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#摘要$
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目的
!

探讨不同化疗方案对
7[

)

H

细胞淋巴瘤细胞株"

E7[,

#的抑制率!并对其可能的相关机制进行研究$方法

!

应用四甲基偶氮唑盐"

fHH

#法%流式细胞仪检测%琼脂糖凝胶电泳检测等方法!研究不同化疗药物对
E7[,

细胞的诱导凋亡作

用&蛋白印迹法检测自噬蛋白
C@9K(/1!

%

G<+

)

表达!流式细胞仪检测细胞凋亡情况$结果
!

作用肿瘤细胞
$#:

的各药物的抑制率

与
2$:

所得的抑制率相比!差异有统计学意义"

!

"

)*)3

#&作用
02:

的各药物抑制率与作用
$#:

相比!差异无统计学意义"

!

#

)*)3

#$

$

组化疗方案抑制率由高到低为*长春瑞滨
_

表柔比星%多西他赛
_

表柔比星%多西他赛
_

多柔比星%长春瑞滨
_

多柔比

星&从实验组细胞中提取的
Y76

经电泳!紫外灯下可见'梯状带($进行蛋白印迹法及流式细胞仪检测!抗肿瘤药物联合自噬抑

制剂使自噬蛋白下调!细胞凋亡与对照组比较差异有统计学意义"

!

"

)*)3

#$结论
!

长春瑞滨联合表柔比星诱导
E7[,

细胞凋

亡作用最佳!

+1f6

抑制
E7[,

细胞对化疗药物保护性自噬反应!增加
E7[,

细胞对抗肿瘤药物细胞毒杀伤作用的敏感性$
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结外
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H

细胞淋巴瘤是
VA`

!

2))#

年"对于淋巴和造

血组织肿瘤分类中的一个独立类型#属于非霍奇金淋巴瘤的一

种少见类型#占
7AG

的
2X

!

!)X

$亚洲和南美洲发病率较

高#约占总发病人数的
0)X

#欧美发病约占
2!X

'

!

(

$

7[

&

H

细胞淋巴瘤对传统治疗侵袭性
7AG

的
<A ;̀

方

案不敏感#或短暂缓解后很快复发$国内外治疗结外
7[

&

H

细胞淋巴瘤研究显示#含左旋门冬酰胺酶!

G16E;

"的化疗方

案显示出较好的疗效#应用
G16E;

治疗
<A ;̀

方案无效及耐

药病例取得一定疗效#完全缓解率约
3)X

'

2

(

$本研究拟采用

四甲基偶氮唑盐!

fHH

"法检测不同化疗药物及化疗药物组合

方案对肿瘤细胞的抑制率#流式细胞仪检测细胞凋亡#凝胶电

泳检测凋亡梯度#同时抑制自噬后研究自噬对抗肿瘤药物诱导

7[

&

H

细胞淋巴瘤细胞凋亡作用#为
7[

&

H

细胞淋巴瘤临床

化疗方案的选择提供实验室依据$

@
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材料与方法

@*@

!

材料
!

7[

&

H

细胞淋巴瘤细胞株!

E7[,

#常州贝源鑫生

物科技有限公司"#

fHH

!美国
(/I(8F'

5

@/

公司"#

6̂<Ee?/8?

5

@

流式细胞仪 !美国
CY

公司"#数码相机!美国
C@TP?/<'OK8@F

#0$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期

$

基金项目!贵阳市科技计划项目!筑科合同'

2)!3!))!

(社
3,

号"$

!!

作者简介!赵文娜!

!""!%

"#在读硕士#主要从事血液*淋巴系统疾

病研究$

!

'

!

通讯作者#

R1P?(K

%

NOK(.:@/

5B

(

$

!,+*9'P

$



公司"#荧光显微镜!日本
K̀

B

P

M

O.

公司"#倒置相差生物显微

镜 !日本
K̀

B

P

M

O.

公司"#酶标仪!美国
C4̀1=6Y

公司"#二氧

化碳培养箱 !美国
H:@FP'

公司"$

@*A

!

