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#摘要$
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目的
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研究姜黄挥发油对黑色素瘤
NP"

细胞增殖与凋亡的影响$方法
!

应用不同浓度的姜黄挥发油作用于黑色

素瘤的
NP"

细胞$用细胞增殖计数试剂盒"
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RG4E6

法检测
<?.

M

?.@1+

酶活性!流式细胞检测细胞周期和凋亡$结果
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姜黄挥发油在不同浓度下!对黑色素瘤
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黑色素瘤是来源于皮肤及其他器官黑素细胞产生的恶性

肿瘤#近年来研究结果显示中国发病率为
)*3+

&

!)))))

#且随

年龄增加而增加'

!

(

$本病恶性程度较高#转移发生早#病死率

高#因此及时治疗很重要$目前治疗方式包括手术治疗和药物

治疗$药物方面化疗药物仍然是临床一线治疗的首选'
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#但其

在杀死肿瘤细胞的同时#也对正常细胞造成了影响#从而导致

了一系列不良反应$姜黄是芭蕉目和姜科类植物#在临床上有

降血脂*抗氧化*免疫调节等作用'
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(

#且不良反应少#有较大的

临床应用价值#姜黄挥发油主要通过气相色谱
1

质谱从姜黄植

物提取'

,
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$本实验主要研究姜黄挥发油对黑色素瘤
NP"

细胞

增殖*凋亡的影响#现报道如下$
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材料与方法
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材料与试剂
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姜黄挥发油!贵阳舒美达药厂有限公司#以
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比例与二甲基亚砜混合#使药物充分溶解#稀释至
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#滤过除菌#置于
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冰箱存放"#黑色素瘤
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细胞

!贵州中国科学院天然产物化学重点实验室赠予"#胎牛血清

!杭州四季青有限公司"#
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培养基!上海浩然生物技

术有限公司"#
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显微镜!
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酶试剂盒!北京

宝赛生物技术有限公司"#
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方法

@*A*@

!

细胞培养
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黑色素瘤
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用
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培养基!含
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条件下#饱和湿度培养箱中培养#每
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天传代
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次#待

细胞进入对数生长期$
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细胞增殖抑制率检测
!

在
",

孔板中加入
!))
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G

的细

胞悬液#并调整其细胞密度为
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PG

将培养板置于
+0

b3X<̀

2

培养箱培养
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#向培养板加入不同浓度的姜黄挥

发油#参考涂云华浓度梯度方法'
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#最终使其浓度分别到
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#同时设置细胞对照组和空白对照组#且每孔

设
,

个复孔#将培养板在培养箱孵育
2$

*

$#
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#在培养结束

时间前
!*3:

向每孔加入
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溶液#用酶标仪测定在
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!对照组
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细胞形态学观察
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取处于对数生长期的细胞#用
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f4!,$)

培养基调整使其对数生长期细胞密度为
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姜黄挥发油作用
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接种于
,

孔板#置于
3X<̀

2

+0b

的培养箱中#培养
!2:

孵育过

夜#分别加入终浓度为
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*
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*

2)

*

$)P
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姜黄挥发油培养液#

对照组则加入
!)X ĈE=;f4!,$)

培养基同步培养#置于
+0

b3X<̀

2

培养箱中培养
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#观察细胞形态变化$

@*A*C

!

<?.

M

?.@1+

酶活性检测
!

取处于对数生长期的黑色素

瘤
NP"

细胞#调整细胞密度为
!d!)

3
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PG

#接种于
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孔板#每

孔
!PG

#培养
!2:

#加入不同体积药物#总体积为
2PG

#使其

终浓度为
3

*

!)

*
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*
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#同时设细胞对照组#培养
$#:

#胰

酶消化#离心收集细胞#取
3)

#

G

裂解液加入#均匀吹打#置冰

上裂解
+)P(/

#其间涡旋振荡
+

!

$

次#每次
!).

#

$b

#
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P(/

离心
!)P(/

#小心吸取上清液#将上清液转移到
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孔板

中#按照
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酶活性检测试剂盒使用说明书操作方法#

取细胞提取液
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#

G

#加入含荧光底物
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反应缓冲液每孔
$3

#

G

#

+0b

避光#孵育
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#用酶标

仪在波长为
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测定
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值$

<?.

M

?.@1+

活化程度
]

实验组
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$,)

&正常对照
8

$,)

$

@*A*D
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细胞周期测定
!

细胞培养方法同
!*2*$

#加入不同体

积药物#使其终浓度分别为
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*
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*

2)

*
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#总体积
2PG

#

同时设细胞阴性对照组#并收集细胞#培养
$#:

#用
;CE

洗涤

细胞
!

次!

2)))F
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P(/

离心
3P(/

"#使其细胞浓度为
!d

!)

,

&

PG

#离心后去除上清液#加入
0)X

乙醇
3))

#

G

固定
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#

$

b

保存#染色前用
;CE

洗去固定液#加入
!))

#

G=/?.@6+0b

水浴
+)P(/

#再加入
$))

#

G;4

染色混匀#

$b

避光
+)P(/

#上

机检测$

@*A*M
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细胞凋亡检测
!

