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%
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*/2
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!基础研究!

血根碱对紫杉醇耐药卵巢癌
G!6$"E*=H12

细胞生长及

*I7

"

!

#

EJ<=K

通路抑制的影响

张素仙$王妍妍$张$琴$杨丽华

摘要$目的$探讨血根碱对紫杉醇耐药卵巢癌
G!6$"E*=H12

细胞生长及
*I7

"

!

#

EJ<=K

通路和紫杉醇

敏感性的影响" 方法$将
G!6$"E*=H12

细胞分为对照组#血根碱组#紫杉醇组#血根碱联合紫杉醇组$简称

联合组%&对照组加生理盐水&其余
&

组分别应用
! "<12EL

血根碱#

! "@E<L

紫杉醇&

! "<12EL

血根碱
M

! "@E<L

紫杉醇处理"

9$ A

后应用倒置显微镜观察
G!6$"E*=H12

细胞形态#

,**

法检测细胞增殖&流式细

胞仪检测细胞周期&

+/NO/P. Q21O

法检测
'=NR=N/

"

&

#

*I7

"

!

#

#

J<=K6

蛋白表达" 结果$对照组细胞贴壁

生长&边界清楚'血根碱组细胞体积缩小&贴壁数减少'紫杉醇组见细胞呈圆形脱落'联合组上过变化最为明

显" 与对照组比较&

&

组均可显著抑制
G!6$"E*=H12

细胞增殖&上调
'=NR=N/

"

&

#

J<=K6

蛋白表达#下调

*I7

"

!

#

蛋白表达&联合组作用最为明显$

S T"

!

":

%" 血根碱组对细胞周期无影响&紫杉醇组及联合组
I"E

I#

期#

J

期细胞减少&

I!E,

期细胞增多" 结论$血根碱通过抑制
*I7

"

!

#

EJ<=K

通路&促进
'=NR=N/

"

&

表

达抑制
G!6$"E*=H12

细胞生长&促进紫杉醇药物敏感性"

关键词$血根碱' 卵巢癌' 紫杉醇' 耐药'

*I7

"

!

#

EJ<=K

通路

J=.@->.=P>./ ).A>Q>O/K G!6$"E*=H12 '/22 IP1UOA =.K *I7

"

Q/O=

#

EJ<=K R=OAU=? >. S=C2>O=H/2 V/N>NO

"

=.O DW=P>=. '=.C/P

$

XYG4I J-

"

H>=.

!

+G4I Z=.

"

?=.

!

XYG4I [>.

!

=.K ZG4I L>

"

A-=

$

5/R=PO

"

</.O 1\ I?./C121@?

!

J/C1.K G\\>2>=O/K Y1NR>O=2 1\ ]-.<>.@ ,/K>C=2 ^.>W/PN>O?

!

]-.<>.@

$

%:"#"#

%

G_J*VG'*

#

DQF/CO>W/

#

*1 NO-K? OA/ /\\/CO 1\ J=.@->.=P>./ 1. G!6$"E*=H12 C/22 @P1UOA

!

*I7

"

!

#

E

J<=K R=OAU=?

!

=.K OA/ N/.N>O>W>O? O1 R=C2>O=H/2 >. OP/=O</.O 1\ R=C2>O=H/2 P/N>NO=.O 1W=P>=. C=.C/P3 ,/OA

"

1KN

#

G!6$"E*=H12 C/22N U/P/ K>W>K/K >.O1 OA/ C1.OP12 @P1-R

!

OA/ N=.@->.=P>./ @P1-R

!

OA/ R=C2>O=H/2

@P1-R

!

OA/ R=C2>O=H/2 C1<Q>./K N=.@->.=P>./ @P1-R

$

C1<Q>./K @P1-R >. NA1PO

%

3 41P<=2 N=2>./ U=N =KK/K

O1 C/22N >. C1.OP12 @P1-R3 '/22N >. OA/ P/NO OAP// @P1-RN U/P/ =KK/K !

$

" "<12EL N=.@->.=P>./

!

! "@E<L R=

"

C2>O=H/2

!

=.K !

