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榄香烯联合中频交变微电流抑制

胶质瘤
C!7#
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摘要$目的$探索榄香烯联合中频交变微电流对胶质瘤
C!7#

细胞活力#凋亡和周期的影响$ 方法

中频交变微电流作用胶质瘤
C!7#

细胞"筛选最佳作用参数%运用
''D

#

4

法分析榄香烯不同药物浓度对

C!7#

细胞活力的影响%将
C!7#

细胞分为对照组#中频交变微电流组&

7" EFG

#

#7" 9H

#

&" 9;I

'#榄香烯

组&

)'

7"

(

!&7 !91.AJ

'#中频交变微电流与榄香烯联合组"连续作用
&

天后"观察细胞形态"利用
''D

#

4

#流

式细胞术分析中频交变微电流#榄香烯对胶质瘤
C!7#

细胞活力#凋亡和周期的影响$ 结果$中频交变微电

流的最佳作用参数为(

7" EFG

#

#7" 9H

#

&" 9;I

"榄香烯的
)'

7"

为
!&7 !91.AJ

%与对照组比较"中频交变微

电流组#榄香烯组#联合组细胞存活率降低"分别为)&
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*$中频交变微电流组#榄香烯组#联合组的凋亡率分别为 &
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*%中频交变微电流组#联合组均将细胞阻滞于

N

!

A,

期$ 结论$榄香烯联合中频交变微电流可抑制
C!7#

细胞的活力#促进细胞凋亡#改变细胞周期"能够

协同抗肿瘤$

关键词$榄香烯% 中频交变微电流% 胶质瘤
C!7#

细胞% 细胞周期% 细胞凋亡
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$$神经胶质瘤亦称胶质细胞瘤!简称为)胶质瘤*!

发生于神经外胚层!是中枢神经系统最常见的恶性肿

瘤!占颅内原发性肿瘤的一半以上'

#

(

+ 手术,化疗和

放疗是胶质瘤的常规治疗方式!但疗效仍不能令人满

意&榄香烯注射液是我国自主研制的国家二类非细胞

毒性抗肿瘤药物!从姜科植物温郁金$莪术%中提取!

主要成分为
"

#榄香烯!目前研究证明对胶质瘤,乳腺

癌,肝癌等多种肿瘤细胞具有抑制作用!具有良好的临

床疗效'

!

(

+

人类的生命活动存在有广泛的生物电效应!研究

发现电流,电场具有良好的抗肿瘤效应!如肿瘤治疗电

场已应用于胶质瘤的临床治疗'

&

(

+ 本课题组根据中

频电流,电场的抗肿瘤效应!提出中频交变微电流$

:.

#

R6TI:R;IU >-TT6IR :R ;IR6T96P;:R6 YT6W-6I>/

!

H')V

%理论!研发出中频交变微电流治疗仪'

5

(

+ 本实

验利用
H')V

联合榄香烯作用胶质瘤
C!7#

细胞!初

步探讨
H')V

抑制肿瘤生长的机制和协同药物治疗胶

质瘤的可能+

材料与方法

#

$细胞株,药物与试剂$人胶质瘤
C!7#

细胞株

$北京协和细胞库!批号#

!"#%"=#!&7%%

%&榄香烯注

射液$

#"" 9UA!" 9J

!主要成分#

"

#榄香烯!大连华立

金港药业有限公司!批号#

#75$!7!

%&

''D

#

4

试剂盒

$碧云天生物技术有限公司!批号#

"$&"#=#%"!!4

%&

?,8,

培养基$美国
N;O>1

公司!批号#

&#="""&5

%&

胎牛血清$美国
F/>.1I6

公司!批号#

_F&#!5=

%&细

胞
?3H

含量$细胞周期%即时检测试剂盒$南京凯基

生物科技发展有限公司!批号#

!"#%"&5!

%&

HII6c;I

#

#

V)*'AL)

双染细胞凋亡检测试剂盒$南京凯基生物

科技发展有限公司!批号#

DNH#%4

%+

!

