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研究白花丹素对骨肉瘤细胞系
6(78

的作用&并初步探讨其作用机制'方法
!

用
))H(&

法检测白花丹素对骨肉瘤细胞的促凋亡作用#用
I7+)I89###)(

染色研究白花丹素对骨肉瘤细胞作

用后的形态学变化#用
K4&24D'E."2

法检测白花丹素作用后骨肉瘤细胞
J>J(

和
C

'#

蛋白表达情况'

结果
!

))H(&

结果显示白花丹素对骨肉瘤细胞有明显的抑制作用&而且呈浓度依赖性#

I7+)I89

###)(

染色结果显示白花丹素对骨肉瘤
6(78

细胞的抑制作用主要是通过促进凋亡来实现#

K4&24D'

E."2

结果显示白花丹素能够改变
C

'#

!

J>J(

基因表达比例'结论
!

白花丹素通过细胞凋亡途径抑制

骨肉瘤细胞系
6(78

细胞的生长'

关键词!白花丹素#骨肉瘤细胞#凋亡#

C
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基因#
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基因
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引言

白花丹素是从中药白花丹中提取的一种天然萘

醌类化合物&是中药白花丹的主要活性成分'白花丹

在中国有很久的临床应用&包括抗炎(杀菌(抗原虫等

作用'现代的实验研究表明&白花丹素有多种生物活

性&包括激活
ND/(

"

<@+

&对脊髓的缺血性损伤起到

保护作用)

!

*

#在淋巴细胞中抑制
NA(O-

CC

-*

的激活从

而起到抑制炎性反应的作用)

(

*

'白花丹素通过多种

途径对肿瘤细胞进行抑制及杀伤作用&包括促进胰腺

癌细胞的凋亡)

#

*

(在肺癌细胞系
<')$

中通过抑制

9M<

诱导的
JJM&

和
1(M<

的表达来降低肿瘤细

胞的转移等)

)

*

'但是其对骨肉瘤细胞的作用及其机

制尚未见报道&本文研究了白花丹素对骨肉瘤细胞

系
6(78

的作用&并初步探讨其作用机制'
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材料和方法
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!

材料和仪器

白花丹素$

M.1,E-

0

#'

%购于美国
8#

0

,-

公司&

将其溶解在
>J87

溶液中&配置成
"$!,".

"

:

储存

液存放于
*("P

冰箱保存备用#骨肉瘤细胞系

6(78

为本实验室保存#

))H(&

试剂盒购于碧云天

生物技术研究所#

I7+)I89###)(

和
>J87

购自

美国
8#

0

,-

公司#小牛血清和高糖细胞培养液购自

I

G

5."'4

公司#考马斯亮蓝(凝胶试剂盒(硝酸纤维

素膜(

+):

发光试剂盒(兔抗人一抗和羊抗兔二抗

购自武汉博士德生物工程有限公司#倒置相差显微

镜及荧光显微镜均购自日本
N#O"'

公司#细胞培养

箱$

I4-.A"D54IA()"

%'

!$(

!

方法

!$($!

!

细胞凋亡的测定
!

取对数生长期的细胞接种

于
$+

孔板中&每孔约
'"""

个细胞'培养过夜后加入

!$'

"

J

(

#$"

"

J

和
+$"

"

J

的白花丹素$所有培养液
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中
>J87

的终浓度不超过
"$!V

%&以含
",!V

的

>J87

为正常对照组&每组设
)

个复孔'白花丹素作

用
()3

后吸弃培养液&用不含血清的高糖培养液洗

两遍&每孔加入
))H(&

染色液
!""

"

.

&

#%P

避光孵育

染色
#3

&用酶联免疫标记仪测定细胞的吸光值&计算

出细胞的生存率$以对照组为
!""V

计算%'

!$($(

!

细胞染色
!

将
I7+)I89###)(

溶解在

M*8

中&配置成
!"

"

0

"

,.

的储存液存放在
*("P

冰

箱中备用'使用时将其用
M*8

稀释成
!

"

0

"

,.

工

作液'取对数生长期的细胞以每孔
'-!"

)的密度

种植于
()

孔板中培养过夜'换液后用不同浓度的

白花丹素$

!$'

"

J

(

#$"

"

J

和
+$"

"

J

%作用
()3

后&用
M*8

轻轻漂洗&加入终浓度为
!

"

0

"

,.

的

I7+)I89###)(

工作液&染色
!",#'

后放置于倒

置荧光显微镜下观察并拍照$随机选取
("-!"

倍镜

下
!"

