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目的
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$对胃癌细胞增殖的抑制作用!并探讨其分子机制&方法
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$法检测不同浓度的
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$对
'

种胃癌细胞株"
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'

5YA$

和
F>6

$增殖的影响#流式细胞仪检测细胞凋亡情况#

d=+9=G,QK"9

检测凋亡相关蛋白"
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$以及信号转导和转录激活因子
'
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63F3'

$'
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.63F3'

蛋白表达变化#荧光素酶报告基因检测
63F3'

转录

活性变化&结果
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与对照组比较!
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和
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的表达!降低
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的表达#
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明显抑制
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磷酸化!过表达
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可下调
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F

的促凋亡作用及对
63F3'

转录活化的抑制作用&结论
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可能通过抑制
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胃癌是世界上发病率和病死率最高的恶性肿瘤

之一'

$.1

(

)据不完全统计#每年新发病例约有
$%%

万

例 '

'.0

(

)尽管目前胃癌治疗取得了一定的进展#但晚

期胃癌患者的总体疗效不太理想#

2

年生存率仅为

2]

#

1%]

'

2.)

(

)近年来#众多的研究表明传统中草药

具有显著的抗肿瘤活性'

-.(

(

)丹参酮
&

F

$

3;,

&

F

&是

天然植物丹参的主要活性成分#前期的研究已发现它

具有多种药理活性#比如缓解心绞痛#有效改善血流

动力学等'

$%.$1

(

)近年来#丹参酮
&

F

在乳腺癌*膀胱

癌*结直肠癌和前列腺癌中的抗肿瘤活性也广受研究

者青睐'

$'.$0

(

)虽然有研究表明
3;,

&

F

能抑制胃癌

细胞生长#但其潜在的分子机制尚不清楚'
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(
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信号转导和转录激活因子
'

$

63F3'

&是信号转

导因子
63F3

家族的成员之一'

$-

(

)它广泛参与调节

了一系列生物过程#如细胞增殖*肿瘤发生*血管生成

和表皮细胞向间充质细胞转化等'

$/

(

)磷酸化
63F3'

分子上的
1

个磷酸化位点酪氨酸
-%2

$

3

8

G-%2

&和丝氨

酸
-1-

$

6=G-1-

&对于
63F3'

组成性激活以及肿瘤的

发生*发 展 发 挥 着 关 键 作 用'

$(.1$

(

)有 研 究 表 明

63F3'

的构成性激活可以促进胃癌的进一步恶化和

发展'

11.1'

(

)因此#以
63F3'

为靶点#发掘新的能抑制

63F3'

组成性激活的化合物对于治疗人类胃癌具有

重要的临床意义)本研究中采用人胃癌细胞株#并给

予
3;,

&

F

处理#探讨
3;,

&

F

对胃癌细胞增殖的影

响#并明确其作用机制是否与抑制
63F3'

活化有关)

?

!

材料与方法

?&?

!

细胞培养及试剂
!

人胃癌细胞株$

6A\.)'/

*

5YA$

和
F>6

&购自国家细胞资源中心$中国科学

院#上海&)

6A\.)'/

和
5YA$

细胞培养于含有
$%]

胎牛血清的
E75C$)0%

培养基中#

F>6

细胞培养于

含有
$%]

胎牛血清的
@5V5

培养基中#并置于含

2]4̀

1

的恒温培养箱)

3;,

&

F

购自
6#

O

L;.FK!G#:I

公司)

:K=;T=!:;+

<

;+=.'

*

[:K

和
[;U

抗体购自
6;,9;

4GHP[#"9=:I,"K"

O8

公司#

<

.63F3'

和
63F3'

抗体

购 自
4=KK 6#

O

,;K#,

O

3=:I,"K"

O8

公 司)

B?F>.

63F3'

和
<

IE?.3Y

质粒购自生工公司)

?&@

!
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&法检测细胞增殖
!

