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目的
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初步探讨白藜芦醇对
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表达的调控作用及对肝癌细胞"
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$增殖能力的影响%方法
!

用不同剂量

的白藜芦醇"终浓度分别为
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细胞!进行逆转录
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$&实时定量
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检测碱性亮氨酸拉链转录因子
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"

>64X1

$

;Dd6

和蛋白水平表达的变化!并采用细胞增殖检测试剂"

33c./

$实验

检测对细胞增殖能力的影响%结果
!

在
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细胞中!白藜芦醇能剂量依赖性地诱导
>64X1

在转录和翻译水平的表达!并抑

制细胞的增殖"
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$#基因检测发现白藜芦醇显著诱导
>64X1

启动区活性!

Y100

$

Y$C1

区域存在白藜芦醇的可能结合位

点%结论
!

白藜芦醇能增强
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细胞中
>64X1

的表达并抑制细胞的增殖!提示上调
>64X1

的表达可能是白藜芦醇抑制肝

癌细胞增殖的机制之一%
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碱性亮氨酸拉链转录因子
1

$

>64X1

&#属于
6U.$

转录因

子家族成员'

$

(

#是一种以亮氨酸拉链为基本结构的干扰素#可

诱导早期蛋白)在多种正常细胞中广泛高表达#而在相应肿瘤

细胞中低表达或不表达#在肿瘤的进程中发挥着重要作用'
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(

)

白藜芦醇的药理作用相当广泛#具有抗氧化*抗突变等多种生

物学活性和药理作用'

'

(

)近年来#白藜芦醇的抗肿瘤活性日益

受到重视#其对肺癌'

0

(

*乳腺癌'

C.)

(

*前列腺癌'

-

(等多种癌症具

有显著抗肿瘤效应)但目前为止#白藜芦醇具体抗癌机制仍未

完全明了#尤其是白藜芦醇是否能影响
>64X1

表达#并进而

抑制肝癌细胞增殖#目前尚无相关文献报道)因此#本研究以

人
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细胞株
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为模型#采用不同剂量的白藜芦醇处理

细胞#检测其对
>64X1

表达和细胞增殖能力的影响)
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材料与方法
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材料
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人肝癌
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细胞株$美国
6433

&#胎牛血清*

5787

培养基$美国赛默飞公司&#白藜芦醇$美国西格玛公

司&#异硫氰酸胍试剂$

4DVZ"@

#北京康为世纪公司&#琼脂糖*

7.7Â

反转录酶$美国英骏公司&#
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g

酶*实时定量
U3D

$
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&检测试剂盒$大连宝生物公司&#
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$美国

普洛麦格公司&#蛋白酶抑制剂$美国罗氏公司&#蛋白抽提试剂

盒*聚氰基丙烯酸正丁酯$

>36

&检测试剂盒$南京碧云天公

司&#封闭蛋白干粉$武汉博士德公司&#小鼠抗人
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抗体*

兔抗人
>64X1

抗体$美国圣克鲁斯公司&#山羊抗小鼠二抗*

山羊抗兔二抗$北京中杉公司&#聚偏二氟乙烯膜$

Û 5X

膜&*

83A

化学发光试剂盒$美国赛默飞公司&#细胞增殖检测试剂

盒$
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#日本同仁化学研究公司&)其余试剂均为国产分

析纯)
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方法
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细胞培养和处理
!
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细胞常规培养#用含
$%B

胎

牛血清的改良的
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$

5787

&培养基#

'-]

*

CB3=

1

培养#

每
'

天左右换液传代)取对数生长期时细胞#加白藜芦醇处理

10?

后#进行
D:<@.H#;:U3D

*

O:+H:M,R@"H

及
33c./

检测#所

有实验设置相应空白对照#

'

次重复)

@&A&A

!

总
Dd6

提取及逆转录
!