细胞培养方法同
!*2*$

#加入姜黄挥

发油#药物浓度设置同
!*2*$

#总体积
2PG

#设置细胞对照组#

培养
$#:

#

$b

离心
3P(/

收集细胞#用预冷的
;CE

洗涤细胞
2

次#

$b

离心
3P(/

#调整使其细胞浓度
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#加入
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重悬细胞*
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轻轻混匀$避光*室温
!)P(/

#加入
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#混匀#用
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流式细胞

仪测定细胞凋亡$

@*B
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统计学处理
!

采用
E;EE!+*)

软件进行统计学分析#计

量资料用
?\7

表示#同一时段的不同浓度组间比较采用单因

素方差分析#
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"

)*)3

为差异有统计学意义$

A

!

结
!!

果
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细胞增殖抑制率检测
!

不同浓度姜黄挥发油作用黑色素

瘤
NP"

细胞不同时间段后#均有抑制作用#且随着药物浓度的

增高#抑制率呈增高趋势#且其作用方式呈现时间
1

剂量相关

性$作用
$#:

时#增殖抑制作用较为明显#与对照组相比#差

异有统计学意义!
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"

)*)3

"$见表
!

$

A*A
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细胞形态学观察
!

正常黑色素瘤
NP"

呈多种细胞形态#

贴壁生长#细胞核呈圆形或椭圆形#深染#核仁小*核浆丰富#胞

质少$加入药物后#细胞形态不规则#细胞间隙增大#细胞增殖

速度明显变慢$当药物浓度浓度达到
2)P
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&

G

#细胞核固缩#

部分肿瘤细胞膜开始破裂#可见部分细胞内容物释放#当药物

浓度达到
$)P

5

&

G

#已不能见到正常肿瘤细胞结构#可见大量

的细胞碎片$见图
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$
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%
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姜黄挥发

油处理细胞$

图
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不同浓度姜黄挥发油对
NP"

细胞形态

变化的影响%

d2))

(

A*B
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酶活性检测
!

姜黄挥发油对黑色素瘤
NP"

具

有促凋亡作用#且随着药物浓度的增加#呈药物浓度
1

酶活性正

相关#当药物浓度浓度达到
$)P

5

&

G

#此时酶活性达到最大值$

见表
2
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表
2

!!

不同浓度姜黄挥发油作用
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细胞
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酶活性比较%
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值 酶活性
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细胞凋亡检测
!

姜黄挥发油作用于细胞
$#:

后#黑色素

瘤
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细胞均有不同程度的凋亡#随着药物浓度的增加#凋亡

率亦增加#呈现药物浓度
1

凋亡率正相关性#早期凋亡率分别为

!

!2*+)\)*)!

"*!

!!*"3\)*)$
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!$*,+\)*!2
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23*0$\
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#晚期凋亡率 !
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!

+3*,#\)*2!
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3#*!$\)*!+

"

X

$早期凋亡率和晚期凋亡率

在药物浓度为
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5

&

G

达到最大值#且在同等药物浓度下#晚

+0$+
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期凋亡率较早期凋亡率更高#与对照组比较差异有统计学意义

!

!

"

)*)3

"$见图
2

$

!!

6

%自然凋亡)

C

!

R

%药物浓度分别
3

*

!)

*

2)

*

$)P

5

&

G

$

图
2

!!

不同浓度姜黄挥发油诱导
NP"

细胞凋亡

A*D

!

细胞周期检测
!

细胞周期检测发现
W

!

*

E

期细胞随着药

物浓度的增高#细胞数目呈现递减趋势#呈现药物
1

细胞数目负

相关性$而
W

2

期细胞随着药物浓度的增高#该期细胞数目呈

现递增趋势$见图
+

$

!!

6

%对照组)

C

!

R

%药物浓度分别
3

*

!)

*

2)

*

$)P

5

&

G

$

图
+

!!

不同浓度姜黄挥发油对细胞周期的影响

B

!

讨
!!

论

!!

姜黄为姜科植物姜黄的干燥根茎#作为一种中药在现代研

究广泛#现在对其药理作用已做了相关的研究#表明其在肿瘤*

慢性肝病*肾病*糖尿病*皮肤病等疾病的治疗上有一定的优

势'

#

(

$其中姜黄的主要成分姜黄素对于抗肿瘤已有相关研究#

如乳腺癌*结肠癌'

"1!)

(

$姜黄的另一种成分姜黄挥发油在抗肿

瘤方面的研究却鲜有报道#相关文献表明姜黄挥发油对抗急性

单核细胞白血病
HA;1!

细胞具有增殖抑制剂促凋亡作用'

0

(

#

然而对于其抗黑色素瘤细胞方面尚无研究$

本研究主要探讨姜黄挥发油对于黑色素瘤
NP"

细胞的作

用效果$实验研究结果表明#姜黄挥发油对于黑色素瘤
NP"

细胞生长具有抑制作用#且随着药物浓度的递增#其抑制作用

越明显#呈现时间
1

浓度相关性#当药物浓度为
$)P

5

&

G

#其对

细胞的抑制作用最明显$

<?.

