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蜂毒素与化疗药物的协同作用及

其可能机制的实验研究
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摘要"目的"分别观察蜂毒素联合
A

#氟尿嘧啶!

A

$
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"#顺铂!

??=

"#多西紫杉醇!

)M)

"抗人胃癌细

胞株
NO&

$
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增殖的效果$并初步探讨其作用机制% 方法"运用中效原理进行统计分析$绘制
A

$

,0

#

??=

和
)M)

单药及分别与蜂毒素联合用药对该肿瘤细胞生长的剂量#效应曲线$确定联合用药时对肿瘤细胞的

效应!

,>

"与合用指数!

&(

"的关系$判定药物间的相互作用% 运用实时荧光定量
=&P

法检测蜂毒素分别联

合
A

$

,0

#

??=

和
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作用人胃癌细胞株
NO&

$

<!%

后对化疗药物相关基因表达的改变% 结果"!

#

"在一定

的浓度范围内蜂毒素单药与
%

种化疗药物单药均对
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$
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细胞显示出了明显的生长抑制效果% !
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毒素联合
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作用于
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作用于
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区间内均可见
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"蜂毒素分别与
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种化疗药物联合作用于细胞后$化疗药物相关基因胸苷酸合成酶

!

TU2CDV251T- W2XTU-T1W-

$

)8

"#切除修复交叉互补基因
#

!

-FJDWD4X /-H1D/ J/4WW

$

J4CH5-C-XTDXY Y-X-

#

$

BP&&#

"#乳腺癌易感基因
#

!

./-1WT J1XJ-/ W0WJ-HTD.D5DT2 Y-X- #

$

NP&>#

"#

!

微管蛋白
"

!

!

$

T0.0

$

5DX "

$

)ZNN%

"和微管相关蛋白
T10

!

CDJ/4T0.05-

$

1WW4JD1T-V H/4T-DX T10

$

+>=)

"的表达明显低于空白

对照组!

= R"

!

"#

"% 结论"蜂毒素具有增强
A

$

,0

#

??=

#

)M)

对胃癌细胞
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生长抑制效果的协同作
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1WW4JD1T-V [DTU V4[X
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bBc*KP?8
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C-5DTTDX
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P-15 TDC- =&P
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TU-/1H-0TDJ 1Y-XT
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1WW4JD1T-V Y-X-

""蜂毒是工蜂毒腺和副腺分泌出的具有芳香气味的

淡黄色透明毒液"具有多种药理学和生物学活性的复

杂混合物'

#

(

) 蜂毒素在蜂毒的众多成分中含量最高"

约占其干重的
A"d

左右) 中医学应用蜂毒治疗风湿*

类风湿性关节炎*肩周炎等疾病已有悠久的历史) 近

年来随着分离纯化技术的不断提高"在研究蜂毒成分*

基本结构的基础上"探讨了其功能及作用机理"发现蜂

毒素尚有抗肿瘤的作用'

!

"

%

(

) 而本课题组在前期实验

研究中发现"小剂量的蜂毒注射可以提高小鼠的免疫

功能'

$

(

) 临床研究中亦证实蜂毒注射液可以抑制肿

瘤生长"与化疗合用能显著改善临床证候'

A

"

@

(

) 本次

实验欲开展其联合临床常用化疗药物
A

#氟尿嘧啶

$

A

$

,0

%*顺铂$

??=

%*多西紫杉醇$

)M)

%对胃癌细胞

NO&

$

<!%

增殖的影响"并初步探讨作用机制)

材料与方法

#

"细胞株"人胃癌细胞株
NO&

$

<!%

由江苏省

中医院肿瘤科实验室保种并常规培养)

!

"细胞培养"用含
#"d

的小牛血清的
P=+(

$

#@$"

培养基"在
%9

%*

Ad&K

!

