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目的
"

观察阿托伐他汀对
W5'$

细胞增殖及凋亡的影响!并探讨其作用机制&方法
"

不同浓度的阿托伐他汀处理

W5'$

细胞!
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法检测细胞增殖*

KAA;,FAU*T3L2

'

V3

双染法检测细胞凋亡*流式细胞仪检测细胞周期*比色法检测半胱氨酸

蛋白水解酶"
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检测
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(程序性死亡因子"

VY2Y5

#

)JRK

的表达&结果
"

阿托伐他汀至浓度

和时间依赖性地抑制
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细胞增殖"
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#并诱导细胞凋亡"
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期细胞百分比
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期细胞百分比下降"
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#*阿托伐他汀以浓度依赖性活化
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#(下调
N!>*$)JRK

表达和上调
VY2Y5)JRK

的表达"
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阿托伐他汀可抑制
W5'$

细胞增殖并诱导其凋亡&
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慢性髓系白血病!
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2MC

"是一种

发生在多能造血干细胞的恶性骨髓增殖性疾病%目前%

2MC

急

变患者治疗效果仍较差%探索对
2MC

急变期有效的新型药物

很有必要#他汀类药物是一类
-*

羟基
*-*

甲基戊二酰辅酶
K

还

原酶抑制剂%主要用于预防和治疗心脑血管疾病#近期研究证

实$他汀类药物对多种实体肿瘤具有抗癌作用-

&

.

#作为第三代

他汀类代表%阿托伐他汀临床应用非常广泛#有研究发现%阿

托伐他汀等可影响
W5'$

细胞的增殖%但具体机制尚不清

楚-

$

.

#因此%本研究以
W5'$

细胞系为实验对象%探讨阿托伐

他汀对其的作用及机制%旨在为阿托伐他汀临床治疗
2MC

急

变提供实验依据#

!

"

材料与方法

!6!

"

材料
"

人
2MC

急变期细胞系
W5'$

细胞由南昌大学第

一附属医院血液科实验室提供#主要实验试剂包括$阿托伐他

汀&

JRK

酶!

JRK<";

"&碘化丙啶!
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"均购自美国
1F

?

)<

公司%
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试剂盒!日本同仁化学研究所"%

KAA;,FAU*T3L2
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试

剂盒!美国
NY

公司"%半胱氨酸蛋白水解酶!
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活性测定试剂盒!碧云天公司"%
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提取试剂盒!

kF<

?

;A

公

司"%

kD<A#!YRK

第一链合成试剂盒!

LF<A

?

;A

公司"%
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M<"#;BMF,

!
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%

LF<A

?

;A

公司"#实验主要仪器为
NY

TK21

流式细胞仪与
M,-%%%V

荧光定量
V2J

仪#

!6"

"

方法

!6"6!

"

细胞培养
"

W5'$

细胞培养于
&%X

胎牛血清!

TN1

"的

JVM3&'4%

培养液中%置于
-0g

&

5X 2:

$

饱和湿度的培养箱

中培养#取对数生长期细胞用于实验#

!6"6"

"

实验分组
"

分为不同浓度阿托伐他汀组!

&$65

&

$56%

和
5%6%

*

)=>
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C

"与阴性对照组!阿托伐他汀
%
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C

"#

!6"6D
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法检测细胞增殖抑制
"

收集对数生长期细胞%

调整细胞浓度为
&h&%

5 个*
)C

#接种细胞!

&h&%

4 个*孔"于

.'

孔板%按上述实验分组加入不同浓度阿托伐他汀%同时设立

空白对照组!无细胞悬液%不加阿托伐他汀"%每组设
-

个重复

孔#置培养箱内分别孵育
$4

&

47

及
0$(

%每孔加入
22W*7

试

剂
$%

*

C

%继续培养
&(

%酶标仪检测各孔吸光度!

#

"值%实验重

复
-

次#细胞增殖抑制率
^&%%X /

-!

#

给药组
/#

空白孔 "*

!

#

阴性对照组
/#

空白孔".
h&%%X

#

!6"6E

"
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双染法检测细胞凋亡率
"

分不同

浓度阿托伐他汀组!即
&$65

&

$56%

和
5%6%

*

)=>

*

C

"与阴性对

照组!阿托伐他汀
%

*

)=>

*

C

"后置培养箱内孵育
0$(

%收集各

组细胞%

4g

预冷磷酸缓冲盐溶液!

