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型流式细胞仪$

+45P-.'

公司%美

国&检测并分析)

!$($)

!

流式细胞仪检测细胞
LG>

及
MMI

的变化

,
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取对数生长期细胞%以
!,!"

'

"皿接种于直径
)"--

的培养皿中%

(*:

贴壁后弃去培养液%各组的加药

顺序及浓度同上%对照组加入无水乙醇%终体积分数

"

"$!Y

)每组设
#

个平行样)

$

!

&细胞活性氧$

E4.5D#C4"F#!.D#C4&

<

45#4&

%

LG>

&浓度的测定
!

%(:

后将细胞消化%收集各组

细胞%用
I+>

缓冲液洗两遍%加入
!"

!

-"/

"

=

的
8

(

6HN67

$荧光探针&%

*V

避光染色
#"-#'

%

I+>

洗后

用流式细胞仪$激发波长为
*&&'-

%发射波长为
'('

'-

&测定荧光强度%数据以荧光强度$

F(-4.'

&表示%

它与细胞内
LG>

的释放量成正比)

$

(

&细胞线粒体膜电位$

-#D"5:"'!E#./-4-(

0E.'4

<

"D4'D#./

%

MMI

&的测定
!

细胞处理方法同

上%荧光探针
*H(X

终浓度为
!"

!

-"/

"

=

%

*V

避光孵育

#"-#'

%

I+>

洗后用流式细胞仪$激发波长为
*&&'-

%

发射波长为
'()'-

和
'$"'-

&测定荧光强度%数据

以红"绿荧光强度的比值表示%其比值减少可以诱导

线粒体去极化%细胞易发生凋亡)

!$#

!

统计学方法

各数据以均数
0

标准差$

-0?

&表示)采用

>I>>!#$"

统计软件进行方差分析和
'

检验%

5

"

"$"'

为差异有统计学意义)

#

!

结果

($!

!

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

和
H+I

单独作用时对
7'*$

细

胞抑制率的影响

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

单独作用时%随着给药浓

度的增加%对
7'*$

细胞的生长抑制作用也逐渐增

加%并且存在明显的剂量
+

反应关系%见图
!

)

($(

!

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

联合作用对
7'*$

细胞

增殖的影响

不同浓度的
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

联合应用

时%随着两药物浓度的增加联合组细胞抑制率逐渐

增加%联合作用组均高于单独使用
H+I

组%见图
(

)

与单独使用
H+I

组相比较%

!

*

!"

和
!""'M

浓度的

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

联用后
H+I

的
J;

'"

$

H+I

单

独作用时
J;

'"

为
*%$&-

1

"

=

&明显降低%使其分别降

低到
#$$#

*

#!$)

和
(#$&-

1

"

=

)当达到半数抑制率

时%不同浓度组合的
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

的
J;

'"

分别为
"$&(

*

"$)&

*

"$'!%

%即
!""'M!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

联用达到协同作用%

!"'M!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与

H+I

联用达到中度协同作用%

!'M!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与

H+I

联用达到低度协同作用)

($#

!

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与卡铂对
7'*$

细胞形态的改变

倒置显微镜下%对照组细胞呈单层贴壁生长%生

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

/!

%

('(!#:

2

!E"F

2

C#D.-#'6

#

#

H+I

!

5.E0"

<

/.(

D#'

#

%

!

5

"

"$"'

%

%%

!

5

"

"$"!

%

>?!5"'DE"/

1

E"3

<

图
!

!

!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

和
:JK

单独使用对
A#BC

细胞抑制率

的影响

L&

8

@)5!

!

M'5&0'&;&-*)

(

59954-*9!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

.0%:JK.$

7*05*0A#BC4577D

%

!

5

"

"$"'

#

%%

!

5

"

"$"!

%

>?!H+I./"'4

1

E"3

<

图
"

!

不同浓度的
!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

与
:JK

联合作用时的细

胞抑制率

L&

8

@)5"

!

M'54*/;&05%&0'&;&-*)

(

59954-*9!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

.0%:JK*0A#BC4577D

长舒展%几乎无脱落)经
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与卡铂单独

处理后%部分细胞出现变小变圆%脱落的现象%悬浮

于培养液中#核颜色加深%折光性增强)而两者联合

作用组的细胞上述现象更加明显)共聚焦激光扫描

显微镜下%对照组细胞核大小均匀%界限清楚%呈正

常结构#

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

组可见少量含微核的细胞#

H+I

组可以发现部分含微核的细胞及形态不规则

的碎片#而联合作用组出现大量典型的凋亡细胞%并

出现细胞核染色强度深浅不一%可见浓染致密的凝

集%呈颗粒状*固缩状或团块状结构%见图
#

)

,
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7

!

5"'DE"/

#

+

!

!"'M!

%

('

$

G8

&

(

6

#1

E"3

<

#

H

!

*"-

1

"

=H+I

1

E"3

<

#

6

!

5"-0#'4!

1

E"3

<

"J!"'M!

