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$

!K

和
L)M)%

相互作用研究乐胃饮加味方

对
LN&

$

$;"#

人胃癌细胞的影响

朱飞叶#

"谢冠群!

"张永生%

"徐"珊!

摘要"目的"研究乐胃饮加味方对
LN&

$

$;"#

人胃癌细胞株核因子$

!K

!

E0H5-1/ O1HP4/ Q1RR1 K

"

7,

$

!K

#和信号传导与转录激活因子!

CASE15 P/1ECT0H-/C 1ET 1HPAU1P4/C 4O P/1ECH/ARPA4E %

"

L)M)%

#相

互作用的影响$ 方法"以
LN&

$

$;"#

人胃癌细胞株为研究对象"构建
7,

$

!K

!

V-5MJR><

#$

W?&,W

和

L)M)%

$

W?X,W

载体"转染至
LN&

$

$;"#

人胃癌细胞"

YWL

刺激后"应用乐胃饮加味方干预$ 应用荧光共振

能量转移技术和免疫共沉淀技术检测干预后
7,

$

!K

和
L)M)%

蛋白在细胞中的交互作用$ 结果"经
YWL

刺激后"

7,

$

!K

和
L)M)%

的相互作用增强"用乐胃饮加味方干预后"

7,

$

!K

和
L)M)%

的相互作用明显减

弱$ 结论"乐胃饮加味方可能通过阻断
7,

$

!K

和
L)M)%

蛋白间的交互作用"可用于治疗胃癌前病变"预防

胃癌生成$

关键词"乐胃饮加味方%核因子$

!K

%信号传导与转录激活因子%相互作用

?OO-HP 4O +4TAOA-T Y-Z-A2AE V-HAR- 4E LN&

$

$;"# [0@1E N1CP/AH &1EH-/ &-55C O/4@ &/4CCP15Q .-

$

PZ--E 7,

$

!K 1ET L)M)%

"

9[\ ,-A

$

2-

#

"

](? N01E

$

^0E

!

"

9[M7N X4ES

$

CD-ES

%

"

1ET ]\ LD1E

!

# &-EP-/ O4/ ME152CAC 1ET )-CPAES

"

9D-_A1ES &DAE-C- +-TAH15 \EAU-/CAP2

"

[1ESFD40

$

%#""<%

%&

! &455-S-

4O K1CAH +-TAH15 LHA-EH-C

"

9D-_A1ES &DAE-C- +-TAH15 \EAU-/CAP2

"

[1ESFD40

$

%#""<%

%&

% YA./1/2 4O 9D-

$

_A1ES &DAE-C- +-TAH15 \EAU-/CAP2

"

[1ESFD40

$

%#""<%

%

MKL)VM&)

#

8._-HPAU-

#

)4 4.C-/U- PD- -OO-HP 4O +4TAOA-T Y-Z-A2AE V-HAR-

$

+YV

%

4E E0H5-1/ O1H

$

P4/ Q1RR1 K

$

7,

$

!K

%

1ET H/4CCP15Q .-PZ--E CASE15 P/1ECT0H-/C 1ET 1HPAU1P4/C 4O P/1ECH/ARPA4E %

$

L)M)%

%

AE LN&

$

$;"# D0@1E S1CP/AH H1EH-/ H-55C 6 +-PD4TC

#

LN&

$

$;"# D0@1E S1CP/AH H1EH-/ H-55 CP/1AE Z1C

P1Q-E 1C C0._-HPC 6 )D- U-HP4/C 4O 7,

$

!K

$

V-5MJR><

%$

W?&,W 1ET L)M)%

$

W?X,W Z-/- H4ECP/0HP-T 1ET

P/1ECO-HP-T AE LN&

$

$;"# D0@1E S1CP/AH H1EH-/ H-55C 6 &-55C Z-/- PD-E AEP-/U-E-T .2 +YV 1OP-/ CPA@051P-T

.2 YWL6 )D- H/4CCP15Q .-PZ--E 7,

$

!K 1ET L)M)% AE H-55C Z1C T-P-HP-T 0CAES O504/-CH-EH- /-C4E1EH- -E

$

-/S2 P/1ECO-/ 1ET H4

$

A@@0E4R/-HARAP1PA4E6 V-C05PC

#

MOP-/ YWL CPA@051PA4E

"

