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#摘要$
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目的
!

探讨顺铂联合衣霉素对人大细胞肺癌
=0)%

细胞生长增殖的作用&方法
!
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细胞在体外培养!

@II

方

法检测在不同浓度顺铂单独组及联合作用
10H

对细胞活性的影响&用
EC+<CA,FD"<

法检测
=0)%

细胞内
7DC6OC!76+

9

6+C.'

和
7

N

.

<"7H"LC2

的表达水平&结果
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结果显示顺铂能抑制
=0)%

细胞的增殖并呈现剂量依赖性!同时顺铂可以引起
=0)%

细胞

中凋亡相关蛋白
7DC6OC!76+

9

6+C.'

和
7

N

<"7H"LC2

的表达水平明显的升高!差异有统计学意义"
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%&%4

$&联合衣霉素可以进一

步增加顺铂引起的
=0)%

细胞的增殖抑制作用!同时进一步增加凋亡相关蛋白
7DC6OC!76+

9

6+C.'

和
7

N

<"7H"LC2

的表达!差异有

统计学意义"

!

$

%&%4

$&结论
!

衣霉素可以增加
=0)%

细胞对顺铂的敏感性!从而提高顺铂治疗大细胞肺癌的疗效&
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肺癌高居癌症死亡原因的首位'

$

(

#证据表明肺癌早发现有

利于治疗效果#有助于患者预后'

1

(

)非小细胞肺癌占肺癌的

/%̀

以上)目前临床上对中晚期非小细胞肺癌主要采取化疗

方法'

'

(

)大细胞肺癌作为非小细胞肺癌的一种#通常采用顺铂

作为化疗药物的一种#但大细胞肺癌患者长期使用顺铂#逐渐

地对顺铂产生了耐受性)衣霉素是蛋白
_.

糖基化抑制剂#能

诱导内质网应激#常被作为内质网应激诱导剂'

0.4

(

)本文通过

体外培养
=0)%

细胞#利用分子生物学技术探讨衣霉素在顺铂

诱导
=0)%

细胞凋亡中的作用及其相关机制)

@
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材料与方法

@&@

!

材料
!

本研究所用的大细胞肺癌细胞株
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购自中国

医学科学院细胞库#
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培养基*胎牛血清购自美国
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公司)顺铂$
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&购自
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公司#衣霉素$
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&购自美国
26D[#.
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公司#主要试剂
7DC6OC!76+
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6+C.'

*
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<"7HA"LC2

均购自
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公司)
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&购自德国
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D#
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"AC

公司)
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方法

@&A&@
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细胞培养
!

培养人非小细胞肺癌
=0)%

用含
$%̀

胎牛

血清*青霉素*链霉素各
$%%>

"

LP

的
5]@b$)0%

培养液培

养#置于
'-a

*

4̀ 2X

1

饱和湿度的培养箱中培养)每天换液

$

次#待细胞生长至对数生长期时#用
%&14̀

胰酶进行消化#按

$d0

比例进行传代#待细胞传至第
'

代后进行实验)实验分

组!对照组*顺铂
$%

$

L"D

"

P

组*顺铂
$4

$

L"D

"

P

组*顺铂
1%

$

L"D

"

P

组%联合用药时分组!对照组*衣霉素组*顺铂组$

$4

$

L"D

"

P

&*顺铂$

$4

$

L"D
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P

&

h

衣霉素组)

@&A&A

!

细胞毒性试验
!
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法检测肺癌细胞
=0)%

对
23.

3]

和
I\

的耐受性)将
@II

粉末用
%&%$L"D

"

P][W

配制成

4L

B

"

LP

的工作液%取对数生长期的
:4

细胞#

%&14̀

胰酶消

化后进行细胞计数#混匀后以
$c$%

4

"

LP

密度接种于
()

孔

板#每孔加
$%%

$

P

#

'-a

*

4̀ 2X

1

培养箱中培养
10H

#使细胞

达到生长对数期#给予不同浓度的顺铂#每个浓度设
4

个复孔#

继续培养
10H

后#每孔加入
1%

$

P@II

溶液后继续培养
0H

#

即可弃去孔板内的液体#再每孔加入
$4%

$

P
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&#溶解活细胞内琥珀脱氢酶与
@II

反应生成的甲瓒#放于

平板振荡器上振荡
$%L#,

#酶标仪检测每孔光密度$

M3

&值

$

4-%,L

波长&)测
'

次取平均值#按公式计算细胞存活率)

细胞存活率$

`

&

g

'

:

实验孔
U:

空白孔"$

:

对照孔
U:

空白

孔&(

c$%%̀

#每次实验重复
'

次)

@&A&B

!

