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%
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#
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KLM&N#

在苦参碱逆转
OKL

细胞

维甲酸耐药中的意义

吴迪炯#

$刘婷婷#!

$周琦浩#

$孙$洁!

$邵科钉#

$叶宝东#

$周郁鸿#

摘要$目的$观察磷脂爬行酶
#

!

PD-QPD-4APAE QG2@014@Q/ #

"

KLM&N#

#在苦参碱!

0@R2AS/

"

+O)

#

诱导维甲酸!

@44

#

R2@SQ 2/RAS-AG @GAE

"

O)NO

#耐药急性早幼粒细胞白血病!

@GTR/ P2-0C/4-GCRAG 4/TU/0A

#

@

"

OKL

#细胞分化的表达"并探讨其与环磷酸腺苷!

GCG4AG @E/S-QAS/ 0-S-PD-QPD@R/

"

GO+K

#

J

蛋白激酶

O

!

P2-R/AS UAS@Q/ O

"

KVO

#途径的相关性$ 方法$以
O)NO

敏感的
OKL

细胞系
,W:

以及
O)NO

耐药株

,W:

#

N#

为研究对象$ 通过
,W)

还原实验以及流式细胞仪!

&H##1

#检测
"

!

# 00-4JL +O)

联合
# !0-4JL

O)NO

对两细胞株分化标记的影响%采用
*/QR/2S 14-R

&实时荧光定量
K&N

技术测定细胞
K+LJNON"

&

KLM&N#

蛋白及基因表达%同时应用
KVO

拮抗剂
;67

联合作用"观察细胞分化抗原及上述蛋白
J

基因表达

的变化$ 结果$

+O)

联用
O)NO

能明显提高
,W:

#

N#

细胞
,W)

及
&H##1

阳性率"并显著下调

K+LJNON"

融合蛋白
J

基因的表达!

K X"

!

"$

"

K X"

!

"#

#$ 单用
O)NO

能使
,W:

细胞
KLM&N#

在蛋白及

0N,O

水平表达均得到明显增强!

K X"

!

"#

#"而在
,W:

#

N#

细胞内同样表达上调"但仅蛋白水平差异有统

计学意义 !

K X"

!

"#

#$在联用
+O)

后"两细胞株
KLM&N#

蛋白表达进一步上升!

K X"

!

"#

#"并且
,W:

#

N#

细胞
0N,O

表达水平差异有有统计学意义!

K X"

!

"$

#$ 上述作用均能被
#" !0-4JL ;67

逆转!

K X"

!

"$

"

K X"

!

"#

#$ 结论$

+O)

联合
O)NO

能显著诱导
,W:

#

N#

细胞获得再分化"同时抑制
K+LJNON"

融合基

因
J

蛋白的表达"这可能与其上调
KLM&N#

表达有关$

关键词$磷脂爬行酶
#

%蛋白激酶
O

拮抗剂%苦参碱%急性早幼粒细胞白血病%维甲酸耐药

MAYSAZAG@SG/ -Z KLM&N# AS +@R2AS/ (SETG/E HAZZ/2/SRA@RA-S -Z O)NO N/QAQR@SR OKL &/44Q

$

*[ HA

#

\A-SY

#

!

L([ )ASY

#

RASY

#

!

<;I[ =A

#

D@-

#

!

M[, 'A/

!

!

M;OI V/

#

EASY

#

!

9? W@-

#

E-SY

#

!

@SE <;I[ 9T

#

D-SY

#

$

# H/P@2R0/SR -Z ;/0@R-4-YC

!

]A2QR &4ASAG@4 +/EAG@4 &-44/Y/

!

<D/\A@SY &DAS/Q/ +/EAG@4 [SA./2QA

#

RC

!

;@SYBD-T

$

%#""$%

%&

! H/P@2R0/SR -Z W-S/ +@22-^ )2@SQP4@SR@RA-S

!

]A2QR OZZA4A@R/E ;-QPAR@4 -Z <D/

#

\A@SY [SA./2QARC

!

