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细胞系肿瘤干细胞样

细胞生物学行为的实验研究

张"英"祁"鑫"朱小云"许炜茹"裴迎霞"林洪生

摘要"目的"研究中药单体氧化苦参碱!
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#对人乳腺癌细胞系
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肿瘤干细胞样细

胞生物学行为的干预作用及分子水平作用机制$ 方法"以
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为研究对象"采用侧群分选法 !
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"
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#分离富集
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细胞系肿瘤干细胞样细胞!

LM

细胞#%
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技术检测
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干细胞样细胞!

G3G

#

H?I- J3JK4>F?3G .-44H

"

G3G

#

LM

细胞#的增殖特性%以及不同浓度顺铂!

.?HJ4>F?G

"
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#

和
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对于不同细胞亚群的增殖干预作用%利用流式细胞技术&细胞免疫荧光技术检测细胞中
!
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基

因&蛋白表达水平$ 结果"!
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#不同浓度
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对
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细胞的不同亚群细胞增殖抑制作用不同"其中对
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#
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细胞的增殖抑制作用最弱"未分选的细胞次之"对
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抑制作用最强%不同浓度
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对
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的
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作用
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细胞后"其在细胞总数中所占比例分别为
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较"差异有统计学意义!
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处理过的
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细胞比较"经过
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处理过的
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细胞中

!
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.>F-G?G

的表达明显减少"而且特异性地分布在细胞膜下"核转位现象明显减少$ 结论"
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可能通过抑

制
*GFD!
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信号转导通路的活性来干预人乳腺癌
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细胞系中肿瘤干细胞样细胞的生物学行为$

关键词"肿瘤干细胞样细胞%氧化苦参碱%
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""从白血病到实体瘤越来越多的证据表明肿瘤可能

是一种干细胞疾病'

#

(

) 肿瘤干细胞概念对传统治疗

提出了挑战"既往的治疗只注重减少肿瘤细胞的数量

却不能杀灭肿瘤干细胞"从而导致复发转移的发生"这

一概念将引导人们从不同的角度去设计抗肿瘤药物"

以肿瘤干细胞为靶点"有可能使肿瘤的治疗产生革命

性的改变) 本课题前期的研究结果发现氧化苦参碱
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细胞的生长有明显的抑制作用"可以诱导该细

胞的凋亡"而且能下调
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信号通路与肿瘤干细胞样细胞有

密不可分的关系'
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"本实验在此基础上续研究
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对

肿瘤干细胞样细胞的生物学行为的调控作用及在此过

程中
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信号通路活性的变化情况)

材料与方法
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基生物科技发展有限公司%)
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检定所"批号#
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&
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%) 主要仪器#多功能

酶标仪$
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#
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%&流

式细胞仪$
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国
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%&荧光定量
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自动电泳系统$

;N?4-GF !#""

"美国
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&R-/?

#

,3. Z^L

凝胶分析系统$美国
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#
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%&荧光倒置

显微镜$
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#

K

"日本"尼康公司%)

%

"方法

%
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#

"细胞染色和侧群细胞分析"利用流式细胞

仪技术进行侧群细胞分析"即分选得到侧群细胞$

H?I-

J3JK4>F?3G .-44H

"
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%亚群细胞*非侧群细胞$

G3G

#

H?I- J3JK4>F?3G .-44H

"
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#
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%) 首先
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培养液
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!

条件下培养人乳腺癌
+&:

#

9

细

胞至对数生长期"收集细胞"用含
!P

小牛血清的

,+=+

培养液重悬至
#"

$

D/O

"分为两组#一组加

< "ND/O V3-.RHF %%%8!

&另一组先加入
<" "/34DO

维拉帕米后再加入同浓度的
V3-.RHF %%%8!

"

%9

'

水浴
c" /?G

"冰浴冷却"

8

'离心"弃上清"重悬于

VTLL

中"分别加入
M(

至终浓度
# "ND/O

"立即流式

细胞仪$

T,;1?>

%分析"将其分选为
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细胞和
G3G

#
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细胞)

%

!

