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!!!摘要"!目的!探讨异硫氰酸苯乙酯"=,>?@#联合阿霉素"ABC#诱导骨肉瘤细胞凋亡的作用% 方法!

选用D#-EF细胞株$根据处理方法的不同将其分为=,>?@组&ABC组&=,>?@GABC组和空白对照组% 采用

C??法检测不同处理组药物对D#-EF细胞增殖能力的影响% 采用 ?DH,I法测定不同处理组 D#-EF 细胞的

凋亡情况% 采用J5KL5M3 N19L法检测不同处理组 D#-EF 细胞 @/KO/K5-'&P/K&P/KI蛋白的表达情况% 结果!

=,>?@和ABC浓度对 D#-EF 细胞的半抑制浓度">@($#分别为 QR'*

!

CS.1和 &R&%

!

TS.1% 与单独使用

=,>?@或ABC处理相比$联合使用两种药物对 D#-EF 细胞的增殖抑制率更高"!U$R$(#% 低剂量的 =,>?@

联合ABC产生协同效应$而高剂量的两种药物联合产生相加效应% 与单药物处理相比$=,>?@联合 ABC能

够显著提高D#-EF细胞凋亡率"!U$R$(#$增加@/KO/K5-' 蛋白的活性及表达"!U$R$(#% 结论!=,>?@增强

了ABC诱导骨肉瘤细胞凋亡的作用$可能与 @/KO/K5-' 蛋白活性升高和表达量上调有关$这为 =,>?@联合

ABC的临床应用提供了参考依据%
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!!骨肉瘤是一种罕见的肉瘤类型$但它也是最为

常见骨组织来源的恶性肿瘤$常常因早期的肺转移

而导致极差的预后(% '̀)

% 骨肉瘤可发生在所有年龄

段$但儿童发病更为常见$占全球所有儿科恶性肿瘤

患者的 #RQ_

(Q)

% 阿霉素"/WM0/.Z803$ABC#属于化

疗药物的一种$这种蒽环类抗生素能够减缓或阻滞

癌细胞的生长(($&)

$已被临床应用于治疗包括骨肉

瘤在内的各种类型的癌症(*)

% 与其他化疗药物一

样$虽然ABC对癌细胞有杀伤作用$但最终也会因

癌细胞对ABC产生耐药性而失效(:$))

% 此外$毒副

作用降低了患者治疗的成功率% 因此$有必要探讨

增强ABC作用的新方法$以降低其临床用药量% 异

硫氰酸苯乙酯"OY535LYZ10K9LY098Z/3/L5$=,>?@#是多

种十字花科蔬菜中天然存在的异硫氰酸酯的化合物$

是重要的异硫氰酸酯类家族成员之一(%$$%%)

% =,>?@

可调节前列腺癌&白血病和骨髓瘤细胞的表观遗传过

程$并抑制组蛋白去乙酰酶(%# %̀Q)

% 有研究(%()表明$

=,>?@可抑制不同类型肿瘤细胞的增殖$诱导细胞凋

亡% 另外$=,>?@在临床中也已被证明可增强肿瘤

细胞对化疗药物的敏感性$并协同增强化疗药物诱

导的癌细胞凋亡(%&)

% 本研究旨在通过细胞实验探

讨=,>?@与ABC对骨肉瘤细胞凋亡的协同作用及

相关机制$为临床治疗提供科学依据$现报告如下%

<=材料与方法

<><=实验材料=骨肉瘤 D#-EF 细胞株购自中国科

学院上海细胞库'ABC购自美国 F0T./公司'=,>?@

购自?@>公司'细胞凋亡蛋白酶"@/KO/K5#-' 活性检

测试剂盒购自中国海门市碧云天生物技术研究所'