%

('

$

G8

&

(

6

#

?#D:*"-

1

"

=H+I

#

.EE"?#'!#5.D4&D"D:4.0'"E-./54//&

图
2

!

!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

与
:JK

诱导的
A#BC

细胞凋亡的
1AKN

染色$

,(""

&

L&

8

@)52

!

M'54*/;&05%59954-*9!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

.0%:JK*00@475&*9A#BC4577D,&D@.7&O5%;

(

1AKND-.&0&0

8

$

,(""

&

7

!

K6L4F

<

E4&&#"'

#

+

!

W35/4#&D.#'4!?#D:67IX

#

H

!

7-4E

1

4!?#D:+

图
B

!

肺癌
A#BC

细胞中
P1H

的表达$

,(""

&

L&

8

@)5B

!

M'55+

<

)5DD&*0*9P1H&0A#BC4577D

$

,(""

&

($*

!

肺癌
7'*$

细胞中
K6L

的鉴定

在肺癌
7'*$

细胞中%发现了大量的
K6L

表

达%其中
K6L

的表达在细胞核上最为明显%在细胞

质上也有少量的表达%见图
*

)

($'

!

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

对
7'*$

细胞周期的影响

与对照组比较%

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

组和
H+I

组处于

O

(

"

M

期和
>

期比例的细胞有所下降%

O

"

"

O

!

期的

细胞比例有所上升#而
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

和
H+I

两者

联合作用组可使
O

(

"

M

期和
>

期比例的细胞明显下

降%

O

"

"

O

!

期的细胞比例显著上升$

5

"

"$"!

&%使

O

"

"

O

!

期由对照组的
''$)*Y

升至
&($!$Y

%从而使

O

"

"

O

!

期阻滞得到显著加强%见图
'

)

%

!

5

"

"$"'

%
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!

5

"

"$"!

%

>?!5"'DE"/

图
#

!

!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

与
:JK

对
A#BC

细胞周期的影响

L&

8
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!

39954-*9!

%
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EI

&

"

1

2
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(
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($)

!

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

对
7'*$

细胞
LG>

和

MMI

的影响

与对照组比较%两种药物单独应用以及联合应

用均可以使细胞内
LG>

的产生明显增加%其中两种

药物联合作用时细胞
LG>

的释放最多$

5

"

"$"'

&%

差异有统计学意义%见表
!

)线粒体膜电位的实验

结果显示%与对照组相比%单独
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

组*单独

H+I

组*

H+I

和
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

联合作用组其
L4!

"

OE44'

比值分别减少了
!&$!Y

*

*"$'Y

*

'*$'Y

%说明

各处理组
MMI

均下降%而
H+I

和
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

联

合作用时
MMI

下降最为显著$

5

"

"$"!

&%差异有

统计学意义%见表
!

)

表
!

!

!

%

"#

$

EI

&

"

1

2

与
:JK

对
A#BC

细胞
HEQ

和
GGK

的影

响$
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MMI
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$
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$

!

讨论

M4'4B4&

等'

$

(应用免疫组织化学法检测了肺癌

组织和肺癌前病变组织的表达%结果发现%肺的整个

,
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,
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上皮存在较高浓度的维生素
6

受体)这与本实验

中测得肺癌
7'*$

细胞中有较高的
K6L

的表达结

果一致)从而为研究维生素
6

在肺功能中的作用

提供了理论基础)近年来%流行病学专家发现肺癌

的发生与体内的维生素
6

水平成负相关)

O"E:.-

等'

!"

(研究了
!!!

个国家的肺癌发病率%发现紫外线

照射量与肺癌的发病率有关%提示太阳紫外线照射

量可通过促进维生素
6

合成而减少肺癌的患病风

险)

(""&

年%

84#&D

等'

!!

(对血清
('

$

G8

&

(

6

#

浓度*

K6L

多态性与非小细胞肺癌患者$进展期
W>H=H

&

的预后进行了研究%结果发现其与进展期
W>H=H

患者的预后有关)近年来研究表明维生素
6

的代

谢活性产物
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

具有抑制抗肿瘤细胞生

长促进细胞分化和凋亡的作用'

!((!*

(

%已有研究者开

始使用
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

诱导细胞分化%并希望
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

成为肿瘤综合治疗的一种组份'

!'(!)

(

)

我们在实验中观察到%

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

和
H+I

单

独使用对
7'*$

细胞生长具有抑制作用%并且具有

浓度依赖性的特点%

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

与
H+I

联合应用

时%抑制率明显高于单用
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

或
H+I

%而

且
;J

小于
!

%表明两者联用时表现出不同程度的协

同作用%

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

可以明显减低卡铂对
7'*$

细胞的
J;

'"

)通过
67IX

染色荧光显微镜观察到经

两者联合处理后的
7'*$

细胞出现大量凋亡%细胞

核固缩%核内染色质浓集成块%聚集在核膜周边%可

见凋亡小体形成)本实验还发现
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

在

低于
!""'-"/

"

=

时对永生化人支气管上皮细胞$实

验结果没显示这部分内容%见附加实验数据&没有明

显的抑制率作用%只有在高浓度时才表现出一定的

抑制作用%这说明
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

具有双重作用%其

对肿瘤细胞有较明显的抑制作用而对正常细胞抑制

作用不明显%这有利于
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

应用于肿瘤患

者%减少其对患者的不良反应)

细胞周期是一个复杂有序并受严格调控的过

程%与细胞的增殖密切相关%细胞周期的长短取决于

O

"

"

O

!

