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!基础研究!

白藜芦醇对人咽鳞癌
EFBG

细胞放射的

增敏作用及其对细胞周期的影响

邵"渊"权"芳"李宏慧"姚小宝"赵"谦"赵瑞敏

摘要"目的"应用白藜芦醇作用于咽鳞癌细胞株
EFBG

"观察其放疗增敏作用# 方法"体外培养咽鳞

癌细胞株
EFBG

"以细胞毒实验$

AHI1I1J<A<IH I/KI

"

,**

%检测不同浓度白藜芦醇对细胞增殖抑制情况&用

克隆形成法绘制细胞存活曲线"获得白藜芦醇的放射增敏比$

K/.K<I<L/ /.M;.A/:/.I N;I<1

"

O9P

%# 以流

式细胞术$

>21Q AHI1:/INH

"

E',

%分析对照组'单纯照射组'白藜芦醇组和照射增敏组$白藜芦醇联合照射

组%细胞周期变化和凋亡情况# 结果"

,**

结果显示白藜芦醇对
EFBG

细胞生长抑制作用随药物浓度的增

加而增强 $

R S"

!

"$

%# 克隆形成实验提示单纯照射组在
!TH

时细胞存活分数$

K-NL<L<.? >N;AI<1. ;I !

TH

"

OE!

%为
"

!

7#7

%

"

!

"%!

&照射增敏组
OE!

为
"

!

6!%

%

"

!

"&$

"
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为
#

!

%86

%

"

!
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" 差异有统计学意

义$

R U"

!

""7

%#

E',

显示
EFBG

细胞经
6TH

照射后"

T

!

D,

期细胞比例增加"

T

#

期细胞比例减少&经白藜

芦醇作用
!6 M

后"

T

#

期细胞比例减少"

T

!

D,

期和
O

期细胞比例增加&当白藜芦醇与
6 TH

照射联合应用时"

T

!

D,

期细胞比例显著增加"

T

#

期细胞比例显著减少# 对照组'单纯照射组'白藜芦醇组和照射增敏组

EFBG

细胞的凋亡率$

V

%分别为
#

!

56

%

#

!

%$

'

6

!

$%

%
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!
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%

#

!

6%

及
!&

!
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%

7

!
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"照射增敏组凋

亡率与其他各处理组比较"差异均有统计学意义 $

R S"

!

"$

%#结论"白藜芦醇可增强咽鳞癌细胞株
EFBG

放射敏感性"其机制可能与改变细胞周期的分布'诱导细胞凋亡相关#

关键词"白藜芦醇& 放射增敏& 凋亡& 细胞周期& 咽鳞癌
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*M/N/ Q;K KI;I<KI<A;2 W<>>/N/.A/ _/IQ//. IM/ N/KL/N;IN12 Z2-K <NN;W<;I<1. ?N1-Z ;.W IM/ N/KI & ?N1-ZK

$

R S"

$

"$

%

3'1.A2-K<1.

#

P/KL/N;IN12 A1-2W /.M;.A/ IM/ N;W<1K/.K<I<L<IH 1> MHZ1ZM;NH.?/;2 A;NA<.1:;

EFBG A/22K <. L<IN1 Z1KK<_2H _H <.W-A<.? A/22 ;Z1ZI1K<K ;.W A;-K<.? AM;.?/K <. IM/ A/22 AHA2/ W<KIN<_-I<1.3

d9\+CPBO

#

N/KL/N;IN12

&

N;W<1K/.K<I<L<IH

&

;Z1ZI1K<K

&

A/22 AHA2/

&

MHZ1ZM;NH.?/;2 A;NA<.1:;

""咽鳞癌是我国耳鼻咽喉科常见的恶性肿瘤!生长

浸润快!对放射线中度敏感!严重危害人民生命健康'

放射治疗是目前咽鳞癌患者最主要的辅助治疗方式'

但部分患者对射线不敏感或在取得疗效后出现放射抗

拒性!严重制约咽鳞癌患者疗效 (

#

)

' 如何提高肿瘤放

射增敏成为目前研究热点' 许多研究显示!中药在诱

导肿瘤细胞凋亡*抗肿瘤细胞的侵袭及转移*诱导肿瘤

细胞分化*抑制癌基因的表达*促进抑癌基因的表达等

多个环节抑制肿瘤的发生*发展与转移 (

!