PD- H/4CCP15Q .-PZ--E 7,

$

!K

1ET L)M)% Z1C -ED1EH-T6 K0P AP Z1C CASEAOAH1EP52 Z-1Q-E-T 1OP-/ +YV AEP-/U-EPA4E6 &4EH50CA4E

#

+YV

H405T P/-1P R/-H1EH-/40C 5-CA4EC 4O S1CP/AH H1EH-/ 1ET R/-U-EP PD- 4HH0//-EH- 4O S1CP/AH H1EH-/ R4CCA.52

.2 .54HQAES PD- H/4CCP15Q .-PZ--E 7,

$

!K 1ET L)M)%6

`?X*8VIL

#

+4TAOA-T Y-Z-A2AE V-HAR-

&

E0H5-1/ O1HP4/ Q1RR1 K

&

CASE15 P/1ECT0H-/C 1ET 1HPAU1P4/C

4O P/1ECH/ARPA4E %

$

L)M)%

%&

H/4CCP15Q

""胃癌前病变$

R/-H1EH-/40C 5-CA4EC 4O S1CP/AH

H1EH-/

"

WYN&

%是正常胃黏膜向胃癌转变过程中的

重要阶段' 近年来研究发现"这一阶段持续的慢性炎

症是肿瘤形成的关键(

#

"

!

)

' 核因子$

!K

$

E0H5-1/ O1H

$

P4/ Q1RR1 K

"

7,

$

!K

%和信号传导与转录激活因子

$

CASE15 P/1ECT0H-/C 1ET 1HPAU1P4/C 4O P/1ECH/AR

$

PA4E %

"

L)M)%

%炎症信号通路与肿瘤生长*增殖相关介

质的释放密切相关(

%

#

<

)

"是导致炎症相关肿瘤发生的主

要因素' 最新研究表明"

7,

$

!K

与
L)M)%

的相互作用

$

H/4CCP15Q

%大大增加了慢性炎症向肿瘤转变的风

险(

>

)

' 本课题组前期研究发现"乐胃饮加味方能有效改

善
WYN&

的临床症状及胃黏膜病理状况(

$

)

' 因此"我

们采用荧光共振能量转移技术$

O504/-CH-EH- /-C4

$
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E1EH- -E-/S2 P/1ECO-/

"

,V?)

%和免疫共沉淀技术研

究乐胃饮加味方对
7,

$

!K

和
L)M)%

相互作用的影响"

从蛋白间相互作用研究中医药预防胃癌的机制"为中医

药防治肿瘤形成提供新方法和新思路'

材料与方法

#

"细胞株"

LN&

$

$;"#

人胃癌细胞由中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库提供'

!

"药物"乐胃饮加味方$薏苡仁*淮山药*炒白

术*炒白芍*郁金*香茶菜"药物比例为
!

%

!

%

#

%

#

%

#

%

#

%"加水浸泡
! D

后"水煎煮
!

次"将药液混匀静置"浓

缩成
# SJ@Y

"

% """ / J@AE

"离心
< @AE

"取上清"灭菌

后
a

&分装保存备用'

%

"主要试剂"

VW+(#>a"

$批号#

=##a%"$

%*胎牛

血清$批号#

#%$$>#<a

%均购于
N(K&8

公司'

YAR4

$

O-HP1@AE-!"""