!

"
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对
+&:

#
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细胞系不同亚群细胞增殖影

响"将新分选的
LM

亚群细胞*

G3G

#

LM

细胞和对数生

长期未分选的细胞消化后用完全培养液制成单细胞悬

液"调整活细胞浓度为
#

(

#"

8个
D/O

"每孔
#"" "O

接

种于
c$

孔板中"于培养箱内常规培养
!8 R

后每孔加

入
#"" "O

含有不同浓度
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$

"

!

!<

*

"5 <

*

# /ND/O

%

的完全培养基"空白对照组不加药物&阳性对照组加不

同浓度 $

"

!

$

*

#

!

!

*

!

!

8 "ND/O

% 顺铂 $

.?HJ4>F?G

"
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87 R

后用酶标仪检测每孔
C,

值"计算肿瘤

细胞生长抑制率#肿瘤细胞抑制率$

P

%

d

'

#

&$加药

组平均值
D

阴性对照组平均值(
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%

P
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%

!

%

"
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对
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细胞系中
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细胞$干细胞

池%数量的影响"采用流式细胞法检测) 取对数生长

期
+&:

#

9

细胞消化后用完全培养液制成单细胞悬液

的"用台盘兰染色计数活细胞数目"调整活细胞浓度为

#

(

#"

8个
D/O

"将细胞以
#

(

#"

<个
D

孔接种于
$

孔板

中) 常规培养
!8 R

后"细胞换液"分别加入不同浓度

$

"

!

!<

*

"5 <

*

# /ND/O

%

C+

的完全培养液"空白对照

组不加药物&阳性对照组加不同浓度 $

"

!

$

*

#

!

!

*

!

!

8 "ND/O

%

,,M

) 作用
87 R

后"各组细胞按
%

!

#

方

法分析
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细胞的百分比)

%

!

8

"细胞内磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达水平检测

采用流式细胞法检测
LM

细胞和
G3G

#

LM

细胞内磷酸

化
!

#

.>F-G?G

表达) 分别用
"

!

< /ND/O C+

和

#

!

! "ND/O ,,M

处理分选所得的
LM

细胞
87 R

"其

后进行流式细胞仪分析磷酸化
!

#

.>F-G?G

的表达情
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况) 具体方法#细胞调整浓度至
#

(

#"

$个
D/O

"经固

定*破膜后重悬细胞"加入
>4-E> $89

&耦合的抗人磷

酸化
!

#

.>F-G?G

抗体孵育染色"

%" /?G

后流式细胞仪

分析)

%

!

<

"细胞内总
!

#

.>F-G?G

表达水平检测"采用

细胞免疫荧光检测方法分析
C+

处理后细胞内

!

#

.>F-G?G

的表达情况及核转位情况) 具体方法如下#

+&:

#

9

不同亚群细胞"破膜
#" /?G

后加纯化的鼠抗

人
!

#

.>F-G?G

"

8

'孵育过夜"加入
)^()&

#

&3G]KN>

#

F-I >GF?

#

/3KH- (NW#

二抗孵育
# R

"用荧光倒置显微

镜观察"拍照)

%

!

$

"统计学方法"数据由
LMLL #"

!

"

统计软

件包完成"计量资料用
E

$

H

表示"多组均数的比较采

用单因素方差分析"两两比较采用独立样本
F

检验)

M Q"

!
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为差异有统计学意义)

结""果

#

"人乳腺癌
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#
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细胞系
LM

亚群分析及不同

亚群生长特性分析$图
#

%"

G3G

#

LM

细胞亚群主要分

布于散点中部"发出一定强度的蓝光和红光"

LM

细胞

亚群分布在左下角可见一群细胞两种荧光强度均很

弱"比例为$

8

!
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$

#

!
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%

P

$图
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%"经维拉帕米阻

断作用后"
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细胞比例明显减少"比例为 $

#

!
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$

"

!
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%

P

$图
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%"两组比较"差异有统计学意义$
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"

!
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LM

和
G3G

#

LM

细胞的生长特性显示 $图
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%# 与
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#
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组比较"第
#

*

!

