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#摘要$
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目的
!

探讨钾通道阻断剂四乙胺"
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$通过磷脂酰肌醇
'

激酶"
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$#丝氨酸苏氨酸蛋白激酶"

IXM

$信号通路对

人喉癌上皮细胞"

:J

P

.1

$增殖与凋亡的影响%方法
!

将
9GI

作用于
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P
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!用噻唑蓝"
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$法测定
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细胞活性!计算出
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对
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的增殖抑制率)采用
:"J@NJ+M''1=/

染色检测细胞凋亡!用流式细胞仪"
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$法测定
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凋亡率%结果
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接种后!
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细胞增殖抑制率分别达到
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9GI

处理组抑制率和凋亡率都高于未用
9GI

处理的对照组!差异均有

统计学意义"
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$%结论
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9GI

可抑制
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P
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的增殖及体内生长!促进
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P

.1

的凋亡%
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喉癌是一种常见的恶性肿瘤#发病率占全身肿瘤的
$>

#

=>

#其病因尚不十分清楚#症状因癌肿部位而存在较大差

别&

$
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*探索喉细胞癌发生)发展的病理生理机制#寻找有效的

治疗方法是肿瘤外科和耳鼻喉科的一个研究热点*外离子环

境是细胞依赖生存的条件#喉癌细胞上存在着多种类型的钾离

子通道#调节磷脂酰肌醇
'

激酶$
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%"丝氨酸苏氨酸蛋白激

酶$

IXM

%信号通路对咽喉肿瘤细胞的增殖和凋亡有着非常重

要的作用&

1

'

*为了探讨钾通道在喉癌细胞增殖中的作用和机

制#寻找喉癌治疗的新靶点*笔者以体外培养的人喉癌上皮细

胞$
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%为研究对象#

观察钾通道阻滞剂四乙胺$
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细胞增殖和凋亡的影响*
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材料与方法

B&B
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材料

B&B&B
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细胞来源
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细胞株购自中国科学院上海细

胞库*

B&B&C
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药品与试剂
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胎牛血清$
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%购自杭州四季清公司(
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)
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荧光染料)噻唑蓝$
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%)二甲亚砜
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%)胰蛋白酶均购自美国
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公司(流式试剂盒购自

北京中杉金桥生物技术有限公司*其他试剂均为国产分析醇*
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仪器
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倒置显微镜$西安测维光电技

术有限公司%(
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培养箱$上海森信实验仪器有限

公司%(
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荧光显微镜$西安测维光电技术有限
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I9./=/

酶标仪$上海优浦科学仪器有限公司生产%(
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流式细胞仪$
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方法
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细胞株培养
!

在
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饱和湿度的培养箱

中#将所购
:G8.1

细胞株单层接种在含
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的
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培养基中$每
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毫升含
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万
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的庆大霉素%生长#同时以
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胰蛋白酶消化传代*
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细胞生长抑制实验
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采用
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法#取
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长状态良好的
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细胞#预培养
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#细胞贴壁后#设对照

组$不给予
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处理%和不同
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水平处理组$
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%#分别接种于
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块
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孔平底培养板中#每孔
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细胞#在
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)体积分数为
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养
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#然后弃上清液#每孔加入
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研究*
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作用
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后#每孔再加入
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#震荡

$%B#,

摇匀#酶标仪$
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%测吸光度$

9

%值*整个实验

在同样条件下重复
'

次#计算药物作用后细胞的体外生长抑制

率#细胞抑制率$
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$对照组
9

值
[

实验组
9

值%"对照组
9

值
$̀%%>

*随后以时间为横轴#细胞抑制率为纵轴绘制
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的生长抑制率曲线*
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细胞凋亡检测
!

分别收集被不同
9GI

水平处理
()N

后的
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细胞#用磷酸盐缓冲液$
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%洗涤
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次$
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细胞悬液涂于盖玻片上#用新鲜配制
$i'

混合的乙酸"

甲醇固定液固定
$%B#,

#蒸馏水漂洗后#加入
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荧光染色液染色
1%B#,

#用双蒸水洗
'

次#自然晾干后

封片#荧光显微镜下观察细胞形态*凋亡细胞呈染色质高度凝

聚)边集#细胞核裂解为碎块#凋亡小体形成*室温下避光反应

=

#

$=B#,

#在
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上用激发波长
GTa0//,B

#发射波长

GBa='%,B

测试细胞凋亡周期#并计算细胞凋亡率#凋亡

率$
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&实验组凋亡率$
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对照组凋亡率$
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组凋亡率$
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%'*

B&D

!

统计学处理
!