VN1

"洗涤细胞
$

次%调整细

胞浓度为
&h&%

' 个*
)C

#加入
5%%

*

C

结合缓冲液%离心弃上

..$

重庆医学
$%&7

年
&

月第
40

卷第
-

期



清%再加入
&%%

*

C

结合缓冲液混匀后%分别加入
5

*

CKAA;,FA

U*T3L2

与
5

*

CV3

%充分混匀)室温避光反应
&5)FA

#最后加

入结合缓冲液
4%%

*

C

%

&(

内流式细胞仪检测细胞凋亡率#
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"

流式细胞仪检测细胞周期
"

分不同浓度阿托伐他汀组

!即
&$65

&

$56%

和
5%6%

*

)=>

*

C

"与阴性对照组!阿托伐他汀
%

*

)=>

*

C

"置培养箱内孵育
0$(

%收集各组细胞%

4g

预冷
VN1

洗涤细胞
$

次%调整细胞浓度为
&h&%

' 个*
)C

%重悬于
%65

)CVN1

%加入
$

"

-)C0%X

预冷乙醇中混匀%

4g

保存过夜#

次日离心弃乙醇%再用
VN1

缓冲液洗涤
$

次%加入
V3

*

JR<";

%

-0g

避光孵育
-%)FA

%流式细胞仪测定细胞周期#
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比色法检测细胞
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活性
"

分不同浓度阿

托伐他汀组!即
&$65

&

$56%

和
5%6%

*

)=>

*

C

"与阴性对照组!阿

托伐他汀
%

*

)=>

*

C

"后置培养箱内孵育
0$(

%收集各组细胞%

调整细胞浓度为
&h&%

' 个*
)C

%提取蛋白后按
NB<HQ=BH

法检

测蛋白水平%调整蛋白水平在
&

"

-)

?

*

)C

范围#最后根据
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O
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&

*7
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*.

活性测定试剂盒说明书%分别检测
!<"

O

<";*-

&

*

7

&

*.

活性#

!6"6H

"f

JL*V2J

检测
N!>*$

及程序性死亡因子!

VY2Y5

"基因

表达
"

分不同浓度阿托伐他汀组!即
$56%

&

5%6%

*

)=>

*

C

"与阴

性对照组!阿托伐他汀
%

*

)=>

*

C

"后置培养箱内孵育
0$(

%收

集各组细胞%调整细胞浓度为
&h&%

0 个*
)C

#用
kF<

?

;A

试剂

盒提取总
JRK

%紫外分光光度法检测
JRK

含量%

K$'%

*

K$7%

在
&67

"

$6%

之间说明
JRK

纯度较好%用于反转录#根据试

剂盒说明配制反转录反应体系%

-0 g

反应
'%)FA

#最后按

1[NJSB;;A

说明书进行荧光定量
V2J

扩增#引物设计$从文

献中检索所需要的
N!>*$

&

VY2Y5

&

&

*<!#FA

基因引物%后进行验

证%通过软件进行评价并选取最优引物%送至上海生物工程公

司合成%见表
&

#

表
&

""

V2J

引物序列和产物长度

基因 引物序列 产物长度!

P

O

"

N!>*$ 5b*S2LK22LKKSKKKKK22LSS*-b &-$

5b*2KKSKKK2KKSSL2KKKSSS*-

VY2Y5 5b*KS2K2LLSLKKKS22LSKKK*-b .'

5b*22LLSLL2LSKLK22LL2L2*-b

&

*<!#FA 5b*LSLSS2KL22K2SKKK2LK2*-b &7$

5b*SSKS2KKLSKL2LLSKL2LL2K*-b

!6"6I

"

琼脂糖电泳检测扩增产物
"

分别取
N!>*$

&

VY2Y5

&

&

*

<!#FA

扩增产物及
YRK

梯状标志%将上样缓冲液和待测
YRK

样品混匀%依次加至加样孔中%电泳结束后观察结果并拍照#

!6D

"

统计学处理
"

采用
1V11&.6%

软件进行数据分析%计量

资料采用
@jJ

表示%数据符合正态性分布及方差齐性分析%多

组比较采用单因素方差分析%组间两两比较采用
1RW*

E

法#

以
!

$

%6%5

为差异有统计学意义#

"

"

结
""

果

"6!

"

阿托伐他汀对
W5'$

细胞增殖的影响
"

&$65

&

$56%

与

5%6%

*

)=>

*

C

浓度阿托伐他汀处理
W5'$

细胞
$4(

后细胞增

殖抑制率分别为!

'6&&j%604

"&!

&$65%j&6$4

"&!

$064'j

&64-

"

X

)

47(

后分别为!

&-604j&6--

"&!

$'6%&j%6'$

"&

!

-.6--j&6.%

"

X

)

0$(

后分别为!

$56$.j&6%7

"&!

-06'7j

&6%4

"&!

5.6$4j%67&

"

X

%均高于同时间段阴性对照组!

