察*拍照*计数#每组实验重复
'

次)细胞迁

移实验中除了
89;,+E:??

小室不铺胶#细胞悬液为
$]$%

0

个"孔外#其余方法同侵袭实验)

?&@&B

!

K:+>:9,G?">

对
2YZQ$

*

8\60

蛋白表达的测定
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!

采用
O[OO$-&%

进行统计#计量资料均以

Oh:

表示#采用
/
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且随着药物浓度的增加#细胞存活率逐渐降低#其作用呈明显
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左右时到达了平台浓度#且线性关系不
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小室实验对细胞迁移和侵袭能力的测定
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%
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扩增产物的鉴定
!

根据引物说

明书#

2YZQ$

*

8\60

*

%

.;<>#,

的扩增产物分别为
$$%

*

$)-

*

$/)

G

B

片段#经琼脂糖凝胶电泳后在相应的区域出现条带#且条带

灰度较为均一#说明扩增产物无误#且为单一产物#见图
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!不同浓度的正丁酸钠对
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细胞迁移的影响(
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实验对
2YZQ$

*

8\60

蛋白表达的测定
!

实验结果!

7TT.1

细胞实验组与对照组均有
2YZQ$

和
8\60

蛋白的表达#见图
0

)与对照组相比#

d;Q

浓度为
1&4

*

4&%

*

$%&%FF"?

"

\

可使
7TT.1

细胞中
2YZQ$

*

8\60

蛋白的表达

降低$

G

$

%&%4

%#见图
4

)相关分析显示
7TT.1

细胞各组的

2YZQ$

与
8\60

蛋白表达呈正相关#
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相关系数
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#见图
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各组细胞中
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蛋白

与
8\60

蛋白的相对表达量

图
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与
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蛋白的相关分析
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原子的简单有机酸盐#是一种有效的组蛋白抑制剂#有报道指

出
d;Q

能减少
<.F

J

<

基因的
F6d7

水平#从而抑制细胞分裂

增殖#促进凋亡#参与细胞分化#直接或间接地影响细胞周期的

自发转换率&

1.'

'

)在恶性黑色素瘤的研究中发现#

d;Q

可将细

胞周期阻滞在
Z

$

"

Z

%

期和
O

期#抑制细胞的增殖&

0

'

)通过查

阅相关文献#将
d;Q

对细胞株作用的浓度锁定在
%

!

1%

FF"?

"

\

)本实验采用
Y88

法#选取了该范围内
'

组浓度梯

度的
d;Q

用于探索其有效抑制浓度#并发现
%&)14

*

$&14%

*

1&4%%

*

4&%%%

*

$%&%%%FF"?

"

\

浓度的
d;Q

作用
10=

后#可以

有效抑制
7TT.1

细胞增殖#且随着药物浓度的增加#细胞存活

率逐渐降低#其作用呈浓度依赖性)因此将这
4

个浓度作为随

后实验浓度)

肿瘤的转移是一个复杂的生物学过程#涉及癌细胞从原发

灶脱落#分泌细胞因子#如基质金属蛋白酶类$

F;>9#NF:>;??".

B

9">:#,;+:+

#

YY[+

%破坏穿透基底膜降解细胞外基质及向远处

转移&

4

'

)

89;,+E:??

小室常用于体外检测细胞迁移和侵袭能

力)有实验证实
YY[.1

与
YY[.(

在
7TT

中的阳性表达率

均明显高于正常唾液腺组织#但远远低于腺样囊性癌细胞高转

移株
7TT.Y

细胞&

)

'

)本实验中各浓度组的
d;Q

对
7TT.1

细

胞的侵袭能力均无明显影响$

G

%

%&%4

%#且只有较高浓度的

d;Q

$浓度在
1&4

*

4&%

*

$%&%FF"?

"

\

%作用于
7TT.1

时#才能抑

制细胞的迁移能力)这可能是因为
7TT.1

细胞自身侵袭能力

较弱#破坏细胞外基质的能力有限#外界药物对其影响有限)

提示
d;Q

对于恶性表型相对较低的
7TT.1

细胞作用并不

突出)

d;Q

是
2YZQ$

的抑制剂#

d;Q

可通过抑制脱乙酰基酶#

引起高乙酰化
2YZQ$

在细胞中聚集#从而被溶酶体摄取分解

并排入胞外#减少
2YZQ$

的产生和释放#下调其基因的表

达&

-

'

)

2YZQ$

可以激活
B

'/

*

Lda

*和
B

01

"

B

00

等
Y7[a

信

号通路#继而激活
YY[.1

*

YY[.(

#使得细胞外基质降解#促

进肿瘤浸润和迁移)

2YZQ$

是模式识别受体$

>"??.?#P:9:<:

B

.