$仪器设备$中频交变微电流治疗仪$清华大学

医疗新技术实验室研发!专利号#

!"#&#"7$%$"&4

%!主

要参数#频率
"

&

7"" EFG

!电流
"

&

#7" 9H

!正弦波+

电极#铂金材质!

J

状电极#铂金材质&多功能读数仪#

酶标仪$美国
*S6T91 _>;6IR;Y;>

公司!型号#

0:T;1X

#

E:I VJ:XS

%&流式细胞分析仪$美国
^?

公司!型号#

VH'_ ':.;O-T

%+

&

$细胞培养$将
C!7#

细胞培养于含
#"K

胎牛

血清的
?,8,

培养液!内含青霉素,链霉素$终浓度为

#"" CA9J

%!放置于
&%

',

7K '@

!

条件下常规培

养!每
#

&

!

天更换新鲜培养基!当细胞贴壁生长达到

4"K

左右时进行传代+ 进行实验时!将处于对数生长

期的细胞用
L^_

洗
&

次!胰酶消化后!加入含
#"K

胎

牛血清的
?,8,

培养基终止消化!吹打混匀$避免气

泡产生%!吸入到离心管中离心!调整细胞数目至所需

细胞浓度+

5

$不同电流
H')V

对
C!7#

细胞活力的影响

设置对照组#正常培养细胞&

H')V

组#作用参数为

7" EFG

,

&" 9;I

'

7

(

!分为
=

组!分别予
7"

,

%"

,

$"

,

##"

,

#&"

,

#7" 9H

的电流刺激细胞!每组别设置

5

个复孔+取对数生长期的
C!7#

细胞!调整细胞浓

度至
#

(

#"

5

A9J

!每孔
! 9J

!接种于
!5

孔板中!

&%

',

7K '@

!

的培养箱中培养
!5 S

后!分别予中

频交变微电流刺激
C!7#

细胞!每隔
!5 S

刺激
#

次!

共
&

次+ 刺激结束后!弃去培养基!每孔避光加入

"

!

7 9J

的
''D

#

4

工作液!

&%

',

7K '@

!

的培养箱

中避光孵育
! S

!用酶标仪检测
57" I9

波长处各孔

的
@?

值!以对照组
@?

值为参数!计算各组细胞的

存活率+ 细胞存活率 $

K

%

d

实验组
@?A

对照组

@?

(

#""K

+

7

$不同榄香烯药物浓度对
C!7#

细胞活力的影

响$设置对照组#正常培养细胞&榄香烯组#调整榄香

烯的药物培养基浓度分别为#

!"

,

5"

,

4"

,

#="

,

&!"

,

=5" !91.AJ

'

=

(

!每一浓度设置
5

个复孔+ 取对数生长

期的
C!7#

细胞!调整细胞浓度至
#

(

#"

5

A9J

!每孔

! 9J

!接种于
!5

孔板中!

&%

',

7K '@

!

的培养箱中

避光培养
!5 S

后!换上含有上述榄香烯的药物培养基

避光培养+ 培养
%! S

后!采用
''D

#

4

法测定各组的

@?

值!方法同)

5

*项+

=

$

H')V

联合榄香烯对
C!7#

细胞活力的影响及

细胞形态学观察$设置对照组#正常培养细胞&

H')V

组#刺激参数为
7" EFG

!

#7" 9H

!

&" 9;I

&榄香烯组#

物质的量浓度为
!&7 !91.AJ

$

)'

7"

%&联合组#

H')V e
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榄香烯组+ 取对数生长期的
C!7#

细胞!调整细胞浓

度至
#

!

"

(

#"

5

A9J

!每孔
! 9J

!接种于
!5

孔板中!每

组
5

个复孔!

&%

',

7K '@

!