$

(EUAP/4S-E

"批号#

==>"$%

%"免疫共沉

淀用兔抗
H

$

@2H

抗体*鼠抗
N,W

抗体分别购于
L1E

$

P1

*

V4HD-

"羊抗兔和羊抗鼠二抗购于
Y(&8V

' 蛋白

+1/Q-/

购于
,-/@-EP1C

' 激光共聚焦培养皿购于

7?L)

公司' 无内毒素质粒大提试剂盒*琼脂糖凝胶回

收试剂盒购于天根生化科技$北京%有限公司'

W/4P-AE

M bN MS1/4C-

购于碧云天生物技术研究所'

a

"主要仪器"奥林巴斯激光共聚焦$

,3#"""

%"

KA4

$

V1T +AEA

$

WV8)?M7

垂直电泳仪及转印系统

$

K(8

$

VMI

"美国%"

8T2CC-2

双色红外激光成像系统

$

Y(&8V

"美国%"

&8

!

培养箱$

)D-/@4

"美国%"低温

离心机$

-RR4/T4/O

"德国%'

<

"载体构建"

7,

$

!K

$

V-5MJR><

%$

W?&,W

*

L)M)%

$

W?X,W

真核表达载体的构建' 实验室原保存

有
L)M)%

$

H@2H

*

R><

$

W?N,W

以及
W?X,W

*

W?&,W

载体' 将上述载体进行双酶切"

L)M)%

及
W?X,W

两

端引入
?H4V"

和
MR1"

酶切位点"

R><

及
W?&,W

两

端引入
K1@["

和
[AETT #

酶切位点"凝胶回收*纯

化"将相应片段进行连接"并转化到
I[<$

感受态大

肠杆菌中"涂到培养基上"在长出细菌后挑克隆到培养

液中摇菌"抽提质粒后双酶切鉴定并测序"保存测序正

确的质粒备用'

>

"细胞培养及药物干预
LN&

$

$;"#

人胃癌细胞

接种于
!< @Y

培养瓶"加入含
#"c

胎牛血清的
VW

$

+(

$

#>a"

培养液"在
%$

&*

<c&8

!

条件下无菌培养'

待细胞处于对数期生长时"转入激光共聚焦显微镜或

>

孔板中培养"进行后续实验&或转入
>

孔板中"加入

YWL

$

# %SJ@Y

%刺激"及
<c

的乐胃饮加味方中药

干预'

$

"指标检测

$

!

#

"

,V?)

检测
R><

和
L)M)%

的相互作用"

采用敏化发射法检测(

=

)

' 将细胞转入激光共聚焦专

用培养皿后"分别转染供体载体$

R><

$

W?&,W

%*受体

载体$

L)M)%

$

W?X,W

%以及同时转染供体和受体载

体' 并拍摄单转供体载体在供体激光激发下的供体通

道和受体通道的图片"单转受体载体在供体激发光和

受体激发光下受体通道的图片"以及在供体受体同时

转染下在供体激发光下的供体通道图片*在供体激发

下的受体通道图片*在受体激发光下的受体通道图片"

经软件计算得出两个蛋白之间的相互作用'

$

!

!

"免疫共沉淀技术检测
R><

和
L)M)%

的相

互作用"采用免疫共沉淀技术检测(

;

)

' 将细胞转入
>

孔板中"分别单独转染
L)M)%

$

H@2H

和
R><

$

W?N,W

"

以及同时转染
!

个载体' 经不同方法干预后"收集细

胞"离心后重悬于细胞裂解液"垂直混合器上垂直混合

# D

"离心
< @AE

"吸取上清"提取细胞中的总蛋白' 取

!" %Y

于另一管中"加
!

'上样缓冲液 #

!"

&待用'

剩余液体加
%"" %Y WKL

及
#< %Y W/4P-AE M b N

MS1/4C-

'

a

&缓慢摇动
# D

' 离心取上清"加入兔抗

H

$

@2H

抗体或鼠抗
N,W

抗体" #

a

&"缓慢摇床过夜'

离心"收集
W/4P-AE M b N MS1/4C-

' 洗涤沉淀加入

LIL

$

WMN?

电泳上样缓冲液重悬沉淀"沸水浴后取全

部样品用于
LIL

$

WMN?

电泳'

结""果

#

"

,V?)

检测
7,

$

!K

与
L)M)%

的相互作用结

果$图
#

*

!