;@SYBD-T

$

%#"""8

%

OWM)NO&)

%

I1\/GRA./

%

)- -1Q/2./ RD/ /_P2/QQA-S -Z PD-QPD-4APAE QG2@014@Q/ #

$

KLM&N#

%

AS

0@R2AS/

$

+O)

%

ASETG/E EAZZ/2/SRA@RA-S -Z @44

#

R2@SQ 2/RAS-AG @GAE

$

O)NO

%

2/QAQR@SR @GTR/ P2-0C/4-GCRAG 4/T

#

U/0A@

$

OKL

%

G/44Q

!

@SE R- /_P4-2/ ARQ G-22/4@RA-S R- GCG4AG @E/S-QAS/ 0-S-PD-QPD@R/

$

GO+K

%

JP2-R/AS UA

#

S@Q/ O

$

KVO

%

QAYS@4 P@RD^@C5 +/RD-EQ

%

,W:

$

@S OKL G/44 4AS/ Q/SQARA./ R- O)NO

%

@SE ,W:

#

N#

$

@ 2/

#

QAQR@SR QR2@AS -Z O)NO

%

^/2/ -1Q/2./E @Q QT1\/GRQ AS RDAQ QRTEC5 ?ZZ/GRQ -Z G-01AS/E R2/@R0/SR -Z "

&

#

00-4JL +O) @SE # !0-4JL O)NO -S RD/ EAZZ/2/SRA@RA-S -Z R^- G/44 4AS/Q ^/2/ E/R/GR/E TQASY SAR2-14T/ R/R

#

2@B-4AT0

$

,W)

%

2/ETGRA-S R/QR @SE Z4-^ GCR-0/R2C

$

&H##1

%

5 ?_P2/QQA-SQ -Z K+LJNON"@SE KLM&N# P2-

#

R/ASJY/S/ ^/2/ E/R/GR/E TQASY */QR/2S 14-R @SE N/@4

#

RA0/ Z4T-2/QG/SG/ `T@SRAR@RA./ K&N @QQ@C5 +/@S

#

^DA4/

!

;67

!

KVO @SR@Y-SAQR

!

^@Q TQ/E R- -1Q/2./ G/44 EAZZ/2/SRA@RA-S @SRAY/S @SE GD@SY/Q -Z @Z-2/Q@AE

P2-R/ASQ @SE Y/S/Q5 N/QT4RQ

%

+O) G-01AS/E O)NO G-T4E QAYSAZAG@SR4C /4/.@R/ P-QARA./ 2@R/Q -Z ,W) @SE

&H##1 AS ,W:

#

N# G/44Q

!

@SE QAYSAZAG@SR4C E-^S

#

2/YT4@R/ RD/ /_P2/QQA-S -Z K+LJNON"ZTQA-S P2-R/ASJY/S/
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5 O)NO TQ/E @4-S/ G-T4E -1.A-TQ4C /SD@SG/ RD/ /_P2/QQA-S -Z KLM&N# AS ,W: G/44Q

@R P2-R/AS @SE 0N,O 4/./4Q

$

K X"

&

"#

%

5 WTR RD/ /_P2/QQA-S -Z KLM&N# ^@Q TP

#

2/YT4@R/E AS ,W:

#

N# G/44Q

!

1TR ^ARD QR@RAQRAG@4 EAZZ/2/SG/ -S4C @R RD/ P2-R/AS 4/./4

$

K X"

&

"#

%

5 (S G-01AS@RA-S -Z +O)

!

KLM&N# P2-R/AS

/_P2/QQA-S ^@Q ZT2RD/2 /4/.@R/E AS RD/ R^- G/44 4AS/Q

$

K X"

&

"#

%

5 W/QAE/Q

!

RD/2/ ^@Q QR@RAQRAG@4 EAZZ/2/SG/

AS 0N,O /_P2/QQA-SQ AS ,W:

#

N# G/44Q

$

K X"

&

"$

%

5 O44 RD/Q/ @GRA-SQ G-T4E 1/ 2/./2Q/E 1C R2/@R0/SR -Z #"
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$

K X"

&

"$

!

K X"

&

"#

%

5 &-SG4TQA-S

%

+O) G-01AS/E O)NO G-T4E QAYSAZAG@SR4C ASETG/ RD/ EAZZ/2

#

/SRA@RA-S -Z ,W:

#

N# G/44Q

!