期%

O

"

"

O

!

期阻滞可使细胞增殖周期延长%

增殖速度减慢)本研究通过流式细胞分析发现%经

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

和
H+I

处理后的
7'*$

细胞%细胞周

期发生变化%

O

"

"

O

!

期细胞数增多%

>

期和
O

(

"

M

期

细胞相应减少)两者联合作用后%以上趋势更加明

显)表明
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

通过
O

"

"

O

!

期阻滞抑制了

7'*$

细胞的增殖%而
H+I

也主要作用于
O

"

"

O

!

期%表现出较强的协同作用%从而使
7'*$

细胞停滞

在
O

"

"

O

!

期%抑制细胞进入
6W7

合成期和有丝分

裂期%说明两者抑制细胞增殖可能与其阻滞细胞周

期的有序进行有关)

本研究结果显示
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

及
H+I

处理后

均能增加肺癌细胞内
LG>

的释放%且两者联合应用

时能显著提高肺癌细胞内
LG>

的含量)研究发现%

几乎所有肿瘤细胞均有一个共同点%即细胞内抗氧

化酶活性较正常细胞低%对
LG>

的清除效率低)因

此提高肿瘤细胞内的
LG>

含量%无疑有利于对肿瘤

细胞的损伤和抑制'

!%

(

)有许多研究表明%

LG>

是

介导
I'#

通路从而诱导细胞凋亡的信使因子'

!&(!$

(

%

LG>

与肺癌的形成机制研究还处在初步阶段%活性

氧是否是
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

及
H+I

诱导
7'*$

细胞凋

亡的关键因素仍然有待进一步研究)但可以确定的

是%生物体内
LG>

的升高以及抗氧化应激系统的缺

失对肺癌的发生发展起着一定的作用)线粒体跨膜

电位的降低被认为是细胞凋亡级联反应过程中最早

发生的反应%并出现于细胞核变化$染色质浓缩*

6W7

断裂&之前)一旦线粒体跨膜电位剧变%诱导

IA

孔$

<

4E-4.0#/#D

2

DE.'&#D#"'

<

"E4

&开放%将触发线

粒体基质内大量凋亡相关分子的释放'

("

(

%可进一步

引起线粒体膜通透性增高%促凋亡蛋白释放到胞质

中%如细胞色素
H

等%进而激活
5.&

<

.&4

酶级联系统

而引起细胞凋亡)我们通过流式细胞仪观察了
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

及
H+I

引起的线粒体膜电位变化%结果显

示
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

及
H+I

各处理组
MMI

均下降%而

H+I

和
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

联合作用时
MMI

下降最为

显著%提示两者可能通过线粒体途径促进
7'*$

细

胞凋亡)

肺癌常规化疗的有效率较低%且具有一定的不

良反应%本实验证实了
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

对
7'*$

具有

抑制增殖作用%能增强卡铂的化疗敏感度%减少

H+I

的用量)由于克服了传统
H+I

的一些不良反

应%

!

%

('

$

G8

&

(

6

#

有可能为肺癌的防治开辟新的途

径%但维生素
6

的抗肿瘤作用及机制还有待进一步

研究)随着
!

%

('

$

G8

&

(

6

#

类似物的研究与开发%以

及其抗肿瘤机制的进一步研究%维生素
6

将成为预

防和治疗肿瘤很有前景的药物'
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!简讯!

.肿瘤防治研究/杂志征订征稿启事

.肿瘤防治研究/杂志创刊于
!$%#

年%是我国第一本独立的全国性肿瘤专业高级学术刊物)中华人民共

和国卫生部主管%中国抗癌协会*湖北省肿瘤医院主办)杂志是中文核心期刊*中国科技论文统计源期刊*中

国科学引文数据库来源期刊$

H>H6

&*湖北省优秀医学期刊*中国抗癌协会系列刊物)被美国
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H>7

*

\/(

E#5:I6

*波兰
XH

*英国
H7+X

*

O/"0./84./D:

*日本
*>A

及国内所有大型数据库收录)

主要栏目有!专题论坛*基础研究*临床研究*临床诊断*临床应用*流行病学*研究简报*技术交流*论著

摘要*综述*短篇个案*简讯等)它是我国肿瘤防治研究领域的一面镜子和窗口)

新的一年%本刊将组织更多优秀的专题以回馈广大读者%希望广大朋友们一如既往地给予本刊以热忱的

关注!将优秀稿件投往.肿瘤防治研究/以支持我国学术期刊的发展#订阅.肿瘤防治研究/以关注我国肿瘤防

治研究事业取得的进步)
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