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!基础研究 !

天花粉蛋白抑制胃癌细胞生长及其分子机制研究

邓心燕#杨#玉#胡仁豪#尹#雪#戈雨桐#董小耘

摘要#目的#观察天花粉蛋白"

0M BHG2/AD0GBD

#

)&N

$对人胃癌细胞
NO&:>"#

诱导凋亡的作用及机制%

方法#应用荧光显微镜观察
"

&

:

&

#<

&

!$ !@23K7 )&N

对
NO&:>"#

细胞形态学的影响及细胞计数% 应用流

式细胞仪测定各浓度
)&N

对
NO&:>"#

细胞周期及凋亡的作用% 应用
*=/0=MD 8320

法观察
NO&:>"#

&A/PA/=

"

>

&

&A/PA/=

"

%

&

Q,RQ

&

P?RS

&

?RS

蛋白表达% 结果#

)&N

处理后的
NO&:>"#

出现了皱缩&变

形#对
NO&:>"#

细胞的生长有明显的抑制作用#并且阻滞于
N

期%

)&N

诱导
NO&:>"#

发生凋亡#呈浓度

依赖性 "

M T "

!

>"#

#

Q U "

!

"6

$%

&A/PA/=

"

>

&

&A/PA/=

"

%

&

Q,RQ

蛋白表达降低#呈浓度依赖性 "

M T

$

"

!

>$<

#

M T

$

"

!

>>#

#

M T

$

"

!

>6#

#

Q U"

!

"6

$%并且随着
)&N

浓度的升高#

?RS

表达降低#呈药物浓度依

赖性"

M T

$

"

!

>6:

#

Q U "

!

"6

$#

)&N

处理"

: !@23K7

和
#< !@23K7

$激活
?RS

#磷酸化
?RS

升高"

Q U

"

!

"6

$% 结论#

)&N

可以抑制
NO&:>"#

细胞的生长#诱导细胞凋亡#其机制与
?RS

信号通路有关%

关键词#胃癌细胞' 天花粉蛋白' 细胞凋亡'

&A/PA/=

蛋白

)G= ,D0B

"

0-@2M ?VV=H0 2V )MBHG2/AD0GBD 2D OA/0MBH &ADH=M &=33 ADE (0/ +23=H-3AM +=HGADB/@

I?5O WBD

"

CAD

"

X,5O X-

"

YZ R=D

"

GA2

"

X(5 W-=

"

O? X-

"

02D.

"

ADE IJ5O WBA2

"

C-D

#

NHG223 2V

+=EBHBD=

"

XAD.[G2- ZDB\=M/B0C

"

'BAD./-

$

!!6"""

%

,8N)R,&)

$

J]L=H0B\=

$

)2 2]/=M\= 0G= =VV=H0 ADE @=HGADB/@ 2V 0MBHG2/AD0GBD

$

)&N

%

2D BDE-HBD.

AP2P02/B/ 2V G-@AD .A/0MBH HADH=M H=33 3BD= NO&:>"#4 +=0G2E/

$

)G= =VV=H0 2V "

"

:

"

#<

"

!$ !@23K7 )&N 2D

NO&:>"# H=33 ^A/ E=0=H0=E VM2@ 0G= P2BD0/ 2V \B=^ 2V H=33 @2MPG232.C A/ ^=33 A/ H=33 H2-D0BD. -/BD. V3-2

"

M=/H=DH= @BHM2/H2P= 4 (D AEEB0B2D

"

0G= M23= 2V EBVV=M=D0 H2DH=D0MA0B2D/ 2V )&N BD NO&:>"# H=33 HCH3= ADE

AP2P02/B/ ^A/ E=0=M@BD=E -/BD. V32^ HC02@=0=M 4 +2M=2\=M

"

HGAD.=/ BD =9PM=//B2D 2V &A/PA/=

"

>

"

&A/PA/=

"

%

"

Q,RQ

"

P?RS

"

?RS BD NO&:>"# ^=M= 2]/=M\=E -/BD. *=/0=MD 83204 R=/-30/

$

NGMBD_A.= ADE

E=V2M@A0B2D 2V NO&:>"# H=33 H2-3E ]= 2]/=M\=E AV0=M )&N 0M=A0@=D04 QM23BV=MA0B2D 2V NO&:>"# ^A/ M=

"

