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目的
!

探讨二膦酸盐对人骨肉瘤细胞的诱导凋亡作用及其可能的作用机制&方法
!

将人骨肉瘤
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细胞株培

养%传代后将细胞分为两组(二膦酸盐
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干预组%生理盐水空白对照组!孵育
-1K

后!对两组人骨肉瘤
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细胞株行

免疫荧光检测!观察两组细胞中凋亡因子
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E

I+D.'
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AI+

的表达#行流式细胞术检测!观察两组细胞的细胞凋亡率&结果
!

二膦酸

盐作用于人骨肉瘤
@?.)'

细胞株
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后!免疫荧光检测结果可见二膦酸盐
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干预组细胞中凋亡因子
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大

量表达!而生理盐水空白对照组几乎见不到凋亡因子
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的表达#流式细胞术检测结果观察到二膦酸盐
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干

预组细胞的细胞凋亡率为
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!远大于生理盐水空白对照组的细胞凋亡率
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!差异有统计学意义"
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$!存在明显的

诱导凋亡现象&结论
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二膦酸盐对体外人骨肉瘤
@?.)'

细胞株存在很强的诱导凋亡作用&
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骨肉瘤$

W+JD"+I9G"HI

&是一种好发于青少年#发病率高*

恶性程度高*预后差的恶性肿瘤#但目前用于骨肉瘤的化疗药

物缺乏特异性*敏感性#不良反应大'

$.'
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)二膦酸盐$

3#+
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K"+.
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K",IJD+

&最初用于治疗前列腺癌*乳腺癌骨转移的临床治疗#

目前二膦酸盐已成为肿瘤研究的热点药物)二膦酸盐已被实

验证明可对多种恶性肿瘤细胞产生抑制增殖*诱导凋亡的作

用#但其能否对人骨肉瘤细胞产生抑制增殖*诱导凋亡的作用#

以及其机制少见其他方面深入的报道)本文应用二膦酸盐直

接作用于人骨肉瘤细胞#通过免疫荧法检测人骨肉瘤细胞中凋

亡因子
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E

I+D.'

*

AI+

的表达#通过流式细胞术检测细胞凋亡

率#探讨二膦酸盐对人骨肉瘤细胞的诱导凋亡作用及其可能的

作用机制#以期为二膦酸盐应用于骨肉瘤的化疗奠定实验基础

和理论依据)
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培养液#
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冲洗
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次#用
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的胰酶消化
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管反复吹打成单细胞悬液#细胞计数#分瓶培养#取对数生长期

细胞用于实验)细胞每隔
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传代)细胞活力测定!细胞

加入
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内在倒置显微镜下计数细胞

总数和死亡细胞数#镜下观察#死细胞被染成淡蓝色#而活细胞

拒染#以活细胞的百分数代表细胞活力)细胞计数法!采用血

细胞计数法)用乙醇清洁计数板及盖玻片#制备单细胞悬液用

枪头加入微量细胞悬液#不要溢出盖玻片)在显微镜下#用
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倍物镜观察计数板四角大方格中的细胞数#细胞压中线时#只

计数左侧和上方#不计右侧和下方)将计数结果代入公式!细

胞数"毫升原液
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孔板中#并将细胞均分为两

组!二膦酸盐$
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&干预组*生理盐水空白对照组#孵育
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待用)
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免疫荧光检测两组骨肉瘤细胞株
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细胞中凋亡因
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次#滴

入
>:VB

#避光干燥后指甲油封片#荧光显微镜下观察两组人

骨肉瘤
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细胞株中凋亡因子
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的表达情况)
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流式细胞仪检测两组人骨肉瘤
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细胞株的细胞凋亡

率
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分别收集膦酸盐
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的
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流式细胞

仪检测分析)结果判断标准!在双变量流式细胞仪的散点图上#

左下象限显示活细胞$
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&#右上象限是坏死细胞为

$
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"
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&#而右下象限为显现凋亡细胞$
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统计学处理
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统计结果的处理采用
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统计软

件)计数资料用率表示#两组之间比较采用
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1 检验#检验水准
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差异有统计学意义)
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后#免疫荧光检测结果可见二膦酸盐
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干预组细胞中凋亡因子
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大量表达#
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阳性的细胞均发出绿色荧光#细胞核发出蓝色荧光$图
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AI+

阳性的细胞均发出绿色红光$图
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&#细胞核发出蓝色荧光%

而生理盐水空白对照组几乎见不到凋亡因子
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的阳性表达#只能见到细胞核发出的蓝色荧光$图
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二膦酸盐干预组细胞中
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二膦酸盐干预组细胞凋亡图
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流式细胞仪检测两组人骨肉瘤
@?.)'