个视野计数凋亡细胞数和未凋亡细胞数&凋亡

细胞核明显浓缩%'

!$($#

!

蛋白提取和
K4&24D'E."2

检测
C

'#

和
J>J(

的表达
!

取对数生长期的细胞以
!-!"

+

"

,.

的密度

种植于
+

孔板中培养过夜'用不同浓度的白花丹素

$

!$'

"

J

(

#$"

"

J

和
+$"

"

J

%作用于细胞
()3

后&

M*8

冲洗&

"$('V

的胰酶消化&收集细胞$冲洗液也

同样离心后收集细胞%&用
(""

"

.

组织裂解液$组织

裂解液为
@WM<

&含体积分数为
!V

的
MJ8A

%置于冰上

裂解
#",#'

&

)P

离心机
!("""D

"

,#'

离心
!',#'

&收

集上清液测蛋白浓度$考马斯亮蓝法测定%&置于

*("P

保存'调整蛋白浓度后热变性&取相同总量的

蛋白质进行
!"V8>8

聚丙烯酰胺凝胶电泳&电泳后

转移蛋白至硝酸纤维素膜上&用
'V

的脱脂奶粉封闭

(3

&加入适量稀释于
'V

脱脂奶粉的一抗&

)P

孵育过

夜'使用
9*89

漂洗三次&每次
!',#'

&加入
!.("""

的
I@M

标记的二抗&室温孵育
(3

后用
9*89

漂洗

三次&每次
!',#'

'在暗室内使用
+):

发光液发

光&压片后曝光盒曝光'图片照相后用
X-'2#2

G

7'4

分析软件进行分析测定'

!$#

!

统计学方法

采用
8M88!'$"

统计软件包对数据进行分析&数

据以
E/0

表示&组间均数比较采用
<N7Y<

方差分

析&计数资料比较采用卡方检验&以
F

"

"$"'

为差

异有统计学意义'

#

!

结果

($!

!

白花丹素对骨肉瘤细胞系
6(78

细胞活性的影响

6(78

细胞经不同浓度的白花丹素作用
()3

后&

细胞活力明显降低&各组间比较差异具有统计学意义

$

F

"

"$"'

%'细胞活力和白花丹素的浓度呈明显的

反比例关系&说明随着白花丹素浓度的增高&细胞活

力逐渐降低&呈现出明显的浓度依赖性&见图
!
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细胞活性的影响
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白花丹素对
6(78

细胞生长的影响

白花丹素作用
()3

后用
I7+)I89###)(

染

色&在
!"-("

倍倒置相差显微镜下观察&发现有凋

亡细胞&而且随着白花丹素浓度的增加&细胞凋亡的

数目增多&组间比较差异有统计学意义$

F

"

"$"'

%&

和细胞活力的结果是一致的&见图
(

(表
!

'

表
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白花丹素作用骨肉瘤
9:5;

细胞后细胞凋亡的检测
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白花丹素对
C

'#

和
J>J(

表达比例的影响

K4&24D'E."2

结果显示&白花丹素作用后能够

明显增加
C

'#

的表达&而且显著降低
J>J(

的表

达&经灰度分析后进行比较&各组间差异具有统计学

意义$

F

"

"$"'

%&见图
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白花丹素对
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和
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表达比例的影响
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讨论

白花丹素是一种棕黄色的结晶体&微溶于水&易

溶于乙醇(氯仿等有机溶剂'白花丹在我国已经有

两千多年的使用历史&目前证实具有杀菌(抗炎(抗

寄生虫等多种作用)

'(+

*

&而且对体外肝细胞的毒性作

用明显小于肿瘤细胞)

%

*

'研究表明&

("

"

J

的白花

丹素对前列腺上皮细胞系
@KM+(!

细胞无明显的

促凋亡的作用)

&

*

'

骨肉瘤多发生在青少年人群&男性多见'中国

骨肉瘤发病率在原发恶性肿瘤中居首位&为
!$'

#

($"

"

!"

万)

$

*

'骨肉瘤进展迅速&其远处转移和复发

是骨肉瘤治疗失败的常见原因'骨肉瘤的发生是多

种癌基因激活和$或%抑癌基因失活的累加结果'分

子生物学研究表明&骨肉瘤细胞表现出明显的基因

突变&包括染色体区段的丢失(增加和重排&肿瘤抑

制基因的失活以及信号转导途径的改变'其中&

C

'#

基因是研究较早和较深入的基因之一'而

6(78

细胞系是表达野生型
C

'#

的骨肉瘤细胞系&

因此本研究选择该细胞系进行研究)

!"