@AM_A]3C BDGB]B0=E ]C )&N 0M=A0@=D0

"

^GBHG ^A/ AMM=/0=E BD N PGA/=4 )&N 0M=A0@=D0 H2-3E BDE-H= AP2P02

"

/B/ 2V NO&:>"# BD A H2DH=D0MA0B2D

"

E=P=DE=D0 @ADD=M

$

M T "

%

>"#

"

Q U "

%

"6

%

4 )G= PM20=BD =9PM=//B2D 2V

&A/PA/=

"

>

"

&A/PA/=

"

% ADE Q,RQ ^=M= E=HM=A/=E BD A E2/=

"

E=P=DE=D0 @ADD=M AV0=M )&N 0M=A0@=D0

$

M T

&

"

%

>$<

"

M T

&

"

%

>>#

"

M T

&

"

%

>6#

"

Q U"

%

"6

%

4 ?9PM=//B2D 2V ?RS ^A/ A3/2 E=HM=A/=E BD A E2/=

"

E=P=DE=D0

@ADD=M AV0=M )&N 0M=A0@=D0

$

M T

&

"

%

>6:

"

Q U"

%

"6

%

4 `-M0G=M@2M=

"

)&N

$

: ADE #< !@23K7

%

H2-3E AH0B\A0=

?RS

"

^GBHG GAE BDHM=A/=E 0G= PG2/PG2MC3A0=E ?RS

$

Q U"4 "6

%

4 &2DH3-/B2D/

$

)&N HAD BDGB]B0 0G= .M2^0G

2V .A/0MBH HADH=M H=33 NO&:>"# ADE BDE-H= B0/ AP2P02/B/ 4 )G= @=HGADB/@ @AC ]= M=3A0=E 02 AH0B\A0BD. 0G=

?RS /B.DA3BD. PA0G^AC4

S?X*JRIN

$

.A/0MBH HADH=M

&

0MBHG2/AD0GBD

&

AP2P02/B/

&

&A/PA/= PM20=BD

##胃癌居消化系肿瘤发病率之首"占全世界肿瘤死 亡率的第二位"也是我国常见的恶性肿瘤之一'

#

(

) 目

前对于已失去手术机会的胃癌患者"化疗仍是较有效

的手段之一) 但是由于肿瘤细胞的获得性耐药及化疗

药物的不良反应"通常会影响胃癌综合治疗的总体效

果) 有区别于传统化疗药物只能杀伤正在分裂的肿瘤

细胞"并不能有效诱导肿瘤干细胞凋亡"并产生多药耐

药现象"中药抗肿瘤具有高效*低毒*多靶点等优

势'

!

(

) 既往研究表明#天花粉蛋白 $

0M BHG2/AD0GBD

"



中国中西医结合杂志
!"#$

年
$

月第
%$

卷第
$

期
&'()*+

"

,-.-/0 !"#$

"

1234 %$

"

52

!

$

!!"!$$!

)&N

%具有诱发流产*抗
Y(1

*免疫调节及抗肿瘤等多

种生物活性'

%

"

<

(

) 因此"研究
)&N

对胃癌细胞生长*

调亡的作用"对于胃癌治疗有临床意义)

)&N

抗肿瘤机制可能与抑制肿瘤细胞增殖"促进

肿瘤细胞凋亡"抑制肿瘤细胞蛋白质的合成"增强
5S

细胞的杀伤活性"调节免疫系统等多种途径抑制肿瘤

的生长有关'

6

$

$

(

) 目前
)&N

抗胃癌细胞机制的研究

尚不明确"本研究应用
*=/0=MD 8320

法探究
)&N

对

胃癌细胞凋亡作用的信号通路)

材料与方法

#

#细胞#人胃癌
NO&:>"#

细胞购自中国科学

院细胞库"批号#

!"#6#"#6

)

!

#药物#

)&N

提取采用硫酸铵分级沉淀法"提取

流程#栝楼根干品$产地#安徽安庆市潜山县"潜山园庄

栝蒌专业合作社"批号#

##!"#6

%"粉碎机粉碎"纯净水

浸泡
! G

"

<"a

硫酸铵沉淀"

$ """

%

.

离心
"

!