)

' 本课题研

究白藜芦醇对人咽鳞癌
EFBG

细胞放射的增敏作用

及其对细胞周期的影响!旨在阐明其部分放疗增敏机

制!为其临床应用提供理论基础'

材料与方法

#

"材料

#

!

#

"细胞株"人咽鳞癌细胞株
EFBG

!由美国

斯坦福大学肿瘤放射系
,;NI<. bN1Q.

教授惠赠' 人

咽鳞癌细胞株
EFBG

在含
#$V

小牛血清 $青霉素

#"" :?D[

及链霉素
#"" :?D[

%的
B,9,

培养基中!

置入
&7

'

$" :[D[ 'C

!

饱和湿度培养箱中常规培

养' 细胞经过
!

!

$ ?D[

胰蛋白酶消化传代!每
!

(

&

天

传代
#

次!取对数生长期细胞用于实验'

#

!

!

"药物及试剂"白藜芦醇购自
O<?:;

公司!

纯度
55V

&

B,9,

培养基! 胰蛋白酶购自美国
).

$

L<IN1?/. T)b'C

公司&极优新生小牛血清购自美国

C:/?; OA</.I<><A ).A

生物工程有限公司&

,**

和碘

化丙啶$

R)

%购自美国
O<?:;

公司'

#

!

&

"仪器"流式细胞仪$型号#

EF'O';2<_-N

!

德国
bB

公司%&全自动酶标仪$型号#

9[^8""

!美国

,12/A-2;N B/L<A/K

公司%&二氧化碳恒温培养箱$型

号#

&##"

!美国
E1N:; OA</.I<><A

公司%&全自动细胞

计数仪 $型号#

`#

!美国
b/Aa:;. '1-2I/N ).A

公

司%&放射机 $型号#

*M/N;IN1.<A *

$

#"""

!加拿大

*M/N;IN1.<A

公司%'

!

"方法

!

!

#

"

,**

法细胞毒性实验"即检测白藜芦醇对

EFBG

细胞的毒性!选取对数生长期的
EFBG

细胞接种

于
5%

孔板!经胰酶消化!调整细胞浓度
#

)

#"

6

D:[

!

#"" ![

每孔!加入
5%

孔培养板中培养
!6 M

!使细胞

贴壁良好' 更换新鲜培养液!加入不同浓度白藜芦醇!

使其终浓度为
"

*

"

!

"$

*

"

!

#

*

"

!

!

*

"

!

6

*

"

!

8

*

#

!

%

*

&

!

!

*

%

!

6

*

#!

!

8 :?D[

' 每个浓度设置
8

个复孔' 同时设

空白对照组和不含细胞的培养液作为调零孔' 培养板

放回培养箱中分别继续培养
68

*

7! M

' 取出培养板每

孔加入
$" ![ ,**

$

$ ?D[

%培养
6 M

后' 吸出上清液!

加入
#$" ![

二甲基亚砜$

B,OC

%' 在平板摇床摇

#" :<.

使甲躜完全溶解' 用酶标仪测
65" .:

波长

处的吸光度值$

F

%!实验重复
&

次!取平均值' 按照下

式计算各个药物浓度的细胞存活抑制率' 抑制率$

V

%

U#

#$药物组
F

值#空白对照组
F

值%

D

$阴性对照组

EFBG

$空白对照组
F

值% )

#""V

' 以不同药物浓度

为横坐标!细胞存活率为纵坐标绘制细胞生长曲线'

!

!

!

"克隆形成实验"取对数生长期
EFBG

细胞

制成单细胞悬液!调整细胞浓度至
#

)

#"

%

D:[

!照射剂

量取
"

*

!

*

6

*

%

*

8 TH 6

个放射剂量点!分单纯照射组

和照射增敏组' 选用抑制
!"V

细胞生长$

)'

!"

%的药

物浓度 $

&

!