@SE ASDA1AR RD/ /_P2/QQA-S -Z K+LJNON"ZTQA-S Y/S/JP2-R/AS

!

^DAGD 0AYDR 1/

@QQ-GA@R/E ^ARD TP

#

2/YT4@RASY KLM&N# /_P2/QQA-S5

V?9*INHM

%

PD-QPD-4APAE QG2@014@Q/ #

&

P2-R/AS UAS@Q/ O @SR@Y-SAQR

&

0@R2AS/

&

@GTR/ P2-0C/4-GCR

#

AG 4/TU/0A@

&

2/RAS-AG @GAE 2/QAQR@SR

$$在国内!急性早幼粒细胞白血病$

@GTR/ P2-0C/

#

4-GCRAG 4/TU/0A@

!

OKL

%约占同期白血病的
%

!

%a

%

!#

!

!a

'

#

(

) 尽管全反式维甲酸 $

@44

#

R2@SQ 2/RAS-AG

@GAE

!

O)NO

%诱导分化疗法可使其完全缓解$

&N

%率

达
6$a

以上!但快速发展的耐药与高复发率仍是影响

长期疗效的两大障碍!文献报道
#"

年的累积复发率

接近
%%a

'

!

(

) 苦参碱$

+@R2AS/

!

+O)

%是中药苦参的

有效生物碱成分!具有解热镇痛*抗炎*抗病毒*抗心律

失常等多种作用!临床上已多年用于慢性肝病的治

疗'

%

(

) 本 课 题 组 前 期 研 究 表 明! 低 毒 性 浓 度

$

"

!

# 00-4JL

%

+O)

联合
O)NO

能在体外显著诱导

O)NO

耐药
OKL

细胞$

,W:

#

N#

%的再分化过程!具体

的机制尚未阐明!可能与上调环磷酸腺苷$

GCG4AG @

#

E/S-QAS/ 0-S-PD-QPD@R/

!

GO+K

%

J

蛋白激酶
O

$

P2-R/AS UAS@Q/ O

!

KVO

%水平有关'

:

"

8

(

) 本研究将

进一步探讨钙信号途径相关的磷脂爬行酶
#

$

PD-Q

#

PD-4APAE QG2@014@Q/ #

!

KLM&N#

%在
+O)

诱导耐

药细胞分化的表达!并探讨其与
GO+KJKVO

途径的

相关性)

材料和方法

#

$细胞株$

OKL O)NO

不耐药细胞株
,W:

及

OKL O)NO

耐药株
,W:

#

N#

!均由上海交通大学附属

瑞金医院血液病研究所馈赠)

!

$药物$

+O)

$纯度
76a

!泽朗医药科技有限

公司!批号#

<L#!#"#>$

%!溶于
KWM

配成
"

!

# 00-4JL

作用浓度&

O)NO

$美国
MAY0@

公司%!溶于
H+MI

配

成
# !0-4JL

作用浓度)

%

$主要试剂及仪器$硝基四唑氮蓝$

SAR2-14T/

R/R2@B-4AT0

!

,W)

! 美 国
MAY0@

公 司! 批 号#

!:67>>7$

%&

KVO

拮抗剂
;67

$美国
&@41A-GD/0

公

司!批号#

!:!>6!$8

%&

&H##1

流式抗体$美国
WA-

#

4/Y/SE

公司!批号#

]"!%$L

%&

K+L

单克隆抗体$美国

M@SR@ &2TB

公司!批号#

3!>%!

%&

KLM&N#

单克隆抗

体$美国
M@SR@ &2TB

公司!批号#

&"6##

%&

N,O

逆转

录试剂盒$中国大连
)@V@N@

公司!批号#

OV8$"#

%&

荧光定量
N)

#

K&N

试剂盒$中国大连
)@V@N@

公司!

批号#

OV%""#

%) 光学显微镜$型号#

L/AG@ H+?

!上

海徕卡显微系统有限公司%!

H,OJN,O

浓度测定仪

$型号#

,O,IHNIK ,H

#

!"""

!美国
)D/20-

公司%!

反转录仪$型号#

K&)

#

!""

!美国
WA-

#

NOH

公司%!荧

光定量
K&N

仪$型号#

:6"#

!美国
WA-

#

NOH

公司%!