6 G

"取上

清液$即
)&N

粗提液%"透析"

:6a

硫酸铵沉淀"沉淀物

溶解"透析"取
)&N

提取液"经冻干机 $

<"

&"预冻

$ G

"$

$"

&干燥成冻干品) 经
5AD2IM2P

仪鉴定"自

提的
)&N

纯度为
>6a

)

%

#试剂与仪器#

RQ+( #;<"

培养基$美国
YC

"

H32D=

公司"批号#

#"#"!!!#

%&碘化丙啶$

QM2PBEB-@

32EBE=

"

Q(

%"

R5A/= ,

细胞周期检测试剂盒$南京凯

基生物科技发展有限公司"批号#

!"#6"6!#

%&

,DD=9

"

BD "

"

,3=9A 3̀-2M ;<:KQ(

流式检测试剂盒$南京福麦

斯生物技术有限公司"批号#

;<:#""

%&

&A/PA/=

"

>

抗

体*

&A/PA/=

"

%

抗体*

Q,RQ

抗体*

?RS

抗体*

P?RS

抗体 $美国
&=33 NB.DA3BD.

生物公司"批号#

>6"$

*

>;;6

*

6;!6

*

>#"#

*

>#"#

%&

*=/0=MD 8320

细胞裂解

液*

*=/0=MD 8320

荧光检测试剂*

NIN

"

Q,O?

凝胶配

制试剂盒 $上海碧云天生物技术研究所"批号#

Q""#!,

%"电热恒温水槽$森信实验仪器有限公司"上

海%"高压灭菌锅
?N

"

%#6

$

)J+X

股份有限公司"日

本%"

&J

!

恒温培养箱$

,/G=\B33= 5&

"

ZN,

%"多功能

酶标免疫检测仪"型号
8(J

"

R,I

$

+2E=3 ;$"

%"分析

式流式细胞仪'

8I

碧迪医疗器械$上海%有限公司("

倒置生物显微镜
%:W8

$上海光学仪器六厂%"

IXX

"

#

电泳仪$北京六一仪器厂%)

<

#细胞增殖与形态观察#人胃癌
NO&:>"#

细

胞株按常规贴壁细胞培养法接种于含
#"a

小牛血清

的
RQ+( #;<"

培养基中"在
%:

&"

6a&J

!

培养箱中

培养"取对数生长期的细胞进行试验"细胞密度调整为

#

%

#"

6 个
K@7

"接种于
>;

孔细胞培养板" 每孔

#"" !7

)设实验组和空白对照组"每组实验组分别加

入
# !7

浓度为
:

*

#<

*

!$ !@23K7

的
)&N

"不同浓度

)&N

分别作
6

个复孔) 分别间隔
"

*

#"

*

%<

*

6$

*

$! G

"

采用台盼蓝细胞染色"并用血细胞计数板统计活细胞

计数"作不同时间
NO&:>"#

细胞数的柱状图) 显微

镜下观察" 各浓度
)&N

对细胞作用
!< G

后"

NO&:>"#

细胞发生的形态改变)

6

#

Q(

荧光染料检测#细胞周期取对数生长期的

NO&:>"#

细胞"加入含
#"a

小牛血清的培养基"细胞

密度调整为
#

%

#"

6个
K@7

"接种于
!<

孔培养板"每孔

"

!

6 @7

"置于
%:

&"

6a &J

!

培养箱中过夜) 第
!

日"换不含血清的培养基"饥饿培养
#! G

) 换含
6a

小

牛血清的培养基"实验组中分别加
#" !7

浓度为
:

*

#<

*

!$ !@23K7

的
)&N

"空白对照组加
#" !7

培养基"

培养
!< G

"收集细胞) 加
%"" !7 <

&预冷的
Q8N

溶

液"再加$

!"

&预冷的无水乙醇
:"" !7

"

<

&固定过

夜) 离心弃上清"加
# @7 Q8N

悬浮细胞"室温放置

#6 @BD

) 离心弃上清"加
#"" !7 RDA/= ,

溶液"于

%:

&水浴中
%" @BD

) 加
<"" !7 Q(

溶液"

<

&避光

%" @BD

) 流式细胞仪检测细胞周期)

;

#

,DD=9BD"

"

,3=9A 3̀-2M ;<:KQ(

检测#细胞凋

亡取对数生长期的
NO&:>"#

细胞"加不含血清的培养

基"细胞密度调整为
#

%

#"

6个
K@7

"接种于
!<

孔细胞培

养板"每孔
"

!

