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细胞进行细胞周期同步化)方法
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细胞!采用
DT

处理
D,-0
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!然后除去
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处理可以有效地将
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细胞同步化于特定的细

胞周期!而且方法简单!易于操作)
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细胞增殖分裂是细胞基本的生理活动!细胞周期的紊乱导

致许多疾病-

!

.

!各种调控因子通过作用于细胞周期而产生作

用-

"

.

"肿瘤是严重危害人类健康的疾病之一!从细胞周期的角

度出发!探讨不同细胞周期肿瘤细胞在侵袭和转移过程中的细

胞生物学特性的变化!可为肿瘤的治疗提供定量的参考依

据-

!

.

"在体外细胞水平的研究中!将细胞同步化于特定的细胞

周期!可以为各种细胞因子'药物'放射的实验提供理想的实验

对象-

*

.

"为了研究某一时相细胞的代谢'增殖'基因表达或凋

亡!常需采取一些方法使细胞处于细胞周期的同一时相!即细

胞同步化技术-
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%这种
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合成抑制剂可逆地抑制
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期细胞
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合成而不影响其他细

胞周期运转!最终可将细胞群体阻断在
P

!

,

(

期交界处-
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.

!然

后将含
Da

的培养基置换出来!释放细胞后继续培养!按照

D,-0

细胞的细胞周期分布在不同的时间段设计时程作流式细

胞术检测!以判断细胞所处的周期"作者经过反复实验建立了
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细胞同步化的方法"
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根据
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细胞的细胞周期设计检测细胞周期的时程
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细胞的细胞周期分布是
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期
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处理后的细胞处于
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释放后立即以及
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细胞同步化方法
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一次阻断后释放法
!

采取
Da

处理
"8E

!阻断后释放

的方法"其简要步骤如下#培养
D,-0

细胞至对数生长期'传

代'接种入
7

孔培养盘!浓度为
&_!#

8

,

5J

!加入
Da

至其终浓

度为
!552-

,

J

!在上述条件下培养
"8E

"弃去培养液!以
I\(

液清洗细胞后加入新鲜培养液!然后继续培养至各个时间点"
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!

两次阻断后释放法
!

接种
D,-0

细胞入
7

孔培养盘!浓

度为
&_!#

8

,

5J

!采取
Da

终浓度为
!552-

,

J

处理
"8E

!弃

去培养液!以
I\(

液清洗细胞后加入新鲜培养基培养
!#E

!然

后再用
Da

处理
!8E

!然后释放
D,-0

细胞"把未用
Da

处理

的样本作为对照"
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同步率检测
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收集细胞
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达到时间点后!弃上清液!
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清洗!
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胰蛋白酶消化收集!
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液冲洗!以
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乙醇固定!置
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冰箱保存备用"
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流式细胞仪检测
!

流式细胞术
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染色技术!流式细胞
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%检测各时相中细胞的比例!每次分析
!_!#

8
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%分析软件

分析"

%

!

结
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果

分别采用一次阻断和两次阻断法阻断后!测定立即以及
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'

%:&E

的结果"结果显示两次阻断法相对于一次阻断法

步骤较复杂!处理的时间太长!使细胞容易过度生长"就
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的结果来说
Da

一次阻断法后细胞周期的阻断效果好!

因此就采用一次阻断法继续研究"一次阻断法后
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个时间点的细胞周期分布见图
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"两次阻断法后
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个时间点的细胞周期分布"
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时间点!细胞主要

在
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期$图
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处理同步
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细胞于
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期
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讨
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论

细胞的增殖分裂受生长因子'激素及癌基因产物影响!从

而影响细胞周期的运行"当调控因子造成细胞周期的快速运

行!将导致良性或恶性的增生&而细胞周期停滞不前则导致细

胞衰老'凋亡"因此!观察各种调控因子对细胞周期运转的影

响和从细胞周期的角度来观察调控运转对细胞的增殖'分裂'

凋亡等行为的影响非常重要"体外培养细胞同步化法是重要

的研究细胞周期的方法!其基本原理是使细胞停止在细胞周期

的某一时相!目前已广泛应用于细胞动力学'人类高分辨染色

体'成熟前积聚染色体以及细胞不同时相对药物敏感性等方面

的研究"哺乳动物细胞和人体细胞的同步化方法!包括温度休

克'照射'胰酶消化'药物抑制'机械振动收集分裂细胞等!且常

常需要几种方法联合应用!以同步细胞到特定的细胞周期"

细胞周期特异性的抗癌药物抑制细胞周期的机制是特异

性阻断细胞周期的特定阶段!例如阻断
(

期的
Da

'甲氨蝶呤

等&阻断
.

期的有紫杉醇'秋水仙素等"

Da

是尿素的羟基化

产物!相对分子质量为
=7T

!是用于临床的核糖核苷酸还原酶

抑制剂类抗肿瘤药物!可以阻止核苷酸还原为脱氧核苷酸!因

而选择性地抑制
6B@

的合成!并能直接损伤
6B@

"因本品作

用于
(

期!并能使部分细胞阻滞在
P

!

,

(

期的边缘!故可用作

使肿瘤细胞部分同步化或放射增敏的药物-

%

.

"本研究采用

Da

阻断
D,-0

细胞的细胞周期!然后释放!

D,-0

细胞就随着

释放后的时程!进入各个细胞周期!经过多次重复的实验!细胞

的同步率均能稳定!细胞的同步水平几乎不会改变!表明这一

同步化法能够满足实验条件的要求"

Da

作为临床上治疗慢粒'真性红细胞增多症的主要用药

之一-

$

.

!对头颈部原发性鳞癌'复发性转移性卵巢癌等亦有一

定疗效-

!#

.

!还可作为放射增敏剂增加放疗对头颈部肿瘤的疗

效-

!!>!"

.

"目前在临床上!放'化疗的时程安排仍然是有待解决

的问题"放疗对
P

"

,

.

期细胞敏感!对
(

期细胞不敏感!如果

时程安排不当!可能造成放'化疗的作用相拮抗-

!*>!8

.

!从而降

低治疗肿瘤的疗效"如何才能达到最佳的协同效果!合理安排

放'化疗的时程非常重要-

!&

.

"将
Da

作用于肿瘤细胞$

D,-0

细胞%

"8E

!然后系统地用流式细胞仪观察其对
D,-0

细胞周期

的影响!对于安排放'化疗时程能够起到参考作用"本课题下

一步将就
Da

同步化动物在体实验进行研究!以期为临床治

疗提供更有价值的依据和指导"
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