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目的
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研究异甘草素"
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$抑制宫颈癌
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细胞增殖作用及促进细胞凋亡的作用机制%方法
!

采用
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浓度
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处理
;B3N

细胞!采用四甲基偶氮唑盐"

X::

$比色法检测
;B3N

细胞增殖#采用

流式细胞仪检测
;B3N

细胞凋亡情况#应用罗丹明
$1'

染色法检测
;B3N

细胞线粒体跨膜电位的变化#采用
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检测
)

种不

同浓度
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对
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?7'

&

?1$

&

=)R@4I

基因表达的影响%结果
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检测结果显示+随着
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浓度增加!对不同时间段
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细胞的抑制作用明显增加"
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$流式细胞仪检测+相比于空白对照组!随着
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浓度逐渐增加!
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细胞凋亡率明

显升高"
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$!且凋亡率呈剂量依赖性#"
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$罗丹明
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荧光染色检测结果+随着
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浓度逐渐增加!细胞线粒体膜电位下降
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结果显示+随着
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浓度逐渐增加!
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6HF.1R@4I

表达水平明显降低"
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表达水平越升高"
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通过下调
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6HF.1

的表达和上调
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基因的表达来抑制宫颈癌细胞的增殖%
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子宫颈癌$简称宫颈癌&为常见妇科恶性肿瘤#是威胁女性

生殖系统健康的主要疾病之一#主要发病年龄为
7%

岁左右'

$

(

*

研究数据显示#全世界每年新发宫颈癌患者人数为
0)&7

万#而

我国宫颈癌每年新发病例数超过
$'

万#且每年死于宫颈癌的

患者占据女性癌症死亡人数第
1

位'
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*异甘草素$
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基查耳酮#
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&是甘草黄酮的一种查耳酮类化

合物#是甘草黄酮中主要活性成分之一*近年来研究报道显

示#

2Y3

对肺癌)前列腺癌)结直肠癌等肿瘤具有明显的抑制作

用#其主要通过抑制细胞周期诱导细胞凋亡来发挥作用'

'
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*而

少见国内关于
2Y3

对宫颈癌的研究报道#通过本次实验探讨

2Y3

对宫颈癌
;BFN

细胞的增殖抑制作用及凋亡机制#为肿瘤

化疗及生物治疗提供新的思路及策略*
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材料与方法

C&C
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细胞株
!

体外培养宫颈癌细胞株
;B3N

细胞$

;?9$/
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野生型
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&均购于中国典型培养物保藏中心$

>>:>>
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C&D
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方法

C&D&C
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相关药品与试剂
!
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由新疆医科大学实验室合成并

提供%高糖
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#美国
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#美国
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司&%磷酸盐缓冲液$
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#美国
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公司&%双抗$美国
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作者简介$哈尼克孜-吐尔逊$
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&#副主任医师#硕士#主要

从事妇科肿瘤方面的研究*
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公司&%四甲基偶氮唑盐 $
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#美国
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公司&%二甲

基亚砜 $

8XYa

#美国
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公司&%逆转录试剂盒$美国
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公司&%
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引物$上海生工生物技术有限公司&%罗丹明
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$美国
Y#

M
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公司&%
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细胞凋亡检测试剂盒
+

试

剂盒$美国
68

公司&*

C&D&D
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细胞培养
!

将细胞用完全培养液$

00&7R3

高糖

8X=Xi7R356Yi%&7R3

双抗&培养在
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#

7̀ >a

1

恒

温培养箱中#倒置显微镜下观察细胞形态)贴壁及融合等状态#

一般在
1

%

'!

进行传代*

C&D&E

!

X::

实验
!

取对数生长期的
;BFN

细胞#进行消化)离

心操作#重悬细胞并调整细胞数目为
$b$%

7 个"毫升#然后接

种于
()

孔培养板#每孔
1%%

&

3

#培养箱中培养
10O

后将配置

好的不同浓度
2Y3

$
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)

%&%7%

)
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%&1%%

)

%&'%%

)

%&0%%

R
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&加入培养板中#设立空白组$仅细胞培养液&及阳性组

$

%&%17R

M

"

R3

顺铂&#每组设
7

个复孔#分别培养
10

)

0/

)

-1O

*每孔中加入
7R

M

"

R31%

&

3 X::

溶液#

'-_

避光孵

育
0O

#去除溶液后#加入
$7%

&

38XYa

#室温下振荡#在酶标

仪上选用
0(%,R

测定吸光度值*实验重复
'

次#取
'

次实验

的平均值作为实验结果#以不同浓度
2Y3

为
e

轴#细胞数量为

\

轴绘制细胞生长抑制曲线*利用计算公式计算不同浓度各

个时间段药物对
;BFN

细胞增殖的抑制率#得出最佳时间段最

佳药物浓度*其中抑制率$

`

&

j

$空白组
[

不同浓度
2Y3

处理

组&"空白组
b$%%̀

*
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按
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细胞凋亡检测试剂盒
+

试剂盒说明书进

行操作#用流式细胞仪上机检测*

C&D&K

!