将

细胞以
$c$%

0 个细胞"孔接种于
()

孔培养板中过

夜)随后给予不同浓度的
3;,

&

F

处理不同时间后#

每孔加入
1%

$

?533

染料继续孵育
1I

)小心移除

培养基并加入溶解"终止溶液)使用酶标仪在
2-%,L

处检测各孔吸光度并计算细胞存活率)

?&A

!

细胞凋亡检测
!

当不同浓度的
3;,

&

F

处理细

胞后#收集细胞至离心管中#离心弃培养液#用
7[6

洗

涤)随后使用
F,,=U#,^

和
7C

双染色#应用流式细

胞仪分析结果)根据比例计算不同药物浓度对细胞

凋亡的影响)

?&B

!

d=+9=G,QK"9

!

当用不同浓度的
3;,

&

F

处理

细胞后#加入裂解缓冲液裂解细胞并收集*提取总蛋

白进行定量)随后采用
6@6.7F>V

分离#

7̂ @B

膜电

转#脱脂牛奶$

2]

&封闭
$I

#分别加入一抗孵育
0a

过夜)次日加入
3[63

缓冲液洗膜
'

次后加入辣根

过氧化酶标记二抗#室温摇床孵育
$I

后用
3[63

缓

冲液洗膜
'

次)最后采用
V4?

法显影#并进行定量

分析)

?&C

!

细胞转染和
63F3'

转录活性
!

根据
?#

<

".

R=:9;L#,=1%%%

使用说明书#将
B?F>.63F3'

质粒

和对照质粒
<

IE?.3Y

分别瞬时转染细胞后#并给予

指定浓度的
3;,

&

F

处理)随后用双荧光素酶报告

基因测定系统测定
63F3'

的转录活性)

?&D

!

统计学处理
!

用
67661%&%

统计分析软件进行

统计分析#计量资料以
KbF

表示#采用
C

检验#多个样

本间比较采用单因素方差分析
[",R=GG",#

<

"+9.I":

3=+9

进行统计学处理#以
J

$

%&%2

为差异具有统计

学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

3;,

&

F

抑制人胃癌细胞增殖
!
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实验结果

显示
3;,

&

F

能以时间和剂量依赖的方式有效抑制

6A\.)'/

细胞增殖$图
$F

和
$[

&)

$%

$

O

"

L?3;,

&

F

表现出最强抗肿瘤活性#因此被用于后续研究)

与此同时#当给予不同浓度
3;,

&

F

处理人胃癌

5YA$

和
F>6

细胞之后#

3;,

&

F

也能明显抑制细

胞增殖$图
$4

和
$@

&#但以
6A\.)'/

细胞活性最佳#

因此
6A\.)'/

细胞被选择用于进一步研究)

@&@

!

3;,

&

F

诱导人胃癌细胞凋亡
!

当
F,,=U#,.̂

"

7C

双染色标记
3;,

&

F

处理
6A\.)'/

细胞后#使用

流式细胞仪检测
3;,

&

F

对胃癌细胞凋亡的影响)

图
1F

#

1[

显示#

3;,

&

F

处理之后能明显增加凋亡细

胞比例#百分比由
-&--]b1&10]

$对照组&增加到

3;,

&

F

处理组
$'&/%]b0&%)]

$

1&2

$

O

"

L?

&#

11&-%]b0&12]

$

2

$

O

"

L?

&和
'1&/-] b)&/%]

$

$%

$

O

"

L?

&)图
14

显示
3;,

&

F

处理之后能诱导

[;U

和
:K=;T=!:;+

<

;+=.'

的蛋白表达#并抑制
[:K

蛋

白水平)

!!

F

!

3;,

&

F

对
'

种胃癌细胞增殖的时效*量效关系%

[

!

3;,

&

F

对
6\A.)'/

细胞增殖的影响%

4

!

3;,

&

F

对
5YA$

细胞增殖的影响%

@

!

3;,

&

F

对
F>6

细胞增殖的影响

图
$

!!

3;,

&

F

对人胃癌细胞增殖的影响
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!!

F

!

F,,=U#,^

*

7C

双染色细胞凋亡图%

[

!相对细胞凋亡率%

4

!

d=+9=G,QK"9

蛋白条带及相对蛋白表达

图
1

!!