@/KO/K5-' 抗体&@/KO/K5-) 抗体&细胞表面死亡受体

P/K抗体&细胞表面死亡受体配体 P/KI抗体购自美

国T535L58Y公司'二抗购自中国南京金斯瑞生物科

技有限公司'甲基噻唑基四唑".5LYZ1LY0/̂91Z1L5L-

M/̂910\.$C??#试剂盒购自中国 F91/MN09公司%

<>?=细胞培养=采用含 %$_浓度胎牛血清的 V=-

C>%&Q$ 培养基培养D#-EF细胞$细胞培养箱条件设

置为 (_ @E

#

&'* a% 根据细胞生长状况进行细胞

传代$取处于对数生长期的 D#-EF 细胞进行后续相

关实验%

<>@=C??法检测细胞增殖能力!选取呈现对数生

长的D#-EF细胞$稀释至 ( b%$

Q

8511KS.1$以 %$$

!

1S孔

种植到 )&孔无菌培养板中$以 '* a&(_ @E

#

条件培

养 & %̀# Y$待细胞贴壁% ABC组分别按照 %

!

TS.1&

#R(

!

TS.1&(

!

TS.1&%$

!

TS.1和 #(

!

TS.1的 ABC

药物终浓度对细胞进行干预处理$=,>?@组分别按照

#

!

CS.1&Q

!

CS.1&:

!

CS.1&%&

!

CS.1&'#

!

CS.1

和 &Q

!

CS.1的=,>?@药物终浓度对细胞进行干预处

理% 绘制细胞增殖曲线并分别计算ABC和=,>?@的

半抑制浓度">@($#% 另外$应用C??法检测ABC联

合=,>?@对细胞增殖的影响$选取呈现对数生长的

D#-EF细胞$调整细胞浓度为 # b%$

Q

8511KS.1$每孔加

入 %$$

!

1% 分组及干预方法如下!ABC%组"#

!

TS.1

ABC#&ABC#组"'

!

TS.1ABC#&ABC'组"%$

!

TS.1

ABC#'=,>?@% 组"%

!

CS.1=,>?@#&=,>?@# 组

"#

!

CS.1=,>?@#&=,>?@' 组"(

!

CS.1=,>?@#'

AG=% 组"#

!

TS.1ABCG%

!

CS.1=,>?@#&AG=

# 组"'

!

TS.1ABCG#

!

CS.1=,>?@#&AG=' 组

"%$

!

TS.1ABCG(

!

CS.1=,>?@#&空白对照组"未

添加药#% 每孔终体积 %$$

!

1$每个浓度设 ' 个重复

孔$继续培养 #Q Y后每孔加入 #$

!

1C??溶液$使用

F?'&$ 酶标仪"上海科华公司#进行检测$在 (*$ 3.

波长下检测并记录其EB值% 抑制率c"实验孔EB

值+空白孔 EB值#S空白孔 EB值 b%$$_% d值

的计算公式如下!dc,

/GN

S",/G,N +,/b,N#% ,/

和,N分别表示单独使用 ABC和 =,>?@的抑制率'

,

/GN

为ABC与=,>?@联合抑制率% d值e%R%(表示

协同效应'$R:(

!

d值
!

%R%( 为相加效应$d值 U

$R:( 为拮抗效应%

<>A=?DH,I法测定D#-EF细胞凋亡!使用荧光素碎

片BHA片段检测试剂盒"B5/W,3W$美国#进行?DH,I

检测% 经磷酸缓冲盐溶液" OY9KOY/L5N\225MK/1035$

=fF#洗去D#-EF 细胞培养液$Q a条件下使用 Q_

甲醛溶液固定 #( .03$=fF液洗涤 ( .03 b#次% 加入

$R#_ ?M0L93g-%$$室温孵育 ( .03$=fF液洗涤 ( .03 b

# 次% 加入 %$$

!

1平衡缓冲液室温平衡 %$ .03% 加

入 ($

!

