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"摘要#
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目的
!

探究丹参酮
!

2

对髓母细胞瘤
3'0$

细胞的增殖$凋亡及自噬的影响%方法
!

用不同浓度

丹参酮
!

2

"

%

$

%&4

$

$&%

$

1&%

$

4&%5

6

&
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#处理
3'0$

细胞!四甲基偶氮唑蓝"

899

#法检测丹参酮
!

2

对
3'0$

细

胞增殖的影响'流式细胞仪检测丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞凋亡的影响'透射电镜技术观察丹参酮
!

2

对
3'0$

细

胞自噬的影响'
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#$血管内皮生长因子"

CDEF
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轻链
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"
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#和
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蛋白表达变

化%结果
!
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结果显示!随着给药浓度的增加!丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞增殖的抑制作用不断增强!差异有

统计学意义"

!

#

%&%4

#'同一浓度下!随着时间延长!

3'0$

细胞增殖抑制率亦逐渐增加%流式细胞仪结果显示!

丹参酮
!

2

可显著诱导
3'0$

细胞凋亡"

!

#

%&%4

#!随着给药浓度的增加!

3'0$

细胞凋亡率不断增加"

!

#

%&%4

#%透射电镜结果显示!对照组
3'0$

细胞膜完整!染色质呈均匀分布'

4&%5

6

&

7

丹参酮
!
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处理
-1J

后

发现!细胞核染色质浓缩$边缘化!一些细胞明显裂解%

:;+<;=,>?"<

结果显示!随着丹参酮
!

2

浓度的增加!

3'0$

细胞中
59@A

水平差异无统计学意义"

!

$

%&%4

#!
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和
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!
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%&%4

#!
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水平逐渐升高"
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蛋白表达水平逐渐升高"
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髓母细胞瘤是儿童最为常见的颅内肿瘤#占儿童

颅内肿瘤总数的
$1W

#

14W

#一般认为髓母细胞瘤起

源自原始神经胚胎残余上皮细胞#恶性程度非常高#

为
:X@

中枢神经系统
$

级肿瘤&

$.1

'

)髓母细胞瘤侵

袭*转移性很强#易通过脑脊液侵袭至软脑膜#手术切

除后易复发#且对放化疗不敏感#预后极差#因此寻找

治疗髓母细胞瘤的新药物尤为重要&

'

'

)丹参酮
!

2

为中药丹参的重要活性成分#是由乙醇或乙醚从丹参

根中提取出的樱红色针状结晶#临床主要用于心血管

疾病的治疗&

0

'

)近年研究发现#丹参酮
!

2

还具有抗

肿瘤的功效#其对肺癌*肝癌*白血病*乳腺癌等各类

肿瘤细胞均具有毒性作用#能够抑制癌细胞增殖#促

进癌细胞分化*凋亡#抑制癌细胞侵袭*转移#其作用

机制可能与
3Y2

合成被抑制*原癌和凋亡基因表达

异常等有关&

4.)

'

)丹参酮
!

2

对髓母细胞瘤细胞增殖

和凋亡的作用还少见报道)本研究旨在探究丹参酮

!

2

对人髓母细胞瘤
3'0$

细胞增殖*凋亡及自噬的

影响#并检测凋亡与自噬相关蛋白的表达变化#探讨

丹参酮
!

2

治疗髓母细胞瘤的潜在价值#现将结果报

道如下)

>

!

材料与方法

>&>

!

细胞株*试剂与仪器
!

人
3'0$

细胞株购自北京

协和医院细胞库(丹参酮
!

2

磺酸钠注射液$规格!

157Z$%5

6

#批准文号!国药准字
X'$%1144/

%购自

上海第一生化药业有限公司(

A[8T.$)0%

培养基*

%&14W

胰蛋白酶及胎牛血清均购自美国
E#>I"

公司(

2,,;R#,C.FT9G

"

[T

双染法细胞凋亡检测试剂盒购

自成都艾特姆生物科技有限公司(四甲基偶氮唑蓝

$

5;<J

O

?<J#LQ"?