3;,

&

F

对胃癌细胞凋亡的影响

!!

F

!

3;,

&

F

对
63F3'

磷酸化的影响%

[

!

3;,

&

F

对
63F3'

转录活性的影响%

4

!过表达
63F3'

对细胞增殖的影响%

@

!过表达
63F3'

对细胞

凋亡的影响

图
'

!!

3;,

&

F

对
63F3'

信号通路的影响

@&A

!

63F3'

在
3;,

&

F

抑制人胃癌细胞增殖中的

作用
!

如图
'F

所示#

3;,

&

F

$

2

#

$%

$

O

"

L?

&处理

6A\.)'/

细胞能有效抑制
63F3'

中
3

8

G-%2

位点的

磷酸化水平$约
20]

和
--]

&)为了进一步证实

63F3'

信号通路是否参与了
3;,

&

F

抗胃癌细胞增

殖过程#本研究采用了
6A\.)'/

细胞与
<

.63F3.

?\4

质粒共转染)双荧光素报告实验显示
3;,

&

F

$

2

#

$%

$

O

"

L?

&处理后能有效降低
63F3'

的活性$图

'[

&)

63F3'

过表达后能显著减少
3;,

&

F

抑制细

胞增殖和诱导凋亡的比例$图
'4

和
@

&)

A

!

讨
!!

论

!!

本研究发现了中药丹参分离得到的生物活性组

分
3;,

&

F

能有效抑制人胃癌细胞增殖并诱导细胞

凋亡#具体机制是由于
3;,

&

F

作用于
63F3'

的磷

酸化
3

8

G-%2

位点从而抑制
63F3'

磷酸化水平#

63F3'

质粒共转染实验进一步证实了推断)本研究

结果表明
3;,

&

F

能有效抑制
63F3'

活化过程#从

而发挥抗胃癌作用)

胃癌是常见恶性肿瘤#其病死率居全球第三'

10

(

)

近年来尽管在胃癌的诊断和治疗方面取得了较大进

$)2
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年
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月第
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卷第
0

期



展#但胃癌患者的总体预后仍然较差'

12.1)

(

)目前的治

疗方式能够在一定程度上控制病情#延长患者生存

期#但严重的毒副作用不仅会影响复发患者的生活质

量#甚至还会危及患者的生命'

1-

(

)因此#研发用于胃

癌治疗的新药物具有重要的临床意义)

3;,

&

F

是从丹参根茎提取的活性成分#大量证

据表明
3;,

&

F

对多种癌细胞的生长具有抑制作

用'

1/

(

)本研究发现
3;,

&

F

处理之后可明显诱导细

胞凋亡#增加
[;U

和
:K=;T=!:;+

<

;+=.'

的蛋白表达并

下调
[:K

蛋白水平)前期研究报道
63F3'

信号通路

的组成性活化被认为是癌症发生*发展和进展的重要

因素'

1%

#

1(

(

)本研究发现
3;,

&

F

处理后可明显抑制

体内
63F3'

磷酸化过程#而且表现出剂量依赖性)

当细胞中过表达
63F3'

时#

3;,

&

F

对细胞增殖的

抑制比例以及诱导
6A\.)'/

细胞凋亡显著减少)本

研究阐明了
63F3'

在
3;,

&

F

调控胃癌细胞增殖和

凋亡过程中的作用)但是#

3;,

&

F

在体内是否发挥

抗胃癌活性#

3;,

&

F

如何影响体内胃癌肿瘤组织中

凋亡相关蛋白表达#以及
63F3'

如何参与调控值得

进一步探讨)不仅如此#

3;,

&

F

通过其他机制起作

用的可能性不能排除#值得深入研究)而本研究仍存

在一些局限#比如应该同时纳入正常的胃细胞进行比

较分析#从而进一步阐述
3;,

&

F

的作用是癌症特异

性的)综上所述#本研究认为
3;,

&

F

可能通过下调

63F3'

活化水平从而发挥抗胃癌活性)
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