1末端脱氧核苷酰转移酶工作液$'* a湿盒

内避光孵育 &$ .03% 加入预先配置好的 FF@溶液洗

涤%( .03% 再次加=fF溶液室温洗涤( .03 b'次% 在

Q$&-联脒-#-苯基吲哚染液室温湿盒避光孵育 %$ .03%

然后加去离子水室温洗涤 ( .03 b' 次% 荧光抗淬

灭剂封片$使用荧光显微镜"D-V,I-?$EIhC=DF#

镜检% 细胞凋亡率c阳性染色细胞"即凋亡细胞#S

总细胞b%$$_%

<>B=@/KO/K5-' 活性检测!按试剂盒提供的对硝基

苯胺"O-30LM9/301035$OHA'%$ ..91SI#用标准品稀释

液稀释$测定其 Q$( 3.处吸光度"AQ$( 值#$并作出

OHA浓度相当于AQ$(值的 OHA标准曲线$依据 OHA

*::#*
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标准曲线定量检测@/KO/K5-'% 取药物处理好的细胞

加入裂解液$重悬后冰浴裂解 %( .03$使用聚氰基丙

烯酸正丁酯蛋白检测试剂盒检测蛋白浓度% 按照检

测缓冲液 ($

!

1G待测样本 Q$

!

1G%$

!

1@/KO/K5-'显

色底物"# ..91SI#配置反应体系$'* a孵育 %#$ .03

后应用酶标仪"BHC-)&$#A#测定其 AQ$( 值% 样品

中@/KO/K5-' 催化产生的 OHA产生的吸光度值 c样

品孔AQ$( 值+空白对照孔AQ$( 值%

<>C=J5KL5M3 N19L检测 @/KO/K5-'&P/K&P/KI蛋白表

达!使用含有 &$ TS.1苯甲基磺酰氟的裂解缓冲液

提取 D#-EF 细胞的总蛋白% 使用 f@A蛋白检测试

剂盒检测蛋白浓度% 蛋白样品经 %$$ a水浴变性

( .03$然后进行聚丙烯酰胺凝胶电泳$电泳完毕后将

蛋白从胶转移至聚偏氟乙烯"O91Z;03Z10W53521\9M0W5$

=jBP#膜上% 将膜浸在封闭液中 Q a封闭过夜% 将

膜取出放入一抗液中$Q a封闭过夜% =fF?洗膜$

( .03 bQ 次% 将膜转入二抗液中$'* a孵育 % Y$用

洗脱液洗涤 '次$前两次 ( .03$第三次 %$ .03$然后用

镊子轻轻地将=jBP膜放置于曝光盒里$于暗室内压

片并冲印成像% 应用胶片用凝胶成像系统"@Y5.0B98

C=>./T03TFZKL5.$美国 f>E-VAB公司#进行扫描

及数据采集%

<>D=统计学方法=应用 F=FF#$R$ 统计软件进行数

据分析$计量资料以均数k标准差"

"

Ck=#表示$多组

间比较采用单因素方差分析$采用 FHl-4 检验进行

组间两两比较% !U$R$( 为差异有统计学意义%

?=结果

?><==,>?@和ABC对D#-EF细胞增殖能力的影响

C??检测结果显示$=,>?@和ABC浓度对D#-EF 细

胞的>@($ 分别为 QR'*

!

CS.1和 &R&%

!

TS.1% 见

图 %% 与单独使用=,>?@或ABC处理相比$联合使

用两种药物对 D#-EF 细胞的增殖抑制率更高"!U

$R$(#% 低剂量的=,>?@联合 ABC产生协同效应$

而高剂量的两种药物联合产生相加效应$见表 %%

?>?=不同处理组 D#-EF 细胞的凋亡情况比较!荧

光显微镜观察见较高浓度 =,>?@&ABC处理组的

D#-EF细胞凋亡数多于较低浓度组$且低浓度=,>?@

联合ABC处理组的D#-EF细胞凋亡数比单独使用

=,>?@或ABC的高浓度处理组更多% 见图 #% 除

ABC"&R&%

!