2Y3

诱导
;BFN

细胞凋亡的线粒体跨膜电位的变化
!

取对数生长期的
;BFN

细胞
1b$%

) 个接种于
)

孔板中药物干

预后#进行以下操作!$

$

&换液%$

1

&收集细胞%$

'

&加
$R3

罗丹

明
$1'

染色液$终浓度
%&%$R

M

"

R3

&染色#避光孵育
'%R#,

%

$

0

&离心后洗涤细胞
1

次%$

7

&再加入
%&7R3?6Y

悬浮细胞

后#直接用流式细胞仪上机检测*

C&D&L
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检测药物对
;BFN

细胞相关凋亡基因表达水

平影响
!

取对数生长期的
;BFN

细胞#进行消化)离心操作#重

悬细胞并调整细胞数目为
$b$%

) 个"毫升#然后接种于培养皿

中#培养
10O

贴壁后各个组加药提取总
@4I

进行
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*

$

$

&提取总
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*$

1

&定量总
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&逆转录反应!按照

?"+C+HD#

J

C

,

5#D+C.+CDN,!H84IY

S
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试剂盒操作说

明进行逆转录*$
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&
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检测
;?9$)=)

)

6HF.1

)

?1$

)

?7'

及内参
(

.NHC#,

基因#每份样品设
'

个复孔#反应条件!

1

=)

反

应条件#逆转录产物
(7_

预变性
'R#,

#

(7_

变性
'%+

#

77_

退火
)%+

#

-1_

延伸
$%+

#共
0%

个循环#
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延伸
$%R#,

%

2

6HF.1

反应条件#逆转录产物
(7_

预变性
'R#,

#

(7_

变性
'%+

#

70_
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'%+

#

-1 _

延伸
$%+

共
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个循环#

-1 _

延伸
$%

R#,

%

3

?7'

反应条件#逆转录产物
(7_

预变性
'R#,

#

(7_

变

性
'%+

#

7)_

退火
'%+

#

-1_

延伸
$%+

#共
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个循环#

-1_

延

伸
$%R#,

%

4

(

.NHC#,

反应条件#逆转录产物
(7_

预变性
'R#,

#

(7_

变性
'%+

#

7)_
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'%+

#

-1_

延伸
$%+

#共
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个循环#
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延伸
$%R#,

%
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?1$

反应条件#逆转录产物
(7_

预变性
'

R#,

#

(7_

变性
'%+

#

70_

退火
'%+

#

-1_

延伸
$%+

#共
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个循

环#

-1_

延伸
$%R#,

*利用系统自带软件分析各基因溶解曲

线)起峰曲线及
>C

值#根据结果分析药物对细胞基因表达的

影响*

C&D&M

!

AB+CBD,EF"C

检测药物对
;BFN

细胞相关蛋白表达水

平影响
!

取对数生长期细胞进行消化)离心#细胞重悬后以
$b

$%

) 个"毫升细胞培养密度种植于培养瓶中#温箱中培养
10O

#

待贴壁后加入
%&%17

)

%&%7%

)

%&$%%R

M

"

R32Y3

和
%&%17R

M

"

R3

顺铂干预
10O

#蛋白裂解液裂解细胞后提取总蛋白#采用

6YI

法进行蛋白质定量#简单步骤如下!$

$

&提取总蛋白%$

1

&

6IY

法蛋白质定量%$

'

&蛋白质变性%$

0

&凝胶配制及电泳%$

7

&

十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电流$

Y8Y.?I]=

&凝胶配

制%$

)

&转膜%$

-

&封闭%$

/

&一抗孵育%$

(

&二抗孵育%$

$%

&显色*

C&E

!

统计学处理
!

通过
Y?YY$-&%

软件进行相关统计学分

析#多组间比较采用单因素方差分析#计量数据以
Ff:

表示#

单因素方差分析在总体上存在显著性差异#方差齐时#多组间

比较用
3Y8

法)

Y4g

法#以
!

$

%&%7

为差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

2Y3

对
;B3N

细胞生长抑制作用
!

