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研究左金丸醇提物对幽门螺旋杆菌感染人胃癌
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细胞生长及凋亡的影响%并探讨其作用机制&方法
!
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"的左金丸醇提物分别作用于幽门螺旋杆菌感染的人胃癌
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后用
Q70:781L6+:

法检测不同浓度的左金丸醇提物作用于幽门螺旋杆菌感染人胃癌
?PY!(

细胞时凋亡相关蛋

白
F5I

'聚腺苷二磷酸核糖聚合酶!

S3@S

"的表达情况&结果
!

幽门螺旋杆菌感染
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细胞组'左金丸醇提物低剂量!
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"组'左金丸醇提物高剂量!
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"组凋亡细胞百分比分别为)!
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%组间

比较差异有统计学意义!
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"%凋亡率呈剂量依赖性(
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检测结果显示%左金丸醇提物低'高剂量作用幽门螺旋杆

菌感染
?PY!(

细胞
$!D

后%
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蛋白!

%.e')

#

"'

F5I

蛋白表达明显增强%凋亡率上升%并呈现剂量依赖性&结论
!

左金丸醇

提物能抑制幽门螺旋杆菌感染人胃癌
?PY!(

细胞的增殖并诱导细胞发生凋亡&调控凋亡相关基因
F5I

'

S3@S

的表达可能是其

诱导幽门螺旋杆菌感染的人胃癌
?PY!(

细胞凋亡的分子机制之一&

关键词"左金丸醇提物(幽门螺旋杆菌(胃癌细胞(增殖(凋亡

*+,

&

')-#.&.

'

/

-,001-'&"'2%#!%-$)'$-'(-))#

文献标识码"

3

文章编号"

'&"'2%#!%

!

$)'$

"

'(2'!&$2)#

%A

2

'.-1'/)08*)7,

5

+/-/3-6-)-/

B2

.+8-&'.0)-+/0/,-/,7(-/

B

0

2

+

2

)+*-*+&C7+

9

-/40/

08(+3+8'A).0()*+/3710/

B

0*).-((0/('.('88*-/&'()',6

5

D'8-(+60()'.

25

8+.-

$

J$!

%

0)!

%:

+!

%

'

'

!

I)'('$!

$

!

O+.$!

'

!

,-/';)!

%

$

!

,-/'I)-/!

%

#

!

3'!2)$!

#

!

2)0)!

%

#

!

O$/&/!

%

#

!

I)0)

#

%

*

'43A-//B/

:

?+@)A)!+

!

J/!

%K

)L!)M+7<)8

H

!

3-$!

%

-$)$))).$

!

C-)!$

,

$4D

::

)B)$8+@"'8'/&/<

6

)8$B

!

3-$!

%

-$)

L!)M+7<)8

H

/

:

J7$@)8)/!$BC-)!+<+?+@)A)!+

!

3-$!

%

-$)$)))&$

!

C-)!$

,

#4E!8+7M+!8)/!$BP!A/B/

%H

E!<8)8'8+/

:

E!8+

%

7$8+@

C-)!+<+$!@#+<8+7!?+@)A)!+

!

3-$!

%

-$)L!)M+7<)8

H

/

:

J7$@)8)/!$BC-)!+<+?+@)A)!+

!

3-$!

%

-$)$)))&$

!

C-)!$

+

:6*).0()

&

;6

9

'()-<'

!

>+0:C*

<

:D7,1N6C71B7+NbC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:0+1

4

8+6,N785:,+151*5

4

+

4

:+0,0+NDC;51

R

50:8,BB51B2

78B7660?PY!(,1N7B:7*L

<

[76,B+L5B:78

4<

6+8,

*

[-

4<

6+8,

+

51*:+,1970:,

R

5:7:D7,8;7BD51,0;-=')3+,*

!

>D7*,NN7871:B+1B71:852

:,+10+NbC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:0

*

"-%'

!

'(-&#

!

#'-$(

!

&$-(

!

'$(

!

$()

!

())

#

R

'

;K

+

5B:7*+1DC;51

R

50:8,BB51B78B7660?PY!(

,1N7B:7*L

<

[-

4<

6+8,870

4

7B:,976

<

-3N:78$!

!

!%

!

"$D

!

:D7B766

4

8+6,N785:,+15B:,9,:

<

51*5

4

+

4

:+0,0T787*7:7B:7*L

<

?>>51* =̂?

