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肿瘤!目前临床治疗骨肉瘤以手术为主!辅之以化学及

放射治疗'

#

(

) 淫羊藿$

7O:8.V:: T01:,8

%为小檗科植

物淫羊藿$

7O:8.V:,8 MU.X:>0U-, +9I:82

%*箭叶淫

羊藿$

7O:8.V:,8 N9<:SS9S,8 +9I:82

%*柔毛淫羊藿

$

7O:8.V:,8 O,M.N>.-N +9I:82
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%别名

多柔比星!作为一种细胞毒性抗生素!是骨肉瘤常用的

传统化疗药物之一) 然而!
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的耐药性与不良反应
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用
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"药物"
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公司&二甲基亚砜$

?:8.SF;1 N,1T0I

#

:V.

!

?+Y@
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凋亡检测试剂盒*
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#乙酸 $

)H7
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%均购自北京索莱宝生物科技有限公司&细胞
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%购自青岛海尔股份有限公司&倒置相差显
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_:0
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#
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#
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%购自德国
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公

司&凝胶成像系统购自美国
Y(+

公司&超净工作台$型

号#

Y*

#
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#
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%购自苏州净化设备有限公司&
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%购自杭州博日科技有限公司&手提
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$
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*
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*
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*
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*
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*
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%两药联合的药物培养

基置换原培养基!并设置对照组$不含药物!只含
"

!

!P

?+Y@

的空白培养基组%!培养
C4 F

)

(&)

预先用
?+

#

Y@

溶解配成
4" 8801AD

的母液!终浓度含
"

!

!P?+

#

Y@

!设置各组均含
"

!

!P?+Y@

) 利用倒置相差显微镜

观察各时间段细胞形态)

C

!

!

"细胞增殖抑制率检测"利用
&&G

#

4

法检测

细胞增殖抑制率) 取对数期人骨肉瘤
+B

#

$%

细胞按

R """A

孔的密度接种于
5$

孔板中!加入含不同浓度梯

度的单药培养基$
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*
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#

*

!

*

C
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4

*

#$ !<A8D

%!每个浓度设
C

个复孔和
#

个药物

空白孔!培养
C4 F

后!各孔加入
#" !D &&G

#

4

试剂!轻

微震荡后
%6

&孵育
! F

!用酶标仪测
CR" -8

处吸光度

值$

H

%) 各组
@?

值
cH实验组#H对照组!通过公式#抑制率
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增殖抑制率!利用
YKYY #5

!

"

概率分析计算半数抑制

浓度
(&

R"

) 分别取各单药
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R"

附近的
%

个浓度$包含略
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(&

R"

%进行两两联合!按检测各联合浓度

下细胞增殖抑制率) 按金氏公式'

4

(计算
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及
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d
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值
c7

9 EM

A
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E7

M
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9
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7

M
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7

9 EM
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制率!

7
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和
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M
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与
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的抑制率!

d

值

"

!

4R
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"细胞凋亡率检测"利用
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R"" !D _,TT.U

后再分别加入
#" !D K(

和
R !D

J()&

) 为调节细胞群及染料分布!每个浓度需另设立

不加染料的对照组及分别只加一种染料的药物干预

组) 避光孵育
R e#R 8:-

后上机测试)

C

!

C

"凋亡相关基因检测"利用
L)

#

K&L

检测相

关凋亡基因) 骨肉瘤
+B

#

$%

细胞适量接种于
$

孔板

中!设对照组*

C" !801AD (&)

组*

! !<A8D ?@[

组及

C" !801AD (&) E! !<A8D ?@[

组!更换药物培养基)

培养
C4 F

后!按步骤利用
L3H

快速提取试剂盒提取

总
L3H

!利用逆转录试剂盒逆转录成
>?3H

!以
>?

#

3H

为模板扩增!检测
M>1

#

!

*半胱氨酸天冬氨酸蛋白

酶%

%

$

>9NO9N.

#

%

%*

O!# 8L3H

的表达) 产物
?3H

以
#P

琼脂糖凝胶进行电泳后紫外灯下拍照检测条带!

用
(89<. '

软件分析灰度值) 引物序列见表
#

)

L)

#

K&L

条件见表
!

)

表
#

$各基因引物序列

基因 引物序列
产物大小

$

MO

%

#

#

9>S:-

上游
R

)#

&BBBHHH)&B)B&B)BH&

#

%

)

CC%

下游
R

)#

)BBHHBB)BBH&HB&BHBB

#

%

)

>9NO9N.