方法

@*A*@

!

细胞培养
!

取冻存细胞迅速放入
+0b

水浴箱中摇动

使其快速融化#转入已装
$PG

培养基的培养瓶中并放入含

3X <̀

2

的
+0b

恒温培养箱中培养$当培养瓶中细胞汇合达

到
#)X

左右时#可传代$

@*A*A

!

实验分组
!

!+

个药物组#每种药物设
)*3)d

终浓度*

)*03d

终浓度和
!*))d

终浓度
+

个处理组#检测单药处理细

胞
2$

*

$#

*

02:

的细胞抑制率$选单药敏感的药物组合
2

!

+

方案#各方案中药物设
)*23d

终浓度*

)*3)d

终浓度*

!*))d

终浓度
+

组#检测化疗药物组合方案处理细胞的细胞抑制率*

凋亡率和凋亡梯度$据所得敏感药物组合方案#设空白对照

组*长春瑞滨!

!)P

5

&

G

"

_

表柔比星!

!P

5

&

G

"组*

+1

甲基腺嘌

呤!

+1f63PP'K

&

G

"组和长春瑞滨!

!)P

5

&

G

"

_

表柔比星!

!

P

5

&

G

"

_+1f6

!

3PP'K

&

G

"组#检测药物组合方案处理的细胞

凋亡率及自噬相关蛋白表达水平$

@*A*B

!

细胞增殖抑制试验
!

取对数期
E7[,

细胞#稀释至
!d

!)

3 个&
PG

#接种于
",

孔板中$所有药物按说明书溶解成工作

液$每种浓度的药物设
3

个复孔#培养
2$

!

$#:

后#每孔各加

入
3)

#

GfHH

#于
+0b

恒温培养箱中培养
$:

$将
",

孔板
!

)))F

&

P(/

离心
3P(/

#各加入
!3)

#

G

二甲基亚砜!

YfÈ

"#低

速振动
3P(/

$自动酶标仪调零#检测在
30")/P

处吸光度值

!

8

值"$抑制率
]

!

!%

实验组
8

值&对照组
8

值"

d!))X

$

同样方法检测化疗药物组合方案对
E7[,

细胞的抑制率$

@*A*C

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

取对数生长期的
E7[,

细

胞#调整细胞浓度为
3d!)

3

&

PG

接种于
,

孔板中培养#收集不

同药物组作用的细胞#用预冷磷酸盐缓冲液!

;CE

"洗涤
2

次#

离心弃上清液#分别加入
4̂H9

标记的
6//@L(/e

和
;4

#按试剂

盒说明进行#流式细胞仪检测各组细胞的荧光强度!激发波长

$##/P

#收集波长
,+)/P

"#得出各组细胞的凋亡百分比$

@*A*D

!

琼脂糖凝胶电泳检测凋亡梯度
!

收集不同药物组作用

2$

!

$#:

的细胞#进行裂解细胞#结合
Y76

#漂洗
Y76

#洗脱

Y76

等步骤提取
Y76

#溶于
!))

#

GHR

缓冲液中备用$制备

凝胶板#加样后置入电泳池#电泳
+)P(/

后取出凝胶板$紫外

灯下观察凝胶板$

@*A*M

!

蛋白印迹法检测自噬蛋白
!

取对数生长期
E7[,

细

胞#分组加药处理细胞
2$:

后进行后续操作$裂解细胞#提取

$

组细胞的蛋白#蛋白定量后#进行十二烷基硫酸钠
1

聚丙烯酰

胺凝胶电泳!

EYE1;6WR

"*转膜*抗体封闭*洗膜*孵育一抗和

二抗#采用
R<G*

M

KO.

试剂盒曝光后显影#后期经过数码成像

分析系统软件对图片进行扫描#以
%

1

肌动蛋白!

%

1?98(/

"作为内

参照#应用
(P?

5

@>

软件分析灰度值$计算各蛋白与
%

1?98(/

的

比值$实验重复
+

次$

@*B

!