O

?<;<=LQ"?#N5

#

899

%试剂盒购自上

海歌凡生物科技有限公司(一抗兔抗人雷帕霉素靶蛋

白$

5L55L?#L,<L=

6

;<"M=L

B

L5

O

I#,

#

59@A

%*磷酸化

59@A

$

B

.59@A

%*血管内皮生长因子$

KL+IN?L=;,.

!"<J;?#L?

6

="P<JMLI<"=

#

CDEF

%多克隆抗体均购自

H#"P"=?!

生物科技公司(一抗兔抗人微管蛋白
$

轻链

'.

"

"

!

$

5#I="<N>N?;L++"I#L<;!

B

="<;#,$?#

6

J<IJL#,

'.

"

"

!

#

7G'.

"

"

!

%*

H;I?#,$

多克隆抗体及二抗辣根

过氧化物酶标记羊抗兔
T

6

E

均购自美国
\L,<LG=NQ

公司(透射电子显微镜购自日本
]D8.$%$$

公司(

D[.

TG\̂ 7

流式细胞仪购自美国
H;IS5L,G"NJ;

公司)

>&?

!

方法

>&?&>

!

细胞培养
!

将适量
3'0$

细胞置入含
$%W

胎

牛血清的
A[8T.$)0%

培养基$含
$%%_

"

57

青霉素

和
$%%_

"

57

链霉素%中#并在
'-`

*

4W G@

1

*湿度

饱和的恒温箱中培养)

>&?&?

!

899

法检测细胞增殖
!

将
3'0$

细胞用培养

基调整为
4a$%

-

"

7

#按每孔
1%%

%

7

细胞悬液接种至

()

孔板中#培养
10J

后加入丹参酮
!

2

#终浓度依次

为
%

*

%&4

*

$&%

*

1&%

*

4&%5

6

"

7

#设置
)

个复孔#以不加

丹参酮
!

2

的孔作为空白对照(分别在培养
10

*

0/

*

-1J

后#向每孔加入
1%

%

7 899

液&

45

6

"

57

#用磷

酸盐缓冲液$

[H\

%溶解'#在
'-`

*

4W G@

1

恒温箱中

继续培养
0J

后#小心弃去上清液#向每孔加入
$4%

%

7

二甲基亚砜$

38\@

%#摇床振荡
$%5#,

充分溶解

结晶(用酶标分析仪测定
04%,5

波长处各孔的吸光

度$

$

%值#每组重复测定
'

次#求取均值)细胞增殖抑

制率
b

$空白对照组
$

04%,5

V

给药组
$

04%,5

%"空白对

照组
$

04%,5

a$%%W

)

>&?&@

!

流式细胞仪检测细胞凋亡
!

将
3'0$

细胞调

整为
4a$%

-

"

7

#按每孔
1%%

%

7

悬液接种至
()

孔板#

培养
10J

后加入丹参酮
!

2

#终浓度依次为
%

*

%&4

*

$&%

*

1&%

*

4&%5

6

"

7

#设置
)

个复孔(在培养
-1J

后#用

%&%$5"?

"

7[H\

洗涤
1

遍后#收集细胞(用
4%%

%

7

结合

缓冲液重悬细胞#接着加入
4

%

72,,;R#,C.FT9G

#混匀

后避光孵育
$45#,

(用
D[TG\̂ 7

流式细胞仪采集数据#

并用
G;??cN;+<

软件分析凋亡细胞百分率)

>&?&A

!

透射电镜观察细胞自噬
!

将培养的
3'0$

细

胞分为空白对照组和
4&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

(在培养

-1J

后#收集细胞(固定于含
1&4W

戊二醛*

1W

多聚甲

醛的
[H\

中
1J

以上(

%&$5"?

"

7[H\

洗涤(梯度乙

醇脱水(丙酮包埋液包埋(先后置于
'-

*

04

*

)%`

烘箱

中固化(以
4%

#

)%,5

厚度超薄切片(最后在透射电

镜下观察并拍照)

>&?&B

!