#

%

上游
R

)#

&H)BH))HB&HHB))H&HB)BH)B&

#

%

)

##"

下游
R

)#

&H&HB)&))HHB)BBBBBBH

#

%

)

O!#

上游
R

)#

H))&HB&H))B)BBBHBBHB

#

%

)

#%#

下游
R

)#

)BBH&)B))))&)&)&BB&)

#

%

)

M>1

#

!

上游
R

)#

H&&))&H)&HBBBBB)B

#

%

)

#!!

下游
R

)#

)B&&HB)BB)&H&H&B

#

%

)

表
!

$各目的基因
L)

#

K&L

条件

基因 预变性 变性 退火 延长 循环数

#

#

9>S:- 5C

&!

# 8:- %" N 5C

&!

%" N $!

&!

%" N 6!

&!

R 8:- !4

>9NO9N.

#

% 5C

&!

# 8:- %" N 5C

&!

%" N $"

&!

%" N 6!

&!

R 8:- %!

O!# 5C

&!

# 8:- %" N 5C

&!

%" N R4

&!

%" N 6!

&!

R 8:- %!

M>1

#

! 5C

&!

# 8:- %" N 5C

&!

%" N R%

&!

%" N 6!

&!

R 8:- %!

R

"统计学方法"采用
YKYY #5

!

"

软件进行分析!

数据以
I

$

N

表示!组间比较采用单因素方差分析!组间

比较采用
S

检验!

K Q"

!

"R

为差异有统计学意义)

结""果

#

"各组细胞形态学结果比较$图
#

%"

(&)

作用

于
+B

#

$%

细胞!

!C F

后细胞生长出现明显抑制!部分

细胞变小变圆!连接消失!与周围细胞脱离!折光性增

强!呈现细胞凋亡的形态改变)

?@[

作用于
+B

#

$%

细胞!细胞形态改变稍迟于
(&)

组!

C4 F

后细胞增殖

明显受抑制!部分细胞体积先增大呈多形性并伸出伪

""注#

#

为对照组
!C F

&

!

为
C" !801AD (&)!C F

&

%

为
! !<A8D ?@[

组
!C F

&

C

为联合组$

C" !801AD (&) E! !<A8D ?@[

%

!C F

&

R

为对照组
C4 F

&

$

为
C" !801AD (&) C4 F

&

6

为
! !<A8D ?@[

组
C4 F

&

4

为联合组$

C" !801AD (&) E! !<A8D ?@[

%

C4 F

&图中箭

头所示为凋亡细胞

图
#

$各组细胞形态学结果$$ '

#""

%
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$

足!继而变小变圆)

(&)

组及
?@[

组细胞形态改变呈

现浓度与时间依赖性!随着药物浓度的升高及作用时

间的延长!凋亡细胞数量逐渐增多!细胞逐渐出现裂

解!周围出现细胞碎片) 联合组两种凋亡形态同时存

在!与
(&)

组及
?@[

组比较!细胞凋亡数量明显增

多!程度明显增强)

!

"各组细胞增殖抑制率比较$图
!

!表
%

%"

(&)

和
?@[

对
+B

#

$%

细胞的抑制作用在一定程度上均

呈剂量依赖关系 $

K Q "

!

"R

%) 两药
(&

R"

分别为

C$

!

5% !801AD

和
%

!

46 !<A8D

!除两个低剂量联合组

$

(&) !" !801AD E ?@[ # !<A8D

*

(&) C" !801AD E

?@[ # !<A8D

%为协同作用!其余各组均表现为相加

作用)

""注#与
#" !801AD

比较!

!

K Q"

!

"R

&与
# !<A8D

比较!

$

K Q"

!

"R

图
!

$各组细胞增殖抑制率

%

"各组细胞凋亡率比较$图
%

!表
C

%"与对照组

比较!各给药组细胞凋亡率均升高$

K Q"

!

"R

%) 与联

合组比较!

(&)

组和
?@[

组细胞凋亡率降低 $

K Q

"

!

"R

%)

C

"各组
+B

#

$%

细胞
M>1

#

!

*

>9NO9N.

#

%

*

O!#

8L3H

表达比较$图
C

!表
R

%"药物作用
+B

#

$%

细

胞
C4 F

!与对照组比较!各给药组
M>1

#

!

表达明显减

弱!

>9NO9N.

#

%

*

O!#

表达明显增强$

K Q"

!

