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冰片对血肿瘤屏障通透性的影响及机制

邢燕梅#闫晓宁#郭军洽#张#荣

摘要#目的#观察天然冰片对体外血肿瘤屏障!
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#模型通透性和丝裂原活化蛋

白激酶!
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#信号转导通路相关激酶表达与激活的影响$ 方法#大
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脑胶质瘤细胞与人脐静脉内皮细胞!
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个样本$ 空白组在冰片组给药同时更换空白培养基"冰片组给不同剂量冰片"给药后不

同时间点收集细胞$ 辣根过氧化物酶!
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信号通路的
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磷酸化进而可逆性下调相

关蛋白的表达"达到调节可逆性
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开放的效果$
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##脑胶质瘤作为神经系统最常见的恶性肿瘤"占全

部颅内肿瘤的
;"c d:"c

)

#
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"对家庭和社会的危害极

大"已成为导致死亡的主要肿瘤之一+ 除毛细胞型星

形细胞瘤及少数位于非功能区,体积较小的胶质瘤可

以通过手术根治外"大部分脑胶质瘤需术后辅以放化

疗为主的综合性治疗+

课题组前期体内研究显示"天然冰片能选择性开

放血肿瘤屏障$

J100G K,>0D J?DD@.D

"

L)L

%"增强抗

肿瘤药物顺铂,甲氨蝶呤的
L)L

通透率"提高其脑内

生物利用度+ 体内实验结果均显示"其选择性开放
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的机制与可逆性下调紧密连接相关蛋白及附着

蛋白$
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"但冰片如何调控

紧密连接相关蛋白表达的分子机制还需进一步阐释+

因此"本实验拟在前期成功建立
L)L

体外模型的基础

上"通过检测丝裂原活化蛋白激酶$
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%和磷酸化的氨基末端激酶$
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%的表达"探

讨天然冰片调控通透性的分子机制"为冰片进一步应

用于临床"改善脑胶质瘤化疗效果提供理论依据+

材料与方法
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#细胞系#人脐静脉内皮细胞株$
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"

ST/=&P

%"购自中国

科学院上海细胞生物学研究所细胞库"目录号
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$

!""#

"

#"c

胎牛血清
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"

[#!

培养基常规培养&大

鼠脑胶质瘤细胞株$

&$

%"购自中国科学院上海细胞生

物学研究所细胞库"目录号
)&W#

"含有
!

!

:c

胎牛血

清与
#:c

马血清的
8#!O

培养基行常规培养+

!

#药物#天然冰片"气相色谱检测其右旋龙脑的

含量为
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!
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!"#"

版-中华人民共和国药

典.规定"吉安市林科天然冰片厂"批号#

"4"6!!
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#$":"

$

#!!
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"
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兔多克隆抗体 $批号#
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兔单克隆抗体$批号#
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Q%4

兔单克隆抗
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?J#56;$#

%"

Q
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"
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7Q""$"

%"均购自广州铎洋生物科技有限公司&
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标记的山羊抗兔二抗$批号#

(S

"

""##

%"

SWQ

标记的

山羊抗小鼠二抗$批号#

(8

"

""%#

%"北京鼎国昌盛生物

技术有限责任公司&六孔
)D?-Pb.11

$批号#

%;:"

%"广

州吉泰生物技术有限责任公司&

L&7

试剂盒$批号#

Q*"#";

%"莱德尔公司&

*.PK.D- J10K

缓冲液套装

$批号#

*Q""#

%"广州联科生物技术有限公司&凝胶套

装$批号#

*Q""!

%"广州联科生物技术有限公司&预染

+?DO.D

$批号#

Q+""%%

%"北京鼎国昌盛生物技术有

限责任公司&裂解液$批号#

Q&6"#

%"广州莱德尔公

司+ 多功能酶标仪"美国
Q.DO@-=1>.D

公司&化学发

光凝胶成像系统"美国
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"
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公司&垂直电泳仪"

美国
L(H

"
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公司+
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共培养建立
L)L

模型
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孔
)D?-Pb.11

板"按照说明书

要求添加培养基后"置于
%5

&培养箱中预先孵育至少

; B

备用+

!

!

