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#
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型生物碱'
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诱导肺腺癌细胞
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建立体外
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模型"旨在探讨洋金花总碱在
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#
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#

体外诱导

M$89

细胞
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中的作用)

材料与方法
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"细胞株"肺腺癌细胞株
M$89

"购自中国医学

科学院基础研究所细胞库)
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"药物"洋金花总碱$来源于浙江中医药大学
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胎牛血清的高糖
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至
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"配制成
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"

#"" #AJ0^

和
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#AJ0^
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法

得出%)
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公司%&
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#
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(AK

$杭州达文生物有限公司%&
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#

RMK<
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$

&%*
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$美国
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用于实验研究)
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!8

*

8;

*

I! C

时"通过倒置显微
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#8% 1P

%&

"

#

U+M

#

上游引物
$

%#

MMKMKKMMKM&MK&M&MK& )&

#

%

%"

下游引物
$

%#

KM)KKM)KKKMMMM&MK&&

#

%

%$

#;I

1P

%&

KMRG[

#上游引物
$

%#

KK)&)&&)&)KM&)

#

)&MM&M

#

%

%" 下游引 物
$

%#

MK&&MM

#

))&K))K)

#

&M)M&

#

%

%$

##$ 1P

%"在
R&S

仪上进行扩增反应"反

应条件#

9$

'

%"E #

个循环&

9$

'

$ E

"

:"

'

%8 E

"

8"

个循环&

9$

'

#$ E #

个循环&

:"

'

# 0>@#

个循

环及
9$

'

#$ E #

个循环) 所得的
Sc

值即为目的基

因与内参的相对比值) 实验重复
%

次)

$

!

8

"统计学方法"采用
URUU #I

!

"

统计软件

进行数据处理"所有数据以
a

)

E

表示"并予方差齐性

检验"多组均数间比较采用单因素方差分析"组间两两

比较采用
^UG

法"方差不齐时组间比较采用
)=0

#

C=@/

%

E )!

法"

R W"

!

"$

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组细胞形态学观察$图
#

%"与空白对照组

比较"

)KL

#

!

#

组的细胞形态由立方体*鹅卵石状上

皮形态变为梭形*纺锤形"类似成纤维细胞形态"细

胞外形伸长"并与周围细胞分离"细胞之间的连接变

的松散"间隙增大&低*中*高浓度药物组的细胞形态

类似于
)KL

#

!

#

组"

%

个浓度组间比较"细胞形态差

异不明显)

图
#

%各组
)KL

#

!

#

诱导
!8 C

时细胞形态变化比较

$荧光染色" &

#""

%

!

"各组
!8

*

8;

*

I! C &T

#

#9

*

"

#

U+M

蛋白表达

比较$图
!

$

8

"表
#

%"在
!8

*

8;

*

I! C

时间点"与空白

对照组比较"

)KL

#

!

#

组
&T

#

#9

表达明显减少"差异有

统计学意义$

R W"

!

"#

%&与
)KL

#

!

#

组比较"低浓度药

物组
!8

*

8;

*

I! C "

#

U+M

表达均明显减少"差异有统

计学意义$

R W"

!

"$

%"中*高浓度药物组
!8

*

8;

*

I! C

时间点
"

#

U+M

表达差异均有统计学意义$

R W"

!

"$

"

R W"

!

"#

%) 与
)KL

#

!

#

组比较"低浓度药物组及中浓

度药物组
!8 C

时
&T

#

#9

表达差异无统计学意义$

R V

"

!

"$

%"中浓度药物组
8;

*

I! C

时及高浓度药物组
&T

#

#9

表达明显增加"差异有统计学意义$

R W"

!

"#

%) 与低

浓度药物组比较"作用
!8 C

时"中浓度药物组
&T

#

#9

*

"

#

U+M

表达差异均无统计学意义 $

R V"

!

"$

%"但作用

8;

*

I! C

时"中浓度药物组
&T

#

#9

表达明显增加$

R W

"

!

"#

%"

"

#

U+M

表达差异无统计学意义$

R V"

!

"$

%"而
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!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

!!"#"%!

高浓度药物组在
%

个时间点
&T

#

#9

表达均明显增加

$

R W"

!

"#

%"

"

#

U+M

表达抑制$

R W"

!

"#

%) 与中浓度药

物组比较"在
!8

*

8;

*

I! C %

个时间点"高浓度药物组

&T

#

#9

表达差异均无统计学意义$

R V"

!