TS.1#组与 =,>?@"QR'*

!

CS.1#组的

D#-EF细胞凋亡率比较差异无统计学意义"!e$R$(#

外$其余不同处理组间 D#-EF 细胞的凋亡率比较差

异均有统计学意义"!U$R$(#% 见表 #%

"

ABC干预处理'

#

=,>?@干预处理

图 %!ABC和=,>?@对D#-EF细胞增殖的影响图

表%!不同处理组D#-EF细胞增殖抑制率及d值比较!+c'"#

"

Ck=$%

组!别 抑制率"_# d值

ABC% 组 %QR&$ k$R$* +

ABC# 组 #QR%Q k$R$& +

ABC' 组 Q'R$( k$R$( +

=,>?@% 组 #$R*' k$R$* +

=,>?@# 组 #&R'& k$R$* +

=,>?@' 组 QQR)& k$R$: +

AG=% 组
((RQ$ k$R$(

/W

%R*$

AG=# 组
*$R(Q k$R$#

N5

%R()

AG=' 组
*QR&# k$R$#

82

%R$:

空白对照组 + +

" Q#Q%:%R'$) +

! $R$$$ +

!注!与ABC% 组比较$

/

!U$R$('与 ABC# 组比较$

N

!U$R$('与

ABC'组比较$

8

!U$R$('与=,>?@%组比较$

W

!U$R$('与=,>?@#组

比较$

5

!U$R$('与=,>?@' 组比较$

2

!U$R$(

蓝色荧光表示正常D#-EF细胞$绿色荧光表示凋亡细胞

图 #!荧光显微镜下观察D#-EF细胞凋亡情况所见# bQ$$

表 #!不同处理组D#-EF细胞的凋亡率比较!+ c'"#

"

Ck=$%

!组!别 凋亡率"_#

ABC"'

!

TS.1#组
#'R#' k%R(:

/

ABC"&R&%

!

TS.1#组
Q:R&$ k$R(Q

/N

=,>?@"#

!

CS.1#组
%)R:% k%R#&

/N8

=,>?@"QR'*

!

CS.1#组
Q&R&) k#RQQ

/NW

ABC"'

!

TS.1# G=,>?@"#

!

CS.1#组
(QR%( k%RQ*

/N8W5

空白对照组 (R$* k$R%'

" ((QR:'#

! $R$$$

!注!与空白对照组比较$

/

!U$R$('与ABC"'

!

TS.1#组比较$

N

!U

$R$('与ABC"&R&%

!

TS.1#比较$

8

!U$R$('与 =,>?@"#

!

CS.1#组

比较$

W

!U$R$('与=,>?@"QR'*

!

CS.1#组比较$

5

!U$R$(
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?>@=不同处理组@/KO/K5-'活性比较!单因素方差分

析结果显示$ABC"&R&%

!

TS.1#组和=,>?@"QR'*

!

CS.1#

组的D#-EF细胞@/KO/K5-' 活性显著高于空白对照

组$ABC"&R&%

!

TS.1#联合=,>?@"QR'*

!

CS.1#处

理后$D#-EF 细胞 @/KO/K5-' 活性较单药处理组上

升% 见表 '%

表 '!不同处理组@/KO/K5-' 活性比较!+ c'"#

"

Ck=$%

!组!别
@/KO/K5-' 活性

(O.91S".03*

!

T#)

ABC"&R&%

!

TS.1#组
:R)& k$R%Q

/

=,>?@"QR'*

!

CS.1#组
%$R'# k$R(:

/N

ABC"&R&%

!

TS.1# G=,>?@"QR'* \CS.1#组
%'RQQ k$R'*

/N8

空白对照组 (RQ$ k$R%(

" #(:R')Q

! $R$$$

!注!与空白对照组比较$

/

!U$R$('与 ABC"&R&%

!