$

""<12EL N=.@->.=P>./ C1<Q>./K ! "@E<L R=C2>O=H/2 P/NR/CO>W/2? 3 *A/ <1PRA121@? 1\

G!6$"E*=H12 C/22N U=N 1QN/PW/K Q? >.W/PO/K <>CP1NC1R/3 *A/ C/22 RP12>\/P=O>1. U/P/ K/O/CO/K Q? ,**3 *A/

C/22 C?C2/ U=N K/O/CO/K Q? \21U C?O1</OP? 3 G.K OA/ /HRP/NN>1.N 1\ '=NR=N/

"

&

!

*I7

"

!

#

!

=.K J<=K6 RP1

"

O/>.N U/P/ K/O/CO/K Q? +/NO/P. Q21O3 V/N-2ON

#

*A/ C/22N >. C1.OP12 @P1-R U/P/ =KA/P/K O1 OA/ U=22 =.K

OA/ Q1-.K=? U=N C2/=P 3 OA/ C/22 W12-</ K/CP/=N/K =.K OA/ .-<Q/P 1\ =KA/P/.O C/22N K/CP/=N/K >. N=.@->

"

.=P>./ @P1-R3 *A/ C/22N >. *=H12 @P1-R \=22 1\\ U/P/ C>PC-2=P2? 3 *A/N/ CA=.@/N U/P/ <1NO 1QW>1-N >. OA/

C1<Q>./K @P1-R3 '1<R=P/K U>OA OA/ C1.OP12 @P1-R

!

OA/ RP12>\/P=O>1. 1\ G!6$"E*=H12 C/22N C1-2K Q/ N>@.>\>

"

C=.O2? >.A>Q>O/K

!

OA/ /HRP/NN>1.N 1\ '=NR=N/

"

& =.K J<=K6 RP1O/>. U/P/ -R

"

P/@-2=O/K

!

OA/ /HRP/NN>1. 1\

*I7

"

!

#

RP1O/>. U=N K1U.

"

P/@-2=O/K >. OA/ P/NO & @P1-RN3 *A/ <1NO /\\/CO U=N 1QW>1-N2? N//. >. OA/ C1<

"

Q>./K @P1-R

$

S T"

$

":

%

3 J=.@->.=P>./ NA1U/K .1 /\\/CO 1. C/22 C?C2/3 *A/ C/22 .-<Q/PN 1\ I"EI# =.K J

RA=N/ K/CP/=N/K =.K OA/ C/22 .-<Q/P 1\ I!E, RA=N/ >.CP/=N/K >. OA/ R=C2>O=H/2 @P1-R =.K OA/ C1<Q>./K
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%

@P1-R3 '1.C2-N>1.

#

J=.@->.=P>./ C1-2K >.A>Q>O OA/ @P1UOA 1\ G!6$"E*=H12 C/22N =.K /.A=.C/ OA/ N/.N>O>W>O?

1\ R=C2>O=H/2 Q? N-RRP/NN>.@ *I7

"

!

#

EJ<=K R=OAU=? =.K RP1<1O>.@ '=NR=N/

"

& /HRP/NN>1.3

]8Z+DV5J

#

N=.@->.=P>./

&

1W=P>=. C=.C/P

&

R=C2>O=H/2

&

KP-@ P/N>NO=.C/

&

*I7

"

!

#

EJ<=K R=OAU=?

$$卵巢癌在女性生殖系统恶性肿瘤发病率中排名第

二!但病死率却最高!

:

年存活率仅
&"`

'

#

(

) 手术*化疗

是卵巢癌的主要治疗方式!紫杉醇为一线化疗药物) 但

其耐药性始终是困扰临床的一个重要问题!耐药的产生

常使化疗难以奏效甚至最终导致治疗失败!严重影响着

患者的生活质量及生存期'

!

(

) 因此!寻找高效*低毒的

紫杉醇耐药逆转剂具有重要意义) 本课题组前期通过

生物信息学方法挖掘可能对紫杉醇耐药卵巢癌有潜在

治疗作用的药物研究!寻找到一个天然产物血根碱'

&

(

)

本实验以紫杉醇耐药卵巢癌细胞株
G!6$"E*=H12

为对

象!探讨血根碱对对其生长及化疗敏感性的影响!为血

根碱用于卵巢癌治疗提供实验依据)

材料与方法

#

$细胞及培养$人卵巢癌紫杉醇耐药株
G!6$"E

*=H12

购自上海奥陆生物科技有限公司!购货号#

aJ

#

!"#:

#

##

#

"!