6 @7

"置于
%:

&"

6a&J

!

的培养箱过夜)

第
!

日"换含
6a

小牛血清的培养基"实验组分别加

#" !7

浓度为
:

*

#<

*

!$ !@23K7

的
)&N

"设空白对照组"

培养
!< G

"收集细胞) 加
!6" !7

的
#

%

8BDEBD. 8-VV=M

悬浮"调节细胞浓度为
#

%

#"

;个
K@7

) 取
#"" !7

的细胞

悬浮液于
6 @7

流式管中"加
6 !7 ,DD=9BD "K,3=9A

3̀-2M ;<:

结合液"混匀后于
! b$

&避光条件下孵育

#6 @BD

"加
#" !7

的
Q(

溶液"再加
<"" !7

的
Q8N

于流

式管中) 流式细胞仪上样检测细胞凋亡)

:

#

*=/0=MD 8320

检测
&A/PA/=

酶原蛋白及

?RS

信号通道#收集每孔加入
:

*

#<

*

!$ !@23K7

浓度

的
)&N

处理及空白对照组对数生长期的
NO&:>"#

细

胞"分别用
*=/0=MD 8320

细胞裂解液裂解"提取蛋白并

定量) 取
<" !7

总蛋白进行
NIN

"

Q,O?

凝胶电泳"转

膜后以封闭液$由
6 .

脱脂奶粉"

#"" @7 )8N)

配制%

封闭
! G

"加
#

'

# """

稀释一抗$兔抗人
&A/PA/=

"

%

"

&A/PA/=

"

>

*

Q,RQ

*

?RS

*

P?RS

%"

<

&震荡过夜"

)8N)

洗
%

次) 加
#

'

6 """

稀释的第二抗体$鼠抗兔%"

震荡
>" @BD

"

)8N)

洗
%

次) 加
*=/0=MD 8320

荧光检

测试剂显色"用凝胶成像分析仪对条带进行图象分析"

使用
(@A.= '

软件处理条带灰度值)
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#统计学方法#采用
NQNN #%

!

"

统计软件包

分析"数据以
9

(

/

表示"多组间采用方差分析"组间比

较采用
0

检验分析"计数资料采用
$

! 检验"

Q U"

!

"6

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组
NO&:>"#

细胞形态比较$图
#

%#空白

对照组
NO&:>"#

细胞呈不规则的多边形"大小均一"

形态饱满"贴壁生长)

: !@23K7 )&N

组细胞间隔增

大"贴壁减弱"少量细胞碎片漂浮&

#< !@23K7 )&N

组

细胞变形皱缩"体积变小"贴壁差"出现部分细胞碎片&

!$ !@23K7 )&N

组细胞贴壁差"出现大量细胞碎片漂

浮) 随着
)&N

药物浓度的增加"细胞变形增加"增多"

细胞碎片的比例也逐渐增大)

##注#

,

为空白对照组&

8

为
: !@23K7 )&N

组&

&

为

#< !@23K7 )&N

组&

I

为
!$ !@23K7 )&N

组&图内箭头所指为

NO&:>"#

细胞碎片

图
#

$各组胃癌细胞
NO&:>"#

形态比较#$ %

6" """

%

!

#各组
NO&:>"#

细胞增殖结果比较 $图
!

%

当
)&N

作用的时间达到
#" G

后"

!$ !@23K7 )&N

组

NO&:>"#

细胞均已基本死亡"

:

*

#< !@23K7 )&N

组

NO&:>"#

细胞生长尚可) 当
)&N

作用的时间达到

%< G

后"

!$ !@23K7 )&N

组
NO&:>"#

细胞均已无活细

胞"

:

*

#< !@23K7 )&N

组
NO&:>"#

细胞开始出现凋亡

细胞) 当
)&N

作用的时间达到
6$ G

后"

:

*

#< !@23K7

)&N

组
NO&:>"#

细胞均已基本死亡"

!$ !@23K7 )&N

组无存活
NO&:>"#

细胞) 当
)&N

作用的时间达到

$! G

后"各
)&N

组均无存活
NO&:>"#

细胞)

)&N

对

NO&:>"#
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细胞周期比较$图
%

%#空白

对照组
N

期的比例为
!<

!

><a

"

O#

期比例为

:!

!

#<a

)

:

*

#<

*

!$ !@23K7 )&N

组
N

期比例不断增

加"分别为
!:

!