EC+<CA,FD"<

检测
!

EC+<CA,FD"<

检测
=0)%

细胞中蛋

白质的表达水平)$

$

&细胞总蛋白的提取!细胞给药作用
10H

后#用胰酶消化收集到离心管中#加入预冷的
][W

$

$LP

&#

$%%%A

"

L#,

#室温离心
1

次)取上清液转移到
$&4LP

离心管

中#混匀后#

0a

#

'%%%A

"

L#,

再次离心)去上清液#每管加入

1%%

#

'%%

$

P5b]:

蛋白裂解液$含
$̀ ]@WZ

&#超声
4+

左右打

碎基因组后
0a

放置
04L#,

$以上全程冰上操作&)之后用
0

a

*

0%%%A

"

L#,

离心#取上清液检测蛋白浓度#按体积比例加

入一定量的
4cP"6!#,

B

[JKKCA

#

(/a

煮沸
$%L#,

使蛋白变性#

然后
'-a

放置
$%L#,

冷却处理后存放在
U1%a

冰箱保存)

$

1

&蛋白上样!按照所检测的蛋白浓度加入不同体积的样品#丙

烯酰胺凝胶电泳对蛋白质进行分离#考马斯亮蓝检测总蛋白表

达水平)待将蛋白水平调至一样水平后#进行目的蛋白表达水

平的检测#丙烯酰胺凝胶电泳结束后将蛋白转移至
];3Z

膜

上#

$%%;

#转膜
$1%L#,

)转膜结束后#用
][WI

清洗数分钟#

放入
4̀

脱脂奶粉封闭
$1%L#,

)封闭结束后#加入相应的一

抗$按照抗体的说明书进行稀释&#孵育过夜#第
1

天加入对应

的二抗 $

$d$%%%

稀释&室温孵育
1H

#洗膜
'

次#

$

次
$4L#,

#

1

次
4L#,

#加
?2P

显色液进行显影#提取结果并用软件分析

数据)

@&B

!

统计学处理
!

采用
W]WW$$&4

软件进行统计学分析处

理#计量资料采用
/G<

表示#各实验组间数据的均值比较采用

6

检验)

EC+<CA,FD"<

结果数据的分析#采用天能图像分析系

统以及
8J6,<#<

N

X,C

软件进行分析处理#以
!

$

%&%4

为差异

有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

顺铂对
=0)%

细胞的生长抑制作用
!

与对照组相比#不

同浓度顺铂组均可导致
=0)%

细胞生存率的下降#差异有统计

学意义$

!

$

%&%4

&#且呈现剂量依赖性#见图
$

)

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较)

图
$

!!

不同浓度顺铂对
=0)%

细胞存活率的影响

A&A

!

顺铂上调
=0)%

细胞的
7DC6OC!76+

9

6+C.'

蛋白的表达
!

EC+<CA,FD"<

进一步检测凋亡的改变#结果表明各浓度顺铂促

使了细胞内
7DC6OC!76+

9

6+C.'

蛋白表达水平上调#差异有统计

学意义$

!

$

%&%4

&#见图
1

)

A&B

!

顺铂上调
=0)%

细胞的
7

N

<"7H"LC2

蛋白的表达
!

EC+<CA,FD"<

进一步检测线粒体凋亡相关蛋白#结果表明各浓

度顺铂组与对照组比较可增加
7

N

<"7HA"LC2

蛋白的表达#差

异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#见图
'

)

A&C

!

衣霉素增强顺铂对
=0)%

细胞的抑制作用
!

@II

结果

显示对照组与衣霉素组相比#两者之间差异无统计学意义

$

!

%

%&%4

&)与顺铂组相比#联合用药组明显抑制了细胞增

殖#差异有统计学意义$

!

$

%&%4

&#见图
0

)

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较)

图
1

!!

不同浓度顺铂对
=0)%

细胞
7DC6OC!76+

9

6+C.'

表达水平的影响

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较)

图
'

!!

不同浓度顺铂对
=0)%

细胞
7

N

<"7HA"LC2

表达水平的影响

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较%

F

!

!