*完全饱和湿度条件下

常规培养"取对数生长期细胞进行实验)

%

"药物及试剂"蜂毒素购自深圳伽马科技有限

公司$浓度
!;<d

"批号#

"$#<!"##

%&

A

$

,0

购自天津

金耀有限公司$批号#

#!"$"!#

%&

??=

*

)M)

购自山东齐

鲁制药有限公司$批号#

*>!>#!#""@9

*

#!###$##

%&

P=+(

$

#@$"

培 养 液 购 自
O(N&K

公 司 $ 批 号#

#"9$<9#

%&胰酶购自
8DYC1

公司$批号#

)$"$;

%&小

牛血清购自杭州四季青公司$批号#

#!"@#9

%&二甲亚

砜$

?+8K

%*四甲基偶氮唑蓝$

+))

%购自
ND4WU1/H

公司&

P7>

提取试剂
)P(E45

购自
(XGDT/4Y-X

公司&

酚#氯仿购自
8DYC1

公司&逆转录试剂盒购自
)1b1

$

P1

公司$

?PP"$9

%&

)1`+1X ZXDG-/W15 =&P +1W

$

T-/ +DF

购自
>C.D4X

公司&

)1`+1X 1WW12W

探针由

>C.D4X

公司设计合成)

$

"仪器"实时荧光定量
=&P

仪$美国
>N(

公

司"

9;""\)

型号%"

&K

!

细胞培养箱$德国
U-/1/0W

"

\BP> J-55 #""

型号%"酶标仪$美国
NDK)Bb

公司"

B:M<""

型号%

A

"运用中效原理法测定蜂毒素与
A

$

,0

*

??=

及

)M)

的协同作用

A

!

#

"实验分组"分为空白对照组*蜂毒素单药

组*

A

$

,0

单药组*

??=

单药组*

)M)

单药组*蜂毒素加

A

$

,0

组*蜂毒素加
??=

组*蜂毒素加
)M)

组"除空白

对照组外"每组有
A

种不同浓度"分别用
>

*

N

*

&

*

?

*

B

表示"见表
#

)

A

!

!

"

+))

法测定药物效应"取对数生长期

NO&

$

<!%

细胞"实验时用
"

!

!Ad

胰酶常规消化收集

细胞至离心管中"离心后重悬于完全培养液中"计数*

调整细胞浓度为
A

&

#"

$ 个
LC:

"接种于无菌的
;@

孔

培养板中) 每孔加入含肿瘤细胞的
P+=(

$

#@$"

悬液

#"" #:

"培养
!$ U

后吸去原有的培养液"按分组分别

加入含有相应浓度药物的完全培养液
!"" #:

$表
#

%"

空白对照组加入
!"" #:

不含药物的完全培养液"于

%9

%*

Ad &K

!

培养箱中继续培养
$< U

) 用灭菌

=N8

小心清洗每孔
!

次"每孔加入
#"" #: P=+(

$

#@$"

培养液和
!" #: +))

溶液"继续培养
$ U

"弃去

全部上清"每孔加入
#A" #: ?+8K

"振荡器振荡

#" CDX

"使结晶完全溶解"在酶标仪波长
$;" XC

处

测出各孔吸光度值$

K?

%"按抑制率计算公式计算抑

制细胞的百分率) 实验中每组每个浓度设
%

个平行复

孔"重复
%

次"取其平均值)

A

!

%

"药物联合应用效应评价"将
A

个浓度梯度

的蜂毒素与
A

个浓度梯度的
A

$

,0

*

??=

及
)M)

单药

或联合作用于人胃癌细胞株
NO&

$

<!%

$表
#

%) 根据

单药及联合用药效应"应用中效原理$

+-VD1X

$

-^^-JT

=/DXJDH5-

"

&U40

$

)151512

联合指数法%评价药物间的

相互作用'

9

"

<

(

) 药物作用效应即抑制率$

,>

%

S #

#

$各组平均
K?

值
L

空白对照组平均
K?