870

4

7B:,976

<

!

51*:D77I

4

8700,+1+NF5I51*S3@ST50*7:7B:7*L

<

Q70:781L6+:->'*78)*

!

=̂?870C6:00D+T7*:D5::D7

4

78B71:5

R

7

+N5

4

+

4

:+:,BB7660+N?PY!(B7660,1N7B:7*L

<

[-

4<

6+8,

!

bC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:06+T*+07

*

!)

#

R

'

;K

+

51*bC+

/

,1T5156B+D+67I2

:85B:0D,

R

D*+07

*

'%)

#

R

'

;K

+

T787

*

)-$%a)-')(

+

_

!*

#-$"a)-")$

+

_51*

*

"-"a)-"$'

+

_

!

T,:D0:5:,0:,B56*,NN7871B7L7:T771

51

<

:T+

R

8+C

4

0

*

"

'

)-)(

+

->D75

4

+

4

:+0,085:7T50*+072*7

4

71*71:-Q70:781L6+:870C6:00D+T7*:D5:5N:78$!D5B:,+1+ND,

R

D51*

6+T*+070+NbC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:0+1?PY!(B7660

!

:D77I

4

8700,+1+NS3@S

*

%.PM

+

51*F5I

4

8+:7,1T500,

R

1,N,B51:6

<

,12

B87507*,15*+072*7

4

71*71:;51178-?+/(87*-+/

!

bC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:0B51,1D,L,::D7

4

8+6,N785:,+1+NDC;51

R

50:8,BB51B78

B7660?PY!(,1N7B:7*L

<

[-

4<

6+8,51*,1*CB75

4

+

4

:+0,0-@7

R

C65:,+1+N5

4

+

4

:+0,028765:7*

R

7170F5I51*S3@S7I

4

8700,+1;5

<

L7

+17+N:D7;+67BC658;7BD51,0;0N+8,1*CB,1

R

5

4

+

4

:+0,0+NDC;51

R

50:8,BB51B78B766?PY!(,1N7B:7*L

<

[-

4<

6+8,-

@'

5

4+.,*

&

bC+

/

,1T5156B+D+67I:85B:0

,

[-

4<

6+8

,

DC;51

R

50:8,BB51B78B766

,

4

8+6,N785:,+1

,

5

4

+

4

:+0,0

!!

胃癌是常见的恶性肿瘤!幽门螺旋杆菌感染是胃癌重要的

致病因素之一(

'2$

)

"目前!中药治疗已成为研究肿瘤治疗的热

点问题"左金丸醇提物具有抑制癌细胞增殖%诱导癌细胞凋亡

的抗癌活性"但在抑制幽门螺旋杆菌感染人胃癌细胞活性及

诱导细胞凋亡方面的研究国内尚未报道"本研究以幽门螺旋

杆菌感染人胃癌
?PY!(

细胞作为研究对象!检测左金丸醇提

物对其生长和凋亡的影响!并探讨其相关机制"
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材料与方法
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试剂与仪器
!

琼脂培养基*英国
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+,上海市卫生局科研基金资助项目*
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+,上海市重点学科基金资助项目*
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量及凝胶电泳试剂*上海碧云天生物公司+!兔抗人单克隆抗体
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%
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*美国
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公司+!抗兔二抗*美国
FhM

公司+!塑

料试管*广州阳普公司+!
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流式细胞仪%

F,+

4

D+:+;7:78

生物

分光光度计%

(%)!@

高速冷冻离心机*德国
H

44

71*+8N

公司+!

三气培养箱*美国
>D78;+

公司+及左金丸醇提物*上海中医药

大学中药研究所负责制备及质量控制+"
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菌株与细胞
!

幽门螺旋杆菌国际标准株
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%
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细胞株由上海中医药大学中西医结合肿瘤介入研究

所提供"幽门螺旋杆菌接种于含
')_

脱纤维羊血的哥伦比亚

琼脂培养基中!于
(_ O

$

%

')_ =O

$
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%(_ Y

$

微需氧三气培养

箱培养
!%

$

"$D

!经尿素酶%氧化酶及过氧化氢酶实验等证实

幽门螺旋杆菌活性"

?PY!(

细胞置于含
')_

新生牛血清的

@S?A2'&!)

完全培养液中!

