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目的
!

研究抑制
4a8.R_E+

对放射照射"

d.?;

I

$后食管鳞癌细胞
W2$%(

自噬蛋白表达和增殖的影响%方法
!

用

a[-00$

抑制
4a8.R_E+

'放射照射处理食管鳞癌细胞
W2$%(

'实验共分为
0

组"对照组&

a[-00$

组&

d.?;

I

组&

d.?;

I

ea[-00$

组$%蛋白免疫印迹"

9@+:@<,NC":

$法检测自噬蛋白
Z@EC#,.$

及
U2'Z

的表达'流式细胞术检测凋亡'四甲基偶氮唑盐"

S55

$法检

测细胞增殖情况%结果
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在
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处理食管鳞癌细胞
W2$%(

后表达降低!

d.?;

I

照射后表达升高%与未处理细

胞"对照组$相比!

d.?;

I

ea[-00$

组
Z@EC#,.$

及
U2'Z

均表达升高!与
d.?;

I

组相比!

d.?;

I

ea[-00$

组
Z@EC#,.$

表达升高%与

对照组相比!

d.?;

I

组及
d.?;

I

ea[-00$

组凋亡率明显增加!差异有统计学意义"
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$%与
d.?;

I

组相比!

d.?;

I

ea[-00$

组细胞凋亡率明显增加%
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结果显示!与对照组相比!

d.?;

I

组及
d.?;
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ea[-00$

组增殖明显被抑制!差异有统计学意义
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$%结论
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抑制
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细胞
4a8.R_E+

蛋白表达后!可促进肿瘤细胞自噬蛋白
Z@EC#,.$

和
U2'Z

表达!促进凋

亡&抑制细胞增殖%
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我国是食管鳞癌高发区#约
(%Q

的食管癌为鳞状细胞

癌&

$

'

#是第四大癌症死亡原因)放疗是食管癌的主要治疗方法

之一#

4a8

双键断裂$

4LZ+

%是放疗造成
4a8

损伤的主要类

型)肿瘤细胞可通过同源重组$

Y?

%和非同源末端连接

$

aYẀ

%对
4LZ+

进行修复&

1

'

#降低放疗敏感性)真核细胞中

4LZ+

主要由
aYẀ

修复#

4a8.R_E+

$
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B
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:#E+GNG,#:

%是
aYẀ

的中心因子#因此可通过抑

制
4a8.R_E+

增加放疗敏感性)

a[-00$

是一种新型的

4a8.R_E+

抑制剂#可抑制
4a8.R_E+

磷酸化&

'

'

#从而抑制

4LZ+

修复&

0.3

'

)自噬是保守的细胞内过程)通过双层膜囊泡

即自噬体与溶酶体融合#实现蛋白质和细胞器的降解)自噬在

肿瘤发生发展过程中可能具有抗肿瘤和促进肿瘤发生的双重
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作用&

).-

'

)药物及放射照射可造成肿瘤细胞
4a8

损伤#并促

进肿瘤细胞自噬现象#但自噬在
4a8

损伤*细胞死亡和增殖

中的作用存在争议&

/.$%

'

)本研究用
d

射线照射诱导
W2$%(

细

胞
4a8

断裂#用
4a8.R_E+

抑制剂
a[-00$

抑制肿瘤细胞

4LZ+

的自我修复过程#检测自噬蛋白表达#探讨阻断食管鳞癌

细胞
4a8

修复对其自噬过程的影响)

=

!

材料与方法

=&=

!

材料与试剂
!

食管鳞癌细胞系
W2$%(

为郑州大学第二

附属医院消化疾病研究所保存(

?SR6.$)0%

细胞培养基*胎牛

血清$

7ZL

%*青链霉素混合液购于上海生工公司(磷酸化
4a8.

R_E+

$

;N$/$(1

%购于英国
8NE;J

(总
4a8.R_E+

$

0)%1L

%*

Z@E.