参照文献'

/

(方法#待细胞培

养至对数生长期#按细胞密度为
Ca$%

C

"孔接种#采用
4M#Z"@

法
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期
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基金项目&重庆市自然科学基金资助项目$

J+HJ1%$)

*
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&#实验师#硕士#主要从事核受体与基因表达

调控方面研究)
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>64X1

和
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的引物序列

基因名称 引物序列$

CT.'T

& 用途

>64X1

上游!

696333366996936636 D4.U3D

*

D:<@.H#;:U3D

下游!

369993969944943444
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.<JH#,

上游!

336494639449346433699 D4.U3D

下游!

434334466494363936396

"

.<JH#,

上游!

9496699496369369439944 D:<@.H#;:U3D

下游!

966949999499344446996

提取白藜芦醇处理后的细胞总
Dd6

#用核酸检测仪测
Dd6

浓度#并测定
O:

1)%

"

O:

1/%

比值#按
7.7Â

说明书进行逆转

录反应得到
J5d6

)

@&A&B

!

逆转录
U3D

$

D4.U3D

&检测
!

采用
UM#;:MUM:;#:M

C&%

软件设计
U3D

引物序列#由上海英骏公司合成)反应体系

按
4<c<D<M4<

g

酶说明书进行!模板
J5d6$
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#上下游引物

$引物序列见表
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#
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酶
%&1

%

A

#以双蒸水$

!!2

1

=

&补齐至
1C

%

A

)

"

.<JH#,

反应程序!

(C]

预变性
';#,

%

(C]

变性
0C+

#

)%]

退火
'%+

#

-1]

延伸
0C+

#扩增
1)

个循环#

0]

保存)

>64X1

反应程序!

(C]

预变性
';#,

%

(C]

变性
$C+

#

)%]

退火
'%+

#

-1]

延伸

0C+

#扩增
1C

个循环)所获得
U3D

产物进行琼脂糖$

$B

&凝胶

电泳检测#用
>#".D<!

凝胶成像仪观察电泳结果)

@&A&C

!

D:<@.H#;:U3D

检测
!

取
$&1&1

扩增得到的
J5d6

#采

用
D:<@.H#;:U3D

试剂盒测定
>64X1;Dd6

表达水平变化)

反应体系为!

W\>D9M::,

$
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&
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A

#

>64X1

或
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.<JH#,

上下

游引物$引物序列见表
$

#
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&各
$

%

A

#

J5d6$

%

A

#补

超纯水至
1%

%

A

#每个样品设置
'

复孔#置
>#".D<!D:<@.H#;:

U3D

仪扩增#设定反应条件!

(C]

预变性
$;#,

%

(C]

变性
$%

+

#

)%]

退火
'%+

#扩增
0%

个循环)反应结束后以
>#".D<!VEC

软件对结果进行分析#以
"

.<JH#,

为内参#计算目的基因的相对

表达水平)

@&A&D

!

O:+H:M,R@"H

检测
!

参照文献'

(

(方法#用含蛋白酶抑

制剂的细胞裂解液提取总蛋白#按照
>36

法测定蛋白浓度#蛋

白煮沸变性制备浓度为
$1B

的胶#每孔上样
C%

%

P

#恒定电流

$%%;6

电泳#转移
$?

至
Û 5X

膜#按照目的蛋白的相对分子

质量截取相应大小的
Û 5X

膜#

'-]

脱脂奶粉封闭
$?

#一抗

0]

孵育过夜#

U>W4

洗涤
0

次#

/

分钟"次#用相应的二抗

'-]

孵育
$?

#

U>W4

洗涤
0

次#

/

分钟"次#
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化学发光

显影)

@&A&E
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荧光素酶报告基因检测
!