#"d

%

(_ =O

$

饱和湿度条件下常

规培养"

!-"

!

方法
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幽门螺旋杆菌感染人胃癌
?PY!(

细胞
!

取上述增殖

活跃的
?PY!(

细胞以每孔
$-(e')

( 个细胞接种于
&

孔板

中"当细胞贴壁后!更换不含抗生素的细胞培养液,用接种环

刮取培养基上的幽门螺旋杆菌活菌!悬于磷酸盐缓冲液*

4
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+中!生物分光光度计测其吸光度
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OM
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*
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+以调整细菌

密度!按细菌和细胞数量
'))i'

的比例向细胞培养皿中加入

菌液!继续按文献(

#

)培养"

!-"-"

!

药物的制备
!

配置左金丸醇提物提取溶液
')))

#
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*含
')_

新生牛血清的无抗生素
@S?A2'&!)

溶液稀释+!用
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微孔滤膜过滤除菌!稀释成浓度为
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的左金丸醇提物溶液!

!d

冰

箱保存备用"
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比色实验
!

取对数生长期人胃癌
?PY!(

细胞!

以每孔密度为
(e')

! 个'毫升的细胞接种于
.&

孔培养板中!

待细胞完全贴壁后!吸去
.&

孔板中的液体!每孔加入
'))

#

K

的幽门螺旋杆菌菌液!培养
$D

后每孔加入
'))

#

K

不同浓度

的左金丸醇提物!共
"

个剂量!最终左金丸醇提物作用浓度为
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*低剂量组+!
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*高

剂量组+!以此为
"

个剂量组!每个剂量设
&

个复孔!并设不加

药细胞为对照组!继续培养
$!

%

!%

%

"$D#

个时相后!每孔加入

?>>

*
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R
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+

$)

#

K

!

!D

后取出离心!弃上清液!加入
M?2

UO'()

#

K

'孔!振荡混匀!酶标仪
(")1;

处检测
OM

!计算各

组药物浓度的抑制率及半数抑制浓度*

()_,1D,L,:7*B+1B712

:85:,+1

!

A=

()

+!实验重复
#

次!取平均值"

!-"-$

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

取对数生长期人胃癌

?PY!(

细胞!将
$-(e')

( 个细胞接种于
&

孔板中!分为幽门

螺旋杆菌感染的
?PY!(

细胞!左金丸醇提物
"

个剂量组!每

组
#

个复孔"幽门螺旋杆菌感染后的
?PY!(

细胞以不同浓

度左金丸醇提物作用
$!D

后!

SFU

洗涤
(;,1e#

次!

$)))8

'

;,1

离心收集细胞!

")_

冰乙醇固定"按
FM

试剂盒说明书进

行操作!双染法检测不同浓度的左金丸醇提物作用
$!D

后的

细胞凋亡率"

!-"-E

!
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检测凋亡相关蛋白的表达
!

取幽门螺旋

杆菌感染后的
?PY!(

细胞及
"

个剂量组左金丸醇提物处理

幽门螺旋杆菌感染
?PY!(

细胞!实验分
#

组!每组
#

个复孔"

预冷
SFU

洗涤!

@AS3

强裂解液提取细胞总蛋白!采用二辛可

宁酸*

L,B,1BD+1,1,B5B,*

!

F=3

+法测定蛋白含量!取
$)

#

R

总蛋

白上样!

')_

十二烷基硫酸钠*

0+*,C;*+*7B

<

60C6N5:7

!

UMU

+聚

丙烯酰胺凝胶电泳!半干转至硝酸纤维素膜上!

(_

脱脂奶粉溶

液封闭
$D

后加入兔抗人
F5I

单克隆抗体或兔抗人多聚腺苷

二磷酸核糖聚合酶*

4

+6

<

3MS28,L+07

4

+6

<

;78507

!

S3@S

+单克

隆抗体*

'i())

稀释+!

! d

过夜!次日加入辣根过氧化物酶

*

D+80785*,0D

4

78+I,*507

!

[@S

+标记的二抗*

'i'))))

稀释+

室温
$D

后!

>FU>

缓冲液清洗后柯达胶片显影曝光"

!-#

!

统计学处理
!

应用
USUU'!-)

软件进行统计学数据分

析!计量资料以
1a<

表示!组间比较采用
8

检验!以
"

'

)-)(

为差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"-!