细胞株的细胞凋

亡率
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二膦酸盐作用于人骨肉瘤
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细胞株
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后#流式
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&#远大于生理盐水空白对照组的细胞凋亡率
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&#差异有统计学意义$
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&#存在明显的诱导

凋亡现象)
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生理盐水空白对照组细胞凋亡图

D

!

讨
!!

论

!!

在临床上骨肉瘤是一种起源于间叶组织的恶性肿瘤#在原

发性骨肿瘤中发病率最高#约占
'8[

#好发于青少年#恶性程

度高#远处转移早#预后差)骨肉瘤细胞的凋亡过程是一个精

确调控的过程#骨肉瘤细胞的凋亡涉及细胞内许多基因的调

控#而某些基因的表达在抑制肿瘤生长*促进骨肉瘤细胞凋亡

方面具有重要意义'
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)骨肉瘤细胞的凋亡受多种凋亡通路的

调控#其中
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和
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系统在这个过程中起最为关

键的作用'
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)细胞的凋亡信号通过细胞膜受体途径$
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&或线粒体途径传导#依次激活起始凋亡途径中的
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E

I+D./
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I+D.(

#继而连锁激活下游转导通路和信号的关

键执行分子
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#最后开启了继而骨肿瘤细胞的启动凋

亡过程'
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本研究结果可见经二膦酸盐作用于人骨肉瘤
@?.)'

细胞

株
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后#细胞中凋亡因子
5I+

E

I+D.'

*

AI+

大量表达#而生理

盐水空白对照组几乎见不到以上两种因子的阳性表达#提示二

膦酸盐可以通过激活人骨肉瘤
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细胞株中的
5I+

E

I+D

和

AI+

"

AI+7

的细胞凋亡信号通路)这与文献'

$'.$0

(的研究结

果相似#他们认为
AI+

基因是骨肉瘤细胞凋亡的关节调控基

因#

AI+

基因在人类染色体
$%

Y

区域#它所产生的小分子属于

神经生长因子"肿瘤坏死因子$

C?A

"

6CA

&的
B

型跨膜受体蛋

白)二膦酸盐可以通过诱导
AI+

来开启细胞程序性死亡的开

始#并在人骨肉瘤细胞内不断将此信号逐级放大#将信号通过

相应受体导入细胞核#从而导致肿瘤细胞的凋亡)这个结果也

被
Î,

N

等'

$8

(所证实#他认为数字
5I+

E

I+D

本质属于天冬氨酸

特异性半胱氨酸蛋白酶#目前有
$0

种
5I+

E

I+D

家族成员发现#

以上
5I+

E

I+D

家族成员均具有蛋白质酶切作用#其中在骨肉瘤

凋亡过程中其最重要的便是
5I+

E

I+D.'

蛋白)

5I+

E

I+D.'

位于

凋亡通路的下游#可被上游的同家族蛋白
5I+

E

I+D./

*

5I+

E

I+D.(

所激活#是细胞凋亡的具体执行者)

本研究结果提示#二膦酸盐作用于人骨肉瘤
@?.)'

细胞

株
-1K

后#细胞中凋亡因子
5I+

E

I+D.'

*

AI+

大量表达#表明在

骨肉瘤细胞的凋亡过程中#

AI+

*

AI+7

和
5I+

E

I+D

家族在细胞

凋亡过程中分别起着发出凋亡死亡信号*感知并转导信号且逐

级放大至细胞内部*接受信号激活级联反应并产生效应等一系

列作用#这与赵意华等'

$)

(的研究结果相同)此系统是细胞凋

亡的最主要途径之一#其中
5I+

E

I+D

蛋白的表达是各种细胞凋

亡机制的最后共同通路#在细胞的信号传递过程中处于重要地

位)因此作者认为药物治疗恶性骨肉瘤过程中#

5I+

E

I+D

和

AI+

"

AI+7

系统的激活是导致骨肉瘤细胞凋亡最关键的一环)

本文研究结果提示#

0%%

%

N

"

H7

的二膦酸盐作用于人骨肉

瘤
@?.)'