"R

%) 与联

合组比较!

(&)

和
?@[

组
M>1

#

!

表达升高!

>9NO9N.

#

%

*

O!#

表达降低$

K Q"

!

"R

%)

表
%

$

(&)

联合
?@[

作用
+B

#

$%

细胞
C4 F

后

细胞增值抑制率"$

I

$

N

!

- cC

%

(&)

$

!801AD

%

?@[

$

!<A8D

%

抑制率$

P

%

d

值 药效

" " "

+ +

" # !"

*

4#

$

5

*

"#

+ +

" ! %4

*

4"

$

$

*

$$

+ +

" C R4

*

45

$

%

*

%#

+ +

!" " !%

*

5%

$

4

*

4$

+ +

C" " %$

*

""

$

#C

*

%!

+ +

4" " $R

*

$$

$

6

*

6!

+ +

!" # C$

*

!#

$

%

*

C" #

*

#$! E E

C" # C4

*

R5

$

R

*

44 #

*

#5# E E

4" # $"

*

6C

$

$

*

RR #

*

"!5 E

!" ! R4

*

6$

$

C

*

%$ "

*

5"5 E

C" ! $$

*

6%

$

6

*

#" #

*

"56 E

4" ! 64

*

46

$

6

*

"R #

*

""! E

!" C 6C

*

5#

$

6

*

#! "

*

44C E

C" C 65

*

#C

$

C

*

$# #

*

"6" E

4" C 5!

*

C6

$

R

*

66 #

*

"66 E

""注#

E

表示相加作用&

E E

表示协同作用

""注#

H--.I:- "

#

J()& AK(

双染料流式细胞分析!左下象限

为正常存活细胞!左上象限为坏死细胞!右下象限为早期凋亡细

胞!右上象限为晚期凋亡细胞

图
%

$各组
+B

#

$%

细胞凋亡率流式细胞图

表
C

$各组
+B

#

$%

细胞凋亡率比较"$

P

!

I

$

N

%

组别
-

凋亡率

对照
% #

*

#!

$

"

*

"%

(&) %

!4

*

!%

$

R

*

C%

!$

?@[ %

!R

*

$6

$

6

*

"C

!$

联合
%

RC

*

#5

$

6

*

55

!

""注#与对照组比较!

!

K Q"

!

"R

&与联合组比较!

$

K Q"

!

"R
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$

"!%%$$"

""注#

#

为对照组&

!

为
(&)

组&

%

为
?@[

组&

C

为联合组

图
C

$各组
+B

#

$%

细胞
M>1

#

!

*

>9NO9N.

#

%

*

O!# 8L3H

表达

表
R

$各组
+B

#

$%

细胞
M>1

#

!

*

>9NO9N.

#

%

*

O!# 8L3H

表达比较"$

I

$

N

%

组别
- M>1

#

! >9NO9N.

#

% O!#

对照
C "

*

6%

$

"

*

"6 "

*

#C

$

"

*

"# "

*

!!

$

"

*

"!

(&) C

"

*

R5

$

"

*

"R

!$

"

*

%5

$

"

*

"C

!$

"

*

%"

$

"

*

"!

!$

?@[ C

"

*

RC

$

"

*

"C

!$

"

*

CR

$

"

*

"%

!$

"

*

CR

$

"

*

"C

!$

联合
C

"

*

%6

$

"

*

"!

!

"

*

$6

$

"

*

"R

!

"

*

44

$

"

*

"4

!

""注#与对照组比较!

!

K Q"

!

"R

&与联合组比较!

$

K Q"

!

"R

讨""论

研究表明!采用中药联合传统化疗药物抗肿瘤具

有增加化疗药物的敏感性及降低耐药性的优势'

5

%

#!

(

)

本研究团队前期研究表明#

(&)

具有抑制骨肉瘤细胞

增殖及诱导其凋亡作用!因此本研究将
(&)

与
?@[

联合!共同作用于骨肉瘤
+B

#

$%

细胞!研究两药联合

的效果) 在研究过程中!首先采用
!C

孔细胞培养板

接种
+B

#

$%

细胞!设计系列梯度药物浓度的
(&)

及

?@[

单药组!通过倒置相差显微镜观察!得出两药产

生抑制作用的大致药物浓度范围!然后设计合理的药

物浓度梯度!采用
&&G

#

4

法测定两单药对
+B

#

$%

细

胞的抑制率及
(&

R"

!选择联合用药的药物浓度时!以两

药
(&R"

为参考分别设定略低于或高于
(&

R"

的
%

个浓

度进行两两联合) 通过
d

值分析结果显示#只有低浓

度药物联合时$

(&) !" !801AD E ?@[ # !<A8D

*

(&)

C" !801AD E?@[ # !<A8D

%呈现协同作用$

d

值分别

为
#

!