C#,.$

$

'0(3L

%*

U2'Z

$

1--3L

%*

Y?R

标记的羊抗兔
6

K

V

$

-%-0L

%

购于美国
2@CCL#

K

,;C#,

K

5@ED,"C"

KI

(凋亡检测试剂盒购于美

天旎公司$

$'%.%(1.%31

%)

=&>

!

方法

=&>&=
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细胞培养和处理
!

W2$%(

细胞用
?RS6$)0%

培养基

$含
$%Q

胎牛血清*

$Q

青链霉素%#培养于
'-j

#

3Q 2X

1

培养

箱)细胞生长至对数期时#加入
a[-00$

$

/

"

J"C

"

U

%并进行
d

射线照射)前期预试验结果发现在相同浓度伊立替康作用下#

随着
a[-00$

浓度逐渐增大#对细胞的抑制率也逐渐增大#呈

浓度依赖性#

a[-00$

在
/

"

J"C

"

U

时抑制效应最强#因此本研

究中选
/

"

J"C

"

U

进行细胞处理)照射采用固定源皮距
LL4

照射#照射距离
!

为
$%%EJ

#照射剂量率
)%%S[

"

J#,

#根据本

课题组前期实验结果&

$$

'

#采用一次照射#剂量设为
/V

I

$瑞典

WC@P:;

公司
L

I

,@<

KI

直线加速器%)实验共分为
0

组$对照组*

a[-00$

组*

d.?;

I

组*

d.?;

I

ea[-00$

组%#食管鳞癌
W2$%(

细胞经过
d

射线照射和$或%

a[-00$

处理
10D

后#收集细胞

进行下一步检测)

=&>&>

!

9@+:@<,NC":

检验
!

冰上用蛋白裂解液处理细胞#超

声破碎#离心后取上清液#煮沸
$%J#,

后上样)

B

.4a8.R_E+

*

:.4a8.R_E+

用
3Q

!

$)Q

梯度分离胶电泳#转膜
$1DT13%

J8

)

Z@EC#,.$

及
U2'Z

用
$0Q

分离胶电泳#转膜
1DT13%

J8

)

3Q

牛血清清蛋白$

ZL8

%室温封闭
$D

)一抗
0j

震荡

孵育过夜$

B

.4a8.R_E+

*

:.4a8.R_E+

用
$f'%%%

#

Z@EC#,.$

及

U2'Z

用
$f$%%%

#

(

.;E:#,

为
$f3%%%

%)

5ZL5

洗膜
'

次后二

抗孵育
$D

)再次
5ZL5

洗膜
'

次#

W2U

染色#用
7CG"<2D@J

72'

成像仪采集图像和灰度分析#

(

.;E:#,

作为内参#计算相对

表达量)

=&>&?

!

凋亡检测
!

用
$TZ#,!#,

K

ZGHH@<

对细胞进行清洗并重

悬(加入
8,,@A#, .̂7652

$

$%

"

U

"

$%

) 细胞%#室温避光孵育
$3

J#,

(

$TZ#,!#,

K

ZGHH@<

对细胞进行清洗并重悬(加入碘化丙啶

$

R6

#

3

"

U

"

$%

) 细胞%#上机检测(记录每组
8,,@A#, .̂7652

阳

性细胞所占百分比#分析实验结果)

=&>&B

!

四甲基偶氮唑盐$

S55

%法检测细胞增殖
!

以每孔
3T

$%

' 个细胞将
W2$%(

细胞接种至
()

孔板#过夜培养细胞贴壁

后#分别对细胞进行照射和$或%

a[-00$

处理#每组设置
'

个

复孔(作用
10D

后#用
RZL

对细胞进行清洗#每孔加入
1%%

"

U

培养液和
1%

"

U S55

#培养箱中孵育
0D

(孵育结束后去除

S55

#加入
$3%

"

U

二甲基亚砜$

4SLX

%#摇床缓慢摇
$%J#,

后#在
SGC:#+P;,S_'

酶标仪测定并记录每孔波长
0(%,J

处

的吸光度$

,

%值)细胞存活率
>

$

,

0(%,J

实验组
O,

0(%,J

空白

组%"$

,

0(%,J

对照组
O,

0(%,J

空白组%)

=&?