!

左金丸醇提物对幽门螺旋杆菌感染
?PY!(

细胞增殖的

抑制作用
!

不同浓度的左金丸醇提物处理细胞
$!

%

!%

%

"$D

后!其对细胞的增殖抑制作用呈剂量%时间依赖性"随着浓度

逐渐增高!作用时间的不断延长!左金丸醇提物对幽门螺旋杆

菌感染人胃癌
?PY!(

细胞的生长抑制程度增强!见图
'
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不同浓度左金丸醇提物对幽门螺旋杆菌

感染的
?PY!(

细胞增殖抑制柱状图
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!

左金丸醇提物对幽门螺旋杆菌感染
?PY!(

细胞凋亡的

影响
!

左金丸醇提物作用于幽门螺旋杆菌感染
?PY!(

细胞

后!不同剂量下凋亡细胞的百分比分别为&*

)-$%a)-')(

+
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左金丸醇提物低%高剂量作用
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蛋白*相对分子

质量
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+表达增强!
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蛋白表达亦增强!提示左金丸醇

提物能诱导幽门螺旋杆菌感染的
?PY!(

细胞凋亡!而左金丸

醇提物高剂量组与低剂量组比较!
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蛋白%

F5I

蛋白表达

明显增强!说明左金丸醇提物诱导凋亡呈剂量依赖性!见图
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目前!随着中医诊断%治疗技术的不断提高!中医药在肿瘤

治疗中的地位和作用逐渐显示出重要性(

!
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"研究表明!左金丸

抗肿瘤作用与其诱导肿瘤细胞凋亡有关"幽门螺旋杆菌作为

致癌的重要因素与幽门螺旋杆菌感染后的细胞增殖和凋亡的

失衡密切相关"本实验结果显示!左金丸醇提物对幽门螺旋杆

菌感染的人胃癌
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细胞增殖有明显的抑制作用!细胞增

殖活力随左金丸药物浓度增大和作用时间的延长而下降!呈剂

量和时间依赖性"幽门螺旋杆菌感染能诱导正常胃上皮细胞

凋亡(
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!但其在癌变上皮细胞中的凋亡作用目前并不十分明

确"流式细胞仪检测结果说明左金丸醇提物能使幽门螺旋杆

菌感染的人胃癌
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细胞凋亡百分比显著上升!但对于幽

门螺旋杆菌对胃癌
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细胞的凋亡作用还不清楚!有学者

认为!幽门螺旋杆菌具有与细胞增殖和凋亡相关的两类因子!

当幽门螺旋杆菌的促细胞增殖因子发挥作用时!其促细胞凋亡

相关因子的作用可能被细胞的代偿机制所对抗(
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家族的重要成员!大多数诱导细胞凋亡的因素均需通
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如何实现细胞凋亡的机制目

前并不十分清楚"国外学者研究表明!
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通过对特定蛋白底物的水解起作用的(
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的作用

底物中!
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作为少数的底物参与细胞凋亡的过程!因此!被

称为#死亡底物$
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作为细胞程序死亡的一个早期分

子标志(
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!已成为近年国内外研究的热点之一"

本研究结果显示!左金丸醇提物低%高剂量能诱导幽门螺

旋杆菌感染的
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蛋白水平升高!凋亡增

加!与国内外文献报道的结果一致"对于具体机制而言!本研

究认为!左金丸醇提物诱导幽门螺旋杆菌感染的
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凋亡可能通过下游
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途径实现的"

细胞凋亡可以被许多分子调控!调控
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基因的

表达可能是左金丸醇提物诱导幽门螺旋杆菌感染的人胃癌
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细胞凋亡的分子机制之一"目前仅初步研究了以
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和
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底物
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为代表的促凋亡基因(
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!更复杂的作

用机制还需要进一步研究"
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误差指测量值与真值之差!也指样本指标与总体指标之差"包括系统误差%随机测量误差和抽样误差"系统误差指数

据收集和测量过程中由于仪器不准确%标准不规范等原因!造成观察*检测+结果呈倾向性的偏大或偏小!是可避免或可通过

研究设计解决的"随机测量误差指由于一些非人为的偶然因素使观察*检测+结果或大或小!是不可避免的"抽样误差指由

于抽样原因造成样本指标与总体指标的差异!是不可避免但可减少的"
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