天差异无统计学意

义$

M e"

!
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%"第
%

*

8

天
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细胞增殖速度增高$

M Q

"

!

"<

"

M Q"

!

"#

%)

!

"不同干预条件对乳腺癌
+&:

#

9

不同亚群增殖

的抑制率比较 $表
#

*

!

%"

,,M

各个浓度组对
G3G

#

LM

细胞的增殖抑制作用最强"未分选的细胞次之"对

LM

细胞抑制作用最弱"同浓度不同细胞亚群之间差

异有统计学意义$

M Q"

!

"<

%&

C+

各个浓度组对
G3G

#

LM

细胞的增殖抑制作用最弱"未分选的细胞组次之"

对
LM

细胞抑制作用最强"同浓度不同细胞亚群之间

比较"差异亦有统计学意义$

M Q"

!

"<

%)

""注#

;

为单纯
V3-.RHF%%%8!

染色的流式图&

T

为经维拉帕米阻断作用后"

V3-.RHF%%%8!

染色

的流式图&

&

为人乳腺癌
+&:

#

9

细胞系分选后的
LM

细胞和
G3G

#

LM

细胞的生长曲线&与
G3G

#

LM

组

比较"

!

M Q"

!

"<

"

!!

M Q"

!

"#

图
#

%乳腺癌
+&:

#

9

细胞
LM

亚群分析及
LM

和
G3G

#

LM

细胞的生长特性
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表
#

%不同浓度
,,M

对
+&:

#

9

细胞不同亚群增殖的

抑制率比较"$

P

"

E

$

H

%

组别
G G3G

#

LM LM

未分选

空白对照
7 #""

)

""

$

"

)

"" #""

)

""

$

"

)
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)
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$

"

)
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,,M "

)

$ "ND/O 7
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)
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!
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)
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9

)
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$
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!

,,M #

)
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)

!#

$

%
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9<

!
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#$

$

%

)

$#

!

$%

)

#9

$

#%

)

"$

!

,,M !

)

8 "ND/O 7

c%

)

7c

$

#

)

<8

!

9"

)

c%

$

8

)

$c

!

7<

)

7#

$

##

)

8%

!

""注#与空白对照组比较"

!

M Q"

!

"<

表
!

%不同浓度
C+

对
+&:

#

9

细胞不同亚群增殖的

抑制率比较"$

P

"

E

$

H

%

组别
G G3G

#

LM LM

未分选

空白对照
7 #""

)

""

$

"

)

"" #""

)

""

$

"

)

"" #""

)

""

$

"

)

""

C+ "

)

!< /ND/O 7

!#

)

"#

$

#8

)

##

!

8!

)

<#

$

<

)

%9

!

%c

)
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$

!

)

9c

!
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)
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8%

)

"8

$

c

)

7$

!

$#

)

9$

$

%

)

"8

!

<8

)

$9

$

8

)

c7

!

C+ # /ND/O 7

<8

)
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!

c9

)

%#

$

!

)

8$

!

9!

)

#8

$

%

)

%<

!

""注#与空白对照组比较"

M Q"

!

"<

%

"不同条件干预下乳腺癌
+&:

#

9

细胞系中
LM

细胞含量比较$图
!

%"不同浓度的
C+

可呈剂量依赖

性地减少
+&:

#

9

细胞
LM

细胞的百分比"浓度为

"

!

!<

*

"5 <

*

# /ND/O

的
C+

作用后"

LM

细胞在细胞

总数中所占比例分别为
%

!

#P

*

#

!

9P

*

"

!

!P

$图

!T

%&对照组
"

!

$

*

#

!

!

*

!

!

8 "ND/O

的
,,M

各组
LM

细胞在细胞总数中所占比例分别为
%

!

