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骨肉瘤起源于骨间充质细胞%是最常见的原发性

恶性骨肿瘤)其每年发病率在不同年龄段略有不同!

在
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"百万
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"百万$)在

儿童易患的癌症中%骨肉瘤发病率排在第
/

位)骨肉

瘤发病率男性高于女性%呈双峰型分布%在
$%

$

$0

岁

时出现第
$

个高峰%与生长激素激增相关(在
);

岁以

上人群中出现第
1

个高峰%与佩吉特氏病相关)最常

见的部位是股骨*胫骨和肱骨)骨肉瘤的
;

年整体生

存率为
)/̂

)最佳治疗效果是在骨肉瘤转移前手术

完整切除)化疗药物和化疗方案对骨肉瘤的复发和

转移依然至关重要)骨肉瘤具有发病率高*耐药性强

及易转移等特点%导致其预后差&

$
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)尽管近年来%科

学家们确定了几种分子标记物%但敏感性和特异性欠

缺)因此%开发新型药物对原发性骨肉瘤的治疗至关

重要)
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方)其全草在中药中也被广泛使用%主要用于治疗发

热*流感*扁桃体炎*咽喉炎*急慢性支气管炎*便血*

痢疾等)现代药理学研究发现其具有抑菌*抗氧化*

抗炎*止血和抗肿瘤等药效&
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%有效成分主要包括黄

酮类*多酚类*多糖及生物碱等&
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具有抗肿瘤效果%但主要集中在对肝癌的治疗研究

中&
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%对其他肿瘤的作用效果研究少见报道)
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年%李钦&
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主要是通过抑制
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通路实现的)该通

路在大部分转移性肿瘤中被激活%促进肿瘤细胞
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转化&
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)因此%推测
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可能会通过抑制
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通路抑制转移性肿瘤的转移能力)

为探索
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是否可通过
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及其分子机制%为
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首次应用

于抗骨肉瘤转移提供理论支持%本研选取骨肉瘤细胞
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细胞系作为研究对象进行实验)
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将
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;̂ DE
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的培

养箱中培养%待细胞贴壁生长至
/%̂

$
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融合度时

传代)

@&A&A

!

细胞增殖实验
!

取对数生长期细胞%胰酶消

化成单细胞%并用含有
$%̂ Y@C

的高糖型
A=H=

培

养基配制成
$b$%
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浓度的单细胞悬液)于每孔

$%%

%
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孔板中%置于
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;̂ DE
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的

培养箱中培养
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%待贴壁后%分别加入
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的
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组加入相同体积的二甲基亚砜#

A=CE

$作为空白

组%继续培养
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*
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后%每孔加入
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的四

甲基偶氮唑蓝#

=MM
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I
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%弃去培养基%每

孔加入
$;%
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IA=CE

室温避光溶解
=MM

%于
0(%,8

处在酶标仪上检测吸光度#

9=

$值)为排除药物的诱导

凋亡作用所引起的对以下实验结果的影响%同时保证药

物的作用效果%本研究选取
0/2

作为处理时间*

&

半数致

死浓度#

>D

;%

$的两个梯度浓度#
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组*
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组$作为处理浓度%进行后续实验)
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细胞迁移实验
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在超净工作台中%将
MJ9,.

+Q7::

小室放入
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孔板中%备用)取对数生长期细胞

用
%

*

1;̂

胰酶消化并用无血清培养基配制成
$&;b

$%

;

"

8I

的单细胞悬液%以每孔
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%
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)%%

%
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含有
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血清的培养基%每组设
)

个平行对照)并分别加入

%
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%其中

%
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A=CE

作为空白组%放入

'-d

*含
;̂ DE

1

培养箱中%培养
0/2

后%取出培养

板%将
MJ9,+Q7::

小室取出%放入
]1%d

无水甲醇固

定
;8#,

%棉签轻轻拭去上室中未迁移细胞后%

%&1;̂

结晶紫染色
;8#,

%

?@C

洗去未染色结晶紫%显微镜下

观察拍照%并随机选取
)

个视野计数细胞%统计迁移

细胞数)

@&A&C

!

HI>CF

实验
!

取各组细胞%胰酶消化并用含

有
$%̂ Y@C

的高糖型
A=H=

培养基配制成
$b

$%

0

"

8I

的单细胞悬液%以每孔
$8I

种植于
)

孔板

中%置于
'-d

*含
;̂ DE

1

培养箱中培养至
/%̂

融合

后%加入不同浓度药物%每组设
)

个平行对照%于

'-d

*

;̂ DE

1

培养箱中继续培养
0/2

%收集上清液%

离心后%按照
HI>CF

试剂盒说明书进行实验)

@&A&D

!T

?D<

实验
!

=V)'

细胞在培养瓶底融合度

达到
/%̂

后%加入不同浓度药物处理
0/2

后%用
M<.

>U":

法提取总
<XF

%步骤如下!

?@C

洗涤
=V)'

细

胞%加入
M<>U":

于冰上裂解
; 8#,

%收集裂解液%

$'%%%J

"

8#,

离心%收集上清液%加入氯仿%静置离

心%吸取上清液加入异丙醇%静置离心%弃上清液%

-;̂

乙醇清洗沉淀%离心弃上清液%保留沉淀干燥%用

焦碳酸二乙酸#

AH?D

$水溶解)然后按照日本
M959.

J9

反应试剂盒依次经过去除基因组
AXF

反应*反转

录反应和
T

?D<

进行扩增%扩增程序为!

(; d $%

8#,

(

(;d$;+

%

)%d$;+

%

-1d

*

'%+

%

0%

循环数)

@&A&E

!

L7+37J,G:"3

实验
!

取各组细胞%

?@C

洗涤

后%加入
<>?F

裂解液在冰上裂解细胞%待细胞裂解

后收集于离心管中%继续裂解
'%8#,

%

$'%%%J

"

8#,

离心%收集上清液%测定蛋白浓度%加入
0b

上样缓冲
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液%煮沸
;8#,

%充分变性%

]1%d

保存备用)制胶!

$%̂

分离胶
m;̂

浓缩胶(按蛋白浓度确定上样量(然

后经过电泳%转膜%封闭%一抗孵育过夜%

?@C

洗涤%二

抗室温孵育
$&;2

%

?@C

洗涤%

HDI

发光液显色%

W

射

线显影%拍照%用
>89

O

7

4

J"

4

:R+

软件分析光密度值)

@&A&F

!

统计学处理
!

采用
C?CC1$&%

软件分析数据%

计量资料以
EgC

表示%多组间比较采用单因素方差

分析%组间两两比较采用
ICA.*

检验%以
!

$

%&%;

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

YEY

对
=V)'

细胞增殖的影响
!

在相同时间下%

随着
YEY

处理浓度的升高%

=V)'

细胞增殖抑制率逐

渐升高%其中处理
10

*

0/

*

-12

的
>D

;%

分别为
/%&/0

*

00&(%

*

'$&')

%

O

"

8I

(在相同浓度下%随着处理时间的

增长%

=V)'

细胞增殖抑制率也逐渐升高)见图
$

)

图
$

!!

YEY

对
=V)'
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