提取
2:
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91

细胞基因组#经

U3D

从中扩增
>64X1

基因启动子区不同长度片段 $

Y

(-C

$

h$/0

*

Y0$'

$

h$/0

*

Y100

$

h$/0

*

Y$C1

$

h$/0

&#并

构建于
N

9A'

"

R<+#J

荧光素酶报告基因载体#重组报告基因质

粒分别命名为
N

>64X1

"

Y(-C

*

N

>64X1

"

Y0$'

*

N

>64X1

"

Y

100

*

N

>64X1

"

Y$C1

)细胞按照一定的密度$

$a$%

C

"孔&接种

于
0/

孔板中#转染重组报告基因质粒
)?

后#加入白藜芦醇

$终浓度为
/%

%

;"@

"

A

&处理
10?

#每孔加入
$%%

%

AAGJ#I:M<+:

裂解液#分别取
1%

%

A

裂解液测定
AGJ

值和
"

.

P

<@

值#以各孔细

胞的
"

.

P

<@

值对相应
AGJ

值进行标化#设
'

个复孔)

@&A&T

!

33c./

检测
!

将处于对数生长期的
2:

N

91

细胞用胰

酶消化后#以
1a$%

0

"孔的密度#接种于
()

孔培养板中#

$)?

后待细胞贴壁成单层后分别加入二甲基亚砜$

57W=

&和不同

浓度的白藜芦醇$终浓度分别为
1%

*

0%

*

/%

%

;"@

"

A

&#

'-]

*

CB

3=

1

培养箱内培养
10?

后#每孔加入
$%

%

A33c./

检测试剂#

继续孵育
1?

后#用酶标仪测定
0C%,;

处
O:

值)设
'

复孔)

@&B

!

统计学处理
!

采用
9M<

N

?U<!UM#+;C

统计软件分析#数

据以
/_B

表示#各组间均数比较用单因素方差分析#以
@

$

%&%C

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

白藜芦醇在转录和翻译水平上诱导
>64X1

的表达

A&@&@

!

白藜芦醇上调
>64X1;Dd6

的表达
!

以不同剂量的

白藜芦醇$终浓度分别为
1%

*

0%

*

/%

%

;"@

"

A

&处理
2:

N

91

细

胞)提取总
Dd6

并逆转录后#以
D4.U3D

及
D:<@.H#;:U3D

检测不同浓度的白藜芦醇对
>64X1;Dd6

表达的影响)结

果表明#白藜芦醇可在
;Dd6

水平上提高
>64X1

的表达#并

呈剂量依赖的关系$

@

$

%&%C

&#见图
$

*

1

)

图
$

!!

D4.U3D

检测白藜芦醇对
>64X1;Dd6

表达的影响

!!

"

!

@

$

%&%C

#与
%

%

;"@

"

A

白藜芦醇比较)

图
1

!!

D:<@.H#;:U3D

检测白藜芦醇对

>64X1;Dd6

表达的影响

A&@&A

!

白藜芦醇增强
>64X1

蛋白的表达
!

提取细胞总蛋

白#以
O:+H:M,R@"H

检测
>64X1

蛋白水平的表达)随着白藜

芦醇浓度的升高#其诱导
>64X1

蛋白表达的作用逐渐增强#

0($'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期



见图
'

)

图
'
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O:+H:M,R@"H

检测白藜芦醇对

>64X1

蛋白表达的影响

A&A

!

白藜芦醇对
>64X1

启动子区活性的影响
!

实验结果表

明!白藜芦醇能显著促进
N

>64X1

"

Y(-C

*

N

>64X1

"

Y0$'

*

N

>64X1

"

Y100

的活性#却对
N

>64X1

"

Y$C1

的转录活性没有

明显影响#见图
0

)该结果表明
Y100

$

Y$C1

区域可能是调节

>64X1

表达的转录因子的主要结合区域#白藜芦醇可能对结

合在该区域的转录因子有诱导作用)

图
0

!!

白藜芦醇在
2:

N

91

细胞中上调
>64X1CT

调控区的活性

A&B

!

白藜芦醇抑制
2:

N

91

细胞增殖
!

用终浓度分别为
1%

*

0%

*

/%

%

;"@

"

A

的白藜芦醇处理细胞
10?