$P

*

%

!

7P

*

%

!

7P

$图
!&

%)

""

8

"

C+

作用后
+&:

#

9

细胞不同亚群磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达变化$图
%

"表
%

%"

LM

细胞中磷酸化
!

#

.>F-G?G

的含量低于
G3G

#

LM

细胞) 而经过
C+

和

,,M

处理过的
LM

细胞中磷酸化
!

#

.>F-G?G

较空白对

照组均有升高) 与空白对照组比较"

C+

作用后
LM

细胞组磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达升高"差异有统计学意

义$

M Q "

!

"#

%"

,,M

作用后
LM

细胞组磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达差异无统计学意义$

M e"

!

"<

%)

<

"

C+

作用后
+&:

#

9

细胞不同亚群
!

#

.>F-G?G

的表达水平比较$表
8

%"

LM

细胞相较于
G3G

#

LM

细

胞核内有更明显的
!

#

.>F-G?G

表达"且大部分发生了

核转位$图
8;

%&而经
C+

作用后的总的
+&:

#

9

细胞

$图
8T

%和再培养的
LM

细胞$图
8&

%"细胞质中
!

#

.>F-G?G

表达明显减少"且大多聚集在细胞膜下 $图

8T

"

&

%"核转位情况明显减少"是成熟细胞中
!

#

.>F-

#

G?G

的分布表达现象)

表
%

%不同药物作用后
LM

细胞中磷酸化

!

#

.>F-G?G

阳性表达水平比较"$

P

%

组别
G

磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达

空白对照
% !!

)

7#

$

#

)

$$

C+ "

)

< /ND/O %

8!

)

$!

$

!

)

$!

!

,,M #

)

! "ND/O % !<

)

9"

$

!

)

8c

""注#与空白对照组比较"

!

M Q"

!

"#

""注#

;

为未处理
+&:

#

9

细胞中
LM

细胞亚群的含量&

T

为不同浓度
C+

处理后
+&:

#

9

细胞中
LM

细胞

亚群的含量&

&

为不同浓度
,,M

处理后
+&:

#

9

细胞中
LM

细胞亚群的含量

图
!

%不同条件干预下
+&:

#

:

细胞系中
LM

细胞含量比较
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#!

""注#

;

为
LM

细胞$红色%与
G3G

#

LM

细胞$蓝色%磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达的流式细胞仪重叠图像&

T

为
#

!

! "ND /O ,,M

$蓝色%与空白对

照组$红色%的磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达的流式细胞仪重叠图像&

&

为
"

!

< /ND/O C+

$蓝色%与空白对照组$红色%的磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达

的流式细胞仪重叠图像

图
%

%

C+

对
+&:

细胞内磷酸化
!

#

.>F-G?G

表达的干预作用

""注#红色是胞内
!

#

.>F-G?G

的荧光图象"蓝色为细胞核的荧光图像&

;

为
LM

$

;#

% 细胞和
G3G

#

LM

$

;!

%细胞中
!

#

.>F-G?G

的表达情况&

T

为
C+

处理后的细胞中
!

#

.>F-G?G

的表达情况$

T#

为空

白对照组"

T!

为
C+

组%&

&

为
C+

处理后的
LM

亚群细胞中
!

#

.>F-G?G

的表达情况$

&#

为空白对

照组"

&!

为
C+

组%&图中显示#

C+

处理后的细胞中
!

#

.>F-G?G

表达强度弱"而且
!

#

.>F-G?G

有明

显的分布在细胞膜下$箭头所示为核转位%

图
8

%

C+

对
+&:

细胞内总
!