值%&根据中效

表
#

#蜂毒素与
A

$

,0

*

??=

或
)M)

相互作用中药物浓度的选择"$

#YLC:

%

组别 蜂毒素
A

$

,0

蜂毒素加
A

$

,0 ??=

蜂毒素加
??= )M)

蜂毒素加
)M)

> %! #! %! a#! % %! a% "

'

# %! a"

'

#

N #@ @ #@ a@ #

'

A #@ a#

'

A "

'

"A #@ a"

'

"A
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'

9A < a"

'
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'
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'

"!A

? $ #

'

A $ a#

'

A "

'

%9A $ a"

'
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'

"#! A $ a"

'

"#! A
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'
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'
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'
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'
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'
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'
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方程式计算出两药合用时在各种效应时的合用指数

&(

) 当
&( R#

"两药合用效应为协同&

&( S#

"两药合用

效应为相加&

&( e#

"两药合用效应为拮抗) 计算蜂毒

素联合
A

$

,0

*

??=

及
)M)

用药组不同效应$

,>

%下的

合用指数$

&(

%"绘制
,>

$

&(

曲线"从而评价两种药物

联合应用时产生的效应是否为协同)

@

"实时荧光定量
=&P

法检测蜂毒素联合
A

$

,0

*

??=

*

)M)

对相关基因表达的影响

@

!

#

"实验分组 分为蜂毒素加
A

$

,0

联合用药组

$蜂毒素
#@ #YLC:

"

A

$

,0 @ #YLC:

%*蜂毒素加
??=

联合用药组$蜂毒素
#@ #YLC:

"

??= #

!

A #YLC:

%*

蜂毒素加
)M)

联合用药组$蜂毒素
#@ #YLC:

"

)M)

"

!

"A #YLC:

%及不加蜂毒素的单药对照组$对照组%#

A

$

,0

组$

@ #YLC:

%*

??=

组$

#

!

A #YLC:

%及
)M)

组

$

"

!

"A #YLC:

%)

@

!

!

"

P7>

提取"取对数生长期的人胃癌细胞

NO&

$

<!%

以
!

&

#"

A 个
LC:

密度接种于直径
#" JC

的培养皿中"培养
!$ U

细胞贴壁后"弃上清"按分组分

别加入含相应药物浓度的完全培养液) 继续培养
@ U

后"弃上清"用
=N8

洗
!

次"每皿加
# C: )P(E45

"反

复吹打后收集细胞于试管中"每管加
"

!

! C:

酚氯仿

溶液萃取"

$

%以
#" """ / LCDX

离心
#A CDX

"取上清

用异丙醇沉淀
P7>

"

9Ad

乙醇清洗
!

次后"取沉淀加

$" #:

无
P7>

酶水即得细胞总
P7>

)

@

!

%

"

P7>

的制备及定量"细胞总
P7>

提取参

照
)P(E45

试剂说明书进行"取
! #: P7>

稀释后"在

紫外分光光度仪上测定
P7>

样品
K?

!@"

和
K?

!<"

值)

观测此比值"以在
#

!

< Q!

!

"

之间为佳)

@

!

$

"逆转录"按照说明书操作"先进行去除基

因组
?7>

操作#取
# #Y

提取的总
P7>

加入
! #:

的

N0^^-/

以及
# #Y ?7> B/1W-/

"最后加入
P71W-

,/-- \

!

K

使总体积达到
#" #:

"

$!

%反应
! CDX

"冷

却到
$

%) 逆转录反应是取上述所得
P7>

中加入

N0^^-/ $ #:

*

P) BXE2C- +DF ( # #:

*

P) =/DC-/

+DF # #:

*

P71W- ,/-- \

!

K $ #:

得到总体积
!" #:

的反应液"

%9

%孵育
#A CDX

"

<A

%

A W

" #

!"

%冻存备

用)

@

!

