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目的
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凋亡诱导作用及相关机制&方法
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#法检测肝癌细胞活力的影响)流式细胞术检测细胞凋亡和线粒体膜电
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甘草酸苷可显著降低细胞的活力"
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肝癌细胞
KSLL.--1$L>+

;

>+:.'

'

L>+

;

>+:.(

活性"

!

$

%&%$

#!并上调
;

R'

'

L

F

BL

'

U>a

的表达"

!

$

%&%$

#!下调
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的表达"
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#!且作用呈现浓度依赖关系&结论
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甘草酸苷可通过线粒体途径诱导肝癌细胞
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肝癌是世界上最常见的癌症之一&目前临床上使用的化疗

药物在杀死癌细胞的同时&也杀死了正常的细胞&给患者造成

了很大痛苦&寻找高效'低毒的药物具有显著意义%病毒引起

的肝硬化'肝炎是肝癌产生的危险因素*

$.1

+

%在治疗慢性病毒

性乙型肝炎的临床研究中发现&复方甘草酸苷有降低肝细胞损

害的作用*

'

+

%亦有研究表明甘草酸苷对急性肝衰竭大鼠模型

具有保护作用*

0
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%本课题考察甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.

--1$

的凋亡诱导作用及其机制&现报道如下%
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材料与方法

!&!

!
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人肝癌细胞
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购于中国科学院上海细

胞库&目录号为
6LTIR1

%复方甘草酸苷注射液&由日本米诺

发源制药株氏会社提供&含甘草酸苷
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后&吸弃上清液&并加入
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振荡摇匀&在酶标仪
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流式细胞术检测
!

按
$&1&$

方法接种&给药
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按照
9,,:a#,].486L

细胞凋亡检测试剂盒说明书的方法进

行操作%用
%&1RQ

的胰蛋白酶*不含乙二胺四乙酸#
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消化细胞&磷酸盐缓冲液#
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碘化丙啶#
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$&混匀后&室温'避光反应
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内进行流式细胞仪检测%
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细胞线粒体膜电位#
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$检测
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按
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方法接种&
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0/C

后&按照
_L.$

法说明书的方法进行操作%用
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胰蛋白酶#不含
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$消化&
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洗涤
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次&离心收集细胞%

将
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稀释成
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孵育
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重新悬浮细胞&流

式细胞仪分析%线粒体膜电位检测采用荧光燃料
_L.$

作为跨

膜电位指示剂%

_L.$

可透过正常细胞膜以单聚体形式聚集细

胞内&并依赖于线粒体跨膜电位的极性&当其浓度增高可形成

多聚体&并发射红色荧光 #

d1

区间$,而细胞发生凋亡时&线粒

体跨膜电位去极化&细胞内
_L.$

浓度降低&就以单体的形式存

在&发射绿色荧光#

d0

区间$%根据这一特征检测线粒体膜电

位的变化%
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分光光度检测试剂

盒说明书的方法进行操作%用
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胰蛋白酶#不含
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次&离心收集细胞%将
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加入细胞中&吹打均匀并置冰上裂解
'%=#,

&每隔
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进行振荡&

0f$%%%%<
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&小心吸取上清液&置
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待测%取
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上清液&检测其中的蛋白浓度%再吸取
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含
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蛋白的细胞裂解上清液&按顺序依次加
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&用酶标仪检测
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处吸光度&计算出每毫

克蛋白相当的
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值%
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检测
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按
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方法接种&收集细胞&用

裂解液裂解细胞&
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离心
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&获得蛋白样

品%

UL9

蛋白定量试剂盒检测蛋白浓度%蛋白变性&

'%

!
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,
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蛋白样品上样&进行十二烷基磺酸钠#

KXK

$凝胶电泳
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&湿

法转膜
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脱脂奶粉封闭&加入一抗#

$i$%%

$
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孵育过夜&三羟甲基氨基甲烷盐酸盐溶液#

6UK6

$洗涤
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次&后

加入二抗#

$iR%%

$室温孵育
$&%

!

$&RC

&

6UK6

洗涤
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次%后

加电化学发光#

2LM

$曝光液在凝胶成像系统中曝光%并用

(

dI>,B#B

F

",:

)软件对蛋白灰度值进行统计分析%
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统计学处理
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采用
KOKK$-&%

统计处理&计量资料用
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表示&组间比较采用
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检验&检验水准
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为差异有统计学意义%
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结
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果
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甘草酸苷对肝癌细胞肝癌细胞
KSLL.--1$

活力的影响
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随着作用浓度的增加&甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.--1$

活

力抑制作用逐渐增强&在
$%%
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时&抑制程度最大&差异

有统计学意义#
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$&见图
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甘草酸苷对肝癌细胞
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凋亡的影响
!

正常肝

癌细胞
KSLL.--1$

中仅有少量的细胞发生早期凋亡和晚期凋

亡,随着给药浓度的增加&早期和晚期凋亡细胞数均显著增加&

与对照组比较差异有统计学意义#
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$&见表
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&与对照组比较%
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甘草酸苷对肝癌细胞
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活力的影响
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甘草酸苷对肝癌细胞
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凋亡的影响%
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&与对照组比较%

图
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!!

甘草酸苷对肝癌细胞
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中

;

R'

及
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F

BL

水平的影响
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!

随着给药浓度的增加&甘草酸苷可显著引起细胞线粒体膜

电位去极化&且作用呈现浓度依赖关系&见表
1

%

"&G

!

甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.--1$

中
L>+

;

>+:.'

'

L>+

;

>+:.

(

活性的影响
!

与对照组相比&随着给药浓度的增加&甘草酸

苷能显著抑制肝癌细胞
KSLL.--1$

中
L>+

;

>+:.'