!

统计学处理
!

用
LRLL11&%

统计软件进行数据分析处

理#计量资料用
K=E

表示#进行正态性和方差齐性检验#采用

单因素方差分析进行组间比较#若方差齐#应用
UL4

法进行多

组间的比较#以
"

#

%&%3

为差异有统计学意义)

>

!

结
!!

果

>&=

!

各组
B

.4a8.R_E+

及
:.4a8.R_E+

的表达比较
!

对磷酸

化和总
4a8.R_E+

的相对表达量进行单因素方差分析发现!

与对照组相比#

a[-00$

组食管鳞癌细胞
W2$%(

中
B

.4a8.

R_E+

表达降低$

"

#

%&%$

%#

d.?;

I

组
B

.4a8.R_E+

表达升高

$

"

#

%&%$

%(与对照组相比#

a[-00$

组
:.4a8.R_E+

表达降

低#

d.?;

I

组
:.4a8.R_E+

表达升高#但差异无统计学意义
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图(
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#与对照组比较

图
$

!!

各组
B

.4a8.R_E+

及
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比较

!!

8

!

9@+:@<,NC":

蛋白条带(

Z

!目的蛋白与
(

.;E:#,

灰度值比值柱形

图(

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较(

N

!

"

#

%&%3

#与
d.?;

I

组比较

图
1

!!

各组
Z@EC#,.$

及
U2'Z

的表达比较

!!

8

!流式散点图(

Z

!细胞凋亡率柱状图(

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比

较(

N

!

"

#

%&%3

#与
d.?;

I

组比较

图
'

!!

不同处理组对食管鳞癌细胞
W2$%(

的细胞凋亡影响

>&>

!

各组自噬蛋白
Z@EC#,.$

及
U2'Z

的表达比较
!

与对照组

(3$$

重庆医学
1%$/

年
'

月第
0-

卷第
(

期



相比#

d.?;

I

ea[-00$

组食管鳞癌细胞
W2$%(

中
Z@EC#,.$

及

U2'Z

表达 升 高 $

"

#

%&%3

%(与
d.?;

I

组 相 比#

d.?;

I

e

a[-00$

组
Z@EC#,.$

表达升高$

"

#

%&%3

%#见图
1

)

>&?

!

细胞凋亡分析
!

与对照组相比#单独
a[-00$

组细胞凋

亡率无明显变化#

d.?;

I

组及
d.?;

I

ea[-00$

组凋亡率明显

增加#差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%)与单独
a[-00$

组和
d.

?;

I

组相比#

d.?;

I

ea[-00$

组细胞凋亡率明显增加$

"

#

%&%3

%#见图
'

)

>&B

!

S55

检测细胞增殖情况比较
!

与对照组相比#单独

a[-00$

组 细 胞 增 殖 无 明 显 变 化#

d.?;

I

组 及
d.?;

I

e

a[-00$

组增殖明显被抑制#差异有统计学意义$

"

#

%&%3

%)

与单独
d.?;

I

组相比#

d.?;

I

ea[-00$

组细胞抑制率明显增

加$

"

#

%&%3

%#见图
0

)

!!

;

!

"

#

%&%3

#与对照组比较(

N

!

"

#

%&%3

#与
d.?;

I

组比较

图
0

!!

不同处理组对食管鳞癌
W2$%(

细胞增殖的影响

?

!

讨
!!

论

!!

电离辐射可造成肿瘤细胞
4LZ+

#肿瘤细胞可通过
Y?