:c

胎牛血清和
#:c

马血清
8#!R

培养基

重悬
&$

细胞"调整细胞密度
#

'

#"

:

I>U

"取
:" !U

接

种于
)D?-Pb.11

小室膜的底面"置于培养皿中倒扣培养

; B

"然后翻转小室放于
!;

孔板中继续培养)

$

*

+

!;

孔

培养板内加入
"

!

$ >U

完全培养基"培养池内加入

"

!

# >U

完全培养基"置于
%5

&,

:c&H

!

的培养箱内继

续培养"每天换液
#

次&待
&$

细胞融合至
4"c

时"取传

代的
ST/=&P

"用含
#"c8L\

的
9+=+I8#!

完全培

养基重悬"调整细胞密度
%

'

#"

:

I>U

"取
"

!

# >U

种植

于
)D?-Pb.11

膜内侧"每天换液
#

次"共培养
%

天"待两

种细胞分别在
)D?-Pb.11

膜两侧形成单层"渗漏实验阳

性组$造模成功%可进行下一步实验+ 实验设置共培养

%

天样品组$作为实验组%及无细胞接种的空白组"每组

%

个复孔+ 向
)D?-Pb.11

孔内室,外室均添加培养基使

内室液面高度大于外室液面高度
"

!

: F>

"放置于培养

箱中
; B

后取出观察液面是否能够维持
"

!

: F>

"以液

面无明显改变者为阳性实验)

5

*

+

:

#细胞分组及干预方法#选择渗漏实验阳性孔进

行下一步实验"设空白组"冰片低,中,高剂量组$低,中,

高剂量组"冰片
!:

,

:"

,

#"" !CI>U

"

"

!

%c9+\H

培养

基溶解%"空白组在冰片组给药同时更换空白培养基"冰

片组给不同剂量冰片"每组
5

个时点$

"

,

#"

,

%"

,

$"

,

#!"

,

#4"

,

!;" >@-

%"每个时点
%

个样本+

$

#检测指标及方法

$

!

#

#辣根过氧化物酶 $

B0DP.D?G@PB N.D0V@

"

G?P.

"

SWQ

%流量测定
L)L

通透性#供池中加入含

有
:"" -CI>U SWQ

无酚红
9+=+I8#!

$

#

(

#

%培养基

"

!

# >U

"同时在受池培养板孔中加入
"

!

$ >U

不含

SWQ

的培养基"保持内外液面相平+ 分别于
"

,

#"

,

%"

,

$"

,

#!"

,

!;" >@-

从受池中均匀取样
:" !U

"每次

取样完毕向受池中补充
:" !U

无酚红培养基+ 待所

有取样完毕后"每个样品中分别加入
#"" !U )+L

显

色工作液"避光反应
%" >@-

"然后每孔加
:" !U

"

!

: >01IU S

!

\H

;

终止显色"

;:" ->

波长处测定其

H9

值+ 根据标准曲线计算
SWQ

浓度"

SWQ

通透率

$

c

%

e

$

&下室 '

/下室 I&上室 '

/上室% '

#""c

+

$

!

!

#

*.PK.D- J10K@-C

检 测
=WR

,

Q

"

=WR

,

Q%4+7QR

,

Q

"

Q%4+7QR

,

'3R

,

Q

"

'3R

蛋白表达#

L)L

模型上室中分别加入
#""

,

:"

,

!: !CI>U

冰片"

于加药后不同时间点 $

"

,

#"

,

%"

,

$"

,

#!"

,

#4"

,

!;" >@-

%取出含药培养基"用
;

&

QL\

洗
!

次"加

:" !U

裂解液$

W(Q7

(蛋白酶抑制剂(蛋白磷酸酶抑制

剂
e64

(

#

(

#

%作用
%" >@-

"

;

&,

#; """ D I>@-

离心

: >@-

)

4

*

+沉淀蛋白用
L&7

试剂盒$酶标仪
:$! ->

%

进行定量+

取等量蛋白样品$

;" !C

% 经
\9\

"

Q7^=

电泳分

离后"电转移至硝酸纤维素膜上"

:cL\7

封闭
; B

"

一抗 $

=WR

,

'3R

,

Q%4+7QR #

(

! """

&

Q

"

=WR

,

Q

"

'3R

,

Q

"

Q%4+7QR #

(

# """

%

;

&孵育过夜 $

#!