%"

R><

$

W?&,W

和
L)M)%

$

W?X,W

通过转染

进入了细胞后都表达了相应的蛋白"经过
YWL

刺激后"绝

大部分的蛋白都进入了细胞核"以发挥转录因子的作用'

而且
,V?)

的作用主要发生在细胞核$图
#I

%"

,V?)

的

效率也是在细胞核中最高$图
#?

%"从供体与受体的距离

分析"

,V?)

也发生在细胞核内$

&,W

与
X,W

发生
,V?)

的距离为
<

!

!$>$ E@

"即图中绿色部分"图
#,

%' 应用乐

胃饮加味方干预后"两个载体在细胞中都能正常表达"但

相互作用的数量明显下降$图
!

%'

!

"免疫共沉淀技术检测
7,

$

!K

和
L)M)%

的相互

作用结果$图
%

%"

L)M)%

$

H@2H

和
R><

$

W?N,W

载体经

转染进入细胞后"在
YWL

刺激下"发生炎症反应"

L)M)%

与
R><

发生相互作用"通过
N,W

抗体将
R><

$

W?N,W

融

合蛋白沉淀下来"同时也将
L)M)%

$

H@2H

一起沉淀下

来' 再通过
H@2H

抗体间接表示与
R><

相互作用的

L)M)%

的量' 结果显示
YWL

刺激后"

R><

和
L)M)%

的

相互作用增强"而中药干预后"其相互作用减弱'
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""注#

M

为供体激发的供体通道影像&

K

为供体激发的受体通道影像&

&

为受体激发的受体通道

影像&

I

为精确的
,V?)

&

?

为
,V?)

的效率&

,

为供体与受体的距离

图
#

#

YWL

刺激后
7,

$

!K

与
L)M)%

的相互作用$ '

#"""

%

""注#

M

为供体激发的供体通道影像&

K

为供体激发的受体通道影像&

&

为受体激发的受体通道

影像&

I

为精确的
,V?)

&

?

为
,V?)

的效率&

,

为供体与受体的距离

图
!

#中药干预后
7,

$

!K

与
L)M)%

的相互作用$ '

a""

%

讨""论

乐胃饮加味方是经长期的临床实践总结归纳出的

经验方"全方由薏苡仁*淮山药*炒白术*炒白芍*郁金*

香茶菜组成"方中薏苡仁为君药"健脾渗湿&淮山药*炒

白术为臣药"益气健脾&炒白芍*郁金为佐药"疏肝行

气*柔肝止痛&香茶菜为使药"清热解毒散瘀&诸药合

用"发挥健脾疏肝之功效"对
WYN&

具有较好的疗效'

7,

$

!K

是一种核转录因子"在哺乳动物中常以

V-5M

$

R><

%

JR<"

二聚体形式存在"

7,

$

!K

的
V-5M

$

R><

% 亚型与肿瘤形成密切相关' 静息状态下"

7,

$

!K

抑制因子
$

$

AEDA.AP4/ 4O Q1RR1 K$

"

(

$

!K$

%与
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#

为单转
L)M)%

$

H@2H

&

!

为单转
R><

$

W?N,W

&

%

为同时转染两载体&

a

为
%

的基础上及
YWL

刺激&

<

为
a

的

基础上加中药干预

图
%

#免疫共沉淀技术检测
7,

$

!K

和

L)M)%

的相互作用

7,

$

!K

结合形成复合体"并覆盖了
7,

$

!K

的核定位

信号"使
7,

$

!K

锚定于细胞质(

#"

)

' 当
7,

$

!K

信号

通路受炎性相关细胞因子刺激后"

(

$

!K$

在
(

$

!K$

激

酶$

(``

%的作用下发生磷酸化"进而水解"使
7,

$

!K

暴露出核定位信号并进入细胞核内"与特定基因的

启动子区域结合"启动特定区域的转录(

##

)

'

7,

$

!K

家族中的
H

$

V-5

亚型通过上调相关基因以激活
)D#

免疫应答"进而控制炎症反应并且抑制肿瘤生成&而

V-5M

的下游基因编码的因子能激活
L)M)%
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"减少
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相关
)D#
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