'

L>+

;

>+:.(

活性&差异均有统计学意义#

!

$

%&%R

$&见表
1

%

"&H

!

甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.--1$

中
;

R'

及
L

F

BL

水平的

影响
!

与对照组相比&随着给药浓度的增加&甘草酸苷能显著

抑制
;

R'

及
L

F

BL

的表达&差异均有统计学意义#

!

$

%&%$

$&见

图
1

%

"&I

!

甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.--1$

中
U>a

'

UE?.1

水平的

影响
!

与对照组相比&随着给药浓度的增加&甘草酸苷能显著

提高
U>a

的表达&下调
UE?.1

的表达&差异均有统计学意义

#

!

$

%&%$

$&见图
'

%

!!

"

!

!

$

%&%$

&与对照组比较%

图
'

!!

甘草酸苷对肝癌细胞
KSLL.--1$

中

U>a

'

UE?.1

水平的影响

#

!

讨
!!

论

肝癌的发生不仅仅因为细胞增殖过度和分化异常&细胞程

序性凋亡减少也可导致其发生%因此通过诱导肿瘤细胞凋亡

使其重新恢复细胞凋亡能力&已成为肿瘤治疗目前的研究热点

之一*

R

+

%乙型肝炎'丙型肝炎病毒感染是肝细胞癌产生的危险

因素之一*

$.1

+

%甘草酸苷具有抗病毒引起的肝炎*

'

+

%因此本文

通过
S66

实验和
9,,:a#,].486L

流式细胞法检测甘草酸苷

对肝癌细胞
KSLL.--1$

的作用&发现一定剂量甘草酸苷能显

著抑制肝癌细胞
KSLL.--1$

活力&诱导肝癌细胞
KSLL.--1$

凋亡%

凋亡途径包括内源性和外源性两个通路&内源性通路由线

粒体途径介导%线粒体是细胞能量代谢的中心&细胞凋亡会使

线粒体功能发生紊乱及障碍&而线粒体功能障碍反之也会促使

自由基大量产生'兴奋性氨基酸大量释放'钙离子超载外&也能

直接诱导细胞凋亡%当含
UE?.1

家族的成员的在接受细胞内

的死亡信号后被激活&会引起线粒体膜通透性明显升高&诱发

L

F

BL

的释放&诱导
L>+

;

>+:.(

的活化激活级联反应%

U>a=5.

J9

表达低下或缺失参与了肝胆管癌的发生'发展过程*

)

+

%

UE?.1

过表达参与了肝癌的发生'发展及转移等过程*

-

+

%通过

线粒体途径及上调
U>a

表达'增加
U>a

"

UE?.1

比率可诱导肝癌

KSSL.--1$

细胞凋亡*

/

+

%当甘草酸苷作用
KSSL.-1$

后&可

提高
U>a

表达&抑制
UE?.1

表达&提示甘草酸苷可通过调节

U>a

'

UE?.1

蛋白表达从而诱导肿瘤细胞凋亡%

L

F

BL

是一种水溶性蛋白&位于线粒体内外膜之间&并与内

膜松弛相连&当线粒体受损后&线粒体通透性转变孔道开放&

L

F

BL

从构建的空隙中进入细胞质中&引起后续的凋亡反应%

线粒体的损伤为线粒体凋亡途径中标志性的指标%

L

F

BL

的表

达是肝癌细胞凋亡的晚期事件*

(

+

%本试验发现&通过一定剂量

甘草酸苷作用肝癌细胞
KSLL.--1$

后&细胞质中
L

F

BL

表达上

升&线粒体去极化显著%

L>+

;

>+:.

家族在程序性细胞死亡过程

中发挥了关键的作用%

L>+

;

>+:.(

是凋亡发生的启动者&而

L>+

;

>+:.'

被认为是
L>+

;

>+:

级联反应中最重要的执行者&活

化的
L>+

;

>+:.'

可以裂解
O95O

进而引起
XJ9

的损伤&还可

以诱导细胞骨架结构重构和瓦解*

$%

+

%

L>+

;

>+:.'

低表达在肝

癌中的发生'发展过程中起着重要作用*

$$

+

%

L>+

;

>+:.(

的高表

达参与了肝癌的发生过程*

$1

+

%本试验也证实肝癌细胞

KSLL.--1$

中
L>+

;

>+:.'

'

L>+

;

>+:.(

活性较低&给予一定剂量

的甘草酸苷能显著抑制
L>+

;

>+:.'

'

L>+

;

>+:.(

活性的上升%

;

R'

在细胞凋亡引起的
XJ9

损伤过程中是一个关键因

素&它是第
$

个被证实的抑癌基因&其产物
;

R'

蛋白存在于正

常的细胞内&参与细胞生长'分化和死亡&与肿瘤的发生密切相

关%研究证实
;

R'

能够引起线粒体介导的
L>+

;

>+:

依赖性凋

亡的发生*

$'

+

%同时
;

R'

能够调节诱导凋亡与抗凋亡基因之间

的平衡&而其激活也是凋亡所需的*

$0

+

%

;

R'

蛋白的低表达是肝

癌细胞低分化&高转移潜能&预后差的生物学标志之一*

$R

+

%通

过提高
;

R'

表达&能一定程度上诱导肝癌细胞
KSLL.--1$

凋

亡*

$)

+

%本试验也发现&肝癌细胞
KSLL.--1$

中
;

R'

低表达&

甘草酸苷作用后&可显著提高
;

R'

表达%

总之&一定剂量的甘草酸苷能诱导肝癌细胞
KSLL.--1$

凋亡&是通过促进细胞线粒体膜电位去极化&上调
;

R'

'

L

F

BL

'

U>a

的表达&下调
UE?.1

的表达来实现%
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