%

#; B

%+

)L\)

洗膜
;

次"每次
#" >@-

+

SWQ

标记的

二抗$

=WR

,

'3R

,

Q%4+7QR

,

Q

"

=WR

山羊抗兔
(C^

#

(

%" """

&

Q

"

'3R

,

Q

"

Q%4+7QR

山羊抗小鼠
(C+ #

(

%" """

%室温孵育
# B

"

)L\)

洗
;

次"每次
#" >@-

&滴

加
=&U

发光液
#" !UIF>

!

"化学凝胶成像仪检测

成像+

5

#统计学方法#采用
\Q\\ #5

!

"

软件进行统

计学分析"数据以
V

)

P

表示"组间比较采用单因素方

差分析"方差齐性者采用
U\9

检验"方差不齐者采用

9,--.KK

*

P

检验"

Q Y"

!

":

为差异有统计学意义+

结##果

#

#各组
SWQ

通透率比较$表
#

%#与本组
" >@-

比较"低,中,高剂量组各时间点通透率升高 $

Q Y

"

!

"#

%+ 与空白组比较"低,中,高剂量组
#"

%

!;" >@-

SWQ

通透率升高$

Q Y"

!

"#

%&与低剂量组比较"中剂量

组
%"

%

#4" >@-

通透率升高$

Q Y"

!

":

%+ 与中剂量组

比较"高剂量组
#"

%

#4" >@-

通透率升高 $

Q Y"

!

":

%+

表
#

#各组
SWQ

通透率比较#$

c

"

V

)

P

%

组别
-

时间点

" >@- #" >@- %" >@- $" >@- #!" >@- #4" >@- !;" >@-

空白#

% #

+

":

)

"

+

"6 #

+

$5

)

"

+

"6 !

+

!%

)

"

+

"5 !

+

6#

)

"

+

#: %

+

%;

)

"

+

%! %

+

;;

)

"

+

!! %

+

:!

)

"

+

##

低剂量
% #

+

%%

)

"

+

"6

%

+

$6

)

"

+

##

!!"

$

+

";

)

"

+

#!

!!"

#"

+

!"

)

"

+

%#

!!"

#%

+

:5

)

"

+

:$

!!"

#;

+

::

)

"

+

;:

!!"

#:

+

!6

)

"

+

%#

!!"

中剂量
% #

+

$5

)

"

+

"5

%

+

6:

)

"

+

#!

!!"

$

+

:5

)

"

+

!!

!!"#

#!

+

""

)

"

+

:$

!!"#

#:

+

"5

)

"

+

%6

!"#

#:

+

!%

)

"

+

%;

!!"#

#:

+

;#

)

"

+

!#

!!"

高剂量
% #

+

46

)

"

+

"#

;

+

;5

)

"

+

#;

!!"$

5

+

%;

)

"

+

#4

!!"$

#%

+

5$

)

"

+

;;

!!"$

#:

+

5!

)

"

+

;6

!!"$

#:

+

6;

)

"

+

:#

!!"$

#$

+

"5

)

"

+

%#

!!"

##注#与本组
" >@-

比较"

!

Q Y"

!

":

"

!!

Q Y"

!

"#

&与空白组比较"

"

Q Y"

!

"#

&与低剂量组比较"

#

Q Y"

!

":

&与中剂量组比较"

$

Q Y"

!

":



中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

"

',-. !"#$

"

/012 %$

"

30

!

$

!!""##!

##

!

#各组各时点
=WR

,

Q

"

=WR

,

Q%4+7QR

,

Q

"

Q%4+7QR

,

'3R

,

Q

"

'3R

表达比较$表
!

"图
#

%#各

剂量组间,各组时间点
=WR

,

Q%4+7QR

,

Q

"

Q%4

"

+7QR

,

'3R

蛋白表达差异无统计学意义$

Q Z"

!

":

%+

与本组
" >@-

比较"低,中,高剂量组
Q

"

=WR

表达先升

高"在
%" >@-

达极高值"后逐渐恢复初始水平$

Q Z

"

!

":

%+ 与空白组比较"低剂量组
%"

,

$" >@- Q

"

=WR

蛋白表达升高$

Q Y"

!

":

%"低,中,高剂量组
#4" >@-

和

!;" >@- Q

"

'3R

表达降低$

Q Y"

!