A

"实时荧光定量
=&P

实验"严格按
>N(

公司

试剂盒的操作说明书进行"引物探针订自
>N(

公司"其

货 号 分 别 为
\W;;;;;;"%

$

>&)N

基 因 %"

\W""$!@A;#

$

)8

基因%"

\W""!#%$;#

$

+>=)

基

因%"

\W"";@$;@A

$

)ZNN%

基因 %"

\W""#A9$#A

$

BP&&#

基因 %"

\W""#9%!%%

$

NP&>#

基因 %)

=&P

扩增条件为#预变性#

A"

%

! CDX

"

;A

%

#" CDX

"

循环
#

次&

=&P

反应#

;A

%

#A W

"

@"

%

# CDX

"循环

$"

次) 以
>&)N

基因为内参"采用
!

#

$$&T方法对结果

进行数据分析"计算
$&T

$循环数%

S &T目的基因!

&T内参基因&$$&T S $&T给药组 #

$&T对照组&差别倍数 S

!

#

$$&T

"其中正常对照组的数值设为
#

) 检测胸苷酸合

成酶$

TU2CDV251T- W2XTU-T1W-

"

)8

%*切除修复交叉

互补基因
#

$

-FJDWD4X /-H1D/ J/4WW

$

J4CH5-C-XTDXY

Y-X- #

"

BP&&#

%*乳腺癌易感基因
#

$

./-1WT J1XJ-/

W0WJ-HTD.D5DT2 Y-X- #

"

NP&>#

%*

!

微管蛋白
"

$

!

$

T0.5DX "

"

)ZNN%

%和微管相关蛋白
T10

$

CDJ/4T0

$

.05-

$

1WW4JD1T-V H/4T-DX T10

"

+>=)

%"不同基因在

不同用药组中检测"见表
!

)

表
!

#蜂毒素与
A

$

,0

*

??=

或
)M)

联合用药时

药物浓度的选择"$

#YLC:

%

检测基因
A

$

,0

蜂毒素

加
A

$

,0

??=

蜂毒素

加
??=

)M)

蜂毒素

加
)M)

)8 @ #@ a@ " " " "

BP&&#

"

NP&># " "

"

#

'

A #@ a#

'

A " "

+>=)

"

)ZNN% " " " " "

'

"A #@ a"

'

"A

9

"统计学方法"统计分析采用
8=88 #%

!

"

软

件"数据均用
F

(

W

表示"采用方差分析"

= R "

!

"A

为

差异有统计学意义)

结""果

#

"蜂毒素*

A

$

,0

单用及联合应用时对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响$图
#

%"整个给药区间内"蜂

毒素加
A

$

,0

组的抑制率均高于
A

$

,0

单药组) 在
>

*

N

浓度范围内"与
A

$

,0

组比较"蜂毒素加
A

$

,0

组对

细胞的抑制率较高"差异有统计学意义$

= R "

!

"A

%&

随着给药浓度的降低"蜂毒素加
A

$

,0

组的抑制率明

显高于蜂毒素单药组"且差异有统计学意义 $

= R

"

!

"A

%)

""注#

>

*

N

*

&

*

?

*

B

为不同浓度"

,

为空白对照组&与同浓度

联合用药比较"

"

= R"

!

"A

&图
!

*

%

同

图
#

#蜂毒素*

A

$

,0

单用及联合应用时对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响
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""

!

"蜂毒素*

??=

单用及联合应用时对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响$图
!

%"在
&

*

?

浓度范围内"蜂毒素

加
??=

组对胃癌细胞
NO&

$

<!%

体外增殖有着明显

的抑制作用"明显高于蜂毒素单药组与
??=

单药组"

差异有统计学意义$

= R"

!

"A

%)

>

*

N

浓度组"蜂毒素

加
??=

组的抑制率未见明显差别"而
B

浓度组中"蜂

毒素加
??=

组的抑制率均高于
??=

单药组$

= R

"

!

"A

%)

图
!