"<a

*

%6

!

::a

*

<"

!

;"a

"

O#

期比例不

断降低"分别为
;<

!

>;a

*

66

!

"6a

*

<;

!

;>a

)

##注#

,

为空白对照组&

8

为
: !@23K7 )&N

组&

&

为

#< !@23K7 )&N

组&

I

为
!$ !@23K7 )&N

组

图
%

$各组
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细胞周期
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$各组
&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

*

?RS

*

P?RS

蛋白表达

讨##论

天花粉内的主要有效成分为
)&N

"目前对于中药

天花粉的研究主要集中在对
)&N

上"而
)&N

的抗肿

瘤作用则是目前研究的热点) 传统的化疗药物多只能

杀伤正在分裂的肿瘤细胞"而不能有效诱导肿瘤细胞

凋亡"

)&N

通过诱导细胞凋亡抑制肿瘤生长) 目前认

为细胞有两种死亡形式"即凋亡和坏死"细胞凋亡是多

细胞生物体内一种重要的生命现象"不仅存在于生长*

发育过程等生理过程"参与维持个体组织*器官的正常

形态结构与机能"更与肿瘤的发生*发展密切关联"研

究表明诱导肿瘤细胞的凋亡是治疗肿瘤的有效手段之

一'

>

(

) 本实验发现
)&N

能诱导胃癌
NO&:>"#

细胞

发生凋亡"并且细胞凋亡呈现出浓度和时间依赖性"因

此可以证明
)&N

是治疗胃癌有效药物)

目前关于细胞凋亡有
%

条途径"分别为死亡受体途

径*线粒体凋亡途径以及内质网应激凋亡途径) 研究表

明
&A/PA/=

蛋白酶家族可直接诱导凋亡细胞解体"其家

族成员中大多数是细胞凋亡的启动子或效应子'

#"

(

)

&A/PA/=

是富含半胱氨酸的天冬氨酸特异性蛋白酶"一

般情况下"

&A/PA/=

处于非活化的酶原状态"可一旦

&A/PA/=

被激活"随后凋亡蛋白酶的层叠级联反应将不

可逆的发生'

##

(

)

Q,RQ

是一种普遍存在于真核细胞内

的单体蛋白"可对细胞内的蛋白质和酶进行翻译后修饰"

从而调节细胞内一系列分子事件'

#!

(

) 当前对于肿瘤干细

胞的调节机制研究主要集中在信号通路方面) 研究表

明"

?RS

是一种
N=M K )GM

蛋白激酶"

?RS

主要被各种生

长因子*离子射线*过氧化氢等激活磷酸化"进入细胞核

作用于
?3_!#

*

H

"

@CH

*

,Qc(

等转录因子"促进某些基

因的转录与表达"与细胞的增殖密切相关'

#%

(

)

?RS

调

节细胞的增殖*分化和存活"是多种生长因子的下游蛋

白"

?RS

及其信号途径在肿瘤侵袭和转移过程中起着

中介和放大的作用) 本研究发现#随着
)&N

浓度增加"

&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

表达较对照组降低"

)&N

可以抑制
&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

表达"

且呈现浓度依赖性"由此可知"

)&N

诱导
NO&:>"#

细

胞凋亡的分子机制与调节
&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

的表达相关) 随着
)&N

浓度的升高"

?RS

表达

依次降低"当
)&N

浓度
:

*

#< !@23K7

时"

?RS

磷酸化

增加"差异有统计学意义"

)&N

可以抑制细胞
?RS

信

号通路的磷酸化) 由此可知"

)&N

能下调
?RS

信号

通路"这说明
)&N

诱导
NO&:>"#

细胞凋亡与调节

?RS

信号通路有关) 因此"

)&N

诱导胃癌
NO&:>"#
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细胞凋亡与调节
&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

及

?RS

信号通路相关) 本研究对
)&N

如何调节

&A/PA/=

"

>

*

&A/PA/=

"

%

*

Q,RQ

蛋白及
?RS

信号通

路来诱导
NO&:>"#

细胞凋亡尚不明确"可进一步实

验探讨)

综上所述"

)&N

能够抑制胃癌
NO&:>"#

细胞增

殖"诱导细胞凋亡"这为
)&N

抗胃恶性肿瘤的临床应

用提供了一定依据)
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