":

%+ 与低剂量组比

较"中剂量组
#"

%

#4" >@- Q

"

=WR

表达升高 $

Q Y

"

!

":

%"

#4" >@- Q

"

'3R

表达升高$

Q Y"

!

":

%"

!;" >@-

Q

"

'3R

表达降低$

Q Y"

!

":

%+ 与中剂量组比较"高剂量

组
#"

%

#4" >@- Q

"

=WR

表达升高 $

Q Y "

!

":

%"

#4" >@-

和
!;" >@- Q

"

'3R

表达降低 $

Q Y"

!

":

%+

讨##论

脑胶质瘤是一种最常见的颅内恶性肿瘤"它起源于

脑组织中神经胶质细胞"占颅内肿瘤的
;$c

左右+ 在

三大早亡的实体性恶性肿瘤中"脑胶质瘤的生存期之短

仅次于肝癌+ 单纯的手术切除反而会刺激并加速肿瘤

的增植速度和恶变程度+ 因此"在全球范围内"脑胶质

瘤至今缺乏疗效很好的治疗方法+ 在脑胶质瘤中"由于

L)L

存在"限制了抗肿瘤进入肿瘤组织"从而导致肿瘤

部位不能达到有效的治疗浓度"这也是目前化疗效果不

甚理想的主要原因之一)

6

*

+ 冰片在促进药物透过血脑

屏障方面具有重要的应用价值+ 冰片常作为脑部病变

的引经药"当其与其他治疗颅脑疾病的药物共用时"能

够增加药物的脑部靶向性"提高合用药物的脑组织分

布"同时可以使药物更易于透过血脑屏障"增加脑内的

药物浓度"提高其脑组织内生物利用度"从而增强药物

的治疗效果)

#"

*

+ 冰片对大鼠脑毛细血管内皮细胞之间

的紧密连接影响显著"可使细胞间紧密连接缝隙变宽,

断续,结构减少)

##

*

+ 本课题组前期体内实验研究表明

冰片可以促进抗肿瘤药物在脑组织内的蓄积"也可以可

逆性调节紧密连接相关蛋白的表达+ 但对其相关的

+7QR

信号转导通路分子机制尚不明确+

表
!

#各组各时点
=WR

,

Q

"

=WR

,

Q%4+7QR

,

Q

"

Q%4+7QR

,

'3R

,

Q

"

'3R

表达比较#$

V

)

P

%

组别
-

时间$

>@-

%

=WR Q

"

=WR Q%4+7QR Q

"

Q%4+7QR '3R Q

"

'3R

空白
% " "

+

:"

)

"

+

"! "

+

%$

)

"

+

"! "

+

:;

)

"

+

"! "

+

;!

)

"

+

"# "

+

4:

)

"

+

"# "

+

6:

)

"

+

"%

#" "

+

;6

)

"

+

"# "

+

%:

)

"

+

"! "

+

:!

)

"

+

"; "

+

;5

)

"

+

"% "

+

6:

)

"

+

#: "

+

4#

)

"

+

"5

%" "

+

;4

)

"

+

"# "

+

%;

)

"

+

"# "

+

:;

)

"

+

"% "

+

;;

)

"

+

"! "

+

4:

)

"

+

"; "

+

64

)

"

+

"$

$" "

+

;5

)

"

+

"# "

+

%%

)

"

+

"# "

+

:;

)

"

+

"; "

+

;5

)

"

+

"5 "

+

4$

)

"

+

"5 "

+

6"

)

"

+

":

#!" "

+

:$

)

"

+

"! "

+

%:

)

"

+

"% "

+

:!

)

"

+

"% "

+

;;

)

"

+

"$ "

+

4:

)

"

+

"5 "

+

45

)

"

+

##

#4" "

+

;6

)

"

+

"! "

+

%$

)

"

+

"% "

+

::

)

"

+

"% "

+

;5

)

"

+

"4 "

+

4$

)

"

+

"5 "

+

4;

)

"

+

"5

!;" "

+

:#

)

"

+

"% "

+

%:

)

"

+

"! "

+

:$

)

"

+

"; "

+

%6

)

"

+

": "

+

4!