"$

%"

"

#

U+M

表达有所下降$

R W"

!

"$

%)

""注#

#

为空白对照组&

!

为
)KL

#

!

#

组&

%

为低浓度药物组&

8

为中浓度药物组&

$

为高浓度药物组&图
%

*

8

同

图
!

%各组细胞
!8 C

时
&T

#

#9

*

"

#

U+M

蛋白表达

图
%

%各组细胞
8; C

时
&T

#

#9

*

"

#

U+M

蛋白表达

图
8

%各组细胞
I! C

时
&T

#

#9

*

"

#

U+M

蛋白表达

%

"各组
!8

*

8;

*

I! C &T

#

#9

*

"

#

U+M 0S,M

表

达比较 $图
$

*

:

%"与空白对照组比较"

%

个时间点

)KL

#

!

#

组
&T

#

#9 0S,M

表达均下降"

)KL

#

!

#

组

"

#

U+M 0S,M

表达增加"差异有统计学意义$

R W

"

!

"#

%) 与
)KL

#

!

#

组比较"药物组每个时间点的
&T

#

#9 0S,M

表达随药物浓度的增加而增多"

%

个浓度

药物组
"

#

U+M 0S,M

表达均下降"差异有统计学意

义 $

R W"

!

"#

%"且随着作用时间延长"

&T

#

#9 0S,M

表达明显增多"在
I! C

时间点的高浓度药物组表达达

到高峰"与本组
!8 C

比较"差异亦有统计学意义$

R W

"

!

"#

%) 低*中*高浓度药物组随着浓度增高而
"

#

U+M 0S,M

表达下降"差异有统计学意义 $

R W

"

!

"#

%"而组内
%

个时间点间
"

#

U+M 0S,M

表达差

异均无统计学意义$

R V"

!

"$

%)

表
#

%各组在洋金花总碱作用
!8

*

8;

*

I! C

后

&T

#

#9

*

"

#

U+M

蛋白表达"$

a

)

E

%

组别
@

时间
&T

#

#9 "

#

U+M

空白对照
$ !8 C #

*

8I

)

"

*

## "

*

I9

)

"

*

"$

$ 8; C #

*

9"

)

"

*

89 "

*

I%

)

"

*

":

$ I! C !

*

;"

)

"

*

#" "

*

;;

)

"

*

"%

)KL

#

!

#

$ !8 C

"

*

:;

)

"

*

"9

!

#

*

%!

)

"

*

#8

!

$ 8; C

"

*

:$

)

"

*

"8

!

#

*

%:

)

"

*

"I

!

$ I! C

"

*

$%

)

"

*

"I

!

#

*

:"

)

"

*

"8

!

低浓度药物
$ !8 C "

*

:I

)

"

*

!;

#

*

"8

)

"

*

"$

"

$ 8; C "

*

;$

)

"

*

#$

#

*

"8

)

"

*

"$

"

$ I! C "

*

8:

)

"

*

"8

#

*

":

)

"

*

"$

"

中浓度药物
$ !8 C "

*

I9

)

"

*

#!

#

*

":

)

"

*

"8

"

$ 8; C

#

*

"!

)

"

*

"!

""#

#

*

":

)

"

*

":

"

$ I! C

#

*

!%

)

"

*

";

""#

"

*

9%

)

"

*

":

""

高浓度药物
$ !8 C

#

*

"8

)

"

*

"I

""#

"

*

;%

)

"

*

":

""#$

$ 8; C

#

*

""

)

"

*

"#

""#

"

*

;:

)

"

*

";

""#$

$ I! C

#

*

!"

)

"

*

##

""#

"

*

$%

)

"

*

"%

""#$

""注#与空白对照组同期比较"

!

R W "

*

"#

&与
)KL

#

!

#

组同期比较"

"

R W"

*

"$

"

""

R W"

*

"#

&与低浓度药物组同期比较"

#

R W"

*

"#

&与中浓

度药物组同期比较"

$

R W"

*

"$

""注# 与空白组比较"

!

R W "

!

"#

&与
)KL

#

!

#

组同期比较"

"

R W"

!

"#

&与本组
!8 C

比较"

#

R W"

!

"#

&与低浓度药物组同期

比较"

$

R W"

!

"#

& 与中浓度药物组同期比较"

%

R W"

!