统计学处理
!

应用
E;EE!0*)

统计软件$计量资料用

?\7

表示#采用
!

2 检验#组间两两比较采用
E7[

检验#

!

"

)*)3

为差异有统计学意义$

A

!

结
!!

果

A*@

!

!+

种化疗药物对
7[

&

H

细胞淋巴瘤细胞的体外抑制作

用
!

作用肿瘤细胞
$#:

所得的各药物检测抑制率中异环磷酰

胺抑制率最低$与异环磷酰胺相比#同一浓度的长春瑞滨*表

柔比星*多西他赛*多柔比星*阿糖胞苷*美罗华*吉西他滨*门

冬酰胺差异有统计学意义!

!

"

)*)3

"$作用肿瘤细胞
$#:

的

各药物的抑制率与
2$:

所得的抑制率相比#差异有统计学意

义!

!

"

)*)3

")作用
02:

的各药物抑制率与作用
$#:

所得的

抑制率相比#差异无统计学意义!

!

#

)*)3

"$见表
!

*图
!

$

A*A

!

组合方案

A*A*@

!

组合方案的设计
!

根据单药体外试验的敏感性及药物

对肿瘤细胞周期特异性#设计以下
$

种组合方案$

6

%长春瑞

滨
_

表柔比星*

C

%长春瑞滨
_

多柔比星*

<

%多西他赛
_

表柔比

星*

Y

%多西他赛
_

多柔比星$在设定的单药药物浓度中#作用

肿瘤细胞
$#:

抑制率最佳#故将
$

种组合方案的体外试抑制

时间定为
$#:

$

A*A*A

!

$

种组合方案的体外抑制作用
!

见表
2

$

表
!

!!

!+

种化疗药对
7[

'

H

细胞淋巴瘤细胞的体外抑制作用%

?\7

&

X

(

药物
2$:

)*3)d

终浓度
)*03d

终浓度
!*))d

终浓度

$#:

)*3)d

终浓度
)*03d

终浓度
!*))d

终浓度

02:

)*3)d

终浓度
)*03d

终浓度
!*))d

终浓度

表柔比星
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长春新碱
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门冬酰胺
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!+*+,\3*2! 2$*0,\,*0$ 2#*!"\3*+# !#*!+\3*,0 2,*++\,*!0 +#*0+\3*2, +2*$0\$*$3 +3*#,\2*+" +0*3$\+*#2

"0$+

重庆医学
2)!,

年
"

月第
$3

卷第
23

期



图
!

!!

单药
$#:

达到中度敏感的药物

表
2

!!

$

种组合方案对
7[

'

H

细胞淋巴瘤细胞的

!!!!

体外抑制作用

药物组合
抑制率!

?\7

#

X

"

)*23d

终浓度
)*3)d

终浓度
!*))d

终浓度

6 $0*#"\#*!+ 3,*3$\#*,$ ,"*#)\,*+$

C 3!*+$\!*0, 3,*#!\2*,3 ,$*,3\+*0+

< $,*0"\3*,! 3$*!!\3*"# ,3*30\3*0#

Y $)*,$\3*3! 3+*,0\3*## ,$*")\0*+!

A*A*B

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

$

组实验的细胞凋亡率#

与对照组相比差异有统计学意义!

!

"

)*)3

"$见图
2

$

图
2

!!

各组
E7[,

细胞的凋亡率情况

A*A*C

!

凝胶电泳检测凋亡梯度
!

本结果显示
$

组细胞中提取

的
Y76

经电泳后#可见特征性的,梯状带-#对照组
Y76

基因

组条带位于加样孔附近$见图
+

$

图
+

!!

凝胶电泳检测凋亡梯度

A*B

!

蛋白印迹法检测自噬相关蛋白
!

化疗药组的
C@9K(/1!

&

%

1

?98(/

比率值显著高于空白对照组和化疗药
_+1f6

组!

/]!$*

3)!

*

22*+,+

#

!