>"9

#

8\6+

%的内源性配体#当大鼠缺乏
8\60

就会减少发展为

肠内肿瘤的风险#且
8\60

在人类许多肿瘤中过表达&

/

'

)在本

实验中#

68.[T6

和
K:+>:9,Q?">

分别从基因和蛋白两个不同

的角度检测不同浓度
d;Q

作用
7TT.1

细胞后
2YZQ$

和

8\60

的表达#得到了一致的结果!较高浓度的
d;Q

作用于

7TT.1

时#可以降低
2YZQ$

和
8\60F6d7

和蛋白的表达

$

G

$

%&%4

%(通过
2YZQ$

与
8\60

蛋白相关分析显示!两者

为正相关#提示
8\60

的表达是随着
2YZQ$

表达的减少而减

少#

2YZQ$

与
8\60

蛋白线性相关系数
2^%&/$%

$

G

$

%&%4

%#说明两者关系较为密切#

8\60

是能与
2YZQ$

结合的

受体之一#他们的结合能调节血管内皮生长因子#增加血管密

度#从而促进肿瘤的发展&

(

'

)所以
d;Q

抑制
2YZQ$

表达从

而改变
7TT

细胞体外生物学行为#可能是通过与其受体

8\60

结合来实现的)

综上所述#正丁酸钠作为一种结肠内的天然副产物#其毒

副作用小#并且可以抑制人体诸多肿瘤细胞的增殖*侵袭和转

移#有望成为一种新型化疗药物)

参考文献

&

$

'

OC,Q

#

\#C6

#

_#;"f3

#

:>;?&<.YR8

B

9">:<>+G9:;+><;,<.

:9<:??+@9"F;

B

"

B

>"+#+#,!C<:!G

J

+"!#CFGC>

J

9;>:

&

L

'

&

[?"OM,:

#

1%$1

#

-

$

$

%!

1'4.1'/&

&

1

'

a;,

A

OL

#

[;9PcS

#

O"Q

#

:>;?&O"!#CFGC>

J

9;>::@@#<#:,>?

J

<",I:9>+@C??

J

9:

B

9"

A

9;FF:!#,!C<:!

B

?C9#

B

">:,>+>:F

<:??+@9"F F"C+:

B

;9>#;??

J

9:

B

9"

A

9;FF:!<:??+

&

L

'

&T:??C.

?;96:

B

9"

A

9;FF#,

A

#

1%$0

#

$)

$

4

%!

'04.'40&

&

'

'

ZC9>"E+P;d

#

a?"+P"E+P#8

#

M?P"E+P;L

#

:>;?&T;9G"

B

?;>#,

;,!+"!#CFGC>

J

9;>:

#

+:

B

;9;>:..

J

:+

#

GC><"FG#,:!..,:I:9

&

L

'

&

7<>;["?",#;:[=;9F;<:C>#<;

#

1%$'

#

-%

$

$

%!

$4'.$)$&

&

0

' 卢友光#周鸿鹰#丁林灿#等
&

涎腺腺样囊性癌高低转移细

胞系基因表达谱及基质金属蛋白酶表达差异&

L

'

&

中华医

学遗传学杂志#

1%%)

#

1'

$

4

%!

4%4.4$%&

&

4

'

\#K

#

\#O

#

\#;,

A

3

#

:>;?&3:<9:;+:!Y8$.YY[#,

A

;+.

>9#<<;,<:9+C

BB

9:++:!<:??F#

A

9;>#",;,!#,I;+#",I#;9:

A

.

C?;>#,

A

YY[+;,!RY8

&

L

'

&8CF"9Q#"?"

AJ

#

1%$4

#

')

$

(

%!

)//'.)//(&

&

)

' 谢宏亮#张彬#徐志英#等
&

转化生长因子
%

$

*基质金属蛋

白酶
1

和
(

在唾液腺腺样囊性癌中的表达&

L

'

&

中华口腔

医学研究杂志#

1%$$

#

4

$

1

%!

$$.$4&

&

-

'

Z;9!:??;O

#

7,!9:#T

#

e:99:9;3

#

:>;?&8=:,C<?:;9

B

9">:#,

2YZQ$#++:<9:>:!G

J

F","<

J

>:+I#;;,",.<?;++#<;?