的培养箱中避光培养

!5 S

后!榄香烯组与联合组分别换上
!&7 !91.AJ

的

榄香烯药物培养基+ 每隔
!5 S

分别予中频交变微电

流作用于
H')V

组与联合组
#

次!共
&

次+ 培养
%! S

后!用倒置显微镜观察细胞形态!采用
''D

#

4

法测定

各组的
@?

值!方法同)

5

*项+

%

$流式细胞术检测
C!7#

细胞凋亡
A

死亡及细胞

周期$分组方法同)

=

*项+ 取对数生长期的
C!7#

细

胞!调整细胞浓度至
#

(

#"

5

A9J

!每孔
! 9J

!接种于

!5

孔板中!每组
4

个复孔!

&%

',

7K '@

!

的培养箱中

避光培养
!5 S

后!榄香烯组与联合组分别换上

!&7 !91.AJ

的榄香烯药物培养基+ 每隔
!5 S

分别予

中频交变微电流作用于
H')V

组与联合组
#

次+

%

!

#

$细胞凋亡
A

死亡$各组细胞用不含
8?*H

的

胰酶消化搜集到离心管!于
! """ T A9;I

离心
#" 9;I

!

弃去上清液!用
L^_

洗涤
!

次!加入
7"" !J

的
^;IP

#

;IU ^-YY6T

悬浮细胞!予
7 !J HII6c;I #

#

V)*'

混匀

后!再加入
7 !J LT1a;P;-9 )1P;P6

混匀!室温避光反

应
#" 9;I

!流式细胞仪检测+

%

!

!

$细胞周期$各组细胞用胰酶消化搜集到离

心管!于
! """ T A9;I

离心
#" 9;I

!弃去上清液!用

L^_

洗涤细胞
#

次!于
! """ T A9;I

离心
7 9;I

!搜集

并调整细胞浓度为
#

(

#"

=

A9J

!取
# 9J

单细胞悬液

离心!弃去上清液!在细胞中加入体积分数为
%"K

的

冷乙醇
7"" !J

固定
! S

!

5

'保存+

! """ T A9;I

离心

#" 9;I

!弃去上清液!加入
#"" !J b3:X6 H &%

'水

浴
&" 9;I

!再加入
5"" !J L)

染色混匀!

5

'避光

&" 9;I

!流式细胞仪检测+

4

$统计学方法$数据采用
_L__ !"

!

"

分析!以

c

%

X

表示!采用方差分析进行多组间均数比较!采用

R

检验进行两组之间比较+

L M"

!

"7

表示差异有统计

学意义+

结$$果

#

$不同电流对
C!7#

细胞活力的影响$图
#

%$

随着电流的增大!细胞的活力呈下降的趋势!当
H')V

的电流强度分别为
7"

,

%"

,

$"

,

##"

,

#&"

,

#7" 9H

时!

C!7#

细胞的存活率分别为$

$%

!

%

%

#

!

#

%

K

,$

$=

!

"

%

&

!

4

%

K

,$

$#

!

5

%

#

!

=

%

K

,$

$!

!

7

%

!

!

5

%

K

,$

4$

!

#

%

!

!

%

%

K

,$

4=

!

7

%

"

!

&

%

K

!其中电流强度为
#7" 9H

时对
C!7#

细胞的抑制作用较明显!故选用
#7" 9H

作为实验参数+

$$注#对照组存活率
#""K

& 与对照组比较!

"

L M"

!

"7

图
#

$不同电流作用
C!7#

细胞存活率

!

$不同榄香烯浓度抑制
C!7#

细胞的生长情况

$图
!

%$榄香烯对
C!7#

细胞的增殖具有明显的抑

制作用!随着药物浓度的增大!榄香烯对
C!7#

的抑

制作用逐渐增强!榄香烯抑制
C!7#

细胞的
)'

7"

为

!&7 !91.AJ

!故本实验选用
!&7 !19.AJ

为工作

浓度+

$$注#对照组存活率
#""K

& 与对照组比较!

"

L M"

!

"7

图
!