M

?.@

是凋亡信号通路中重要的蛋

白酶之一#也是与凋亡密切相关的调节基因#在细胞凋亡过程

中与其他蛋白共同作用调控细胞的凋亡'

!!

(

#而
<?.

M

?.@1+

能够

切割不同的底物#经激活后能剪切细胞结构蛋白和抑制
Y76

修复作用#同时参与凋亡启动和凋亡程序执行#从而导致细胞

死亡#是其最重要的关键凋亡调节基因和终末执行酶'

!2

(

$实

验结果显示#随着药物浓度递增#酶活性增加#表明药物对其有

促凋亡作用$流式细胞仪用于检测细胞周期与细胞凋亡#细胞

周期调控是一个精细的生物学过程#涉及了多个基因和蛋白的

参与#进而形成了复杂的信号分子网络系统#而恶性肿瘤最基

本的生物学特征是肿瘤细胞失控性增殖#而其生物学基础是细

胞周期调控紊乱'

!+

(

$本实验结果表明#

W

!

*

E

期细胞随着药物

浓度增加#细胞数目递减#而
W

2

期细胞随着药物浓度的增高#

细胞数目呈递增趋势#表明细胞被阻滞在
W

2

&

f

期#从而干扰

了正常细胞周期#阻断了细胞正常有丝分裂#再次论证了姜黄

挥发油对于黑色素瘤
NP"

的增殖抑制作用$

综上所述#姜黄挥发油诱导凋亡的机制与细胞周期
W

2

&

f

期阻滞*

<?.

M

?.@

酶活化参与凋亡有关#在此基础上#作者还将

进一步探索姜黄挥发油诱导黑色素瘤
NP"

细胞凋亡的具体信

号通路#为探索黑色素瘤的新型药物提供理论依据$
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等'

#

(采用
î1/=H1;<=

法对新疆伊犁地区牧羊犬的脑组织及

;Cf<CYe

进行检测#其中脑组织
CYe

阳性率为
"X

#

;Cf<

阳性率为
3X

#虽然脑组织
CYe

阳性率高于外周血#但差异无

统计学意义!

!

#

)*)3

"$

7?T?POF?

等'

"

(从
!

例精神分裂症患

者脑组织中分离出了
CYe

#但该患者
;Cf<

中并未检出
CYe

核酸#故外周血中
CYe

核酸阴性并不能完全排除患者存在

CYe

感染$

冰岛是一个对动物进出口要求非常严格的国家#检测范围

包括
CYe

#但
C

-

'F/.&'88(F

等'

!)

(首次在该地区马群中发现

CYe

相关抗体#推测出现这种现象可能的原因是迁徙的候鸟$

最近有学者在美国的加拿大鹅中体内分离得出
!

株新的
CYe

序列#推测此类迁徙的水鸟能长距离携带该病毒'

!!

(

$也有人

提出#沿迁徙候鸟路径分布的马厩中的马有较高的
CYe

检出

率'

!2

(

$据统计蝙蝠体内可分离出
#)

多种病毒#且蝙蝠种类繁

多#在自然界分布广泛#喜群居*寿命长*善飞行等特点为病毒

传播创造便利#蝙蝠在新发病毒传播及流行中起着重要角色$

而随着人类城市的不断扩张#越来越多蝙蝠可长期定居于城市

中#人们与蝙蝠的接触也逐渐增多#由此带来公共卫生问题不

得不引起关注$

本研究采用
=H1;<=

检测组
#2

只蝙蝠脑组织
CYe1;$)

阳性率为
!2*2X

$

CYe1;$);<=

阳性产物测序与国外标准

株
E8F?(/e

*

A!0,,

比对同源性为
",*2X

#有
+

个位点发生碱

基互换!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

")与
A@

&

#)

比对

同源性为
"$*"X

#有
$

个位点发生碱基互换!

/83$#W

#

H

#

/833)H

#

W

#

/833+6

#

H

#

/8,)"H

#

<

"$本研究证实了贵州遵

义地区蝙蝠存在
CYe

自然感染#该地区感染的
CYe1;$)

核苷

酸序列与
E8F?(/e

*

A!0,,

存在高度同源性$

CYe

是一种特

殊的
=76

病毒#其
=76

具有高度保守性#从而保证了遗传的

稳定性$蝙蝠脑组织中检出的
CYe1;$)

基因片段虽存在部分

碱基突变#但所编码的氨基酸序列未发生改变$

新型病毒的不断爆发流行#无疑给经济建设及社会安宁带

来了严重的影响$近来的中东呼吸综合征#因其致死率高于非

典型肺炎!

E6=E

"#引起了人们极度的恐慌#同时也敲响了世界

必须对新发病毒感染性疾病的进行实时监控的警钟$本研究

证实了贵州地区蝙蝠存在
CYe

自然感染#但因缺乏从该地区

动物或人脑组织分离出来的病毒株#对该地区蝙蝠自然感染

CYe

的来源尚无法做全面的解释$因此#尚需做进一步的调

查研究#揭示该地区
CYe

的流行病学特征#为防止
CYe

的爆

发流行打下基础$
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