流式细胞仪 $型号#

]&$""+&L

!美国
W/GU0@S

公

司%)

:

$方法

:

!

#

$细胞培养$细胞以初始浓度
#

&

#"

$

J0L

接

种于含
!"a

胎牛血清的
#8:"

培养基!至对数生长期

用药物作用!并在共孵育
>! D

后收集细胞)

:

!

!

$

KVO

拮抗剂
;67

作用浓度的选择$将

,W:

细胞株根据不同药物处理方式分别为
8

组#空白

对照组&

O)NO

$

# !0-4JL

%组&以及
O)NO

$

# !0-4JL

%

加
;67

组$

;67

提前孵育
# D

%!

;67

浓度分别为为

$

*

#"

*

#$

*

!" !0-4JL

) 通过检测各组细胞
&H##1

分

化抗原以及
KLM&N#

表达水平确定合适的
;67

作用

浓度)

:

!

%

$细胞分化能力$采用
,W)

还原实验测定) 根

据不同药物处理方式!将
,W:

*

,W:

#

N#

细胞分为
$

组!

即#空白对照组*

O)NO

组*

+O)

*

O)NO

加
+O)

组以及

O)NO

加
+O)

加
;67

组)

O)NO

作用浓度为
# !0-4J

L

!

+O)

作用浓度为
"

!

# 00-4JL

!

;67

提前孵育
# D

$最

终筛选出的作用浓度为
#" !0-4JL

%) 共培养
>! D

后!取

各组细胞分别用
KWM

洗涤
!

次!

6"" 2J0AS

!离心

6 0AS

!计数并调节细胞密度为
#

&

#"

8

J0L

接种于
78

孔

板!每孔
#"" !L

!每组设置
%

个复孔) 用含
# !YJ0L

)KO

和
# 0YJ0L ,W)

的
NK+( #8:"

培养基混合液

#"" !L

作用
%" 0AS

)

:

'

% """ 2J0AS

!离心
$ 0AS

!弃
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掉上清液) 取每孔细胞分别涂片!光学显微镜下观察

,W)

阳性细胞$细胞内存在蓝色月牙状沉积物%!计数

:""

个细胞!计算
,W)

还原阳性细胞率)

,W)

还原

阳性细胞率 $

a

%

b ,W)

阳性细胞数 $个%

J :""

个

&

#""a

)

:

!

:

$细胞表面分化抗原表达变化$采用流式细

胞仪检测) 按
:

!

%

进行实验分组!加药培养
>! D

后!

取各组细胞分别用
KWM

洗涤
!

次!

6"" 2 J0AS

!离心
6

0AS

!各加入
$ !L

鼠抗人
&H##1

!另单用未处理的空

白对照组细胞加入
$ !L K?

流式抗体同型对照!混匀

后
:

'孵育
%" 0AS

)

KWM

洗涤
!

次!洗除未结合的

抗体) 将细胞悬浮于
"

!

$ 0L KWM

中!流式细胞仪检

测
&H##1

的阳性表达率)

:

!

$

$

K+LJNON"

*

KLM&N#

蛋白表达水平$采

用
*/QR/2S 14-R

检测) 提取细胞总蛋白!经
W2@E

#

Z-2E

法定量蛋白!按
!"" !Y

总蛋白量上样!经
MHM

#

KOc?

电泳后!转移到硝酸纤维膜上!

#"" YJL

脱脂奶

粉
:

'封闭过夜!室温下与
K+L

*

KLM&N#

单抗反应

! D

) 辣根过氧化物酶标记的二抗反应
# D

!充分洗膜

后化学增强发光)

:

!

8

$

K+LJNON"

*

KLM&N#

基因表达$采用实

时荧光定量
K&N

检测) 常规提取细胞总
0N,O

$

)2AB-4

一步法%!进行逆转录!将反应后
GH,O

产物

K&N

反应体系中进行目标片断的扩增$引物序列见

表
#

%) 操作按照试剂盒) 启动
K&N

仪!设定程序!

7$

'

%" Q

预变性!