$不同浓度榄香烯作用
C!7#

细胞存活率

&

$各组细胞增殖情况比较$图
&

,

5

%$倒置显微

镜下可见对照组细胞数目较多!大小均一,分布均匀!

细胞贴壁生长状态!呈长梭形!细胞透亮度较大!折光

性较好!增殖较快&

H')V

组细胞数目较对照组稍有减

少!而榄香烯组,联合组可见细胞数目明显减少,细胞

间连接减少!培养液中可见漂浮的细胞碎片!细胞形态

呈皱缩,变小!其中联合组表现尤为明显&

H')V

联合榄

香烯作用于
C!7#

细胞!细胞存活率为 $

&=

!

!

%

#

!

"

%

K

!相对于
H')V

组,榄香烯组!

C!7#

细胞存活

率明显降低+

5

$各组细胞凋亡
A

死亡比较$图
7

!表
#

%$与对照

组比较!

H')V

,榄香烯均能促进
C!7#

细胞凋亡$

L M

"

!

"7

%&当
H')V

联合榄香烯干预
C!7#

细胞后!

C!7#

细胞凋亡率明显增加$

L M"

!

"7

%+

7

$各组细胞周期比较$表
!

!图
=

%$与对照组比

较!

H')V

组
N

!

A,

期细胞增多!

N

"

AN

#

期,

_

期细胞减少!
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%

表
#

$各组细胞凋亡率比较$$

K

!

c

%

X

%

组别
I

活细胞 细胞碎片 早凋细胞 晚凋细胞 早凋)晚凋

对照
5 $"

*

%

%

#

*

# 7

*

"

%

"

*

5 &

*

&

%

#

*

& #

*

#

%

"

*

5 5

*

5

%

#

*

!

H')V 5

%4

*

$

%

"

*

7

"

5

*

"

%

"

*

$

"

#&

*

&

%

#

*

5

"

&

*

$

%

#

*

#

"

#%

*

!

%

!

*

%

"

榄香烯
5

7"

*

#

%

#

*

$

"

!

*

5

%

"

*

%

"

&!

*

#

%

#

*

"

"

#7

*

5

%

#

*

7

"

5%

*

7

%

!

*

!

"

联合
5

!$

*

5

%

#

*

"

"!#

!

*

!

%

#

*

=

"!#

54

*

#

%

"

*

$

"!#

!"

*

5

%

"

*

4

"!#

=4

*

7

%

#

*

%

"#

$$注#与对照组比较!

"

L M"

!

"7

&与
H')V

组比较!

!

L M"

!

"7

&与榄香烯组比较!

#

L M"

!

"7

$$注#

H

为对照组&

^

为
H')V

组&

'

为榄香烯组&

?

为联合组&

箭头表示实验组的细胞皱缩,变小!尤其联合组明显

图
&

$各组细胞形态学观察结果$$ (

#""

%

$$注#与对照组比较!

"

L M"

!

"7

图
5

$各组细胞存活率比较

将
C!7#

细胞阻滞于
N

!

A,

期$

L M"

!

"7

%& 榄香烯组

N

"

AN

#

期细胞明显减少!

_

,

N

!

A,

期细胞增多 $

L M

"

!

"7

%!而联合组
N

"

AN

#

期细胞减少!

N

!

A,

期细胞增

加$

L M"

!

"7

%+

表
!

$各组细胞周期分布比较$$

K

!

c

%

X

%

组别
I

N

"

AN

#

_

N

!

A,

对照
5 7%

*

!

%

!

*

% !&

*

#

%

#

*

= #$

*

=

%

#

*

=

H')V 5

55

*

!

%

!

*

"

"

#7

*

5

%

#

*

#

"

5"

*

5

%

#

*

"

"

榄香烯
5

!!

*

$

%

#

*

4

"

&=

*

$

%

#

*

&

"

5"

*

#

%

"

*

=

"

联合
5

!#

*

!

%

#

*

4

"!

!"