后#经
33c./

检测#

结果显示#随着白藜芦醇浓度的升高#细胞数量明显减少$

@

$

%&%C

&#见图
C

)

图
C

!!

33c./

检测白藜芦醇对
2:

N

91

细胞的增殖抑制效应

B

!

讨
!!

论

233

是原发性肝癌中最主要#最普遍的一种#其发病凶

险#进展速度快#病死率较高#发生*发展的分子机制所知有

限'

/

#

$%

(

)目前已发现许多生物分子在
233

的发生*发展中发

挥重要作用#其中
>64X1

在抗
233

中的作用备受关注#

WG

等'

$$

(发现
>64X1

通过与
6U.$

结合而抑制
6U.$

介导的靶基

因转录#如富含半胱氨酸
)$

$

33d$

&*基质金属蛋白酶
.(

$

77U.(

&*细胞周期蛋白
5$

$

3

L

J@#,5$

&等基因#进而影响细胞

增殖*侵袭等能力'

$1.$'

(

)或者是在
N

C'

介导情况下#

>64X1

通

过抑制核因子
*

>

$

dX.

*

>

&的活性而诱导肿瘤细胞凋亡'

$0

(

)此

外#

>64X1

还可通过激活
9Wc.'

"

及
"

.J<H:,#,

信号通路抑制

肺腺癌上皮细胞间质化$

874

&#进而促进肿瘤的侵袭和转

移'

$C

(

)综上所述#

>64X1

已成为一个
233

防治的新靶点#上

调其基因表达或功能活性#无疑有助于肿瘤治疗#但是目前关

于其表达调控的报道较少#具体调控
>64X1

的作用机制仍然

未知)

同样#近年研究表明#白藜芦醇对包括
233

在内的多种

肿瘤细胞具有显著抑制效应)其抗肝癌的主要作用机制是通

过
N

C'

依赖性途径诱导细胞凋亡'

$)

(

#

D:+

诱导
N

C'

的活化可能

涉及细胞外信号调节的
N

'/

激酶和蛋白激酶$

8Dc

&)白藜芦

醇通过影响
3

L

J@#,.35c

机制'

)

(

#实现对细胞周期的阻滞#抑制

肿瘤细胞的增殖'

$-.$/

(

)也有发现白藜芦醇可通过降低
77U.(

的表达水平#抑制癌细胞与细胞外基质纤维蛋白的黏附作用及

对基质的降解而达到抗癌细胞侵袭转移的作用)

鉴于二者重要的抗肿瘤功能及相近的效应通路#本研究推

测白藜芦醇可能通过调控
>64X1

发挥抗
233

作用)因此#

本研究通过
D4.U3D

*

D:<@.H#;:U3D

*

O:+H:M,R@"H

等实验#证

实了白藜芦醇可剂量依赖性地上调
>64X1

在
;Dd6

水平和

蛋白水平的表达)通过
33c./

实验#证实了白藜芦醇明显抑

制
2:

N

91

细胞的增殖)报告基因实验显示白藜芦醇可显著促

进
>64X1

启动子的转录活性#

Y100

$

Y$C1

区域可能包含有

可调节
>64X1

表达的转录因子的结合位点)

本研究结果提示通过上调
>64X

表达进而抑制细胞增殖

可能是白藜芦醇抗肝癌的一个新机制#这一方面丰富了

>64X1

自身表达调控的机制#为探索以
>64X1

为靶点的肝癌

防治提供了新的候选策略%另一方面也为深入揭示白藜芦醇的

抗肝癌机制提供了一定理论依据和实验基础)
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*重庆医学+对临床研究论文医学伦理学要求

凡投本刊的临床研究论文$主体是以人为研究对象&#作者应说明其遵循的程序是否符合负责人体试验的委员会$单位

性的*地区性的或国家性的&所制订的伦理学标准#并提供$上传&该委员会的批准文件复印件及受试对象或其亲属的知情同

意书复印件)

*重庆医学+编辑部
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