7$

'

$ Q

*

8"

'

%" Q

!共计
:"

个循环反应) 反应结束后得到扩增曲线和溶解曲

线!采用相对定量方法分析各样本的
!&R

值$

!&R

b

目的基因
&R

值 "内参基因
&R

值%!再依据
!!&R

值
b

实验组
!&R

值 "对照组
!&R

值!计算
!

"

!!&R

的值)

表
#

%

K+LJNON"

*

KLM&N#

基因实时荧光定量

K&N

检测引物序列

基因名称 引物序列 扩增长度

K+LJNON"

]

#

$

(#

cOOcO&&)cc)c&&&)O)cO

#

%

(

N

#

$

(#

&)&)ccOc&)&&c)cOOc))

#

%

(

%%7 1P

KLM&N#

]

#

$

(#

&)cO&))&)cOcOOcc))c&

#

%

(

N

#

$

(#

cOO)c&)c)&cc)ccO)O&)

#

%

(

!7

)

> UH

$

#

@GRAS

]

#

$

(#

c)&O&&OO&)cccO&cO&O)c

#

%

(

N

#

$

(#

cO&Oc&O&)c)c))cc&c)O&O

#

%

(

8>: 1P

:

!

>

$统计学方法$采用
MKMM #>

!

"

软件进行

统计学处理) 先进行方差齐性检验*正态性检验)

计量资料采用
_

*

Q

表示!计数资料采用中位数$四

分位间距%表示&多组间比较采用方差分析!并采用

M,V

作两两比较&方差不齐采用非参数检验!多组间

比较用
V2TQU@4

#

*@44AQ ;

检验!两两比较用
+@SS

#

*DARS/C [

检验)

K X"

!

"$

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$不同浓度
KVO

拮抗剂
;67

对
,W:

细胞

&H##1

及
KLM&N#

表达的影响$图
#

*

!

%$

,W:

细

胞在
O)NO

作用后
&H##1

表达水平明显提高$

K X

"

!

"#

%)

;67

对细胞
&H##1

的表达的影响与作用浓

度有关#

;67

在
$

*

#" !0-4JL

时抑制细胞分化!并在

#" !0-4JL

时差异有统计学意义$

K X "

!

"#

%&在
#$

*

!" !0-4JL

时反而促进细胞分化!在
#$ !0-4JL

时差

异亦有统计学意义$

K X"

!

"$

%)

KLM&N#

在
,W:

细

胞的初始表达水平较低!

O)NO

作用后明显上调)

;67

联合作用后!细胞内
KLM&N#

均明显下降!并且

在
#" !0-4JL

时表达水平最低!随着
;67

浓度升高!

KLM&N#

表达增高) 故选择
;67

在
#" !0-4JL

时作

为后续实验浓度)

$$注#

O

为空白对照组&

W

为
O)NO

组&

&

为
O)NO

加

;67

$

$ !0-4JL

%组&

H

为
O)NO

加
;67

$

#" !0-4JL

%组&

?

为
O)NO

加
;67

$

#$ !0-4JL

%组&

]

为
O)NO

加
;67

$

!"

!0-4JL

%组&与
O

组比较!

"

K X"

!

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K

X"

!

"$

!

!!

K X"

!

"#

图
#

%

;67

对
,W:

细胞株
&H##1

表达的影响

图
!

%

;67

对
,W:

细胞株
KLM&N#

表达的影响

!

$

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
,W)

阳性率的

影响及
;67

的拮抗作用$图
%

%$

,W:

和
,W:

#

N#

的

初始
,W)

阳性率$

a

%相近!分别为
##

!

%

*

#

!

$

和
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年
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期
&'()*+

!
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!
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!

,-

!

##

#!

!

"

*

%

!

"

)

O)NO

作用后!两细胞株
,W)

阳性率

均增高$

K X "

!

"#

!

K X "

!

"$

%) 单用
+O)

能一定程

度上提高
,W)

阳性率!但差异无统计学意义 $

K d

"

!

"$

%)

O)NO

联合
+O)

能提高
,W:

#

N#

细胞
,W)

阳性率$

K X"

!

"$

%) 在
;67

作用后!均能明显减少两

细胞株
,W)

阳性率$

K X"

!

"#

%)

$$注#

O

为空白对照组&

W

为
O)NO

组&

&

为
+O)

组&

H

为

O)NO

加
+O)

组&

?