:;+<;=,>?"<

检测细胞
59@A

*

B

.59@A

*

CDEF

*

7G'.

"

"

!

和
H;I?#,$

蛋白表达
!

将
3'0$

细

胞调整为
4a$%

-

"

7

#向
()

孔板每孔接种
1%%

%

7

悬

液#待细胞贴壁生长后加入丹参酮
!

2

#终浓度依次为

%

*

%&4

*

$&%

*

1&%

*

4&%5

6

"

7

#设置
)

个复孔(在培养

-1J

后#向对应孔加入适量
[8\F

裂解液#常规提取

细胞蛋白#用
HG2

法定量蛋白并调好浓度)每组取

4%

%

6

蛋白样品与上样缓冲液混合#沸水浴使蛋白变

性(十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

\3\.[2ED

%电

泳(转至聚偏氟乙烯$

[C3F

%膜#置于含
4W

脱脂奶粉

9H\9

溶液避光封闭
$J

(

9H\9

漂洗后#将膜置于一

抗稀释液$

59@A

*

B

.59@A

*

CDEF

均为
$Z$%%

#

7G'.

"

"

!

为
$Z$4%

#

H;I?#,$

为
$Z$%%%

%中#

0`

孵

育过夜(次日早晨
9H\9

漂洗后#置于二抗稀释液

$

$Z4%%%

%中#摇床室温孵育
$J

(

9H\9

漂洗后#发光

液均匀加于膜上#

45#,

后吸去多余溶液#置于暗盒中

曝光*显影*定影)使用
ET\.1%1%

系统扫描并分析蛋

白杂交条带)以
&

.LI<#,

为内参蛋白)

>&@

!

统计学处理
!

利用
\[\\1%&%

统计软件进行数

据处理#计量资料采用
EdB

表示#

5

检验(计数资料用

率描述#采用
!

1 检验)以
!

#

%&%4

为差异有统计学

意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞增殖的影响
!

899

结

果显示#随着给药浓度的增加#丹参酮
!

2

对
3'0$

存

活的抑制作用不断增强#差异有统计学意义$

!

#

%&%4

%(同一丹参酮
!

2

浓度下#随着作用时间延长#

3'0$

细胞增殖抑制率亦逐渐降低#见表
$

)

?&?

!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞凋亡的影响
!

流式细

胞仪结果显示#丹参酮
!

2

可显著诱导
3'0$

细胞凋
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!!

2

!

%5

6

"

7

丹参酮
!

2

(

H

!

%&45

6

"

7

丹参酮
!

2

(

G

!

$&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

(

3

!

1&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

(

D

!

4&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

图
$

!!

丹参酮
!

2

处理
3'0$

细胞
-1J

时流式细胞仪检测结果

亡$

!

#

%&%4

%#随着给药浓度的增加#

3'0$

细胞凋亡

率不断增加$

!

#

%&%4

%#见图
$

)

表
$

!!

不同浓度丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞存活率的

!!!

影响$

EdB

%

W

&

丹参酮
!

2

$

5

6

"

7

%

10J 0/J -1J

% (4&/)d4&1' ('&$-d0&-1 ($&0)d4&)0

%&4 /4&')d$&(-

L

/1&(0d1&'/

L

/$&%-d'&11

L

$&% -)&$0d1&0/

L

-'&$/d'&%4

L

))&04d0&1(

L

1&% 4/&4$d1&10

L

4)&$'d1&$)

L

0(&$1d'&%-

L

4&% 0/&14d$&'4

L

01&/0d1&$'

L

'/&0(d0&%)

L

!!

L

!

!

#

%&%4

#与丹参酮
!

2%5

6

"

7

比较

?&@

!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞自噬的影响
!

透射电

镜结果显示#对照组
3'0$

细胞膜完整#染色质呈均匀

分布(

4&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

处理
-1J

时发现#细胞核

染色质浓缩*边缘化#一些细胞明显裂解#细胞质中可

见空泡结构#见图
1

)

!!

2

!

