
!论
!!

著!

曲古抑素
P

激活
TP+

途径促使
P)-3

(

!OO'

细胞凋亡

伍
!

俊,

!易震南,

!胡成平%

"

,/

广东医学院呼吸疾病研究所!广东湛江
)%-(%1

)

%/

中南大学湘雅医院呼吸内科!长沙
-,(((2

#

!!

摘
!

要"目的
!

探讨曲古抑素
P

"

6+P

#是否可以诱导
TP+

的表达!促进人肺腺癌耐顺铂细胞株
P)-3

&

!OO'

细胞凋亡!揭示

6+P

诱导
P)-3

&

!OO'

细胞凋亡的可能机制%方法
!

f79;<?:11%)2

荧光染色观察细胞凋亡!流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周

期变化!间接免疫荧光检测
TP+

表达!蛋白印迹法检测
TP+

$半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
2

"

;C?

>

C?9$2

#表达变化%结果
!

6+P

诱导

P)-3

&

!OO'

细胞凋亡!流式细胞仪检出凋亡率由
1/30

递增至
%,/.0

%

>

47;C?

>

C?9$2

被激活!

TP+

表达呈浓度和时间依赖性上

调%结论
!

6+P

诱导
P)-3

&

!OO'

细胞凋亡可能与死亡受体介导的途径相关%

关键词"曲古抑素
P

)细胞凋亡)

TP+

)半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶
2

87@

!

,(/13*3

"

`

/@??A/,*.,$21-2/%(,,/%1/((1

文献标识码"

P

文章编号"

,*.,$21-2

"

%(,,

#

%1$%%3-$(1

!G7

%

&)6

%

/'7)-3

"

2KK5-#..+

%

)

%

/)'('0

>

+-/(:+/(*

H

L7G3

%

+/"1+

>

/2A2-

,

#

K*L=:--0-

,

#

72#=:-

1D

*-

1

%

$

,"5-,E*E2E:)

F

M:,

D

*>0E)>

;

C*,:0,:,

#

920-

1

()-

1

':(*?0G#)GG:

1

:

#

L=0-

+

*0-

1

)%-(%1

#

#=*-0

&

%"C:

D

0>E8:-E)

F

M:,

D

*>0E)>

;

C*,:0,:,

#

%*0-

1;

07),

D

*E0G)

F

#:-E>0G<)2E=6-*J:>,*E

;

#

#=0-

1

,=0-,(((2

#

#=*-0

%

70'/&+-/

!

80

9

#-/(:#

!

67@AD9?:@

K

C:9:<99BB9;:7B:4@;<7?:C:@AP

$

6+P

%

7ATP+$89

>

9A89A:

>

C:<HC

J

B74?:I8

J

@A

K

:<9F9;<CA@?F

7B6+P$@A8I;98P)-3

"

!OO';9GGC

>

7

>

:7?@?/4#/"),'

!

!9GGC

>

7

>

:7?@?HC?CACG

J

N98E

J

f79;<?:11%)2BGI749?;9A;98

J

9CA8BG7H;

J

$

:7F9:4

J

/6<9;<CA

K

9?7B!C?

>

C?9?$2CA8TP+@AP)-3

"

!OO';9GG?H94989:9;:98H@:< 9̂?:94AEG7::@A

K

CA8@A8@49;:@FFIA7BGI749?$

;9A;9C??C

J

/;#'<./'

!

PB:94:49C:F9A:H@:<6+P

#

P)-3

"

!OO';9GG??<7H98:

J>

@;CGC

>

7

>

:7:@;F74

>

<7G7

K

@;CG;<C4C;:94/a?@A

K

BG7H

;

J

:7F9:4

J

#

:<9C

>

7

>

:7:@;

>

94;9A:C

K

9@A;49C?98B47F1/30:7%,/.0/6<9G9D9G7BTP+@A;49C?98CA8:<9<

J

847G

J

?@?7B

>

47;C?

>

C?9$2

@A;49C?98@AC:@F9CA887?9$89

>

9A89A:FCAA94/2)*-.<'()*

!

6+P$@A8I;98C

>

7

>

:7?@?FC

J

E9C??7;@C:98H@:<89C:<49;9

>

:74?

>

C:<$

HC

J

/

=#

>

1)&,'

!

:4@;<7?:C:@AP

&

C

>

7

>

:7?@?

&

TP+

&

;C?

>

C?9$2

!!

肺癌是世界上发病率最高的恶性肿瘤之一#临床试验证实

以顺铂为基础的化疗方案能显著提高肺癌患者的生存率#但是

肺癌患者整体
)

年生存率不高#小于
,)0

#耐药性是化疗失败

的主要原因)因而寻求新的有效的化疗药物是目前研究的热
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%是一种新型的去乙酰化

酶的抑制剂#具有较强的抗肿瘤作用#研究表明它在体外可以

抑制多种肿瘤细胞增殖'
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)同时#在卵巢癌*胃癌肿瘤株
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6+P

被证实还是一种化疗增敏剂#具体机制尚未明确#

目前
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在耐药的肺癌细胞株中作用的研究少见)
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途

径是介导细胞凋亡的重要信号通路)本实验选用人肺腺癌耐
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作为体外模型#观察
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亡&随着
6+P

浓度增高#染为高亮蓝色的典型凋亡细胞比率也

增多#说明
6+P

诱导细胞凋亡具有浓度依赖性)
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6+P

阻滞细胞周期于
+

期
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结果见图
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#随浓度增加#

6+P

使
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期和
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%

期细胞减少#

+

期细胞增加#最终使细胞阻

滞在
+

期#同时可见细胞凋亡峰也随
6+P

浓度增加而增高#细

胞凋亡率由
1/30

递增至
%,/.0

)

图
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6+P

对细胞周期的影响
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6+P

诱导
TP+

增加#激活
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结果见插
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后#
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表达水平升高#并具浓度依赖性)同时
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蛋白

水平随
6+P

浓度增加而下降#表明该酶被激活#并随
6+P

浓

度升高而增加)随着
6+P

处理时间延长
'47;C?