$

%&%4

#与顺铂组比较)

图
0

!!

联合用药对
=0)%

细胞存活率的影响

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较%

F

!

!

$

%&%4

#与顺铂组比较)

图
4

!!

联合用药对
=0)%

细胞
7DC6OC!76+

9

6+C.'

表达水平的影响

A&D

!

联合用药增强了
=0)%

细胞的
7DC6OC!76+

9

6+C.'

蛋白的
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表达
!

对照组与衣霉素组几乎不表达
7DC6OC!76+

9

6+C.'

蛋白#

顺铂组与联合用药组都可增加
7DC6OC!76+

9

6+C.'

蛋白的表达#

其中联合用药组作用更显著#与对照组*衣霉素组相比#顺铂组

与联合用药组差异均有统计学意义$

!

$

%&%4

&#见图
4

)

A&E

!

联合用药增强了
=0)%

细胞的
7

N

<"7H"LC2

蛋白的表达

!

衣霉素组与对照组几乎都不表达
7

N

<"7H"LC2

#而顺铂组及

联合用药组与对照组相比
7

N

<"7H"LC2

的表达增加#且联合用

药组较顺铂组的增强作用更显著#差异均有统计学意义$

!

$

%&%4

&#见图
)

)

!!

6

!

!

$

%&%4

#与对照组比较%

F

!

!

$

%&%4

#与顺铂组及对照组比较)

图
)

!!

联合用药对
=0)%

细胞
7

N

<"7HA"LC2

表达水平的影响

B

!

讨
!!

论

!!

衣霉素是来源于链霉菌的糖核苷酸类似物#在真核生物

中#衣霉素抑制
>3]._.

乙酰氨基葡糖'

)

(

#能促使蛋白质糖链

的合成受阻#妨碍蛋白质糖基化的进程#糖基化也属于表观遗

传学的范畴#糖基化发生的主要部位是在内质网中#对于维持

蛋白质的功能有着非常重要的作用)因此#当蛋白质糖基化不

能正常运行时#会诱导错误折叠蛋白堆积在内质网内#促发内

质网应激#内质网应激本是一种保护机制#但持续过久的内质

网应激最终会导致凋亡'

-

(

)顺铂作为肺癌化疗的经典药物#疗

效确切#但不良反应较大且不良反应呈剂量依赖性#其可以通

过内质网应激途径介导细胞凋亡达到抗肿瘤的作用'

/

(

#所以本

文探讨是否可以通过衣霉素增强内质网应激促使
=0)%

细胞

对顺铂的敏感性#从而提高单用顺铂治疗大细胞肺癌的疗效#

如果两者具有协同增效的作用#可以一定程度上减少顺铂用

量#减少不良反应#提高治疗肺癌的疗效)

活化 的
76+

9

6+C.'

都 能 酶 切 多 聚
:3]

核 糖 聚 合 酶

$

]:5]

&#而
]:5]

是
3_:

修复酶的一种#对于维持细胞的稳

态发挥着重要的作用#

]:5]

被酶切后#失去了原有的活性#加

剧细胞内部的不稳定性#最终导致了细胞凋亡'

(

(

)所以

7DC6OC!76+

9

6+C.'

是检测凋亡重要的指标)

7

N

<"7HA"LC2

是一

种与粒线体内膜有关#结构松散而微小的血红素蛋白)当线粒

体膜完整性受损时#

7

N

<"7HA"LC2

就会从线粒体释放到细胞质

中#从而激活
76+

9

6+C.'

#启动凋亡程序)因此细胞质中
7

N

<".

7HA"LC2

的增多能特异性代表线粒体途径介导的凋亡'

$%.$$

(

)

综上#本文通过衣霉素诱导内质网应激构建了
=0)%

细胞

内质网应激模型#来研究发现内质网应激在顺铂促发
=0)%

细

胞凋亡中的作用)实验结果表明衣霉素不仅可以通过内质网

应激介导的凋亡#也可以通过线粒体途径介导的凋亡#最终诱

导了
=0)%

细胞对顺铂的敏感性的增加#这为衣霉素在将来能

运用到临床上作为顺铂的辅助药物提供了理论基础)但由于

其诱导细胞凋亡的机制比较复杂#可能多种途径并存#很难通

过单一的研究来彻底阐明#还需要详细地探讨衣霉素在诱导人

大细胞肺癌细胞凋亡中的具体机制)
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