TS.1#组比较$

N

!U$R$('与=,>?@"QR'*

!

CS.1#组比较$

8

!U$R$(

?>A=不同处理组@/KO/K5-'&P/K&P/KI蛋白表达水平

比较!J5KL5M3 N19L检测结果显示$ABC"&R&%

!

TS.1# G

=,>?@"QR'*

!

CS.1#组的@/KO/K5-'蛋白表达水平显

著高于ABC"&R&%

!

TS.1#组和=,>?@"QR'*

!

CS.1#

处理组$差异均有统计学意义"!U$R$(#% 另外$ABC

"&R&%

!

TS.1# G=,>?@"QR'*

!

CS.1#组的 P/K蛋白

表达水平显著低于=,>?@"QR'*

!

CS.1#处理组"!U

$R$(#$P/KI蛋白表达水平显著高于ABC"&R&%

!

TS.1#

组"!U$R$(#% 见图 '$表 Q%

图 '!J5KL5M3 N19L检测结果图

表 Q!不同处理组@/KO/K5-'&P/K&P/KI蛋白表达

! !水平比较!+ c#"#

"

Ck=$"灰度值%

!组!别 @/KO/K5-' P/K P/KI

ABC"&R&%

!

TS.1#组
$R*& k$R$%

/

! $R%# k$R$%

/

!

$R*( k$R$Q

=,>?@"QR'*

!

CS.1#组
$RQ' k$R$'

/N

! $R)* k$R$#

/N

$R:# k$R$%

ABC"&R&%

!

TS.1# G

=,>?@"QR'*

!

CS.1#组 $R:Q k$R$#

/N8

$R%' k$R$'

/8

$R:* k$R$'

/N

空白对照组 $R'* k$R$#! %R%* k$R$&! $R** k$R$#

" #QQRQQQ Q:&R)*' *R*%%

! $R$$$ $R$$$ $R$')

!注!与空白对照组比较$

/

!U$R$('与 ABC"&R&%

!

TS.1#组比较$

N

!U$R$('与=,>?@"QR'*

!

CS.1#组比较$

8

!U$R$(

@=讨论

@><=骨肉瘤是一种好发于 %$ #̀$ 岁的青少年的原

发性恶性骨肿瘤$常发生于长骨干骺端% 目前对于

骨肉瘤的疗法主要是采用手术切除肿瘤联合化疗的

方式进行治疗% 然而$骨肉瘤的早期肺转移以及较高

的复发率也导致了骨肉瘤患者的高病死率和致残率%

根据+骨肉瘤临床循证诊疗指南,

(%*)的建议$ABC

被推荐作为一线化疗药物$尽管其大大地提高了患

者的 ( 年生存率及保肢率$但是ABC的耐药问题依

然严峻$给临床治疗增加了一定的难度% =,>?@是

常用的人工合成的抗肿瘤单体$具有良好的抗肿瘤

作用% 目前$=,>?@在肝癌&乳腺癌及骨髓瘤等恶性

肿瘤的体外试验中显示出显著的抗肿瘤效果$诱导

细胞凋亡作用明显(%:)

% 高剂量的ABC可能会导致

肿瘤耐药或是对机体产生较大的毒副作用$并最终导

致治疗失败% 本研究结果显示$当 ABC联合 =,>?@

作用于骨肉瘤细胞系时$ABC能够在一个相对较低

的浓度获得一个令人满意的癌细胞增殖的抑制效

果$这对指导临床研究的开展有实际意义%

@>?=在本研究中$经C??实验确定了=,>?@和ABC

处理 D#-EF 细胞系时的 >@($ 分别为 QR'*

!

CS.1

和 &R&%

!