和

aYẀ

两种机制进行修复&

1

'

#这也是肿瘤细胞放疗抵抗的重要

机制之一)

4a8.R_E+

是
aYẀ

的重要成分&

1

'

#其募集与磷

酸化有助于肿瘤细胞通过
aYẀ

进行
4a8

断裂的修复)另

外在
4LZ+

修复中
4a8.R_E+

也参与
4LZ+

诱导的细胞凋

亡&

$1

'

)通过抑制
4a8.R_E+

对
4LZ+

的修复可导致细胞死

亡)

a[-00$

可抑制
4a8.R_E+

#从而抑制
4LZ+

的修复&

'.3

'

)

前期本课题组分别用
%

!

/V

I

作用于
W2$%(

*

5W-

和
W2(-%)

食管癌细胞系#结果表明在
/V

I

时
4a8.R_E+J?a8

升高最

明显#因此将照射剂量定为
/V

I

&

$$

'

)本研究中
9@+:@<,NC":

结果显示#

d.?;

I

照射后食管鳞癌细胞
W2$%(

中
B

.4a8.R_E+

表达升高(

a[-00$

处理后#

B

.4a8.R_E+

则表达降低#且差异

有统计学意义)证实放射照射可诱导
B

.4a8.R_E+

增多#且

a[-00$

可有效抑制
B

.4a8.R_E+

)

:.4a8.R_E+

也有类似的

变化趋势#但统计学分析无明显差异#可能由于
4a8.R_E+

的

功能主要依靠其磷酸化&

'

'

#

a[-00$

主要通过抑制
4a8.R_E+

磷酸化发挥作用)

放射照射可以促进自噬#同时也可诱导
4LZ+

和继发的修

复反应)以往研究均表明在
4a8

受损后#细胞自噬增多&

/.(

'

)

为进一步明确自噬与放射照射引起的
4a8

损伤间的关系#本

研究用
4a8.R_E+

抑制剂
a[-00$

抑制放射照射后
W2$%(

细

胞
4LZ+

修复#通过检测自噬蛋白
Z@EC#,.$

及
U2'Z

表达水平#

观察
W2$%(

细胞自噬情况)结果显示单独放射照射或单独应

用
a[-00$W2$%(

细胞自噬均增多(放射照射联合
a[-00$

作

用
W2$%(

细胞后自噬明显增多#表明放射照射*

a[-00$

及放

射照射联合
a[-00$

均可诱导细胞自噬增多)

自噬在细胞中的作用存在争议#自噬既可诱导受损细胞死

亡#也可对细胞起保护作用&

$'

'

)如自噬持续激活#细胞器和关

键蛋白被耗尽#则导致一种特殊形式的细胞程序性死亡)但当

处于外界压力下如营养缺乏时#自噬则为促进细胞存活的保护

性机制)同样#自噬对放射照射所引起的
4a8

损伤的作用亦

存在争议)研究表明放疗过程中自噬增加或减少均可增强放

疗敏感性&

$'

'

#如放疗联合雷帕霉素*

a[-00$

增加自噬(联合

'.J@:D

I

C;!@,#,@

$

'.S8

%*

N;HC"J

I

E#,8$

$

Z;H.8$

%*

2"J

B

"G,!

2

减少自噬#均可增加放疗敏感性促进细胞死亡&

$0.$/

'

)但放疗

过程中
a[-00$

增加自噬提高放疗敏感性的结果是一致的#研

究表明
a[-00$

可提高结肠癌&

0

'

#乳腺癌&

3

'和前列腺癌&

$(

'的

放疗敏感性#这也与本研究的实验结果相符)细胞凋亡检测发

现#单独放射照射*放射照射联合
a[-00$

均使细胞凋亡明显

增多(且放射照射联合
a[-00$

较单独放射照射细胞凋亡增多

更加明显)

S55

亦得到相似的结果)从而证实
a[-00$

可增

加
W2$%(

细胞放疗敏感性#提高放疗效率)

综上所述#本研究证实
a[-00$

可阻断
W2$%(

细胞放射

照射后
4a8.R_E+

修复通路#抑制
4LZ+

的有效修复#并发现

阻断
W2$%(

细胞放射照射后
4a8.R_E+

修复通路可促进细胞

自噬并抑制细胞增殖)
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