为
O)NO

加
+O)

加
;67

组&与
O

组比

较!

"

K X"

!

"$

!

""

K X"

!

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K X"

!

"$

&

与
O)NO

加
+O)

组比较!

#

K X"

!

"#

图
%

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞株
,W)

阳性率的

影响及
;67

的拮抗作用

%

$

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞表面分化抗原

&H##1

表达的影响及
;67

的拮抗作用$图
:

%$

,W:

#

N#

细胞初始
&H##1

表达水平$

!$

!

"

*

$

!

7

%

a

高于

,W:

细胞$

#

!

6

*

#

!

>

%

a

)

+O)

单用能提高
,W:

细

胞
&H##1

表达!但差异无统计学意义$

K d"

!

"$

%)

O)

#

NO

单用能提高
,W:

细胞
&H##1

水平$

K X"

!

"#

%!但

对
,W:

#

N#

无显著作用) 联用
+O)

后!

,W:

#

N#

细胞

&H##1

表达升高$

K X"

!

"$

%)

;67

作用能减少两细胞

株
&H##1

阳性率$

K X"

!

"$

%)

:

$

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

*

KLM&N#

蛋白表达的影响及
;67

的拮抗作用$图
$

"

>

%

单用
O)NO

能抑制
,W:

细胞内
K+LJNON"

融合蛋

白表达!并上调
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
KLM&N#

蛋白表

达水平 $

K X "

!

"#

%) 单用
+O)

对两细胞株
K+LJ

NON"

*

KLM&N#

蛋白表达无明显影响)

O)NO

联用

+O)

不能进一步抑制
,W:

细胞
K+LJNON"

蛋白表

达!但能抑制
,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

融合蛋白表

达$

K X "

!

"#

%&并上调两细胞株
KLM&N#

蛋白表达

$

K X"

!

"#

%)

;67

拮抗后!两细胞株
K+LJNON"

融

合蛋白表达水平显著增加!而
KLM&N#

蛋白表达明显

降低$

K X"

!

"#

!

K X"

!

"$

%)

$

$

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

*

KLM&N# 0N,O

表达的影响及
;67

的拮抗作用$表
!

%

单用
O)NO

能抑制
,W:

细胞内
K+LJNON"0N,O

表达!并上调
KLM&N# 0N,O

表达水平$

K X"

!

"#

%)

单用
+O)

对两细胞株
K+LJNON"

*

KLM&N# 0N,O

表达差异无统计学意义 $

K d "

!

"$

%)

O)NO

联用

+O)

能进一步抑制
,W:

细胞
K+LJNON"0N,O

表

达!并且较单用
O)NO

差异有统计学意义$

K X"

!

"$

%&

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

*

KLM&N# 0N,O

表达亦较

$$注#

O

为空白对照组&

W

为
O)NO

组&

&

为
+O)

组&

H

为

O)NO

加
+O)

组&

?

为
O)NO

加
+O)

加
;67

组&与
O

组比

较!

"

K X "

!

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K X "

!

"$

& 与
O)NO

加

+O)

组比较!

#

K X"

!

"$

图
:

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

两细胞株
&H##1

表达的

影响及
;67

的拮抗作用

图
$

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

*

KLM&N#

蛋白表达的影响

$$注#

O

为空白对照组&

W

为
O)NO

组&

&

为
+O)

组&

H

为

O)NO

加
+O)

组&

?

为
O)NO

加
+O)

加
;67

组&与
O

组比

较!

"

K X "

!

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K X "

!

"#

& 与
O)NO

加

+O)

组比较!

#

K X"

!

"$

!

##

K X"

!

"#

图
8

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

蛋白表达灰度值的影响
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表
!

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
K+LJNON"

*

KLM&N# 0N,O

表达的影响及
;67

的拮抗作用$$

_

*

Q

%

组别
S

,W:

K+LJNON"0N,O KLM&N# 0N,O

,W:

#

N#

K+LJNON"0N,O KLM&N# 0N,O

空白对照
% # # # #

O)NO %

"

)

%#% "!6

*

"

)

"86 "86

""

:

)

#!> :"8

*

"

)

%"8 %:$

""

"

)

67: :6$

*

"

)

"$6 86% #

)

88" !8$

*

"

)

!88 $$8

+O) % #

)

!>% 8##

*

"

)

%:> %:6 #

)

$"# !"%

*

"

)

:#$ >76 #

)

$$% %>"

*

"

)

":6 7!$ #

)

!"! $8!