*

$

%

#

*

5

"!#

7%

*

#

%

#

*

7

"!#

$$注#与对照组比较!

"

L M"

!

"7

&与
H')V

组比较!

!

L M"

!

"7

&与榄香

烯组比较!

#

L M"

!

"7

$$注#

H

为对照组&

^

为
H')V

组&

'

为榄香烯组&

?

为联合

组&左下方象限为正常
C!7#

细胞!左上方象限为细胞碎片!

右上方象限为晚期凋亡细胞!右下方象限为早期凋亡细胞!

早凋亡期加晚凋亡期细胞为总的凋亡率

图
7

$各组
C!7#

细胞流式细胞图

$$注#

H

为对照组&

^

为
H')V

组&

'

为榄香烯组&

?

为联合组

图
=

$流式细胞仪检测各组
C!7#

细胞周期

讨$$论

近年来!电流和电场作为无创,不良反应小的抗肿
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"!(*$$"

瘤物理新技术!是肿瘤治疗的研究新热点+ 本实验室

提出中频交变微电流的理论!已证实
H')V

对肝癌

F6aN!

细胞,胶质瘤
C!7#

细胞,乳腺癌
,'V

#

%

细胞

等具有不同程度的抑制作用'

7

!

%

(

+

H')V

能够使肿瘤

细胞产生脂囊泡,电穿孔等现象!从而影响膜蛋白功

能&同时治疗仪电极片表面产生的氧化自由基,肿瘤细

胞外的钙离子通过细胞膜上的电穿孔内流!造成细胞

死亡'

4

(

+ 谢柳倩等'

$

( 用
H')V

干预耐药株
,'V

#

%A

HPT

后!结果显示
H')V

能够降低耐药株
,'V

#

%AHPT

的
)'

7"

和耐药指数!并可以降低
L

#

Ua

蛋白的表达水

平!抑制肿瘤细胞内药物外排作用的发挥+ 榄香烯是

中药莪术的提取物!具有化疗增敏,逆转肿瘤耐药和提

高机体免疫功能的作用!已被广泛地应用于肿瘤疾病

的临床治疗'

#"

(

+

]S:IU F

等'

##

(指出榄香烯下调胶质

瘤细胞
_-T`;`;I

基因的表达水平!从而抑制细胞增

殖,诱导凋亡!其机制亦与抑制
>

#

9/>

,

S*8b*

基因

9b3H

蛋白的表达相关'

#!

(

&榄香烯能够降低胶质瘤

细胞外调节蛋白激酶的磷酸化水平并减低
^>.

#

!

等蛋

白的表达'

#&

(

+ 宋颖等'

#5

(发现榄香烯阻断内皮祖细胞

分化过程中的
31R>S

信号通路!从而限制内皮祖细胞

参与肿瘤血管的生成!另外榄香烯亦可降内皮祖细胞

08NV

的表达水平+

本实验利用自主研发的中频交变微电流治疗仪干

预
C!7#

细胞!在作用参数筛选方面!结果可以看出随

着电流大小的增加!细胞活力呈下降趋势!说明
H')V

能够抑制
C!7#

细胞的增殖!与既往实验结果符合'

7

(

!

故选择实验参数为#

7" EFG

,

#7" 9H

,

&" 9;I

+ 细胞

增殖及凋亡异常是恶性肿瘤的特征之一!肿瘤细胞常

常表现为过度增殖及凋亡减少!在胶质瘤等恶性肿瘤

的发生,发展过程中!几乎都存在细胞凋亡异常'

#7

(

!而

细胞凋亡异常涉及如
^'J

#

!