TS.1% 并且在药物浓度较低时$两种药物

联合表现出显著的协同作用$而当药物浓度上升$协

同作用变弱$则表现出相加作用% 但无论如何$=,>?@

都能增强ABC对D#-EF细胞增殖的抑制作用% ABC

可诱导多种类型癌细胞凋亡(%))

$=,>?@也对肿瘤细

胞具有相似的功能效果(#$)

% 本研究结果显示$=,>?@

联合ABC处理D#-EF细胞可获得比单药处理更高

的凋亡率$考虑可能为=,>?@提高了 D#-EF 细胞对

ABC凋亡作用的敏感性%

@>@=ABC诱导癌细胞凋亡可能是多个信号通路共同

作用的结果(#%)

% 例如$ABC通过P/K介导的凋亡通路

而诱导甲状腺癌细胞凋亡(##)

% 然而也有研究(#'$#Q)认

为$ABC诱导的细胞凋亡主要依赖肿瘤坏死因子相

*$)#*

@Y035K5i9\M3/192H5[@10308/1C5W08035$C/M8Y #$#%$j91\.5%Q$H\.N5M'!!



关的凋亡诱导配体-?VA>I受体信号$而并不是通过

P/KI&穿孔素&自然杀伤细胞受体B或血小板和?细

胞活化抗原 %进行% 经=,>?@和ABC处理的D#-EF

细胞没有观察到 P/KI表达增加$且 =,>?@和 ABC

联合处理的D#-EF 细胞观察到 P/K表达下降$提示

P/KSP/KI信号通路未参与其凋亡过程% @/KO/K5-' 蛋

白被称为死亡蛋白酶$是 @/KO/K5K家族中最重要的

细胞凋亡执行者之一% 在蛋白酶级联切割过程中$

@/KO/K5-'蛋白发挥着重要的作用$一旦@/KO/K5-' 蛋

白被激活就会导致细胞死亡(#()

% 本研究结果显示$

经=,>?@和 ABC处理后$D#-EF 细胞的 @/KO/K5-'

蛋白活性和表达水平显著增强% 活化的 @/KO/K5-'

蛋白可引起与细胞结构&细胞周期及BHA修复相关

基因或蛋白失活$诱发肿瘤细胞凋亡而抑制癌症的

发生(#&)

% =,>?@和 ABC的协同作用"或是相加作

用#可在较低药物浓度条件下达到上调 @/KO/K5-'

蛋白表达的效果$并导致肿瘤细胞凋亡$实验结果对

=,>?@的临床应用提供了一定依据%

综上所述$=,>?@联合ABC可在较低药物浓度

条件下有效抑制 D#-EF 细胞增殖$提高细胞凋亡

率$其作用可能与@/KO/K5-' 蛋白活性升高和表达量

上调有关$这为 =,>?@联合 ABC的临床应用提供
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肝癌细胞中丛生蛋白的差异性表达检测和

启动子表达质粒的构建
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./01789.

!!!摘要"!目的!检测肝癌细胞m5On#中丛生蛋白"@ID#的表达情况并构建肝癌差异性表达基因@ID启动

子表达质粒$为后续进行@ID基因差异性表达及机制研究奠定基础% 方法!采用实时荧光定量=@V"V?-4=@V#

检测@ID.VHA在肝细胞癌"m@@#m5On# 细胞和正常肝细胞I$# 中的表达水平% 应用生物信息学分析和序

列测序获得@ID基因启动子序列$并将其插入到 OnI'-f/K08质粒中% 通过酶切&琼脂糖凝胶电泳及测序对构

建完成的 OnI'-@ID=质粒进行验证% 结果!V?-4=@V结果表明 m5On# 细胞 @ID.VHA的表达量约是 I$#

细胞的 )R': 倍$差异有统计学意义"!U$R$(#% OnI'-@ID=质粒经单酶切后为一条电泳条带$长度为 ( $$$ `

& $$$ NO'双酶切后的质粒为两条电泳条带$一条为 ( $$$ NO左右$另一条为 % $$$ %̀ ($$ NO$大小与质粒和启
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