%5

6

"

7

丹参酮
!

2

(

H

!

4&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

图
1

!!

丹参酮
!

2

处理
3'0$

细胞
-1J

时

透射电镜检测结果

?&A

!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞
59@A

*

B

.59@A

*

CDEF

表达的影响
!

:;+<;=,>?"<

结果显示#随着丹

参酮
!

2

浓度的增加#

3'0$

细胞中
59@A

蛋白表达

水平变化不明显$

!

$

%&%4

%#

B

.59@A

和
CDEF

蛋白

表达水平逐渐降低$

!

#

%&%4

%#见图
'

*表
1

)

图
'

!!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞中
59@A

'

B

.59@A

'

CDEF

表达的影响

表
1

!!

3'0$

细胞中
59@A

'

B

.59@A

'

CDEF

蛋白相对

!!!

表达灰度值$

EdB

&

丹参酮
!

2

$

5

6

"

7

%

59@A

B

.59@A CDEF

% %&04'd%&%'/ %&)%/d%&%'0 %&')0d%&%10

%&4 %&'()d%&%'1 %&010d%&%1/

L

%&1/)d%&%1%

L

$&% %&0'-d%&%04 %&1$-d%&%1'

L

%&$/'d%&%$4

L

1&% %&0-1d%&%4' %&$40d%&%$-

L

%&$%)d%&%$1

L

4&% %&0/$d%&%0- %&$1$d%&%%(

L

%&%)0d%&%%/

L

!!

L

!

!

#

%&%4

#与丹参酮
!

2%5

6

"

7

比较(以
&

.LI<#,

作为内参基因

图
0

!!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞中自噬相关蛋白
H;I?#,$

'

7G'.

"

(

!

表达的影响

?&B

!

丹参酮
!

2

对
3'0$

细胞
7G'.

"

"

!

*

H;I?#,$

表

达的影响
!

:;+<;=,>?"<

结果显示#随着丹参酮
!
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浓度的增加#

3'0$

细胞中
7G'.

"

蛋白表达水平逐渐

降低$

!

#

%&%4

%#

7G'.

!

蛋白表达水平逐渐升高$

!

#

%&%4

%#

H;I?#,$

蛋白表达水平逐渐升高$

!

#

%&%4

%)

见图
0

*表
'

)

表
'

!!

3'0$

细胞中
7G'.

"

(

!

'

H;I?#,$

蛋白相对

!!!

表达灰度值$

EdB

&

丹参酮
!

2

$

5

6

"

7

%

7G'.

"

7G'.

!

H;I?#,$

% %&/1)d%&%'- %&%0'd%&%%- %&1))d%&%11

%&4 %&-44d%&%'0

L

%&$1%d%&%$0

L

%&'-1d%&%1)

L

$&% %&)-(d%&%0$

L

%&$(/d%&%14

L

%&0('d%&%10

L

1&% %&'04d%&%14

L

%&'/-d%&%'1

L

%&)-)d%&%'/

L

4&% %&$/)d%&%$-

L

%&)$0d%&%0)

L

%&/)(d%&%04

L

!!

L

!

!

#

%&%4

#与丹参酮
!

2%5

6

"

7

比较(以
&

.LI<#,

作为内参基因

@

!

讨
!!

论

!!

丹参酮
!

2

是从中药丹参中提取出的脂溶性物

质#可抵抗多类肿瘤细胞#近年该药物的抗癌机制研

究成为基础医学领域的研究热点)丹参酮
!

2

能够

从多方面发挥抑瘤作用!阻滞肿瘤细胞周期#抑制肿

瘤细胞增殖*转移*侵袭#诱导肿瘤细胞分化*凋亡#降

低肿瘤细胞黏性#以及诱导肿瘤细胞自噬#但其具体

调控机制还需深入研究&

-.(

'

)

本研究结果显示#随着给药浓度的增加#丹参酮

!

2

对
3'0$

细胞增殖*凋亡的抑制作用不断增强#而

且同一浓度下#随着时间延长#

3'0$

细胞增殖*凋亡

抑制率亦逐渐增加#说明丹参酮
!