"

)*)3

"$化疗药组的
G<+

)

&

%

1?98(/

比率值显

著高于空白对照组和化疗药
_+1f6

组!

/]0*+#2

*

!+*0+!

#

!

"

)*)3

"$见图
$

!

,

$

A*C

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

+1f6

组*化疗药组的凋亡

率分别为!

,*30\2*32

"

X

*!

!$*$0\!*#"

"

X

显著高于空白对

照组!

2*,)\)*3+

"

X

!

/]!!*023

*

!)*$#$

#

!

"

)*)3

"$化疗药

组的凋亡率!

!$*$0\!*#"

"

X

显著低于化疗药
_+1f6

组

!

$$*!0\)*+#

"

X

!

/]%2,*0!"

#

!

"

)*)3

"$

图
$

!!

蛋白印迹法检测自噬蛋白表达

图
3

!!

免疫印迹法检测
C@9K(/1!

蛋白表达

图
,

!!

免疫印迹法检测
G<+

)

蛋白表达

B

!

讨
!!

论

7[

&

H

细胞淋巴瘤是一种有特殊表现的结外
7AG

#好发

于中青年#发病中位年龄在
$)

岁左右$

<A ;̀

方案是治疗侵

袭性
7AG

的经典方案#但对
7[

&

H

细胞淋巴瘤的疗效欠佳$

文献报道#单纯
<A ;̀

样方案化疗后患者的完全缓解率一般

低于
$)X

#

3

年无失败生存率为
23X

!

$)X

#这可能与其高表

达
;1

糖蛋白导致的多药耐药有关'

+

(

$早期接受放疗的患者具

有较好的局部控制率和远期生存率#但是联合化疗没有提高整

体疗效$随着放疗技术的不断进步#局限期
7[

&

H

细胞淋巴

瘤治疗失败的主要原因已不再是局部复发#而多是肿瘤系统性

播散导致的死亡$因此#化疗起着不容替代的作用$临床上恶

性肿瘤的化疗主要是根据循证医学的研究结果或凭经验采用

较为固定的化疗方案$据统计#常用的化疗药物抗肿瘤治疗的

有效性小于
0)X

#

2)X

!

$)X

的肿瘤患者有可能接受了错误

的化疗药物治疗'

$

(

$因此#预测肿瘤患者对化疗药物的敏感

性#成为提高肿瘤患者化疗疗效*降低多药耐药性产生的必要

前提$

本实验在设定的单药药物体外药敏试验中#长春瑞滨*表

柔比星*多西他赛*多柔比星达到中度敏感$其中长春瑞滨主

要作用是与微管蛋白结合#使细胞在有丝分裂过程中微管形成

障碍$长春瑞滨为周期特异药物#作用近似长春新碱#浓度大

)#$+
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于
!2/P'K

时可阻断
W

2

1f

期#除了对有丝分裂的微管以外#

对轴突微管也有亲和力$多柔比星*表柔比星属于抗生素类抗

肿瘤药$为阿霉素的同分异构体#作用机制是直接嵌入
Y76

核碱对之间#干扰转录过程#阻止
P=76

的形成#从而抑制

Y76

和
=76

的合成$此外#表阿霉素对拓扑异构酶
)

也有

抑制作用$多柔比星*表柔比星为细胞周期非特异性药物#与

阿霉素相比疗效相等或略高#但对心脏的毒性较小$多西他赛

属于周期特异药物#为紫杉类化合物抗肿瘤药#作用机制是加

强微管蛋白聚合作用和抑制微管解聚作用#导致形成稳定的非

功能性微管束#因而破坏肿瘤细胞有丝分裂$

有报道应用门冬酰胺酶治疗
<A ;̀

方案无效及耐药病例

取得显著疗效#治疗的完全缓解率约为
3)X

$本实验中在设

定的单药药物浓度体外抑制试验中#门冬酰胺酶作用肿瘤细胞

2$

*

$#

*

02:

抑制率都未达到中度敏感$其中作用肿瘤细胞
$#

:

的抑制率与作用肿瘤细胞
2$:

所得的抑制率相比#差异有

统计学意义#说明化疗对
E7[,

细胞抑制作用所时间延长而明

显增加)但作用
02:

的抑制率与作用
$#:

所得的抑制率相比#

差异无统计学意义#说明
$#

!