#$!

*

#

!

#5#

%!其他浓度联合则均表现为简单的

相加作用) 因此!笔者认为采用低浓度
(&)

联合
?@[

对骨肉瘤进行化疗可降低
?@[

的用量!同时并不影

响其化疗效果!因而可降低
?@[

化疗的耐药性及副

作用)

细胞形态及流式细胞仪显示!无论是
(&)

还是

?@[

均有促进
+B

#

$%

细胞凋亡作用) 前期实验表

明#淫羊藿总黄酮联合
?@[

的同分异构体吡柔比星

能够协同地抑制
+B

#

$%

细胞增殖!并通过调控
O!#

和
>9N9ON.

#

%

基因的表达诱导
+B

#

$%

细胞凋亡'

#%

(

)

本研究也得出类似结果) 另外!本研究检测到
(&)

能

够上调骨肉瘤
+B

#

$%

细胞
O!#

基因的表达)

_>1

#

!

蛋白是一类抗细胞凋亡蛋白质!保护细胞免受多种凋

亡刺激物!如细胞毒性药物*辐射*热*生长因子缺乏等

影响!

_>1

#

!

蛋白已被确定在各种人类癌症中高表

达'

#C

(

)

&9NO9N.

#

%

是细胞凋亡过程中最主要的终末

剪切酶!同时也是
&)D

细胞杀伤机制的重要组成部

分) 活化的
&9NO9N.

#

%

是由两个大亚基和两个小亚

基构成的四聚体!它能识别关键的
KC

位点上包含天

门冬氨酸残基的
C eR

个氨基酸序列!这个残基的羰基

端被认为是细胞分裂的靶点'

#R

(

)

O!#

基因是位于

OR%

基因下游的细胞周期素依赖性激酶抑制因子!可

以和
OR%

共同构成细胞周期
B#

检查站!减少了受损

?3H

的复制和积累!从而发挥抑癌作用)

[:9 [

等'

#$

(发现细胞质内
K!#

蛋白是一种新的顺铂耐药性

的生物标记物!它可能是难治性卵巢肿瘤一个潜在的

治疗靶点)

?:-< ^

等'

#6

(发现
O!#

过表达能通过唤醒

>9NO9N.

#

%

和
M9IAM>1

#

!

级联反应而增加骨肉瘤

]!@Y

细胞对顺铂的敏感性)

?@[

是
?3H

复制的抑制剂!其作用是通过化学

结构的平面环在核内插入碱基对之间与
?3H

结合形

成复合物!阻止双链分离!从而减少
?3H

复制和

L3H

合成!抑制肿瘤细胞生长) 虽然化疗药物
?@[

对骨肉瘤细胞具有显著的杀伤作用!但长期应用后产

生的耐药性和不良反应不容忽视'

#4

(

) 由于本研究显

示
?@[

具有促进
+B

#

$%

细胞凋亡作用!因此采用

L)

#

K&L

研究
?@[

对凋亡相关基因
M>1

#

!

*

>9NO9N.

#

%

*

O!#

表达的影响!发现
M>1

#

!

基因表达明显升高!而

>9NO9N.

#

%

与
O!#

基因表达明显降低) 并将
%

个实

验组$

(&)

组*

?@[

组*联合组%结果进行比较!发现联

合组肿瘤细胞
M>1

#

!

基因下调及
>9NO9N.

#

%

*

O!#

基

因上调幅度明显高于
(&)

组和
?@[

组)

本研究通过体外实验验证了
(&)

对于抗骨肉瘤的

作用!然而实验有待进一步完善#有待积极寻找
(&)

抗

骨肉瘤的有关信号通路!分析其作用机制与
?@[

的

异同点!更好地指导临床用药)

综上所述!

(&)

及
?@[

可以通过调控
M>1

#

!

*

>9NO9N.

#

%

*

O!#

基因的表达!诱导人骨肉瘤
+B

#

$%

细胞凋亡!从而抑制肿瘤细胞增殖) 并且!

(&)

和

?@[

联合作用于
+B

#

$%

细胞!对肿瘤细胞表现为协
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