>

C?9$2

蛋白水

平下降#表明该酶被激活#同时胞浆中
TP+

含量增加#表明

6+P

能激活死亡受体介导凋亡途径)

A

!

讨
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论

本研究显示#

6+P

能诱导耐顺铂肺癌细胞株
P)-3
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凋亡#

6+P

处理
P)-3

"

!OO'

细胞后#可见典型凋亡细胞)细

胞经
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荧光染色后#荧光显微镜下观察到正常细

胞核形态饱满#表现为弥散均匀的蓝色荧光#凋亡细胞则出现

染色质凝集#荧光染色增强#染色质呈致密浓染的块状或颗粒

状荧光#可见凋亡小体形成$图
,

%)

流式细胞仪图谱分析发现#

]

,

期细胞和
]

%

期细胞可能对

6+P

较为敏感#其中
]
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期细胞比例由
)%/*0

下降为
-)/%0

#

特别是
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期细胞#比例由
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降至
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#而
+

期细胞比例

由
1)/-0

升到
)(/)0

#细胞周期进程被阻滞在
+

期#同时可以

检测到明显的代表凋亡细胞的亚二倍体峰$图
%

%#凋亡峰从

1/30

升到
%,/.0

)

许多研究结果表明去乙酰化酶抑制剂对细胞周期具有阻

滞作用'

2

(

)本组研究表明#随着
6+P

浓度的增加#

]

,

期细胞

减少#

+

期细胞增加#可见
6+P

主要是阻滞细胞于
+

期#这与

6h:<

等'

3

(的研究结果类似)研究显示
6+P

诱导细胞凋亡时#

活性氧水平增加'

,(

(

#活性氧进入细胞核内可引起核酸氧化损

伤#使细胞停留在
+

期进行核酸修复)如果
+

期的细胞得不到

有效的修复#则会触发细胞凋亡)

去乙酰化酶抑制剂不仅可以诱导细胞周期阻滞#还能引起

多种促进细胞凋亡的基因表达增加)有研究显示#

6+P

处理

细胞能改变
%0

!

)0

基因表达'

,,

(

)本组研究结果显示#随着

6+P

浓度增加#

TP+

表达水平上调)

TP+

$又称为
P

>
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或

!O3)

%是肿瘤坏死因子受体$
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:74

#

6VTZ

%超家族中含有死亡结构域的成员#是由
1%)

个氨基酸

残基组成*富含半胱氨酸残基的
(

型膜蛋白)死亡受体有一个

同源的*被称为死亡结构域的胞内序列#死亡结构域是死亡受

体与胞内凋亡机制相连的基本结构)

TP+

配基$

TP+G@

K

CA8

#

TP+X

%为
)

型膜蛋白)与其他
6VT

家族成员一样#

TP+X

也

是一个同源三聚体分子#每个
TP+X

三聚体与
1

个
TP+

分子

结合#对有
TP+

表达的细胞有强细胞毒活性)它们在细胞凋

亡的调控过程中扮演着极为重要角色)

当细胞凋亡被启动后#

TP+

前体复合物与其膜受体
TP+X

相互作用并形成了死亡诱导信号复合体$
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K
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#

OY+!

%)因为死亡结构域有彼此结合的趋势#

TP+

的靠近会使受体的死亡结构域聚集)接头蛋白质$

TP+$

C??7;@C:9889C:<87FC@A

#

TPOO

%通过自身死亡结构域与聚集

的受体死亡结构域结合)

TPOO

含有一个死亡效应结构域

$

89C:<9BB9;:87FC@A

#

O[O

%可与酶原形式的
>

47;C?

>

C?9$2

中类

似的回文重复的
O[O

结构域结合)

>

47;C?

>

C?9$2

的寡聚化导

致其通过自身切割使酶活化'

,%

(

)活化的
;C?

>

C?9$2

可激活

;C?

>

C?9$1

#后者作用于特异性底物而使细胞进入凋亡的效应阶

段#如胞浆和胞核浓缩*胞膜出泡*核片段化以及最终形成凋亡

小体'

,1

(

)

本研究结果表明#在
6+P

诱导
P)-3

"

!OO'

细胞凋亡的

过程中#随着
6+P

处理时间延长
>

47;C?

>

C?9$2

的水解片段增

加#表明这些酶被激活#同时胞浆中
TP+

含量增加)

本组实验证实#

6+P

可以诱导人肺腺癌耐顺铂细胞株凋

亡#其作用机制可能通过诱导
TP+

的表达#触发
TP+

介导的

细胞凋亡信号系统)

既往研究表明#

TP+

"

TP+X

凋亡途径在几种肿瘤细胞株

中证实是化疗药物诱导凋亡的重要途径#能提高肿瘤细胞对化

疗的敏感性'

,-$,2

(

)

6+P

是否通过死亡受体途径提高人肺腺癌

耐顺铂细胞株增加对化疗的敏感性#有待进一步研究)
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