*

'

野生型
C

'#

基因定位于
!%M!#

&编码
F2

C

'#

蛋

白&为四聚体核内磷蛋白&在维护基因组的完整性方

面具有重要的作用'

C

'#

蛋白可以与
>N<

结合从

而发挥作用&其激活后可以对正常细胞被破坏的

>N<

进行应答&启动细胞周期停滞或凋亡的相关程

序'其机制主要为
>N<

受到损伤后&

C

'#

基因转录

和翻译的水平增高&蛋白表达量增加&通过细胞周期

蛋白激酶途径阻滞细胞生长&使
>N<

受损伤的细胞

停滞于
?

"

"

?

!

期&使受损伤细胞启动自身修复机制进

行恢复#若修复失败&则
C

'#

通过抑制
E5.((

和诱导促

凋亡基因
*-B

的表达促使凋亡'当野生型
C

'#

基因

发生丢失(突变或与病毒(癌基因产物结合而失活时&

上述调控机制的效能明显降低甚至丧失&受损伤细胞

进入
8

期&细胞分裂增殖&最终导致恶性转化细胞数

目增多'在骨肉瘤细胞中&

C

'#

基因的改变主要包括

基因缺失(重排和点突变&从而丧失其正常的功能'

本研究发现&经过白花丹素作用后&

6(78

细胞中

C

'#

蛋白的表达量呈现出明显的上升趋势&而且呈

现出良好的浓度依赖性'这说明白花丹素可能通过

诱导
C

'#

基因的表达&从而使
C

'#

蛋白发挥出促进

凋亡的作用'

))H(&

的结果也表明&白花丹素可以

促进骨肉瘤细胞的凋亡&这可能与促进
C

'#

基因的

表达有关'由于本实验只使用了一个时间点&没有

进行不同时间点的比较&所以最佳作用时间及剂量

依赖性的程度尚需进一步的研究'

J>J(

基因最早在小鼠
*<:*

"

5

细胞中发现'

!$$(

年
7.#'4D

等)

!!

*利用分子技术克隆出人
J>J(

基因&其位于
!(

号染色体长臂
!#

#

!)

&编码一种相

对分子质量
$"-!"

#的核蛋白'在人类许多肿瘤

中&如软组织肉瘤(骨肉瘤(恶性胶质细胞瘤及一

些乳腺肿瘤等&都有
J>J(

基因扩增和蛋白产物过

量表达'

J>J(

基因表达产物可以与
C

'#

蛋白形

成蛋白
(

蛋白复合体&对
C

'#

蛋白的功能起到负调节

作用'

J>J(

蛋白与
C

'#

蛋白结合&解除
C

'#

蛋白

的
?

!

期 细 胞 阻 滞 和 诱 导 受 损 伤 细 胞 凋 亡 的

能力)

!(

*

'

!$$#

年
:-!-'

G

#

等)

!#

*用
8"1234D'E."2

的 方法

在
(&

例骨肉瘤标本中$其中
!+

例为原发肿瘤&

!!

例为转移性肿瘤&

!

例为局部复发%检测
J>J(

的

表达&发现
)

例标本中表达阳性&这
)

例标本
#

例为

转移性肿瘤&

!

例为局部复发&说明
J>J(

和骨肉

瘤的复发和转移关系密切'肖华亮等)

!)

*研究

J>J(

和
C

'#

的蛋白定位及与患者预后的关系&发

现骨肉瘤组织中
J>J(

的总表达量为
'"V

&

C

'#

为

)"V

&两者有显著的负相关&且两者和患者预后均有

关联'本研究表明&

J>J(

蛋白在
6(78

细胞中表

达阳性'白 花丹素 可以 明显抑 制
6(78

细胞

J>J(

的表达&且随着白花丹素浓度的增加&

J>J(

的表达呈现出明显的抑制'我们推测白花

丹素可能是通过增加
C

'#

蛋白的表达来抑制

J>J(

的表达&从而发挥促进细胞凋亡的作用'同

+

%&(!

+
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时&白花丹素还可以抑制骨肉瘤细胞的转移&这和

83#43

等)

)

*的研究结果相似&但这是不是通过相同

的分子机制尚需进一步证实'

本研究表明&白花丹素可以通过
C

'#

途径诱导

细胞凋亡&而且呈现出明显的剂量
(

浓度效应&这可

能和白花丹素降低
J>J(

蛋白的表达并且促进

C

'#

蛋白的表达有关&但是具体的分子机制尚需要

进一步的研究'
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