#

%&!

!在
&6

%*

:`'D

!

细胞培养

箱中用含
#"`

胎牛血清的
#%9"

培养基培养!细胞长

满培养瓶底
6"` b$"`

后!用胰酶消化*收集*离心*

传代!取对数生长期细胞用于实验)

!

$药物$血根碱 $批号#

!"#:"%"6

!纯度
c

;$`

!分子式#

'

!"

Y

#9

4D

9

%购自上海融禾医药科技有

限公司!紫杉醇$批号#

!"#:"#"!

!纯度
;;

!

%`

!分子

式#

'

96

Y

:#

4D

#9

%购自海口市制药厂有限公司)

&

$试剂及仪器$二甲基亚砜 $

5,JD

%*兔抗

*I7

"

!

多克隆抗体购至
J>@<=

公司&噻唑蓝$

,**

%

购自碧云天生物技术研究所公司&兔抗
'=NR=N/

"

&

多

克隆抗体购至博奥森!

54G

一步法细胞周期测试盒购

至
J?N</H

公司&

=.O>

"

IGS5Y

抗体购自博士德公

司&辣根过氧化物酶标记的兔抗鼠二抗购自艾杰生物

科技有限公司) 流式细胞仪!

'?721U JR=C/

!德国

S=PO/C I<QY

公司&倒置相差荧光显微镜!

5,)L

L85

!德国
L8)'G

公司&超净工作台!

JS8I G)V

*8'Y

!苏州净化设备厂&恒温培养箱!

J)%V

"

!

!美国

JA/^=Q

公司&冷冻离心机!

5

"

&6:!"

!美国
*A/P<1

公司&恒温振荡器!

*J

"

!##_

!上海天呈实验器材制造

有限公司)

9

$方法

9

!

#

$分组$将细胞分为
9

组!对照组*血根碱

组*紫杉醇组及血根碱联合紫杉醇组$简称联合组%)

对照组加生理盐水!血根碱组加
! "<12EL

血根碱

#" "L

!紫杉醇组加
! "@E<L

紫杉醇
#" "L

!联合组同

时加
! "<12EL

血根碱及
! "@E<L

紫杉醇各
#" "L

!

给药剂量依据前期预实验结果)

9

!

!

$细胞增殖$取对数生长期
G!6$"E*=H12

细

胞!调细胞密度为
#

&

#"

9

E<L

!接种于
;%

孔培养板

中!每孔
#"" "L

)

9 A

后!各组按照设计分别加药!培

养
#!

*

!9

*

9$ A

后!采用
,**

法检测各组*各时间点

细胞增殖情况!绘制细胞增殖抑制曲线!实验独立重复

&

次)

9

!

&

$细胞形态$取对数生长期
G!6$"E*=H12

细

胞!调整细胞浓度
#

&

#"

:

E<L

!加入
%

孔板中!每孔

#"" "L

!

9 A

后各组按照设计分别加药) 培养
!9 A

!

将
%

孔板置于倒置荧光显微镜下观察细胞形态变化)

9

!

9

$细胞周期$取对数生长期的
G!6$"E*=H12

细胞!调整细胞浓度至
!

!

:

&

#"

&

E<L

!加入
%

孔板!细胞

生长至
%"`

时!各组按照设计分别加药!

9$ A

后收集并

处理细胞!分别加入
# <L 54G

一步法细胞周期检测

试剂!避光孵育
#" <>.

!采用流式细胞仪检测细胞各周

期的变化) 用
,-2O>C?C2/

细胞周期分析软件对数据进

行分析!分别计算
I"EI#

*

I!E,

和
J

期细胞的相对比

例!分析各组细胞周期的变化) 实验独立重复
&

次)

9

!

:

$

'=NR=N/

"

&

*

*I7

"

!

#

*

J<=K6

蛋白表达$采

用
+/NO/P. Q21O

检测) 取对数生长期
G!6$"E*=H12

细

胞
!

&

#"

%

E<L

!裂解*提取蛋白)

9

%

#9 """ PE<>.

离

心!收集上清液!进行
J5J

"

SGI8

电泳*转
S057

膜*封

闭
%" <>.

) 加入兔抗人
'=NR=N/

"

&

多克隆体*小鼠抗

J<=K6

多克隆抗体*兔抗
*I7

"

!