02:

门冬酰胺酶对
E7[,

细胞

抑制作用随时间延长不再增加$分析其原因#作者认为
$#

!

02:

细胞生长进入衰退期#

",

孔板培养基中营养物质消耗殆

尽#代谢产物堆积#酸碱度改变#这些理化因素改变抑制细胞生

长#促进细胞死亡)实验组和对照组的细胞因非实验因素大量

死亡影响了
fHH

结果#致使本实验中门冬酰胺酶作用肿瘤细

胞抑制率未达到中度敏感#最终未能入选组合方案$

本检测结果证明#在设定的单药药物浓度化疗药物诱导

E7[,

细胞凋亡体外试验中#有
$

种药物达到中度敏感%长春

瑞滨*表柔比星*多西他赛*多柔比星$

$

种组合方案#抑制率*

凋亡率由高到低依次为%长春瑞滨
_

表柔比星*多西他赛
_

表

柔比星*多西他赛
_

多柔比星*长春瑞滨
_

多柔比星$从实验

组细胞中提取的
Y76

经电泳#紫外灯下可见特征性的,梯状

带-#对照组
Y76

基因组条带位于加样孔附近#说明被检测的

细胞中有细胞凋亡的存在$

$

种组合方案的体外抑制率较相

同条件下相对应的各个方案中单药的抑制率均有不同程度增

加#体现了药物相互作用之中的协同作用$联合用药的目的是

通过药物联合应用后产生有益的相互作用#包括增强药物疗

效#减弱或减小用药剂量等$

细胞自噬最早由
6.:J'F&

和
;'F8@/

于
!",2

年用电子显微

镜在人的肝细胞中发现#是广泛存在于真核细胞内的一种溶酶

体依赖性降解途径$近年研究表明#自噬过程受一系列复杂信

号分子的调控#调控机制的失调与肿瘤的发生有重要的联

系'

3

(

$

C@9K(/1!

复合物是自噬的主要调控平台#其中包括
C@91

K(/1!

*

C9K12

家族蛋白!能够抑制自噬"*

*

类磷脂酰肌醇
+1

激酶

!

e;E+$

"及
6HW!$G

!自噬所需要的"

R++

'

,

(

$临床研究证实#

自噬相关蛋白
C@9K(/1!

异常表达与进展期肿瘤恶性表型及预

后不良存在关联'

0

(

$人类微管相关蛋白轻链
+

!

G<+

"是哺乳动

物细胞中酵母
6HW#

基因的同源物#

G<+

)

定位于前自噬泡和

自噬泡膜表面#常作为自噬的特异性标志物'

#

(

$目前已经证

明#自噬抑制剂
+1f6

通过抑制
*

型
;4+[

的活性抑制自噬形

成$本结果证明#

+1f6

对
E7[,

细胞的自噬有明显的抑制作

用)长春瑞滨联合表柔比星能引起细胞自噬#并且自噬可以有

效地被
+1f6

抑制#进一步考虑自噬可能与化疗药物诱导细胞

凋亡的作用机制有关$同时#自噬抑制剂
+1f6

可诱导部分

E7[,

细胞凋亡#

+1f6

联合化疗药物诱导
7[

&

H

细胞淋巴瘤

细胞凋亡作用明显强于单用化疗药物$

综上所述#化疗药物长春瑞滨*表柔比星*多西他赛*多柔

比星对
7[

&

H

细胞淋巴瘤细胞有诱导凋亡的作用#其中长春

瑞滨联合表柔比星作用最佳#能增强细胞的自噬#抑制自噬有

利于抗肿瘤药物诱导
7[

&

H

细胞淋巴瘤细胞凋亡作用$
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