*

"

)

##7 #77

O)NO

加
+O) %

"

)

#:! 86>

*

"

)

"!% %!!

!

:

)

67$ 8!:

*

"

)

#7! ">>

"

)

$"! 6%8

*

"

)

"$$ 8:6

!

!

)

$:6 >7%

*

"

)

!$$ 7#%

!

O)NO

加
+O)

加
;67 %

"

)

7:$ $">

*

"

)

"$6 $>:

##

!

)

#%7 !%8

*

"

)

#"6 6:"

##

#

)

"%: 888

*

"

)

#"6 !!"

#

#

)

>>% >>7

*

"

)

!#% 7%%

#

$$注# 与空白对照组比较!

"

K X"

)

"$

!

""

K X"

)

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K X"

)

"$

& 与
O)NO

加
+O)

组比较!

#

K X"

)

"$

!

##

K X"

)

"#

$$注#

O

为空白对照组&

W

为
O)NO

组&

&

为
+O)

组&

H

为
O)NO

加
+O)

组&

?

为
O)NO

加
+O)

加
;67

组&与
O

组

比较!

"

K X"

!

"#

& 与
O)NO

组比较!

!

K X"

!

"#

& 与
O)NO

加
+O)

组比较!

#

K X"

!

"$

图
>

%

+O)

对
,W:

*

,W:

#

N#

细胞
KLM&N#

蛋白表达灰度值的影响

单用
O)NO

差异有统计学意义 $

K X"

!

"$

%)

;67

联

合作用后!两细胞株
K+LJNON"0N,O

表达上调!同

时
KLM&N# 0N,O

表达明显受抑制$

K X"

!

"#

!

K X

"

!

"$

%)

讨$$论

临床上约
7"a

的典型
OKL

表现出
R

$

#$

&

#>

%及

K+LJNON"

融合基因
J

蛋白阳性'

!

(

!导致
NON"

调节

的细胞分化功能障碍) 目前!针对
OKL O)NO

耐药现

象!多借助于联合其他化疗$三氧化二砷*干扰素*蒽

环类等%!但仍有一部分患者不能获得分子水平缓解!

或在维持治疗结束后复发)

OKL

细胞株
,W:

#

N#

内

GO+K

水平特异性降低!导致
GO+K

信号通路障碍!

继而发生
O)NO

耐药'

>

(

) 本课题组前期研究表明

+O)

联合
O)NO

能有效逆转
OKL

细胞株
,W:

#

N#

的维甲酸耐药现象!其作用机制可能与上调耐药细胞

内
GO+K

浓度以及
KVO

活性有关'

:

(

) 本研究旨在进

一步深入明确
+O)

的作用机制!并且探讨与
GO+KJ

KVO

信号通路的关系)

本研究发现!

+O)

联合
O)NO

能提高耐药细胞

,W)

及
&H##1

阳性率$

K X"

!

"#

%!同时
K+LJNON"

融合基因
J

蛋白降解!而此过程能被
KVO

拮抗剂
;67

阻碍!表明
+O)

发挥逆转耐药作用与其上调
GO+KJ

KVO

水平密切相关)

GO+K

与钙离子主管细胞内通讯!两者具有协同作

用!

GO+K

通过激活
KVO

使
#

!

:

!

$

"三磷酸肌醇受体

$

AS-QAR-4

#

#

!

:

!

$

#

R2AQPD-QP@R/ 2/G/PR-2

!

(K%N

%磷酸化

而促进细胞膜对钙离子的内流!使细胞内钙离子增加)

KLM&N#

是钙信号途径的下游分子!属钙结合蛋白) 研

究发现!

OKL

细胞在给予
O)NO

诱导分化后!

