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*
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9"" !H

"

#" !H R(

及
9 !

H :@@/b>@3

#

M()&

"轻轻混匀细胞"避光孵育
9 0>@

"

用流式细胞仪测细胞凋亡"细胞凋亡率$

S

%

d

凋亡细

胞计数
F

所有细胞计数)

#""S

'

;

!

%

$

*/JK/2@

$

14-K

法检测
<LMN

*

W/JK/

基因

增强子同源物
!

$

<@X=@C/2 -U W/JK/ X-0-4-G !

"

<PQ!

%*

RR:N

#

!

及
R9%

信号通路相关蛋白表达$应

用
*/JK/2@ 14-K

法检测
:9;8

细胞的
<LMN

*

O

#

<L

#

MN

*

<PQ!

*

RR:N

#

!

及
R9%

相关蛋白表达' 将
:9;8

细胞接种于六孔板中"常规培养
!; X

"分组同
;

!

!

' 加

入药物干预
!; X

后弃上清"用预冷的
R`^

冲洗
%

次"

加入蛋白裂解液"冰上裂解
# X

"

;

'

#! """ 2 F0>@

离

心
#9 0>@

"取上清"应用
`&:

分析试剂盒测定蛋白浓

度"

9" !G

蛋白质在
^D^

#

R:L<

电泳分离"半干法转

移至
R3DM

膜上"

9S

脱脂奶粉室温封闭
! X

"一抗

;

'过夜"

)`^)

洗膜
%

次"加入二抗室温孵育
! X

"

)`^)

洗膜
%

次"加入
<&H

发光液暗室中
\

线显影"

图像扫描"以
L:RDQ

蛋白的表达为内参照"应用凝胶

图像分析软件分析目标条带灰度值'

9

$统计学方法$应用
^R^^ #6

!

"

软件进行统

计学分析"计量资料以
b

%

J

表示"采用单因素方差分

析'

R T"

!

"9

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$扶正抗癌方及吉非替尼对
:9;8

细胞增殖抑

制作用比较$图
#

%$不同浓度扶正抗癌方对
:9;8

细

胞在不同时间点$

!;

*

;6

及
7! X

%均有抑制作用"随着

浓度的增加"其对
:9;8

细胞生长抑制作用不断增强"

半数抑制浓度$

(&

9"

%为
#

!

9# 0GF0H

' 不同浓度吉非

替尼对
:9;8

细胞均有抑制作用"其抑制作用随着浓

度的增加而增强"

(&

9"

为
9"

!

%9 !0-4FH

'

!

$扶正抗癌方及吉非替尼对
:9;8

细胞凋亡影

响比较$流式细胞术检测凋亡结果显示"对照组*扶正

图
#

%扶正抗癌方*吉非替尼对
:9;8

细胞增殖抑制作用比较
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年
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期
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3-45 %$

"
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!

##

!!"#"%!

抗癌方*吉非替尼及扶正抗癌方联合吉非替尼处理

;6 X

后凋亡率分别为$

%

!

#

%

"

!

%

%

S

*$

;

!

$

%

"

!

7

%

S

*

$

7

!

6

%

!

!

7

%

S

及$

#!

!

$

%

;

!

9

%

S

"与对照组*西药组

及中药组比较"联合组细胞凋亡率升高$

R T"

!

"9

%'

%

$各组
<LMN

*

O

#

<LMN

*

<PQ!

*

RR:N

#

!

及
R9%

蛋白表达比较 $图
!

% $与对照组比较"联合组

O

#

<LMN

*

<PQ!

下调$

R T"

!

"9

%"

RR:N

#

!

及
R9%

蛋

白上调$

R T"

!

"9

%"西药组及中药组
<PQ!

下调$

R T

"

!

"9

%"中药组
RR:N

#

!

上调$

R T"

!

"9

%&与西药组比

较"联合组
O

#

<LMN

下调$

R T "

!

"9

%"

RR:N

#

!

上调

$

R T "

!

"9

%&与中药组比较"联合组
O

#

<LMN

下

调$

R T"

!

"9

%'

讨$$论

肺癌为目前人类因癌症死亡的主要原因之一"其

中非小细胞肺癌 $

@-@

#

J0=44 C/44 4V@G C=@C/2

"

,^&H&

%约占
69S

*

8"S

"大部分在临床确诊时属于

中晚期' 目前以铂类为基础的联合化疗仍是晚期

,^&H&

的标准治疗方案"但总体疗效不尽如人意"中

位生存时间多为
$

!

8

*

##

!

%

个月 (

%

)

"且毒副反应大'

分子靶向药物$代表药吉非替尼%主要通过作用于

<LMN

受体而抑制下游
<NY

及
R(%Y

等信号转导通

路从而达到抑制肿瘤细胞迁移*增殖*血管生成以及促

进凋亡作用'

<LMN

基因是否突变是决定吉非替尼疗

效的重要因素"对于
<LMN

基因突变的晚期
,^&H&

患者(

;

"

9

)

"吉非替尼组的疾病无进展生存时间明显长

于铂类为基础的双药方案化疗"但目前存在的问题是

<LMN

突变率不高"在中国其突变率约为
%"S

(

$

)

"在

欧美人群更低' 此外"大部分患者会出现获得性耐药"

从而导致治疗失败"其机制与
)78"+

及
C

#

+<)

扩增

等有关(

7

"

6

)