! :?D[

%作放射增敏实验!照射前
! M

对照

射增敏组进行给药' 照射后用磷酸盐缓冲液$

RbO

%

清洗
!

次!用胰酶消化制成细胞悬液' 根据不同的照

射剂量!按
$""

(

#" """

个细胞的预置数将细胞悬液

接种到直径
%" ::

的培养皿中$每组设
&

个平行%'

在培养箱培养
#6W

后经
RbO

漂洗*甲醇固定*

T<:K;

染色!显微镜下计数
$"

个细胞以上的细胞克隆集落

数(

&

)

' 实验数据通过
OROO

软件用多靶单击数学模

型
OE U #

#$

#

$

/

$

aB

%

4 拟合并求出平均致死剂量

$

B"

%*准阈剂量$

B=

%*在
!TH

照射剂量下的存活分

数$

OE!

%值!

:;I2;_

绘制细胞的存活曲线!同时计算

放射增敏比$

K/.K<I<L/ /.M;.A/:/.I N;I<1

!

O9P

% *

$对照组
OE!D

实验组
OE!

% )

#""V

' 全部实验中!各

实验点均同时设置平行样本并重复
&

次'

!

!

&

"

E',

检测细胞周期和凋亡率"取对数生长

期
EFBG

细胞制成单细胞悬液!调整细胞浓度至
#

)

#"

%

D:[

!对照组不做处理!单纯照射组和照射增敏组

均在照射前
! M

给药$含药培养终浓度为
&

!

! :?D[

%!

然后单纯照射组与照射增敏组接收
6

!

" TH

照射剂

量!照射后!以上各组分别在
!6

*

68

*

7! M

收集细胞!

离心弃上清!用冷
RbO

$

9B*F

洗涤
!

次!弃上清!将细

胞重悬于
# :[ RbO

$

9B*F

! 缓慢加入
# :[#"" V
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的乙醇振荡混匀固定!后
6

'过夜' 室温孵育

&" :<.

!离心弃上清!将沉淀悬起于
"

!

$ :[ RbO

$

9B*F

!加入
!" ![ P4;K; F

混合!室温孵育
&" :<.

!

加入
!$ ![ R)

$

# :?D:[

%染料!振荡混匀后室温避

光染色
&" :<.

!用流式细胞分析仪分析细胞周期和凋

亡率' 采用细胞周期拟合软件分析细胞周期' 实验重

复
&

次!取平均值'

!

!

6

"统计学方法"采用
OROO #&

!

"

统计软件

处理数据!计量资料采用
J

%

K

表示' 多组间均数比较

采用单因素方差分析!两个组间均数比较采用
I

检验'

R S"

!

"$

为差异有统计学意义'

结""果

#

"白藜芦醇不同浓度组对
EFBG

细胞增殖率比

较$图
#

%"相同时间内白藜芦醇对
EFBG

细胞生长

抑制作用随药物浓度的增加而加强!与
EFBG

细胞对

照组比较! 差异均有统计学意义 $

E U $

!

$78

!

R S"

!

"$

%'相同浓度的白藜芦醇对细胞生长抑制作用

随作用时间的延长而加强$

E U6

!

$"5

!

R S"3 "$

%'

图
#

#白藜芦醇不同浓度组
EFBG

细胞增殖率比较

!

"单纯照射组与照射增敏组
EFBG

细胞存活曲

线比较$图
!

%"白藜芦醇联合放射时
EFBG

细胞存

活曲线显示两条曲线明显分开呈一定的距离!照射增

敏组曲线低剂量区肩区与单纯照射组肩区比较缩小变

窄!且照射增敏组各剂量点的存活分数均低于单纯照

射组' 单纯照射组
B"

值为$

#

!

7%#

%

"

!

!#!

%

TH

!

B=

值为$

&

!

58#

%

"

!

6$"

%

TH

!

OE!

为
"

!

7#7

%

"

!

"%!

&照

射加药组
B"

值为 $

#

!

6"6

%

"

!
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&差异有统计学意义$
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&

"流式细胞仪检测白藜芦醇对细胞周期的影响

$图
&

%"与对照组比较!

EFBG

细胞经
6 TH

照射后!

T

!