采用
%&%17

)

%&%7%

)

%&$%%

)

%&1%%

)

%&'%%

)

%&0%% R

M

"

R32Y3

对
;BFN

细胞进行

10O

)

0/O

)

-1O

处理后#结果显示#随着药物浓度的升高及时

间的延长#抑制率越高*且作为阳性对照的顺铂对细胞也具有

明显的增殖抑制作用$表
$

&*

表
$

!!

不同浓度
2Y3

对
;BFN

细胞不同时间的

!!!

抑制率&

'j7

)

Ff:

)

`

'

组别
作用时间

10O 0/O -1O

空白组
% % %

药 物 浓 度

$

R

M

"

R3

&

!

%&%17 $)&(-$%f1&$'1-

NE

11&1/)0f1&0-7/

NE

1'&$70$f1&$07/

NE

!

%&%7% '/&%0%)f$&)0(1

NE

07&77)0f1&1-')

NE

0-&1'/7f$&7)1$

NE

!

%&$%% ))&1$77f$&)''0

N

/)&$()(f$&$)%/

N

/1&$'%7f$&(/$1

N

!

%&1%% --&'$/'f%&(/-(

N

//&)--(f1&$0%$

N

/)&$(/7f$&$'7/

N

!

%&'%% /$&0)1'f$&0$-0

N

//&/77'f$&017)

N

//&17-0f$&7(/)

NE

!

%&0%% /'&(0%1f1&$/(7

NE

//&$-(/f$&7$%-

N

/(&$071f'&/-17

NE

阳性组
)0&%7-(f0&0-')

N

-1&1))/f'&()0-

N

-%&71$0f'&')70

N

!!

N

!

!

$

%&%7

#与空白组比较%

E

!

!

$

%&%7

#与阳性组比较*

D&D

!

;BFN

细胞凋亡率检测结果
!

从凋亡结果可知!空白组早

期凋亡率只有
7&0̀

#

%&%17

)

%&%7%

)

%&$%%R

M

"

R32Y3

药物与

顺铂
%&%17R

M

"

R3

作用细胞后早期凋亡率分别为
$(&$'̀

)

17&0'̀

)

7)&)'̀

)

7$&1-̀

#与空白组相比凋亡率明显增加#差

异有统计学意义$

!

$

%&%$

&*见图
$

*

D&E

!

2Y3

诱导
;BFN

细胞凋亡的线粒体跨膜电位的变化结

果
!

不同浓度的药物干预
;BFN

细胞后空白组线粒体膜电位荧

光强度为
)177&'̀

#而药物组
%&%17

)

%&%7%

)

%&$%%R

M

"

R3

分

别为
0$/%&%̀

)

''1/&'̀

)

'0)&%̀

#阳性组为
$1'/&-̀

#与

空白组相比差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&*见图
1

*

D&F

!

@:.?>@

检测药物对
;BFN

细胞相关凋亡基因表达的影

响
!

药物干预
;BFN

细胞
10O

后相关基因中
=)

和
6HF.1

基因

随着剂量的增加#基因表达下调%

?7'

和
?1$

基因随着药物剂

量的增加#基因表达反而上调*见图
'

*

D&K

!

AB+CBD,EF"C

检测药物对宫颈癌细胞
?7'

)

?1$

及
6HF.1

蛋白表达影响结果
!

6HF.1

蛋白药物表达与空白组相比较#随

着
2Y3

药物浓度增加#蛋白表达水平逐渐降低#

?7'

与
?1$

蛋

白的药物组表达与空白组相比较#随着
2Y3

药物浓度增加#蛋

白表达逐渐升高*见图
0

)

7

*
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图
$

!!

各个浓度药物干预
;BFN

细胞后凋亡率

图
1

!!

23]

对
;BFN

细胞线粒体膜电位的影响&罗丹明
$1'

标记'

)1''
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年
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!!

N

!

!

$

%&%$

#

E

!

!

$

%&%7

#与空白组比较%

H

!

!

$

%&%$

#

!

!

!

$

%&%7

#与阳性组比较

图
'

!!

各个浓度药物对
;BFN

细胞凋亡基因的影响&

'j'

'

图
0

!!

Y3

对相关蛋白表达的影响

!!

N

!

!

$

%&%$

#

E

!

!

$

%&%7

#与空白组比较%

H

!

!

$

%&%$

#

!

!

!

$

%&%7

#与

阳性组比较

图
7

!!

2Y3

对相关蛋白表达影响的灰度值&

'j'

'

E

!

讨
!!

论

!!

X::

为黄色化合物#是一种接受氢离子的荧光染料#能

够被活细胞体内琥珀酸脱氢酶还原为不溶于水的蓝紫色结晶

甲瓒$

5"DRN̂N,

&并沉积在细胞中#而凋亡细胞丧失细胞中琥珀

酸脱氢酶消失#不能将
X::

还原成蓝紫色结晶#而采用
8X.

