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雷公藤甲素抗骨肉瘤细胞的实验研究

石倩玮$李曙光$李$俊$凌昌全

摘要$目的$观察雷公藤甲素体内!外抗骨肉瘤效应"探索相关分子机制# 方法$四甲基偶氮唑蓝

$

+))

%法检测雷公藤甲素对骨肉瘤细胞的生长抑制效应"流式细胞异硫氰酸荧光素
C

碘化丙啶$

D()&CE(

%双

染法检测细胞凋亡"

*7FB7G; H0/B

检测相关信号蛋白表达情况"裸鼠荷骨肉瘤模型验证雷公藤甲素抗骨肉

瘤的体内效应"免疫组织化学法$

(I&

%检测瘤体内相关蛋白表达情况# 结果$雷公藤甲素能够显著抑制多

种骨肉瘤细胞的增殖"并且能够诱导其发生凋亡&激活线粒体相关信号通路&显著抑制骨肉瘤在裸鼠体内生

长"并检测到细胞凋亡现象# 结论$雷公藤甲素通过激活线粒体相关凋亡信号通路"诱导骨肉瘤细胞发生凋

亡"并且抑制其在裸鼠体内生长#

关键词$雷公藤甲素&骨肉瘤&细胞凋亡
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$$骨肉瘤是常见的骨源性肿瘤!好发于儿童和青

少年!病死率和致残率很高'

#

(

) 虽然通过新辅助化

疗结合手术治疗!使其预后有较大改善!但骨肉瘤经

手术治疗
$

年后仍有
$"]

%

6"]

的复发率'

#

(

) 目

前临床常规使用的化疗药物!如甲氨喋呤*顺铂等易

产生耐药性且毒副反应较多'

!

(

!因此!开发新的化疗

药物对骨肉瘤的治疗具有重要意义) 雷公藤甲素作

为传统中药雷公藤的主要活性物质!近年来受到的

重视程度逐年增高!其抗肿瘤的活性已成为了研究

的热点之一!但是关于雷公藤甲素抗骨肉瘤活性的

作用及其具体机制目前鲜有报道) 为观察雷公藤甲

素的抗骨肉瘤效应并探讨相关机制!我们进行了相

关实验研究! 现报告如下)

材料与方法

#

$材料

#

!

#

$药物$雷公藤甲素$

BG :LB/0:M7

% 分子式
&

!"

I

!6

N

5

!分子量
$5"

!

$^

!纯度大于
^3]

!购自
R:<9,

公司$批号#

"63_##35

%) 异硫氰酸荧光素
C

磺化丙啶

$

D()&CE(

%双标凋亡检测试剂盒购自南京凯基生物)

一抗抗
Y=0

#

!CY,PC&,FL,F7

#

$

均购自美国
&700 R:<

#

;,0:;< )7=>;/0/<-

公司!置"

!"

&冰箱保存)

#

!

!

$细胞$人骨肉瘤细胞
+V 5$

和
X!NR

购自

中国科学院上海生命科学研究院细胞资源中心&

RW

大

鼠骨肉瘤细胞
X+Q

#

#"5

由第四军医大学附属唐都医

院骨肿瘤研究所馈赠!源于美国麻省总医院) 此
$

种细
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胞以含
#"]

胎牛血清的
W+8+

培养基在
$4

&*

%]

&N

!

*完全饱和湿度条件下常规培养)

#

!

$

$动物$

YJUYC=

裸鼠!

6

%

5

周龄!体重

#3

%

!" <

!雄性!

#3

只购自上海斯莱克实验动物有限

责任公司!动物合格证号#

R&IV

$沪%

!""4

"

"""%

)

在第二军医大学动物实验中心无特殊病原菌条件下分

笼饲养!自由觅食*饮水)

!

$方法

!

!

#

$雷公藤甲素对骨肉瘤细胞的增殖抑制作用

采用四甲基偶氮唑蓝$

+))

%法)每孔
#

'

#"

6 个细胞

接种于
^5

孔板中!每孔体积
#"" !U

!

!6 >

后以不同

浓度雷公藤甲素刺激细胞!在培养指定时间结束前
6 >

每孔加入
+))

溶液$

% 9<C9U

%

#" !U

!继续孵育
6 >

!

终止培养!平板离心机离心后$

# """ G C9:;

!

% 9:;

%!

小心吸弃孔内上清液!每孔加入
#"" !U

二甲基亚砜

$

W+RN

%!放置摇床
#" 9:;

使结晶物充分溶解!在全

自动酶标仪$

8`U3""

%

6^";9

波长测定各孔光密度

$

NW

%值)

!

!

!