多克隆抗体$

#

'

:""

%

&鼠抗人
IGS5Y

单克隆抗体蛋白的抗体$

#

'

# """

%!

9

%过夜!

S_J

洗膜
: <>.

&

&

次) 再加入稀释的$

#

'

! """

%辣根过氧化物酶标记的二抗室温培育
%" <>.

!

S_J

洗膜
: <>.

&

&

次) 发光剂加于
S057

膜上!暗室

曝光显示条带) 用
)<=@/

对条带灰度进行检测!并计

算相应灰度值)

9

!

%

$统计学方法$应用
JSJJ #6

!

"

统计软件

分析!计量资料以
H

(

N

表示!多组间比较采用单因素

方差分析!组间两两比较采用
LJ5

检验!计数资料比

较采用
#

!检验!

S T"

!

":

为差异有统计学意义)

结$$果

#

$

9

组
G!6$"E*=H12

细胞形态观察$图
#

%$对照
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表
#

#各组细胞增殖抑制率比较#$

`

!

H

(

N

%

组别
.

抑制率

" A #! A !9 A 9$ A

对照
& "

)

""

(

"

)

"" "

)

;$

(

"

)

#6 #

)

6:

(

"

)

9& &

)

#$

(

"

)

;%

血根碱
& "

)

""

(

"

)

""

$

)

#!

(

!

)

9"

!"

!:

)

%;

(

9

)

#!

!"

9;

)

&;

(

$

)

:#

!"

紫杉醇
& "

)

""

(

"

)

""

9

)

%&

(

#

)

&:

!"

$

)

"6

(

!

)

#9

!"

#"

)

%6

(

&

)

$6

!"

联合
& "

)

""

(

"

)

""

#:

)

#6

(

!

)

"$

!

9$

)

:6

(

!

)

%&

!

6$

)

9%

(

&

)

;:

!

$$注#与对照组同期比较!

!

S T"

!

":

& 与联合组同期比较!

"

S T"

!

":

& 下表同

$$注#

G

为对照组!其中
G#

&

#"

!

G!

&

!"

&

_

为血根碱组!其中

_#

&

#"

!

_!

&

!"

&

'

为紫杉醇组!其中
'#

&

#"

!

'!

&

!"

&

5

为联合组!其中
5#

&

#"

!

5!

&

!"

图
#

#

9

组
G!6$"E*=H12

细胞形态观察结果

组细胞呈贴壁生长!肿瘤细胞大小形态不一!生长速度

快!核质比高!边界清楚!细胞核呈圆形) 血根碱组细

胞出现细胞核及细胞质皱缩!细胞体积缩小!细胞内空

泡增多!细胞松散间隙增大!贴壁数减少!细胞呈圆形

漂浮脱落!出现小团聚集现象) 紫杉醇组细胞也可见

部分细胞呈圆形漂浮脱落) 联合组细胞上述变化最为

明显)

!

$

9

组细胞增殖情况比较$表
#

%$与对照组比

较!各组各时间点细胞增殖均被显著抑制$

S T"

!

":

%!

联合组的细胞抑制率明显高于血根碱组*紫杉醇

组 $

S T"

!

":

%)

&

$

9

组
G!6$"E*=H12

细胞周期比较$表
!

%$与

对照组比较!血根碱组细胞周期百分比无明显变化

$

S c"

!

":

%!紫杉醇组及联合组
I"EI#

期*

J

期细胞

减少!

I!E,

期细胞增多$

S T "

!

":

%&与紫杉醇组比

较!联合组
I"EI#

期*

J

期细胞减少!

I!E,

期细胞增

多变化更为明显$

S T"

!

":

%)

表
!

#

9
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!

!表
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%$与对照组比

较!紫杉醇组*血根碱组*联合组
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*
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显著上调*

*I7

"

!

#

显著降低$

S T"

!

":

%&与联合组比

较!血根碱组*紫杉醇组
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"

!
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*

J<=K6

蛋白水平差

异有统计学意义$
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为对照组&

!