)

"

+

"6 "

+

44

)

"

+

";

低剂量
% " "

+

;5

)

"

+

"$ "

+

%%

)

"

+

"# "

+

;$

)

"

+

"! "

+

;!

)

"

+

"! #

+

"!

)

"

+

"$ "

+

6:

)

"

+

"#

#" "

+

;6

)

"

+

": "

+

;;

)

"

+

"# "

+

;4

)

"

+

"# "

+

;$

)

"

+

"# "

+

6#

)

"

+

": #

+

"#

)

"

+

"4

%" "

+

:;

)

"

+

"!

"

+

;4

)

"

+

"#

!"

"

+

;"

)

"

+

": "

+

;$

)

"

+

"$ #

+

"4

)

"

+

"; "

+

4;

)

"

+

"5

$" "

+

%4

)

"

+

";

"

+

;4

)

"

+

":

!"

"

+

;;

)

"

+

"! "

+

;:

)

"

+

"! "

+

4#

)

"

+

": "

+

55

)

"

+

"$

#!" "

+

;!

)

"

+

"; "

+

;5

)

"

+

": "

+

;%

)

"

+

"# "

+

:!

)

"

+

"! "

+

64

)

"

+

"; "

+

$5

)

"

+

":

#4" "

+

%4

)

"

+

"; "

+

!6

)

"

+

"# "

+

;5

)

"

+

"# "

+

;6

)

"

+

"# "

+

6:

)

"

+

#%

"

+

:"

)

"

+

":

!!"

!;" "

+

;"

)

"

+

"! "

+

!4

)

"

+

"! "

+

;!

)

"

+

"! "

+

:!

)

"

+

"% "

+

66

)

"

+

"6

"

+

;:

)

"

+

";

!!"

中剂量
% " "

+

;5

)

"

+

"$ "

+

;!

)

"

+

"% "

+

:"

)

"

+

"# "

+

;#

)

"

+

"% "

+

4#

)

"

+

"5 "

+

6$

)

"

+

"%

#" "

+

:;

)

"

+

"!

"

+

$"

)

"

+

"#

!!#

"

+

;%

)

"

+

"! "

+

:!

)

"

+

"; "

+

4$

)

"

+

"5 #

+

"%

)

"

+

"$

%" "

+

$;

)

"

+

"!

"

+

54

)

"

+

"!

!!#

"

+

:!

)

"

+

": "

+

;%

)

"

+

"; "

+

6!

)

"

+

#; "

+

4%

)

"

+

":

$" "

+

;$

)

"

+

";

"

+

:"

)

"

+

"#

!#

"

+

%4

)

"

+

"# "

+

:#

)

"

+

"; "

+

5$

)

"

+

"6 "

+

4"

)

"

+

";

#!" "

+

;;

)

"

+

"#

"

+

:!

)

"

+

""

!#

"

+

;:

)

"

+

"# "

+

;;

)

"

+

"% "

+

$%

)

"

+

"$ "

+

4%

)

"

+

";

#4" "

+

;%

)

"

+

"!

"

+

;4

)

"

+

"!

#

"

+

;%

)

"

+

"! "

+

::

)

"

+

"5 "

+

5:

)

"

+

"%

"

+

$%

)

"

+

"%

!"#

!;" "

+

;:

)

"

+

"! "

+

%4

)

"

+

"% "

+

;#

)

"

+

"! "

+

:4

)

"

+

"6 "

+

$6

)

"

+

"4

"

+

;"

)

"

+

""

!!"#

高剂量
% " "

+

:4

)

"

+

"# "

+

;!

)

"

+

"; "

+

:%

)

"

+

"5 "

+

;#

)

"

+

"% "

+

4%

)

"

+

"5 #

+

""

)

"

+

"6

#" "

+

$:

)

"

+

"!

"

+

5$

)

"

+

"!