$细胞早期凋亡检测$细胞凋亡采用
D()&CE(

双标法检测) 以不含乙二胺四乙酸$

8W)J

%的胰酶消

化并收集细胞于流式管!

# """ GC9:;

离心
% 9:;

!弃上

清以
# 9U

预冷的
EYR

洗涤
$

遍!向各管细胞中加入

Y:;M:;< H@KK7G %"" !U

和
D()&

标记的膜联蛋白

$

D()&

#

J;;7P:; "

%荧光染料
% !U

!振荡混匀后!避光

反应
% 9:;

!向各管内再加入
E(

荧光染料
% !U

!振荡混

匀!流式细胞仪上机检测细胞荧光信号) 采用

&700S@7FB

软件计算
D()&

染色阳性且
E(

染色阴性细

胞$即早期凋亡细胞%比例)

!

!

$

$裸鼠骨肉瘤生长的抑制情况$参照文献

'

$

() 选取裸鼠右侧肩胛骨外缘皮下注射约
#"

4 个

X+Q

#

#"5

细胞!待肿瘤长至约
"

!

%=9

'

"

!

%=9

时开

始进行腹腔注射给药) 将裸鼠分为分溶剂对照组*阴

性对照组*给药组共
$

组!每组
5

只) 溶剂对照组腹腔

注射
W+RN

!阴性对照组腹腔注射灭菌磷酸盐缓冲液

$

EYR

%!给药组每天腹腔注射雷公藤甲素
"

!

6 !UC_<

)

每天
#

次!

%

天为
#

个疗程!给药
!

个疗程) 给药结束

次日处死裸鼠!取材)

!

!

6

$统计学方法$采用
RERR #$

!

"

软件包进

行统计分析!所有计量资料均以
P

(

F

表示) 多组间比

较先行方差齐性检验!方差齐者进行单因素方差分析!

实验前后比较采用
B

检验&方差不齐者进行非参数检

验)

E a"

!

"%

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$雷公藤甲素对骨肉瘤细胞增殖抑制作用$图

#

%$雷公藤甲素能够显著抑制
+V5$

*

X!NR

及

X+Q

#

#"5

细胞的增殖! 并且该增殖抑制效应呈浓度

依赖!

(&

%"

值约
#"";9/0CU

)

图
#

$雷公藤甲素对多种骨肉瘤细胞增殖的影响

!

$雷公藤甲素对骨肉瘤细胞
X+Q

#

#"5

的诱导

凋亡作用$图
!

%$分别用
"

*

#""

*

!"" ;9/0CU

雷公藤

甲素处理
X+Q

#

#"5

细胞
63 >

后!收集细胞!

J;;7P:;

"

#

D()&CE(

双染!上机检测细胞凋亡) 流式细胞仪结

果表明!随着药物浓度的增加!当浓度升至
!"";9/0CU

早期凋亡细胞$十字叉右下角细胞群%超过细胞总数

的
$"]

! 细胞凋亡率也相应增加! 最高可达到

$$

!

44]

) 高*低浓度给药组与溶剂对照组比较!差异

均有统计学意义$

E a"

!

"%

%)

图
!

$雷公藤甲素诱导
X+Q

#

#"5

细胞发生凋亡
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$

$雷公藤甲素对凋亡相关信号通路的调节作

用$图
$

%$

*7FB7G; H0/B

结果表明!随着雷公藤甲

素浓度的增加!在
X+Q

#

#"5

细胞中!

&,FL,F7

#

$

剪

切体和
Y,P

的表达水平逐渐增高!

&,FL,F7

#

$

前体

和
Y=0

#

!

的表达水平逐渐降低!并呈一定的浓度依

赖性)

6

$雷公藤甲素对裸鼠骨肉瘤种植瘤的生长抑制

作用$图
6

%$与溶剂对照组比较!给药组骨肉瘤瘤体

显著缩小!差异有统计学意义$

E a"

!

"#

%)

%

$雷公藤甲素调节裸鼠瘤体内相关信号蛋白的

表达$图
%

%$免疫组织化学检测表明!雷公藤甲素能

够上调
Y,P

!同时下调
Y=0

#

!

在骨肉瘤组织内的表

达&原位末端转移酶标记技术$

)X28U

%检测表明!雷

公藤甲素能够诱导骨肉瘤细胞在裸鼠体内发生凋亡)

讨$$论

骨肉瘤好发于青少年!为高度恶性肿瘤!易发生转

移!病死率较高) 虽然通过新辅助化疗结合手术治疗!

使其预后有较大改善!

%

年生存率由
!"