细胞株
-1K

后细胞凋亡率为
80&%%[

#表示临床上

实用小剂量的二膦酸盐即可对骨肉瘤有很好的治疗作用#提示

二膦酸盐可作为新一类敏感而有效*且全身不良反应小的药物

应用于临床)因此作者认为这就可以减少以下临床问题!现有

化疗药大多为细胞毒性药物#无特异性#敏感性不高#新辅助化

疗的大剂量长期联合用药不良反应大#容易出现骨髓抑制*心

肌*肾脏*性腺等损害#肿瘤的耐药性等问题没有解决#化疗药

物的敏感性评价较困难等等)而二膦酸盐低剂量即可有很好

的体外骨肉瘤抑制作用#且敏感性高#非细胞毒性药物#全身不

良反应小)

本研究结果显示#二膦酸盐对体外人骨肉瘤
@?.)'

细胞

株存在很强的诱导凋亡作用#且结合二膦酸盐处理后的人骨肉

瘤
@?.)'

细胞株凋亡因子
5I+

E

I+D.'

*

AI+

大量表达#初步证实

二膦酸盐有抑制骨肉瘤细胞生长#促进凋亡的作用%而且作者

认为二膦酸盐是通过上调人骨肉瘤
@?.)'

细胞株中促凋亡基

因
AI+

的表达#所以骨肉瘤细胞中的
AI+

"

AI+7

和
5I+

E

I+D

介

导的死亡信号转导系统则可能是其作用机制之一)

二膦酸盐如果被证实对人骨肉瘤细胞具有诱导凋亡作用#

再结合其亦能抑制因破骨活性增加而导致的骨吸收#那在临床

上即可杀灭肿瘤#又可抑制骨肉瘤的溶骨性破坏#具有以上双

重特点的二膦酸盐将在人骨肉瘤的治疗中具有极高的临床应

用价值)
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一)研究发现#偏头痛发作时颈外静脉血中
5?FV

的含量增

加#但同一时刻肘静脉血中
5?FV

的含量并无明显变化#此现

象提示偏头痛发作时颅内释放
5?FV

增加'

$$

(

)

5?FV

在神经

系统中具有增强突触传递的作用)动物实验发现#脊髓背角突

触后神经元
:@V:

型谷氨酸受体与
5?FV

受体共表达#外源

性给予
5?FV

预处理可以明显增加这些神经元对
:@V:

的

放电频率#同时也发现
5?FV

拮抗剂
5?FV/.'-

可以阻断这种

反应'

$1

(

)当
5?FV

水平升高时#感觉传入信号可能被异常放

大而超过疼痛的阈值#

5?FV

起到传递和扩大痛觉信号的作

用'

$'

(

)另外#

5?FV

在中脑还可以减弱内源性阿片肽的镇痛

效应'

0

(

)本研究发现#都梁软胶囊预防性治疗的偏头痛大鼠中

脑
5?FVHFC:

表达明显低于偏头痛组大鼠#说明都梁软胶

囊预防性治疗可以抑制偏头痛发作时模型大鼠中脑
5?FV

的

基因表达#这样一方面可以减弱
5?FV

对痛觉信息的传递作

用%另一方面可以抵抗
5?FV

对阿片肽镇痛作用的抑制效应)

脑中与痛觉调制相关的脑区均有
55d

存在#动物实验发

现在神经损伤后及摄入阿片后
55d

水平都会上升#提示
55d

是阿片拮抗剂#当
55d

水平升高时#阿片所诱发的镇痛作用便

大大减弱了#但若同时使用
55d

拮抗剂#则阿片的镇痛作用增

强'

0

(

)因此#目前认为
55d

在内源性痛觉调制系统中的作用

主要是拮抗阿片镇痛'

0

#

$0

(

)本研究显示都梁软胶囊对照组大

鼠中脑
55dHFC:

拷贝数明显低于对照组和偏头痛组#说明

都梁软胶囊可以抑制大鼠中脑
55d

的基因表达#都梁软胶囊

下调
55d

的表达会减弱
55d

对阿片镇痛的拮抗作用#从而#

一定程度上增强了内源性阿片肽的镇痛效应)但研究结果并

未发现都梁软胶囊治疗组大鼠中脑
55d

基因表达与对照组及

偏头痛组有显著性差异#说明大鼠偏头痛发作时中脑
55d

基

因表达并未发生明显的下调#考虑与偏头痛病理生理过程复杂

有关#同时也提示都梁软胶囊镇痛机制可能与其调节
55d

的

表达无直接关系)
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