家族,凋亡蛋白抑制家族

等一系列基因激活,细胞通路调控等'

#=

(

!因此榄香烯

可以通过抑制
C!7#

细胞增殖和
A

或诱导凋亡而发挥

临床疗效'

##

(

+ 本实验采用流式细胞术
HII6c;I #

#

V)*'AL)

双染法检测
C!7#

细胞的凋亡情况!结果表明

H')V

和榄香烯均可以通过诱导细胞凋亡来抑制

C!7#

细胞的生长!并且
H')V

诱导
C!7#

细胞凋亡的

程度较榄香烯弱+

H')V

与榄香烯联合干预
C!7#

细

胞时!联合组凋亡率明显高于其他组别的凋亡率!表明

H')V

能够协同榄香烯促进
C!7#

细胞的凋亡+

细胞周期的异常调控能够加速恶性肿瘤细胞的异

常增殖!其原因主要是细胞周期限速点$

N

#

A_

,

N

!

A,

%

的失效!因此阻断细胞周期中
?3H

合成及分裂可以

抑制肿瘤细胞的恶性增殖+ 本实验表明
H')V

将

C!7#

细胞阻滞于
N

!

A,

期!说明
H')V

能够改变

C!7#

的细胞周期!导致肿瘤细胞复制时间的延长!达

到抑制
C!7#

细胞增殖的目的&榄香烯干预
C!7#

细

胞后!

_

,

N

!

A,

期细胞数目明显增多!说明榄香烯能够

改变
C!7#

细胞的周期!榄香烯阻断胶质瘤细胞周期

与抑制
^>.

#

!

,

S*8b*A9b3H

的表达!并产生凋亡小

体相关'

#%

(

&

H')V

与榄香烯联合应用时导致
C!7#

细

胞发生
_

期和
N

!

A,

阻滞!尤以
N

!

A,

期阻滞明显!提

示
H')V

和榄香烯可能阻滞
C!7#

细胞在
N

!

A,

期!抑

制
C!7#

细胞的增殖并诱导其凋亡+

实验表明
H')V

能够抑制胶质瘤
C!7#

细胞的增

殖具!与榄香烯联合应用时表现出协同抗肿瘤作用!其

抑制胶质瘤生长的机制与诱导细胞凋亡,阻断细胞周

期相关&

H')V

抗肿瘤的研究为胶质瘤的治疗提供了新

的思路!但其作用机制尚需进一步深入探讨+

利益冲突!本研究由国家自然科学基金项目

$
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!

4#&%!5#!

%资助!实验在清华大学工程物理系医

学物理与工程研究所医疗新技术实验室开展!与其他
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#榄香烯诱导人脑胶质瘤
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细胞凋亡的机制研究'
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年第三十四届全国危重病急救医学学术交流会征文通知

!"#$

年第三十四届全国危重病急救医学学术交流会拟定于
!"#$

年
##

月在武汉召开"会议由中

国中西医结合学会急救医学专业委员会主办"武汉市第一医院承办"现将征文事宜通知如下$

征文内容$中西医结合急救医学的基础#临床科研进展%脓毒症的国际#国内研究成果交流#回顾

和展望%中西医结合急救医学治疗的新技术#新进展%急救医学领域的临床治疗成果%老年多脏器功能

不全的诊断与治疗%急救护理$

征文范围$&

#

'中医#西医#中西医结合的内科#外科#妇科#儿科#神经科#五官科#麻醉#急诊#

)'C

#血液净化#医学检验#医学影像#窥镜#创伤#中毒#烧伤#微创治疗#护理#心理#干细胞移植医学等

专业的临床#基础研究论文%&

!

'全身炎性反应综合症及脓毒症#多脏器功能不全综合症#危重病临床

监测新技术#急救用药#急诊#

)'C

#干细胞移植医学质量控制标准#急救医疗行政管理和危重病急救医

学领域的循证医学研究等方面的论文$

征文要求$&

#

'全文
&"""

字以内"附
5""

字中英文摘要&包括目的#方法#结果#结论'"要求标点

符号准确"著者顺序排列"自留底稿%&

!

'投稿以
Q1TP

文档格式"投稿邮箱(

QPWE.9<X;I:2>19

"注

明+会议征文,%&

&

'截稿日期(

!"#$

年
4

月
&"

日&以发送电子邮件时间为准'$