!

$

%6%5

"#随作用时间延长%阿托伐他汀对
W5'$

细胞增殖抑制

率亦相应增强!

!

$

%6%5

"#提示阿托伐他汀对
W5'$

细胞增殖

抑制作用呈浓度与时间依赖性%见图
&

#

图
&

""

不同浓度阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
$4

'

47

'

0$(

细胞增殖抑制率

"6"

"

阿托伐他汀对
W5'$

细胞凋亡的影响
"

&$65

&

$56%

与

5%6%

*

)=>

*

C

阿托伐他汀处理
W5'$

细胞
0$(

%细胞凋亡率分

别为!

&46&&j&6&$

"&!

$$67.j%670

"&!

406-5j&64&

"

X

%显著

高于阴性对照组!

4675j%6.&

"

X

!

!

$

%6%&

"%且
-

组浓度阿托

伐他汀的细胞凋亡率组间比较差异有统计学意义!

!

$

%6%&

"%

见图
$

#

"6D

"

阿托伐他汀对
W5'$

细胞周期变化的情况
"

&$65

&

$56%

与
5%6%

*

)=>

*

C

阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
0$(

后%

S

%

*

S

&

期

细胞百分比分别为!

$%6.-j&6-5

"&!

4%6&7j&6%0

"&!

5-6$.j

&6%.

"

X

%显著高于阴性对照组!

&'6-5j%605

"

X

!

!

$

%6%&

")

同样%

-

组
1

期细胞百分比分别为 !

'76$.j%6''

"&!

4.6.7j

&6&4

"&!

-.6%.j%670

"

X

%显著高于阴性对照组 !

0&6&0j

&6$5

"

X

!

!

$

%6%&

"%表明阿托伐他汀呈浓度依赖性诱导
W5'$

细胞阻滞于
S

&

*

1

期%见图
-

#

"6E

"

阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
!<"

O

<";*-

&

*7

&

*.

活性的

变化
"

&$65

&

$56%

与
5%6%

*

)=>

*

C

阿托伐他汀作用
W5'$

细胞

0$(

%与阴性对照组相比较%

!<"

O

<";*-

&

*7

&

*.

活性明显升高%差

异有统计学意义!

!

$

%6%&

"#表明阿托伐他汀可能通过活化

!<"

O

<";*-

&

*7

&

*.

诱导
W5'$

细胞凋亡%见图
4

#

图
$

""

不同浓度阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
0$(

的细胞凋亡率
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图
-

""

不同浓度阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
0$(

的细胞周期变化

"6F

"

阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
N!>*$

及
VY2Y5

基因表达变

化
"

与阴性对照组比较%

$56%

&

5%6%

*

)=>

*

C

阿托伐他汀处理

W5'$

细胞
0$(

%

N!>*$)JRK

分别下降了
$560X

和
5-6'X

!

!

$

%6%&

")而
VY2Y5)JRK

表达分别上升至
56'$0

倍和

&067&5

倍!

!

$

%6%&

"%见图
5

#

图
4

""

不同浓度阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
0$(

后
!<"

O

<";

*-

'

*7

'

*.

相对活性

图
5

""

不同浓度阿托伐他汀作用
W5'$

细胞
N!>*$

'

VY2Y5)JRK

表达变化

D

"

讨
""

论

近年来%

2MC

的治疗从传统的化疗药物到造血干细胞移

植再到酪氨酸激酶抑制剂的应用%其临床疗效得到显著的提

高)然而%

2MC

急变期的患者仍对该类药物存在原发或继发耐

药-

-

.

#因此探索
2MC

急变期新的高效低毒的化疗药物仍非

常有必要#研究发现%他汀类药物可抑制肿瘤细胞增殖%诱导

细胞凋亡或分化%影响细胞周期及信号传导等作用%而对正常

细胞毒副作用不明显-

4

.

#阿托伐他汀作为第三代他汀类的代

表药物%不良反应小%其抗肿瘤作用也逐渐成为研究热点#在

本实验中%阿托伐他汀呈浓度和时间依赖性抑制
W5'$

细胞增

殖%与
NG11CGJ

等-

$

.研究结果相似%提示阿托伐他汀在
W5'$

细胞中具有抗白血病作用#

抗肿瘤药物在影响肿瘤细胞增殖的同时还可诱导细胞凋

亡&导致细胞周期变化#

NZJKRJKL

等-

5

.发现阿托伐他汀可

诱导人胆管癌细胞株的凋亡%同时能提升
!<"

O

<";*-

及
O

$&

的

水平#

K83L9

等-

'

.发现阿托伐他汀通过诱导淋巴瘤细胞凋

亡%发挥抗淋巴瘤的效应#

\:CTG

等-

0

.发现辛伐他汀可抑制

三阴性乳腺癌细胞的增殖和迁移并诱导细胞阻滞于
S

&

*

1

期#

本实验证实$阿托伐他汀呈浓度依赖性的诱导细胞凋亡并阻滞

W5'$

细胞周期于
S

&

*

1

#

!<"

O

<";

家族在细胞凋亡中起关键作

用#

WKRZSZCK

等-

7

.发现氟伐他汀通过提高
!<"

O

<";*-

&

*7

活性%诱导乳腺癌细胞凋亡#在本实验中%阿托伐他汀可激活

!<"

O

<";*-

&

*7

&

*.