#蜂毒素*

??=

单用及联合应用时

对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响

%

"蜂毒素*

)M)

单用及联合应用时对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响$图
%

%"蜂毒素对胃癌细胞
NO&

$

<!%

体外增殖有着明显的抑制作用"药物浓度越大"抑

制作用越强)

)M)

单药组及蜂毒素加
)M)

组在整个

浓度区间对细胞均有明显的抑制) 在
&

*

?

*

B

浓度区

间内"蜂毒素加
)M)

组的抑制率均明显高于蜂毒素单

药组"差异有统计学意义$

= R"

!

"A

%&在
N

*

B

浓度区

间内也明显高于
)M)

组$

= R"

!

"A

%)

图
%

#蜂毒素*

)M)

单用及联合应用时

对
NO&

$

<!%

细胞增殖的影响

$

"蜂毒素联合
A

$

,0

或
??=

作用于
NO&

$

<!%

细胞的
&(

曲线 $图
$

%"蜂毒素联合
A

$

,0

作用于

NO&

$

<!%

细胞时"当
,>

在
"

!

%A Q "

!

9A

时"

&( R #

)

蜂毒素联合
??=

作用后"当
,>

在
"

!

AA

左右"即两药

合用使
AAd

肿瘤细胞生长受抑制时"

&( S#

&当
,> R

"

!

AA

$药物在低浓度下的联合%"

&( R#

)

图
$

#蜂毒素联合
A

$

,0

或
??=

作用于

NO&

$

<!%

的
&(

曲线

A

"蜂毒素联合
)M)

作用于
NO&

$

<!%

细胞的
&(

曲线$图
A

%"蜂毒素联合
)M)

作用于
NO&

$

<!%

细胞

时"在整个区间内均可见
&( R#

)

图
A

#蜂毒素联合
)M)

作用于
NO&

$

<!%

的

&(

曲线

@

"蜂毒素联合
A

$

,0

*

??=

*

)M)

对
)8

*

+>P)

*

)ZNN%

*

NP&>#

以及
BP&&#

基因表达的影响$图

@

%"蜂毒素联合
A

$

,0

*

??=

或
)M)

作用于人胃癌

NO&

$

<!%

细胞株
@ U

后"

BP&&#

*

NP&>#

*

)ZNN%

*

NP&>#

以及
BP&&#

基因表达水平与空白对照组比

较"发生了较为明显的改变"相关基因表达水平显著下

降$

= R"

!

"#

%)

""注#与对照组比较"

"

= R"

!

"#

图
@

#蜂毒素联合化疗药物作用于人胃癌细胞株

NO&

$

<!%

后基因表达的改变
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讨""论

联合用药是肿瘤化疗的基本原则之一"其目的是

为了获得协同作用"减少用药剂量"降低不良反应'

;

(

)

本实验应用中效原理"以胃癌细胞株
NO&

$

<!%

为研

究对象"研究蜂毒素与
A

$

,0

*

??=

*

)M)

等常规化疗药

物间的相互作用"结果显示在相应的浓度区间里"蜂毒

素与这
%

个常用的化疗药物间存在着协同的作用)

目前研究显示"在与化疗药物相关的基因中"

A

$

,0

*

)M)

和
??=

研究较多)

A

$

,0

作用的靶点是

)8

"其以二聚体形式存在"在体内催化脱氧尿苷酸

$

VZ+=

%转变为脱氧胸苷酸$

V)+=

%参与
?7>

合成)

A

$

,0

通过与
)8

形成复合物"阻断
?7>

合成"使肿瘤

细胞停止分裂'

#"

"

##

(

) 在本次实验中"蜂毒素与
A

$

,0

联合运用的过程中"细胞抑制率在
%Ad Q9Ad

时
&(

R#

"两药具有协同作用"同时联合用药后的
)8

基因

表达显著下降"提示蜂毒素的协同机制可能与抑制了

此基因的功能有关)

BP&&#

是第一个被发现的人类核苷酸切除修复

因子"其定位于人类第
#;

号染色体短臂
#%

!

!