#

I:+.

#<?:.F:!#;>:!+:<9:>"9

JB

;>=E;

J

&

L

'

&RYQM6:

B

#

1%%1

#

'

$

$%

%!

((4.$%%$&

&

/

'

c;F;W;P#8

#

2;,,;,#3

#

["#9#:9.T"?;F:b

#

:>;?&3:@:<.

>#I:#FFC,"

A

:,#<<:??!:;>="@2YZQ$.!:@#<#:,>>CF"9+

!

<"F

B

:,+;>"9

J

>=:9;

BJ

E#>=8\60;

A

",#+>+

&

L

'

&T:??3:;>=

3#@@:9

#

1%$0

#

1$

$

$

%!

)(.-/&

&

(

'

_C_

#

f=C 2

#

K;,

A

8

#

:>;?&RN"

A

:,"C+=#

A

=.F"G#?#>

J

A

9"C

B

G"N$#,=#G#>+;

B

"

B

>"+#+;,!

B

9"F">:+>=:

B

9"?#@:9.

;>#","@?:E#+<:??+I#;67ZR

"

8\60.!:

B

:,!:,>+#

A

,;?

B

;>=E;

J

+

&

L

'

&O<;,!LSFFC,"?

#

1%$0

#

-(

$

)

%!

'/).'(0&

$收稿日期!

1%$4.%/.14

!

修回日期!

1%$4.$%.1%

%

$上接第
''$

页%

!!

:>;?&S,>:+>#,;?:

B

#>=:?#;?9:+

B

",+:+>":,>:9#<

B

;>="

A

:,+

!

:@@:<>+",>=:>#

A

=>

*

C,<>#",G;99#:9

#

#",>9;,+

B

"9>

#

;,!#,.

@?;FF;>#",

&

L

'

&ZC>

#

1%%'

#

41

$

'

%!

0'(.04$&

&

-

'

Q"G9"Ib7

#

a;9

B

"I[e&Y#<9":<"?"

A

#<;?!#+"9!:9+#,>=:

#,>:+>#,:+"@

B

;>#:,>+E#>=<=9",#<P#!,:

J

@;#?C9:;,!>=:

;9>:9#;?=

JB

:9>:,+#",+

J

,!9"F:

&

L

'

&8:979P=

#

$(('

#

)4

$

)

%!

0$.0'&

&

/

'

2""

B

:9\b

#

K",

A

Y2

#

8=:?#,7

#

:>;?&Y"?:<C?;9;,;?

J

.

+#+"@<"FF:,+;?="+>.F#<9"G#;?9:?;>#",+=#

B

+#,>=:#,>:+.

>#,:

&

L

'

&O<#:,<:

#

1%%$

#

1($

$

444

%!

//$.//0&

&

(

'

a;ICPqCO

#

8n9PF:,Y

#

O"

J

?C7

#

:>;?&S,>:+>#,;?C9:;F:.

>;G"?#+F

!

<"C?!>=:G;<>:9#;#,I"?I:!#,d#>9"

A

:,<

J

<?:?:;!>"

9:C>#?#W;>#","@#,>:+>#,;?C9:;d#>9"

A

:,#,C9:F#<9;GG#>+

.

&

L

'

&LdC>9O<#b#>;F#,"?

$

8"P

J

"

%#

1%%1

#

0/

$

$

%!

10.1(&

&

$%

'雷萍#关洪全#王昊#等
&

不同产地人参水煎剂对免疫抑制

小鼠细胞免疫功能的影响&

L

'

&

中国实验方剂学杂志#

1%$$

#

$-

$

/

%!

1$/.11%&

&

$$

'胡彦武
&

东北刺人参茎对免疫力低下小鼠免疫功能的影

响&

L

'

&

安徽农业科学#

1%$$

#

'(

$

1

%!

-/%.-/$&

&

$1

'蔡长茂#李威
&

大黄防治胃肠黏膜屏障损伤的研究进展

&

L

'

&

现代生物医学进展#

1%$%

#

$%

$

1

%!

'-).'-/&

&

$'

'张雪侠#苗明三
&

机体肠道免疫和药物调节&

L

'

&

中医学

报#

1%$1

#

1-

$

)

%!

-)).-)(&

$收稿日期!

1%$4.%/.11

!

修回日期!

1%$4.$%.1$

%

4''

重庆医学
1%$)

年
$

月第
04

卷第
'

期