的活性%诱导
W5'$

细胞凋亡#

N!>*$

家族在细

胞凋亡中起至关重要作用%其异常表达与
2MC

细胞的恶性增

殖与存活密切相关-

.

.

#

129:3RLZ29

等-

&%

.发现辛伐他汀明

显上调
!<"

O

<";*-

表达%而下调
N!>*$

%诱导子宫内膜癌细胞凋

亡#

\::Y

等-

&&

.发现%高浓度的辛伐他汀可能通过抑制
N!>*$

的表达诱导肿瘤细胞凋亡#

VY2Y5

是一种新的促凋亡基因#

本实验结果发现阿托伐他汀明显下调
N!>*$

%上调
VY2Y5

表达#

综上所述%阿托伐他汀可作为一种潜在的抗白血病药物#

由于本研究属于体外实验%有必要进一步探讨其在体内的抗白

血病效应及与化疗药物的协同作用%这将有望为
2MC

急变期

的患者设计一些靶向新疗法以提高患者生存质量#
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%

$%%0

%

$5

!

5

"$

$0.*$746

-

-

.

RKWKW

%

9:1933L

%

93JK:K6R=̀;>#(;B<

O

;D#F!<

O

*

O

B=<!(#=;B<HF!<#;#

@

B="FA;EFA<";FA(FPF#=BB;"F"#<A#

!(B=AF!)

@

;>=FH>;DE;)F<"#;)!;>>"

-

8

.

62<A!;B1!F

%

$%&%

%

&%&

!

0

"$

&500*&57&6

-

4

.

UKCC3KR:ZRS

%

W:1LKRL3R:ZK

%

W:ZS3K1M

%

;#<>61#<#FA"<AH !<A!;B

-

8

.

6KA#F!<A!;B K

?

;A#" M;H

2(;)

%

$%&4

%

&4

!

5

"$

0%'*0&$6

-

5

.

NZJKRJKLN

%

1GRSSZRVJK3C

%

VJK\KR KK61F)̀*

<"#<#FA<AH<#=B̀<"#<#FA<"FA(FPF#=B"=Q

O

B=>FQ;B<#F=A<AHFA*

HD!;B"=Q<

O

=

O

#="F"FA(D)<A!(=><A

?

F=!<B!FA=)<!;>>"

-

8

.

6

CFQ;1!F

%

$%&'

%

&5-

!

5

"$

4&*4.6

-

'

.

K83L9 L K

%

KRZ U

%

J383L6KA#F#D)=B<AH<

O

=

O

#="F"

O

B=)=#FA

?O

B=

O

;B#F;"=Q<#=B̀<"#<#FA

%

<A

!下转第
-%5

页"

&%-

重庆医学
$%&7

年
&

月第
40

卷第
-

期



统计学意义!

!

$

%6%5

"%而这种差异主要来自两者间复发率明

显的不同#同时本研究也发现了疾病缓解程度的不同也影响

着患者的远期疗效%即达到
2J

但
MJY

阳性和
MJY

阴性两

者间移植后
:1

和
CT1

差异有统计学意义!

!

$

%6%5

"#因此

笔者认为移植前充分有效的化疗促使白血病达到深度缓解!即

MJY

达到阴性"是移植后患者获得长期生存%甚至治愈的基

础#对于有条件移植的患者%笔者主张在适当的时机如
MJY

转阴后及时介入移植%而反对将造血干细胞移植作为反复化疗

复发后所谓'挽救性治疗(手段#

综上所述%

<>>=*912L

治疗
KMC

患者疗效较好%可使多

数患者获得长期生存%在无
9CK

全合供者的情况下%亲缘单

倍体移植是较好的选择#随着移植技术的提高%移植相关死亡

率逐渐降低#因此移植后复发逐渐成为当前面临的首要问题#

包括本课题组在内的多个移植中心均证明了移植前积极有效

的诱导化疗使患者达到更深层次的缓解!

2J

及
MJY

转阴"对

于移植后患者长期生存具有重要意义#
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