' 吉非替尼治疗基因未突变的
,^&H&

疗

效差"故其总体疗效仍有待提高' 中医药对化疗有一

定的增效作用已在临床上被证实"中医药对靶向药物

是否也有增效作用是很多学者关注的问题'

广东省中医院对
!#7

例晚期
,^&H&

进行回顾性

分析发现"晚期$

#`

及
$

期%非小细胞肺癌中医证型

以$肺脾%气虚痰湿型为主(

8

)

"吴万垠教授根据肺癌的

证型分布"采用+辨证
I

辨病,的中医治疗肿瘤原则"

辨证以太子参*黄芪*白术*甘草以健脾益气*化湿祛

瘀"意在补益后天之本"有培土生金之效"以扶正抗癌'

辨病以炒薏苡仁*山慈菇*白花蛇舌草*龙葵*石见穿*

八月扎*蛇泡鷚*莪术以清热解毒*祛瘀散结抗瘤' 全

方扶正与祛邪相结合"辨病与辨证相结合(

#"

)

' 扶正则

重视补益脾肺之气"祛邪则以清热解毒*祛瘀散结抑瘤

为主"上药合用共奏扶正抗癌之功' 本课题组前期临

床使用扶正抗癌方联合吉非替尼治疗晚期
,^&H&

取

得一定的疗效"扶正抗癌方联合吉非替尼的总体疗效

优于以往文献报道(

!

"

##

)

"因此笔者推测"扶正抗癌方可

能通过抑制
<LMN

或其下游信号通路蛋白而增加吉

非替尼的疗效' 本研究选取
:9;8

细胞为研究对象"

:9;8

细胞无
<LMN

基因相关突变"对吉非替尼治疗

敏感度低'

+))

结果显示"不同浓度的的扶正抗癌方及吉非

替尼对
:9;8

细胞在不同时间点均有抑制作用"随着

浓度的增加"其对
:9;8

细胞生长抑制作用不断增强'

流式细胞术结果示扶正抗癌方及吉非替尼对
:9;8

细

$$注#

:

为蛋白表达&

`

为各组蛋白表达比较&

#

为对照组&

!

为西药组&

%

为中药组&

;

为联合组&与对照组比较"

!

R T"

!

"9

&

与西药组比较"

"

R T"

!

"9

&与中药组比较"

#

R T"

!

"9

图
!

%各组
<LMN

*

O

#

<LMN

*

<PQ!

*

RR:N

#

!

及
R9%

蛋白表达比较
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##

胞凋亡有促进作用"二者联合后细胞凋亡率明显增加'

为探索扶正抗癌方联合吉非替尼协同抗肿瘤作用的可

能机制"采用
*/JK/2@ 14-K

检测
<LMN

*

O

#

<LMN

*

<PQ!

*

RR:N

#

!

及
R9%

蛋白表达' 结果提示扶正抗

癌方联合吉非替尼对
<LMN

蛋白无明显影响"但能明

显下调
:9;8

细胞
O

#

<LMN

及
<PQ!

蛋白表达"并上

调
RR:N

#

!

及
R9%

蛋白表达'

<LMN

属于受体酪氨

酸激酶家族"其激活促进肿瘤细胞增殖*迁移及血管生

成&

<PQ!

是组蛋白
Q%Y!7

的甲基转移酶"通过染色

体重塑*核小体修饰以及与其他转录因子相互作用等

对靶基因转录的后生性调节起重要作用"

<PQ!

具有

致癌基因特性"

<PQ!

过表达会增强癌细胞分化和侵

袭能力并促进肿瘤形成(

#!

)

"敲除
<PQ!

则明显减少癌

细胞增殖"促进凋亡并能在活体内抑制肿瘤转移"

<PQ!

被证实在包括肺癌在内的多种恶性肿瘤中均高

表达"与肿瘤转移和预后不佳相关(

#%

)

' 本研究发现扶

正抗癌方联合吉非替尼能明显下调
O

#

<LMN

及

<PQ!

"说明扶正抗癌方能协同吉非替尼抑制
<LMN

信

号通路"增强吉非替尼疗效&二者联合能通过抑制
<PQ!

激酶而降低肿瘤侵袭性'

RR:N

#

!

激活后通过多种途

径调控癌基因和抑癌基因"抑癌基因
R)<,

有可能参与

此途径(

#;

)

"

RR:N

#

!

激动剂具有抑制肿瘤细胞生长"诱

导肿瘤细胞凋亡"抑制肿瘤血管生成"降低肿瘤侵袭力

等作用(

#9

)

&本研究发现扶正抗癌方联合吉非替尼较吉

非替尼单药能明显上调
RR:N

#

!

"

RR:N

#

!

上调后能抑

制肿瘤血管生成*降低肿瘤侵袭力"提示联合用药能通

过上调
RR:N

#

!

而协同抗肿瘤'

R9%

作为抑癌基因"能

抑制肿瘤生长(

#$

)

' 本研究发现扶正抗癌方联合吉非替

尼能上调
R9%

表达"说明扶正抗癌方联合吉非替尼能通

过上调抑癌基因的表达而控制肿瘤生长'

综上"扶正抗癌方联合吉非替尼能显著抑制

:9;8

细胞的增殖生长"促使肿瘤细胞凋亡&扶正抗癌

方增强吉非替尼抗肿瘤作用的机制可能与下调

O

#

<LMN

信号通路有关' 此外"扶正抗癌方联合吉非

替尼能通过下调
<PQ!

蛋白及上调
RR:N

#

!

*

R9%

而

协同抗肿瘤'
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