#

.>F-G?G

表达的干预作用

讨""论

肿瘤干细胞理论的提出使肿瘤的治疗理念发生了

巨大变化) 因为肿瘤干细胞对常规的治疗抵抗"所以

新的治疗必须既对增殖的肿瘤细胞有治疗作用"同时

还必须能够针对肿瘤干细胞有疗效) 然而"一般情况
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下"由于针对肿瘤干细胞有效的药物因不能有效而明

显的使肿瘤体积缩小而在肿瘤药物筛选时被排除"所

以必须依赖新的有利于能判定针对肿瘤干细胞有效的

药物筛选方法) 例如"

,6;

和组织的微阵列分析法已

经用于利用肿瘤干细胞来提高肿瘤的诊断率和预测化

疗的有效性的研究&体外的无血清球体生成实验*在体

的异种移植*以及连续移植等方法也将成为鉴定药物

是否对肿瘤干细胞有效的手段)

中医药具备多途径*多靶点的整体治疗优势"因此

采用中药干预干细胞功能具有巨大的潜力) 研究发

现"中药具有不同程度的诱导成体干细胞增殖及分化

的作用)

VL&

方面"王建伟'

8

(发现人参总皂苷具有类

似造血生长因子的功效"能直接或间接影响和调控

VL&

的增殖与分化"促进血细胞的生成&赵舒武等'

<

(

及雷勋明等'

$

(研究发现补阳还五汤血清以及三七总

皂甙可以促进神经干细胞的生长*存活及分化) 李文

宝等'

9

(通过观察发现
+L&H

受补肾中药可以高效地

向成骨细胞分化) 中医药可以靶向调控成体干细胞的

生物学行为"而中医药对肿瘤干细胞的功能状态有无

调节作用"通过何种机制发挥作用目前尚不明确)

本课题前期的实验结果表明"

LM

细胞是肿瘤细

胞一个具有自我更新"成熟有限的细胞亚群"它具有一

些肿瘤干细胞样细胞的特性) 所以
LM

细胞被认为是

肿瘤细胞的起源细胞$肿瘤干细胞样细胞%"也是一个

重要的潜在治疗肿瘤的作用靶点'

%

(

) 而且发现除了

一些肿瘤干细胞的特色外"

LM

细胞与
G3G

#

LM

细胞比

较"

LM

细胞还具有与干细胞一样的调节因子"包括

*GFD!

#

.>F-G?G

细胞信号转导通路在内"都呈高表

达'

%

(

"与前期文献对肿瘤干细胞的报道一致'

7

(

)

*GFD!

#

.>F-G?G

细胞信号转导通路通路的关键信

号分子
!

#

.>F-G?G

在细胞中有两种形式"一种是非磷

酸化"一种是磷酸化) 磷酸化形式是其发生降解的一

个标志"而非磷酸化是其发生核转位传递转录信号的

一种形式'

c

"

#"

(

) 本实验在前期试验的基础上"进一步

发现
C+

能剂量依赖地减少
+&:

#

9

细胞
LM

亚群细胞

的数量*抑制
LM

细胞的克隆形成能力) 在对细胞信号

转导通路的干预方面表现为升高
+&:

#

9

细胞系
LM

亚

群细胞内磷酸化
!

#

.>F-G?G

的表达*使
LM

细胞内总
!

#

.>F-G?G

表达减少并特异性的分布在细胞膜下而不是累

积在胞质中或发生核转位等) 提示
C+

确实具有干预

调控肿瘤干细胞样细胞生物学行为的作用"而这种作

用有可能是通过干预调控肿瘤干细胞
*GF

信号转导

通路活性状态来实现的) 为了进一步证实
C+

的上述

作用"本实验还用
,,M

做了对照"研究发现"

C+

的减

少
LM

细胞数量"下调
*GF

信号转到通路活性等生物

效应并无在
,,M

处理过的细胞中观察到)

总之"

C+

干预人乳腺癌
+&:

#

9

细胞后"不仅能

抑制其增殖"而且可以减少
LM

细胞的含量"并下调

*GF

通路活性) 在
LM

细胞和
*GF

通路活性方面的

突出作用提示"

C+

有可能成为一种新的控制乳腺癌

肿瘤干细胞的治疗药物)
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