KLM&N#

0N,O

表达显著上调'

6

(

!而在
KLM&N#

"

J

"的小鼠!其骨

髓髓系祖细胞的增殖及分化明显受阻'

7

(

!提示
KLM&N#

在细胞信号及细胞成熟中同样起着重要的作用)

OKL

O)NO

耐药细胞
,W:

#

N#

在单用
GO+K

或
O)NO

作用

时!钙信号途径相关基因表达均低表达!只有两者合用时

才能使得
KLM&N#

表达恢复正常水平'

#"

(

)

本研究结果显示!

,W:

#

N#

细胞株
KLM&N#

表达

水平显著高于
,W:

)

O)NO

作用后!

,W:

细胞

KLM&N#

在蛋白及
0N,O

水平表达均得到明显增强

$

K X"

!

"#

%!而在
,W:

#

N#

细胞内同样表达上调!但

仅在蛋白水平差异有统计学意义$

K X"

!

"#

%) 在联用

+O)

后两细胞株
KLM&N#

蛋白表达进一步上升$

K X

"

!

"#

%!并且
,W:

#

N#

细胞在基因水平差异有统计学

意义$

K X"

!

"#

%!该现象同样可被
#" !0-4JL ;67

显

著抑制!与
K+LJNON"

融合基因
J

蛋白表达基本一致)

对于
O)NO

显著上调
,W:

#

N#

细胞
KLM&N#

蛋白表

达的现象!考虑可能与
O)NO

无法有效活化
,W:

#

N#

细胞内蛋白的泛素化降解有关$包括
K+LJNON"

融

合蛋白%

'

##

!

#!

(

!导致蛋白水平的累积较明显)

综上!

+O)

联合
O)NO

能显著诱导
,W:

#

N#

细

胞获得再分化!同时抑制
K+LJNON"

融合基因
J

蛋白

的表达) 这可能与
+O)

活化耐药细胞
GO+KJKVO

通路密切相关!继而协同活化钙信号途径相关基因!其

中
KLM&N#

的表达可能是关键因素之一)
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第一届国际脑心同治高峰论坛在南宁召开

'第一届国际脑心同治高峰论坛暨第五届全国中西医结合脑心同治学术交流会( 于
!"#$

年
:

月

#"

)

#!

日在南宁市举办$ 本次大会由中国中西医结合学会脑心同治专业委员会主办"广西中西医结

合学会脑心同治专业委员会承办$ 来自国内外
%"

多位国际心脑血管病专家到会"与会人员

达
# $""

人$

会议邀请了国际专家&国内知名院士&专家做精彩的学术报告$ 本次大会主要内容包括'心脑血

管病国内外最新研究进展和指南解读(&'脑心同治理论指导下的用药标准研究(&'脑心同治理论与

实践最新研究进展(&'用脑心同治理论保护亚健康人群(等"围绕脑心同治&心脑血管病领域的最新热

点及亟待解决的问题"以分论坛开展形式多样&内容丰富的学术交流活动$

学术报告内容精彩纷呈*天津中医药大学张伯礼院士作了题为'中药现代化研究进展(主题报告"

中国人民解放军总医院陈香美院士围绕'中西医结合+脑"心"肾,一体化研究(做了精彩报告"哈尔

滨医科大学杨宝峰院士围绕'基于最佳靶点假说的抗心律失常中药研究(做了精彩报告"美国哈佛大

学医学院麻省总医院的王晓英教授&解放军海军总医院的戚晓昆教授&美国塔夫茨医学中心的
H25

M@0A ,-T\@A0

分别作了'

MR2-U/

*

O MCQR/0@RAG HAQ/@Q/

"

)&+ (SR/2./SRA-S MR2@R/YC

(&'脑心同

治理论的临床实践(&'

&/44T@2 +/GD@SAQ0Q -Z */S_ASU/4A OSRA@22DCRD0AG OGRA-S

(主题报告"带

来了新的视角$ 随后"哈萨克斯坦国立医学院
&;?+?N(M O,HN?9

教授做了题为'稳心颗粒在哈萨

克斯坦的临床疗效分析(的主题报告"印尼陆军医院
;ONH;( KNO,O)O

教授做了'中风在印度尼西

亚及天然药物对中风患者的应用(的报告"介绍了印度尼西亚当地中风的发病情况以及脑心通在神经

内科的用药情况$

!中国中西医结合学会脑心同治专业委员会 $供稿#