采用
5855$/&%

统计软件进行统计分析#

计量资料以
EH:

表示#多组间比较采用方差分析#两组间比较

采用独立样本
5

检验#以
!
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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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对
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细胞增殖的抑制效应
!
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实验结果显

示#对照组
9

值为
%&/=%H%&%$=

#抑制率为
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*接种
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后

$不同
9GI

水平的处理组%#

9

值和增殖抑制率随药物水平变

化而相应变化#

9GI

为
$BB"C
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D

时#

9

值和增殖抑制率与对

照组很接近(当
9GI

&

=BB"C
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D

时#对
:J

P

.1

细胞的增殖抑

制率明显高于对照组$

!

$

%&%=

%#且
9GI

水平与
9

值成反比#

与增殖抑制率成正比#见表
$

*处理组
0

个不同水平
9GI

培

养后#

:J

P

.1

细胞的生长抑制率随着反应时间延长而增高#且

9GI

水平越高#增幅越大#

:J

P

.1

的生长抑制率曲线见图
$

*

表
$
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0/N

后
9GI

对
:J

P

.1

细胞增殖抑制作用的影响

组别
9

值$

EH:

% 增殖抑制率$
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%

对照组
%&/=%H%&%$= %

9GI

处理组
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#与对照组比较

图
$
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9GI

对
:J

P

.1

细胞的生长抑制率曲线

C&C

!

9GI

对
:J

P

.1

细胞凋亡及周期分布的影响
!

通过光学

显微镜下观察
:J

P

.1

的形态#结果显示!对照组细胞形态良

好)细胞膜完整)细胞核大圆)核仁色深#清晰可见#而
9GI

处

理组的
:J

P

.1

细胞除很少部分继续贴壁外#大部分已死亡)脱

落#且贴壁细胞也出现圆缩)脱落等凋亡趋势*
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荧光染色观察显示#对照组细胞膜完整#细胞质丰富饱满#细胞

核呈现均匀一致的蓝色荧光(

9GI

处理组亮蓝色的细胞核质

浓缩)密度增加#核聚集并破裂成大小不等的碎片#呈典型的凋

亡形态*
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检测
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细胞凋亡率比较#见表
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*

表
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不同水平的
9GI

作用
()N

后
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细胞周期

!!!

分布及凋亡率&
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组别
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细胞周期分布$
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凋亡率
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对照组
0-&=H1&$ '%&/H1&- 1$&-H'&1 '&'-H%&'(

9GI

处理组
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#与对照组比较
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讨
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论

大部分喉癌都属于鳞癌#目前临床上对喉癌的治疗方式早

期主要以放疗为主#晚期多采取手术加化疗的方式&

'
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*随着对

人喉癌
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.1

细胞的生物学特性和分子机制研究的不断深

入#利用生物分子学原理#通过阻隔通道)下调环境去抑制癌细

胞生长#诱导癌细胞凋亡进行抗肿瘤治疗也开始应用到咽喉癌

防治中#且成为喉癌防治的新策略&

0
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*众多研究发现#
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信号参与了肿瘤细胞的增殖)分化)调节和凋亡#与其下游分子

IXM

所组成的信号通路与人类肿瘤的发生)发展)迁移)黏附)

肿瘤血管生成及细胞外基质的降解等都有密切的相关性#以

8<'d
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IXM

信号通路关键分子为靶点#发展小分子药物有效抑

制该通路的高活性的恶性肿瘤治疗策略也在积极探索中&

=.)
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*

近年有研究发现#钾离子通道在肿瘤细胞的增殖和凋亡中

发挥重要作用#不同肿瘤细胞膜存在多种钾离子通道#并调控

肿瘤细胞生长&
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*如果加入钾离子通道阻断剂#可控制肿瘤细

胞的通透性)氧耗)核碎#继而促使癌细胞体积缩小#生理形态

发生改变*同时通过
8='

蛋白残基磷酸化#下调
8<'d
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IXM

通

路活性#抑制肿瘤细胞的生长#减少癌细胞增殖)转移#促进癌

细胞凋亡&

/
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*为了探讨钾离子通道通过下调
8<'d

"
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信号

通路对人喉癌上皮细胞的生长抑制作用#本研究以人喉癌上皮
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为研究对象#选择钾通道阻滞剂
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作为工具药
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率成正比#即
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细胞的作用具有明显
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检测#可以看出
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明显减少#细胞被阻滞于
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而发生
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期阻滞#这正是一种显性负效应&
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亡&

$$.$1

'

*为恶性肿瘤的治疗探寻了新的途径与思路*

综上所述#
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IXM

信号通路与喉癌细胞的生长和转移

潜能有直接关系&
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*通道阻滞剂
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下调
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信号

通路#对人喉癌
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细胞增殖有重要抑制作用#可进一步促

进
:J

P

.1

细胞凋亡#这一观察结果具有分子生物学的理论意
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*当然#要全面应用到临床还需要进一步探索*
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