2

可抑制
3'0$

细

胞增殖*诱导
3'0$

细胞凋亡)

59@A

是最初从酵母

中发现的丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#随后发现其在哺

乳动物中也广泛存在#有助于细胞检测周围营养物质

而调控细胞的增殖*生长和代谢)在人体内#

59@A

作为分子传感器#使细胞对正常或极端的内环境做出

正确应答&

$%.$1

'

)有关研究发现#

59@A

信号通路主要

调控细胞周期
E

$

期相关蛋白的合成#与多类恶性肿

瘤的生长*增殖*分化*凋亡等关系密切#起着重要的

调控作用#

59@A

被过度磷酸化激活后可导致癌症发

生#故抑制
59@A

通路能阻滞细胞周期进展#从而促

进细胞凋亡&

$'.$0

'

)本研究
:;+<;=,>?"<

结果显示#随

着丹参酮
!

2

浓度的增加#

3'0$

细胞中
59@A

蛋白

表达水平变化不明显#

59@A

蛋白的磷酸化水平逐渐

降低#说明丹参酮
!

2

对
59@A

蛋白表达无明显作

用#但可抑制
59@A

蛋白的磷酸化)肿瘤血管不断

新生是肿瘤生长*迁移的关键#

CDEF

为很常见的血

管生长促进因子&

$4.$)

'

)本研究发现#随着丹参酮
!

2

浓度的增加#

3'0$

细胞中
CDEF

蛋白表达水平逐渐

降低#说明丹参酮
!

2

可能通过抑制
CDEF

相关通路

而促进
3'0$

细胞凋亡)

自噬能消化构型异常的蛋白质*多余或受损的细

胞器为细胞提供养分与能量#是真核细胞特有的保护

机制&

$-

'

)大量研究表明#自噬与肿瘤*感染*神经退

化*炎症等疾病的发生*发展过程有关&

$/

'

)本研究透

射电镜结果显示#对照组
3'0$

细胞膜完整#染色质呈

均匀分布(

4&%5

6

"

7

丹参酮
!

2

处理
-1J

时发现#细

胞核染色质浓缩*边缘化#一些细胞明显裂解#说明丹

参酮
!

2

可促进
3'0$

细胞自噬)自噬相关蛋白
7G'

在进化过程中高度保守#为自噬体产生的标志#可特

定地反映出胞内自噬体的多少)

7G'

包括
"

型与
!

型#

7G'.

"

定位在细胞质内#其可与磷脂酰乙醇胺结

合形成
7G'.

!

)

7G'.

!

定位在自噬体膜的表面#参

与自噬体的形成#常被用于衡量细胞自噬的程度&

$(

'

)

H;I?#,$

是首先被发现促进肿瘤细胞自噬的因子#在各

类恶性肿瘤中
H;I?#,$

蛋白表达较正常组织下调#其

杂合子的异常缺失也可能为肿瘤恶化的一个重要原

因&

1%.1$

'

)

:;+<;=,>?"<

结果显示#随着丹参酮
!

2

浓度

的增加#

3'0$

细胞中
7G'.

"

蛋白表达水平逐渐降低#

7G'.

!

蛋白表达水平逐渐升高#

H;I?#,$

蛋白表达水平逐

渐升高#说明丹参酮
!

2

可能通过上调
7G'.

!

*

H;I?#,$

表达和下调
7G'.

"

表达来促进
3'0$

细胞自噬)

综上所述#本研究发现丹参酮
!

2

可抑制髓母细

胞瘤
3'0$

细胞增殖#诱导
3'0$

细胞凋亡#促进
3'0$

细胞自噬#且可能与
B

.59@A

*

CDEF

*

7G'.

"

表达下

调及
7G'.

!

*

H;I?#,$

表达上调有关)然而肿瘤发生*

发展的相关影响因素很多#机制复杂#丹参酮
!

2

对

3'0$

细胞的抑制作用还需继续深入地探究)
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