!!$
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图
#

#各组
=WR

,

Q

"

=WR

,

'3R

,

Q

"

'3R

,

Q%4+7QR

和

Q

"

Q%4+7QR

蛋白表达图谱

增殖,分化,侵袭和血管生成是肿瘤细胞生命活动

中的重要内容"这四方面共同反映了肿瘤细胞的恶性程

度"也是考察药物对肿瘤细胞的抑制效果的重要参考指

标+

/=^8

是目前已知的众多血管活性因子中活性功

能最强,特异性最高的血管生成因子"在肿瘤血管生成

的过程中起到了重要的作用+ 一方面
/=^8

与特异性

受体$尤其是
/=^8W

"

!IR9W

%相结合"激活
+7QR

信

号传导通路促进内皮细胞的增殖"同时激活基质金属蛋

白酶和纤维蛋白溶解酶原激活物"促进肿瘤组织的'出

芽(式血管生成&另一方面大量分泌的
/=^8

能直接促

进骨髓中的内皮细胞前体细胞释放"实现肿瘤血管'从

无到有(的直接生成)

#!

"

#%

*

+

/=^8

是肿瘤血管生成过

程中的重要调节因子"它作用于血管内皮细胞"刺激血

管内皮细胞增殖,迁移"诱导血管形成"在实体瘤生长,

转移过程中起重要作用+ 近年来国内外研究显示"多种

肿瘤细胞中存在
/=^8

的过度表达"

/=^8

作用于细胞

膜相应受体"受体将信号传递到胞内"通过激活
=WR

"

+7QR

信号通路"促进血管增生和肿瘤的发生发展)

#;

*

+

另有临床研究发现"

'3R

的激活$磷酸化%可能促进脑

胶质瘤的发生)

#:

*

+

Q%4+7QR

通路的激活与人类脑胶

质瘤的发生密切相关)

#$

*

+

目前建立体外
L)L

模型的方法主要有#

ST/=&P

加
&$

胶质瘤细胞,大鼠脑微血管内皮细胞$

D?K JD?@-

>@FD0M?PF,1?D .-G0KB.1?@1 F.11P

"

DL+=&P

%

f &$

胶

质瘤细胞,人脑微血管内皮细胞$

B,>?- JD?@- >@

"

FD0M?PF,1?D .-G0KB.1?@1 F.11P

"

BL+=&\

%

f

脑周细

胞$

Q&

%加
T!:#

胶质瘤细胞$

T!:#

%+ 由于每一种

模型都各有其优缺点"研究者应根据个人研究需要选

择和建立合适的
L)L

细胞模型)

#5

$

#6

*

+ 本实验采取

ST/=&P

加
&$

胶质瘤细胞建立体外
L)L

模型+ 多

种肿瘤的生成,转移,复发以及预后均与肿瘤血管的生

成密切相关)

!"

$

!!

*

"因此"选择合适的内皮细胞对建立

体外
L)L

模型尤为重要+

ST/=&P

是一种干细胞"

能无限次传代$理论上%"易于实验操作和节约成本"

且其体外培养时可以实现内皮细胞所有的在体功能+

&$

脑胶质瘤细胞是经
3

!

亚硝基甲脲诱发而形成的

大鼠脑胶质瘤细胞"具有胶质源性"遗传背景稳定"且

可以无限增殖"易于培养+ 利用该两种细胞非接触双

室共培养"建立了一种简便可行,与在体血肿瘤结构类

似的体外
L)L

模型)

!%

*

+

液面渗漏实验常用于初步判断及筛选
L)L

成功

模型"该实验方法简单"易操作+

SWQ

分子量为

;" O9

"是一种大分子示踪剂"与特异底物显色后"用

酶标仪即可检测其吸光度"其透过率一定范围内与血

脑屏障
IL)L

的通透性具有良好的线性关系"通过测定

其流量可以更精确地反映体外血脑屏障
IL)L

模型的

通透性"常用作研究药物对屏障通透性的影响)

!;

*

+ 本

研究中采用
SWQ

流量实验"测定
L)L

的通透性及天

然冰片对其的影响"结果显示体外
L)L

模型具有在体

血肿瘤屏障的限制物质通透能力+ 从相邻时间点的透

过率差值分析"低,中,高剂量组均在
#"

%

%" >@-

,

%"

%

$" >@-

时"

SWQ

透过率提升最为显著"

$"

%

#!" >@-

时提升率逐渐降低"

#!"