D,

期细胞比例增加!

T

#

期细胞比例减少!

7! M

时

凋亡细胞增多&经白藜芦醇作用后!

T

#

期细胞比例显

著减少!

O

期和
T

!

D,

期细胞比例增加!

!6 M

以
O

期细

图
!

#单纯照射组与照射增敏组
EFBG

细胞存活曲线比较

胞增加最为显著!

7! M

时以
T

!

D,

期细胞增加显著&当

白藜芦醇与
6 TH

照射联合应用时!

T

#

期细胞显著减

少!

O

期和
T

!

D,

期细胞比例显著增加!凋亡细胞增

加' 照射增敏组
68 M T

!

D,

期细胞比例增加最显著!

7! M

凋亡细胞增加最显著$图
&

%' 对照组*单纯照射

组*白藜芦醇组和照射增敏组$白藜芦醇联合照射组%

EFBG

细胞
7! M

的凋亡率$

V

%分别为
#

!

56

%

#

!

%$

*

6

!

$%

%

"

!

5!

*

!

!

"&

%

#

!

6%

和
!&

!

##

%

7

!

!!

!照射增

敏组凋亡率与其他各处理组比较!差异均有统计学意

义$

R S"

!

"$

%'

讨""论

下咽鳞癌是头颈肿放射治疗瘤中预后较差的一种

恶性肿瘤!患者的
$

年生存率仅约
&"V e$"V

(

6

)

!主

要因为下咽鳞癌患者早期症状不明显!不易诊断!发现

时多数为中晚期病例' 单一的治疗手段疗效不佳(

6

)

'

放疗是目前最有效的辅助治疗手段!但放射后局部复

发率及远处转移率是治疗失败的主要原因' 因此!寻

找高效低毒的放射增敏剂是当前研究的热点' 要提高

疗效!就应设法防止复发和远处转移!而防止复发和远

处转移的关键在于提高肿瘤细胞对射线的敏感性' 不

少学者以传统的中医学理论和现代医学方法相结合进

行了临床研究!颇有成效 (

$

!

%

)

' 利用中药配合放疗既

可以增加放射敏感性* 增加放射肿瘤的致死效应!又

能减轻放射反应! 提高免疫功能!提高生活质量! 防止

复发及转移! 从而提高远期生存率'

白藜芦醇是广泛存在于葡萄和传统中药如决明

子*虎杖中的一种植物多酚化合物!化学结构
&

!

$

!

6

&

三羟基二苯乙烯$

&

!

$

!

6

&$

IN <

$

MHWN1JHKI<2_/./

%!是植

物为抵抗外界刺激如紫外线*真菌*病毒感染或机械损

伤而产生的一种植物抗毒素' 白藜芦醇是近年中西医

结合领域的一个研究热点!具有降血脂*抗炎*抗氧化*
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图
&

#流式细胞仪检测白藜芦醇对细胞周期的影响

调节免疫*抑制肿瘤细胞增殖*转移和促进凋亡等生物

学功能' 在对其抗癌机制研究中! 已发现白藜芦醇可

通过诱导多种肿瘤细胞株凋亡而抑制其增殖 (

7

!

8

)

'

本实验
,**

及集落形成实验结果表明!白藜芦醇

对
EFBG

细胞具有生长抑制及照射增敏作用' 射线

对增殖期细胞杀伤力远大于静止期细胞!对
T

!

D,

期

更为敏感!调动
O

期或
T

#

期进入对放疗相对敏感的

T

!

D,

期!是放疗敏感性研究的一个重要方向(

5

)

'

B/

,;N<; O

等(

#"

)研究发现白藜芦醇可以调节细胞周期'

本研究通过流式细胞仪检测白藜芦醇联合放疗!

EFBG

细胞
T

!

D,

期细胞比例增加!

T

"

DT

#

及
O

期细

胞比例均减少!而且
O

期比例显著低于单纯加药组或

放疗组' 说明白藜芦醇可以使细胞阻滞于对射线相对

敏感的
T

!

D,

期!提高
EFBG

细胞对射线的敏感性'

大量研究表明细胞放射敏感性与细胞凋亡密切相

关(

##

)

'

Y;N;W; *

(

#!