世纪
4"

年代

末的
#"]

左右上升到如今的
5"]

左右!但近
$"

多年

间!骨肉瘤经手术治疗
$

年后有
$"]

%

6"]

的复发

率!尽管进行了多种努力!一直未能取得较大进展'

#

(

)

目前临床常规使用的化疗药物!如甲氨蝶呤*顺铂等易

产生耐药性且毒副反应较多'

!

(

) 因此!寻找新的化疗

药物对骨肉瘤的治疗将具有重要意义) 雷公藤甲素作

为传统中药雷公藤的主要活性物质!近年来受到的重

视程度逐年增高'

6

(

!其抗肿瘤的活性已成为了研究的

热点之一) 研究发现!雷公藤甲素体内体外可诱导多

$$注#

J

为蛋白电泳结果&

Y

为各组间
Y=0

#

!

特异性条带平均灰度值&

&

为各组间
Y,P

特异性条带平均灰度值& 与溶剂对照组比

较!

!

E a"

!

"%

!

!!

E a"

!

"#

&

W

为雷公藤甲素对
&,FL,F7

#

$

蛋白剪切的影响

图
$

$雷公藤甲素激活线粒体相关信号通路

$$注#

J

为各组裸鼠骨肉瘤瘤体照片&

Y

为各组间骨肉瘤瘤体平均体积比值& 与溶剂对照组比较!

!

E a"

!

"#

图
6

$各组裸鼠骨肉瘤瘤体抑制情况比较
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J

为给药组和溶剂对照组裸鼠瘤体内免疫组织化学检测结果$

2Y)CY&(E

染色!

'

!""

%!检测了
Y=0

#

!

*

Y,P

及
&,FL,F7

#

$

剪切体蛋白表达情况&

Y

为给药组和溶剂对

照组裸鼠瘤体内
)X28U

检测结果$

WJY

染色! '

6""

%!显示给药组裸鼠瘤体内肿瘤细

胞发生显著凋亡

图
%

$雷公藤甲素调节裸鼠瘤体内相关信号蛋白表达

种肿瘤细胞凋亡'

%

"

^

(

!可关于雷公藤甲素抗骨肉瘤活性

的作用及其具体机制!目前鲜有报道) 实验采用不同浓

度的雷公藤甲素作用于骨肉瘤
X+Q

#

#"5

细胞!发现其

能明显抑制骨肉瘤
X+Q

#

#"5

细胞的体外增殖!其抑制

作用呈一定的时间+剂量依赖性) 同时!形态学上的观

察结果和流式细胞仪分析证实了雷公藤甲素可诱导

X+Q

#

#"5

细胞凋亡) 为探讨雷公藤甲素诱导
X+Q

#

#"5

细胞凋亡的可能机制!实验中采用
*7FB7G; H0/B

法分析了其对
&,FL,F7

#

$

*

Y=0

#

!

和
Y,P

表达的影响)

&,FL,F7

家族一般以酶原的形式存在!它的激活是细

胞发生凋亡途径中最关键的步骤之一'

#"

(

)

&,FL,F7

#

$

是
&,FL,F7

家族中最重要的成员!它能够特异性地裂

解大量底物!使细胞发生生化及形态上的改变!并最终

导致细胞凋亡'

##

!

#!

(

) 此外!

Y=0

#

!

和
Y,P

皆为
Y=0

#

!

家族成员!其中
Y=0

#

!

是公认最强的抗凋亡因子!而

Y,P

是促凋亡因子)

Y=0

#

!

和
Y,P

互相拮抗!其
Y,PC

Y=0

#

!

比率在诱导细胞凋亡中同样起着关键的作

用'

#$

(

)

Y,PCY=0

#

!

比率的升高能激活
&,FL,F7

#

$

!因

此和
&,FL,F7

家族密切相连!共同促进细胞凋亡'

#6

(

)

我们用不同浓度的雷公藤甲素处理
X+Q

#

#"5

细胞

63 >

后!发现
X+Q

#

#"5

细胞中
&,FL,F7

#

$

蛋白发生

了活化!而且
Y,PCY=0

#

!

比率也相应增高!并呈一定的

浓度依赖性) 由此可见!

&,FL,F7

家族介导的凋亡途

径可能在雷公藤甲素诱导骨肉瘤细胞凋亡过程中发挥

了重要的作用) 综上所述!雷公藤甲素可诱导骨肉瘤细

胞发生凋亡!其诱导凋亡作用与上调
Y,PCY=0

#

!

比率!

激活
&,FL,F7

级联反应有关) 因此!雷公藤甲素作为

一种传统中药提取物!在骨肉瘤化疗中可能蕴含着很大

潜能!值得进一步研究和开发)
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