#

#%

!

%

位点上$

#;`#%

!

!

#

#%

!

%

%"具有
?7>

链的切割和损

伤识别功能"其在核苷酸切除修复系统途径中发挥着

识别损伤
?7>

及链间切割等关键作用"同时研究发

现"

BP&&#

与
??=

耐药的形成密切相关'

#!

(

)

BP

$

&&#

过表达可使停滞在
O

!

L+

期的损伤
?7>

迅速修

复"尤其是
BP&&#

能使铂类诱导的
?7>

络合物清除

增加"导致耐药'

#%

(

)

NP&>#

是具有遗传倾向的乳腺

癌和卵巢癌易感基因) 既往研究表明
NP&>#

一方面

可消除
?7>

损伤剂如
??=

等引起的凋亡表型"从而

增加肿瘤细胞对该类药物的耐药性'

#$

(

) 另一方面"

NP&>#

与
P7>

聚合酶
((

在
&

端相连"作用于组蛋

白去乙酰化酶复合物"故能调节细胞核内的转录水平)

而使用蜂毒素与
??=

联合运用"实验结果显示当细

胞抑制率
RAAd

时
&( R#

"说明在该抑制率的浓度区

间"两药具有协同作用&同时联合用药后的
BP&&#

和

NP&>#

基因的表达均下调"说明蜂毒素可能也通过

抑制了这两个基因的表达而加强了
??=

的作用

效果)

微管作为细胞骨架的重要组成成分"参与细胞形

态的维持*细胞内物质的运输*细胞运动及细胞分裂增

殖等活动'

#A

(

) 紫杉醇通过与
!

微管蛋白
7

端的
%#

个氨基酸残基和中段的
!#9

)

!%5

氨基酸残基结合"增

加组成微管的
#%

根原丝的相互作用"稳定微管蛋白

构象"从而抑制微管解聚"使细胞复制中止在
+

期"进

而引起细胞凋亡'

#@

(

) 许多学者分别对不同细胞系进

行了各个
!

微管蛋白亚型与紫杉类药物耐药相关性的

研究"均证明其表达可以影响紫杉类药物的疗效"其中

包括非小细胞肺癌和卵巢癌等'

#9

"

#<

(

) 而微管相关蛋

白则是一类和微管蛋白结合的蛋白质的统称"结合后

即可以改变微管蛋白的性质"有的可以诱导微管蛋白

聚合"有的则促进微管蛋白和其他组交联'

#;

"

!"

(

) 已有

研究表明"乳腺癌及胃癌等肿瘤组织中微管相关蛋白

中
+>=)

蛋白高表达与紫杉类药物耐药有关'

!#

(

) 本

实验结果表明蜂毒素与
)M)

在所有的浓度区间内均

可见
&( R#

"提示在所有的浓度范围内均具有协同作

用) 而两药联用后的
+>=)

和
)ZNN%

基因表达显著

下调"说明蜂毒素对这两个关键的因子也起到了抑制

作用)

本实验运用实时定量
=&P

的方法检测蜂毒素分

别联合
A

$

,0

*

??=

*

)M)

作用于胃癌细胞株
NO&

$

<!%

后相关基因的表达) 结果显示"经联合用药后"其化疗

药物相关基因的表达水平均明显下降"提示"蜂毒素联

合
A

$

,0

*

??=

*

)M)

可提高胃癌细胞
NO&

$

<!%

对相

关化疗药物的敏感性)

综上所述"本实验证明了蜂毒素能与
A

$

,0

*

??=

*

)M)

发挥协同抗肿瘤作用"进一步的实验提示蜂毒素

可能的分子机制是通过下调与
A

$

,0

相关的
)8

基因"

与
)M)

相关的
+>=)

*

)ZNN%

基因"与
??=

相关的

BP&&#

*

NP&>#

基因等化疗相关的基因"这为今后

深入研究蜂毒素的抗肿瘤作用奠定了实验基础)
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