Ya

溶解细胞中的甲瓒#用酶联免疫检测仪在
0(%,R

波长处测

定其吸光度值#可间接反映活细胞数量'

0

(

*且活细胞数量越

多#生成蓝紫色结晶越多#检测的吸光度值就越大#活细胞数量

少#生成紫色结晶少#吸光度值越小#

X::

结晶形成的量与细

胞数成正比*因此#

X::

法能够间接反映活细胞数及细胞生

长活性#具有灵敏度高)操作简便)经济)快速等优点#被广泛用

于生物活性因子)细胞毒性的检测'

7

(

*本研究结果显示#随着

2Y3

浓度增加对
;BFN

细胞增殖抑制作用逐渐增强#且呈现出

时间和剂量依赖性效应*

细胞凋亡是生物界广泛存在的一种基本生命现象#是指细

胞在一定生理或病理条件下#受内在遗传机制控制自动结束生

命的过程#细胞凋亡受凋亡相关基因调控#又称为细胞程序性

死亡*近年来#有学者发现#机体内细胞凋亡机制的发生和进

行受到精确调控#各种凋亡信号通过相应的信号传导通路传递

到相关细胞核内的相关靶基因#靶基因通过表达相关蛋白引起

细胞凋亡#细胞凋亡对肿瘤起着负调作用#而细胞凋亡的调控

过程发生紊乱会导致细胞代谢紊乱#从而导致肿瘤恶性增殖的

发生'

)

(

*本研究结果显示#将通过
I,,BW#,

'

.52:>

和
?2

双标

记法用流式细胞仪检测细胞凋亡可得到*因此得知#药物浓度

与凋亡的发生呈正相关#随着药物浓度增加#

;BFN

细胞出现致

密浓染的凋亡细胞增多#早期凋亡率明显升高#说明
2Y3

诱导

宫颈癌
;BFN

细胞凋亡*

细胞膜电位和细胞凋亡有着密不可分的关系#细胞凋亡的

过程中往往伴随着线粒体跨膜电位的破坏#这被广泛认为是细

胞凋亡过程中最早发生的事件之一*有研究报道#在
2Y3

诱导

细胞凋亡的可能机制为#线粒体膜电位的耗散触发细胞色素
>

的释放和半胱天冬酶的活化'

-.(

(

*

\QN,

等'

$%

(研究报道显示#

2Y3

主要是通过改变细胞线粒体跨膜电位的变化来诱导细胞

凋亡*本研究结果显示#

2Y3

能够降低
;BFN

细胞线粒体跨膜

电位稳定性#从而诱导线粒体介导的细胞凋亡#且随着
2Y3

浓

度增加#凋亡程度显著增加*

2Y3

药物浓度越增加#罗丹明
$1'

荧光强度越明显下降#膜电位下降百分比也下降#表明
2Y3

以

浓度依赖方式降低
;B3N

细胞线粒体跨膜电位*

宫颈癌细胞中肿瘤抑制因子
?7'

表达以野生型为主#

?7'

在不同的刺激下分别调节细胞周期或者细胞凋亡#通过转录活

化相关靶基因#如
?1$

)

6NW

)

?7'824?$

等#其作为一种重要抑癌

基因与细胞生长)分化及死亡的生物调控具有密切联系'

$$.$1

(

*

;?9

早期编码区
=)

)

=-

基因表达
=)

)

=-

蛋白是致癌的关键#

其中
=)

蛋白能够与
=)

相关蛋白介导与抑癌蛋白
?7'

结合#经

过泛素途径使其降解#阻止细胞凋亡#导致细胞向恶性增殖发

展%而
=-

蛋白能够结合细胞周期相关负向调节因子
?1$

和

?$)

#导致其失活抑制细胞生长#造成细胞周期紊乱#引起细胞无

限增殖并向恶性转化#最终导致子宫颈癌的发生'

$'

(

*本研究结

果显示!随着
2Y3

药物浓度的增加#

J

7'

)

J

1$

表达增加或者恢复

功能#抑制
=)

)

6HF.1

的表达#并呈现剂量依赖性效应*

综上所述#

2Y3

药物能够通过引起线粒体膜电位变化来诱

导宫颈癌细胞凋亡#同时
2Y3

还可以降低
;BFN

细胞中
=)

癌基

因)

6HF.1

基因表达#增加
?7'

)

?1$

基因表达来促进肿瘤细胞凋

亡#为进一步明确
2Y3

的抗肿瘤活性和抗癌候选药物的筛选提

供理论基础*
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