为血根碱组&

&
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血根碱是从博落回'

,=C2/=?= C1PK=O=

$

+>22K3

%

V3 _P3

(中分离出来的异喹啉类生物碱中的苯并菲啶

类生物碱!主要存在于白屈菜$

CA/2>K1.>-< <=F-N

L3

%的全草!紫堇的块*根等!近几年有研究发现血根

碱在前列腺癌*黑色素瘤*结肠腺癌*乳腺癌*宫颈癌

等多种肿瘤中均有抗肿瘤作用'

9

#

%

(

) 为探讨血根碱

对紫杉醇耐药卵巢癌细胞的作用!本实验应用血根

碱处理人紫杉醇耐药卵巢癌细胞
G!6$"E*=H12

细

胞!检测血根碱对细胞增殖*形态*细胞周期的影响!

发现血根碱能够显著抑制卵巢癌细胞增殖!引起细

胞形态明显的改变!但不改变细胞周期)
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%

为探讨血根碱对紫杉醇耐药卵巢癌的可能机制!

笔者应用
8.P>CAP

工具中
',=R

平台分析与血根碱作

用相关的基因并对其进行
]8II

通路分析!发现血根

碱对耐药卵巢癌的作用与
*I7

"

!

#

EJ<=K

通路有

关'

&

(

!该通路通过磷酸化转录因子
J<=K

蛋白!启动

细胞内传导通路发挥作用)

J<=K

蛋白有
J<=K#

"

J<=K;

!活化后的
J<=K!

*

J<=K&

与
J<=K9

结合完

成
*I7

"

!EJ<=K

信号通路的正调控&

J<=K6

阻止

J<=K!

*

J<=K&

活化!实现对
*I7

"

!EJ<=K

信号通路

的负调控!从而保持
*I7

"

!EJ<=K

通路的平衡'

6

!

$

(

)

大多数肿瘤中
*I7

"

!EJ<=K

通路被激活!肿瘤细胞凋

亡被抑制从而促进肿瘤的发生*发展'

;

!

#"

(

) 有研究报

道认为
*I7

"

!

#

作为细胞外基质的组成成分!在一些

进展期肿瘤中高表达!诱导肿瘤细胞发生上皮间质转

化*出现干细胞特征!实现肿瘤的侵袭转移及耐药'

##

(

)

本研究
+/NO/P. Q21O

实验发现血根碱可下调卵巢癌

细胞中
*I7

"

!

#

!上调
J<=K6

蛋白表达) 提示血根碱

可抑制
*I7

"

!EJ<=K

通路!促进肿瘤细胞凋亡!阻断

肿瘤细胞上皮间质转化!逆转肿瘤细胞耐药*增殖等恶

性行为)

同时应用流式细胞仪检测血根碱*紫杉醇处理

G!6$"E*=H12

细胞周期的影响!发现血根碱组
G!6$"E

*=H12

细胞周期各期细胞百分比与对照组相比未见明

差异!提示血根碱不影响细胞周期) 而紫杉醇组
I!E

,

期细胞百分比明显增加!与文献'

##

(报道的紫杉醇

使肿瘤细胞周期阻滞于
I!E,

期的结论相符!说明紫

杉醇通过将肿瘤细胞阻滞于
I!E,

期而发挥抗肿瘤特

性!

I!E,

期是
54G

合成后期!是有丝分裂的准备期)

血根碱联合紫杉醇组与单独使用紫杉醇组比较!细胞

周期中
I"EI#

期细胞比例显著增加!而
I!E,

期细胞

比例逐渐降低!说明血根碱联合紫杉醇处理
G!6$"E

*=H12

细胞后!可使细胞周期阻滞于
I"EI#

期!

I"EI#

期的主要功能是迅速合成
V4G

和蛋白质! 为下阶段

J

期的
54G

复制作好物质和能量的准备!而
54G

复

制所需要的酶都在这
J

期合成&一旦
I"EI#

期及
J

期被阻滞!细胞合成所需的关键酶及蛋白有可能终断!

而干扰肿瘤细胞的增殖!使其进入暂不增殖或直接转

变为不增殖细胞!最终失去分裂能力!终身处于
I"EI#

期!最后通过分化*衰老直至死亡)

但由于本研究只做了单一细胞系!且只有体外实

验!如要进一步确定血根碱对紫杉醇耐药卵巢癌细胞

作用及机制!需要在多个耐药卵巢癌细胞系及卵巢癌

的移植瘤模型中进一步研究)
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