"#

&图
:

同

图
$

%各组
!8

*

8;

*

I! C &T

#

#9 0S,M

表达比较

图
:

%各组
!8

*

8;

*

I! C "

#

U+M 0S,M

表达比较

讨""论

特发性肺纤维化$

>Z>-P=NC>F PX40-@=2Q O>12-

#

E>E

"

(RL

%的发病机制目前仍未完全阐明"但成纤维细胞



!!"##%! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

"

,-./01/2 !"#$

"

3-45 %$

"

,-

!

##

$

L1

%的活化和异常的损伤修复反应的循环重复是其发

生的关键环节)

<+)

是成纤维细胞和肌纤维母细胞的

主要来源)

)KL

#

!

#

诱导的
<+)

早期变化是
<

#钙黏蛋

白表达受到抑制"细胞间紧密连接被破坏"上皮细胞丧

失黏附特性"逐渐从基底膜上脱落&然后胞质内细胞骨

架进行重排"表达新的表型蛋白如
"

#

U+M

"胞质内肌丝

也从上皮型的角蛋白$

FQN-Y/2=N>@

%转变为间质细胞的

波形蛋白$

.>0/@N>@

%

'

:

"

I

(

)

M$89

细胞源于
$

型肺泡上

皮细胞系细胞"在肺纤维化进展过程中修复损伤的效率

与正常
$

型肺泡细胞较为接近'

;

(

"诱导它增殖和
<+)

可

以模拟
$

型肺泡上皮细胞在病理状态下参与体内肺纤维

化形成过程) 故选择
M$89

细胞作为本实验的细胞模

型"研究洋金花总碱对肺纤维化过程中上皮细胞间质转

化过程中的影响)

本实验中药物作用
!8 C

时的形态观察发现#

)KL

#

!

#

组细胞形态由鹅卵石状变成梭形"类似成纤维

细胞"而药物组细胞形态与
)KL

#

!

#

组细胞形态类似"

说明洋金花总碱不能完全逆转上皮细胞间质化的形态

改变) 但进一步的研究显示"洋金花总碱能在蛋白和

基因水平改变
<+)

过程中特征性标记物的表达"增加

&T

#

#9

的表达"抑制
"

#

U+M

的表达"且呈浓度依赖性

和时间依赖性"在药物作用
I! C

及
!"" #AJ0^

浓度

时最为明显) 姜益等'

9

(也用类似实验方法进行干预"

使用不同浓度的槲皮素干预
)KL

#

!

#

诱导的
M$89

细

胞
<+)

过程"用
S)

#

R&S

和
*/EN/0 14-N

检测上皮

间质转化标志性因子
<

#

F=ZC/2>@

*

,

#

F=ZC/2>@

*

3>0

#

/@N>@

的表达变化"结果显示"一定浓度的槲皮素能抑

制
M$89

细胞的增殖"并在
0S,M

和蛋白水平增加

<

#

F=ZC/2>@

表达"降低
,

#

F=ZC/2>@

*

3>0/@N>@

表达"

从而抑制
M$89

细胞向间质转化) 提示通过对细胞特

征性标记物的检测可在一定程度上说明洋金花总碱可

抑制
M$89

细胞发生上皮间质转化"从而减少成纤维

细胞的来源"延缓肺纤维化进程)

)KL

#

!

#

诱导
<+)

发生的机制主要包括依赖

U0=Z

和非依赖
U0=Z

两种方式"在器官纤维化过程

中其主要以
U0=Z

方式诱导
<+)

"与受体结合后"可

激活受体性
U0=Z!

与
U0=Z%

"同时与共同通路

U0=Z8

形成三聚体并转入胞核内"诱导
<+)

相关基

因表达'

#"

(

"三聚体也可诱导转录因子如
U@=>4

*

)?>EN

等表达"通过对后者控制性下调可减轻
)KL

#

!

#

诱导

的
<+)

程度'

##

(

) 另有研究发现
U0=ZI

是
)KL!

#

J

U0=Z

信号通路的重要的负调控蛋白"能多个环节阻

断其信号传导) 本研究结果提示洋金花总碱能部分抑

制
)KL

#

!

#

诱导的
<+)

过程"可为肺纤维化治疗提供

新的依据'

#!

(

) 但截止目前为止"洋金花总碱与
)KL

#

!

#

JU0=Z

信号通路相关性的研究未见相关报道"故洋

金花总碱抑制
)KL

#

!

#

诱导的
<+)

过程的具体靶点

需进一步实验探索研究)
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