)和
E;.? \

等(

#&

)分别在前列腺

癌和口腔鳞状细胞癌中发现白藜芦醇可诱导细胞凋

亡!提高肿瘤对放射线的敏感性' 本实验照射组*白藜

芦醇组和白藜芦醇联合照射组
EFBG

细胞的凋亡率

$

V

%分别为
#

!

56

%

#

!

%$

*

6

!

$%

%

"

!

5!

*

!

!

"&

%

#

!

6%

和
!&

!

##

%

7

!

!!

' 显示白藜芦醇能诱导
EFBG

细胞

的
T

!

D,

期阻滞!诱导凋亡!提高
EFBG

细胞对放射线

的敏感性'

综上所述!白藜芦醇对
EFBG

细胞具有放射增敏

作用!其增敏机制可能与其改变细胞周期及促进细胞

凋亡有关!这将为临床提高咽鳞癌放射敏感性提供新

的治疗选择和实验依据' 本研究结果是以体外培养

EFBG

细胞为实验对象获得的! 但并未考虑机体内环

境*药物体内代谢*药物作用时间差等因素! 进一步的

验证尚需进行体内试验'
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第十三届全国中西医结合风湿病学术会议征文通知

中国中西医结合学会风湿类疾病专业委员会定于
!"#$

年
#"

月中旬在浙江省杭州市召开第十三届全国中西医结

合风湿病学术会议"现将会议征文事项通知如下#

征文内容"$

#

% 常见风湿病的中西医结合基础与诊疗方案研究(重点征文领域为类风湿关节炎'系统性红斑狼

疮'强直性脊柱炎'骨关节炎'系统性硬化症'干燥综合症'痛风性关节炎'白塞病'血管炎'多发性肌炎和皮肌炎等风湿

病的中西医结合治疗研究&$

!

% 疑难风湿病中西医结合治疗进展&$

&

% 治疗风湿病药物$中成药'中药各类制剂%作用

机制的实验研究'临床试验$疗效性'安全性评价%与临床应用研究#

征文要求"$

#

% 稿件应为未公开发表的论文"要求论点鲜明"具有较强的科学性和先进性&$

!

% 稿件全文应在

6 """

字以内"并附
6""

字以内的结构式摘要$目的'方法'结果'结论%及关键词&全文
6 """

字以上'又无摘要者"汇

编时作题录刊登&请提交两种形式文稿$纸质打印稿和电子文稿%"电子版请发到
_IWH#%8@#%&3A1:

邮箱&纸质文稿

与电子版要一致"不受理手抄及复印文稿&$

&

% 稿件一律用
+1NW

文档排印"标准
F6

版面"标题用
&

号宋体字"作者及

单位用小
6

号楷体字"注明单位科室'通讯地址'邮编'电子邮箱'联系电话# 摘要与关键词用小
$

号宋体字&$

6

% 纸质

文稿须加盖章单位公章"属省'部级以上科研基金课题者"请注明&$

$

% 论文经审评录用后"将收入)会议学术论文集*"

组委会将给作者发送会议报到通知&参加会议者可获得医学继续教育学分&大会发言论文"将由资深专家组成评委会"

评选出
#$

篇优秀论文"并给予奖励&$

%

% 希望风湿类疾病专业委员会委员'青年委员投稿
#

篇以上&欢迎相关专业的

专家'学者积极参与"踊跃投稿#

截稿日期"

!"#$

年
5

月
!"

日$以邮戳日期或电子邮件发送时间为准%#

联系方式"$

#

% 联系人及电话(中国中西医结合学会风湿类疾病专业委员会" 电话(

"!"

#

%#%687%$

" 传真(

"!"

#

%#%67%8&

"电子邮箱(

_IWH#%8@#%&3A1:

&接红宇(

#&$8"$"8%76

"杨少锋(

#&8"!5##&$$

" 吴启富(

#&%"5"&87%5

&

$

!

% 投稿地址与收件人(广东省广州市广州大道北
#8&8

号$邮编
$#"$#$

% 南方医科大学中医药学院内 接红宇$收% #