%

!;" >@-

时"提升

率虽有增加但不明显+ 以上结果表明#天然冰片剂量

在
!:

%

#"" !CI>U

剂量范围内"作用
%"

%

$" >@-

时"能明显增加
L)L

细胞模型的通透性"增加
SWQ

的
L)L

透过率+

脑质瘤的发生与
+7QRP

信号通路的激活密切相

关"并且各
+7QRP

信号通路活性分子的改变因肿瘤

类型,作用药物的不同而存在差异+ 各种药物对

+7QRP

通路的作用机制并非单一不变"不同药物可
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以通过激活不同的
+7QRP

通路发挥作用"同一

+7QRP

通路对不同药物的反应性也存在差异)

!:

*

+

有研究认为"脑胶质瘤组织中不仅存在
=WR

信号通

路的活化"而且
Q%4+7QR

和
'3R

信号通路也被激

活"后两者是在肿瘤发生后反馈到机体而产生的保护

性激活"抑或是其激活与
=WR

共同促进了脑胶质瘤

的发生"具体的机制尚有待进一步研究)

!$

*

+

+7QRP

信号转导通路采用高度保守的三级激酶级联传递信

号"即
+7QR

激酶激酶 $

+7QR O@-?P. O@-?P.

"

+RRR

%/

+7QR

激酶 $

+7Q O@-?P. O@-?P.

"

+RR

0D +=R

% /

+7QR

+ 细胞受到刺激后通过某种中间

环节使
+RRR

激活"转而激活
+RR

&

+RR

激活后

再通过双位点磷酸化调控
+7QR

的活性)

!5

$

!6

*

+ 在

未受刺激的细胞中"未磷酸化的
+7QR

处于无活性

状态"主要位于胞质中+ 在受到刺激后"

+7QR

被磷

酸化并迅速移位入核"导致相应基因的表达改

变)

%"

"

%#

*

+ 可见"磷酸化的
+7QR

是转入细胞核内引

发下游效应的活性形式+ 因此"若
+7QR

信号通路

参与某个生理或病理生理过程"

Q

"

+7QR

表达量必

定发生变化)

%!

*

+

*.PK.D- J10K@-C

测定结果显示#天然冰片在

!:

%

#"" !CI>U

剂量范围内"作用于
L)L

细胞模型

; B

"

=WR

蛋白在不同时间点间"及不同组别间无显著

性的变化+

Q

"

=WR

蛋白的表达量随作用时间的延长

先升高"然后又逐渐恢复至药前水平"

%" >@-

时表达

量最高"且存在剂量依赖关系#高剂量组
%" >@-

Y

中剂量

组
%" >@-

Y

低剂量组
%" >@-

Y

空白组
%" >@-

+

!"#"

版-中国

药典.规定天然冰片成人用量为
"

!

%

%

"

!

6 C

"细胞给

药按照 -中国药典.中成人最大剂量
I

人血浆容积

$

; """ >U

%换算"即天然冰片
!!: !CI>U

+ 按参考

文献)

;$

"

;5

*冰片吸收系数为
"

!

!:

"故血药浓度为

:$

!

!: !CI>U

+ 因此"结合
SWQ

结果笔者认为天然冰

片在
L)L

体外模型激活
=WR

信号通路的最佳作用

剂量与时间点为
:" !CI>U

"

%" >@-

+

Q%4+7QR

,

Q

"

Q%4+7QR

在不同时间点间及不同组别间表达无显著

性的变化"说明在本研究中天然冰片对
Q%4+7QR

通

路无明显的影响" 至于冰片开放
L)L

过程中

Q%4+7QR

通路参与与否以及如何参与有待进一步研

究&

'3R

蛋白在不同时间点间及不同组别间无显著性

的变化"

Q

"

'3R

蛋白表达在
#!" >@-

内无明显变化+

与
L)L

通透性从
#" >@-

开始逐渐升高的趋势明显

不同+ 此结果说明在天然冰片作用
L)L

体外模型
;

B

这个时间段内"

'3R

通路不是本研究的目标通路+

本研究说明天然冰片开放
L)L

"增加屏障通透性的重

要机制之一为增强
+7QRI=WR

通路上的
=WR

蛋白

磷酸化+ 但是本研究未对
W7\IW78I+=RI=WRI

+7QR

信号转导通路上的其他激酶进行检测"确认冰

片作用的具体位点+ 也没有结合通路抑制剂对
=WR

"

Q

"

=WR

的表达进行检测"反向证明本论文的结果+ 这

是本课题组在未来的科研过程中应该跟进的方向+
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