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目的
!

探讨表没食子儿茶素没食子酸酯"

WF5F
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$细胞系增殖凋亡&周

期的作用机制%方法
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非小细胞肺癌$
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&是临床生存率远不足
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的以肺腺癌细胞和肺鳞状上皮癌细胞的增殖异

常为主要特征的癌症'
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&突变
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治疗没有详

细的研究基础)本研究利用公认的
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的肺腺癌

和肺鳞状上皮癌细胞系#对
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的体外抗
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作用进行探索性研究#分析其对肿瘤细胞增殖*凋亡

的影响及其可能的作用机制)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料与试剂
!

WF5F

购于美国
;#

@

43

公司#胎

牛血清$

=D;

&

92:C$)0%

和
[

L

K#.:W:

培养基购于

美国
F#RG"

公司#

B5C.E$(-?

和
B5C.E?1%

细胞系购

于美国模式培养物保藏所$

<4JM#G3,7

PL

J5QOKQMJ

5"OOJGK#",

#

<755

&)脂质体
8#

L

"NJGK34#,J

7:

'%%%

*

GZB<

合成试剂盒购于美国
7>JM4"

公司#蛋白酶抑

制剂
G"G6K3#O

*磷酸化酶抑制剂*

9C2<

裂解*

5JOO

5"Q,K#,

@

T#K./

$

55T./

&试剂盒*

<,,JU#,d.=C75

"

2C

细胞凋亡检测试剂*

9B3+J<

购自碧云天生物有限公

司&#抗
5

P

GO#,Z$

*

5

P

GO#,W

*

5ZT0

*

5ZT)

购自美国

5JOO;#

@

,3O#,

@

7JG>,"O"

@P

公司#

GOJ3IJM.G3+

L

3+J'

*

GOJ3IJM.G3+

L

3+J(

*

D3U

*

DGO1

购自武汉
L

M"KJ#,KJG>

公

司#

L

)?

*

L

>"+

L

>".

L

)?

*

WF=9

*

L

>"+

L

>".WF=9

$

7

P

M/0?

&*

L

>"+

L

>".<T7

$

;JM0-'

&*

<T7

*

L

>"+

L

>".

W9T

*

W9T

购自于武汉
<RGO",3O

公司)

WF=9+#9.

B<

由广州锐博生物设计合成$

WF=9+#9B<

序列!

5<5<F̂ FF<F5F<<^ 5̂5^

#

5",KM"O+#9B<

序列!

FF<5̂ ^FF< F̂<<F<<< 5̂

&#其他试

剂均为分析纯)

@&A

!

方法

@&A&@

!

细胞培养及
+#9B<

转染
!

B5C.E$(-?

和

B5C.E?1%

细胞以
$%̀ =D;

的
92:C$)0%

培养基在

?̀ 5[

1

#

'- \

条件下培养传代)细胞经消化计数
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孔培养板中#
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培养
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)实验分为
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后孵育
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#收集细胞做蛋白质印迹检测)
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比色法检测细胞增殖
!

细胞增殖实验
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GOJ3IJM.G3+

L

3+J'

*

GOJ3IJM.G3+
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3+J(

*
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*
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>".WF=9

*
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*
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抗体按
$h/%%

比例稀释#内参
R.3GK#,

抗体按
$h

?%%%

比例稀释#

0\

摇床孵育
$)>

后#

7D;7

漂洗后

孵育相应种属的辣根过氧化物酶$

E92

&标记的二抗#

按
$

!

/%%%

比例稀释#室温轻摇孵育
1>

#采用
W58

法

显影)

@&B

!

统计学处理
!

采用
;2;;$(&%

对数据进行统计

分析)每个实验重复
'

次#计量资料用
AbF

表示#各

组间数据进行单因素方差分析#组间比较采用
>

检验#

以
!

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

WF5F

诱导
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞凋

亡
!

WF5F

在不同剂量和作用时间上明显诱导
B5C.
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E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞凋亡$

!

$

%&%?

&#但是#相同

浓度的
WF5F

作用
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
10

>

与作用
0/

*

-1>

相比#凋亡率相当#不同浓度的

WF5F

作用$

%

*
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*

/%

*

$)%
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!
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&

B5C.

E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞相同时间$
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&相

比#差异均无统计学意义$

!

%
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&#见图
$

)

图
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WF5F

抑制
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞凋亡

A&A

!

WF5F

抑制细胞周期及其相关蛋白的表达
!

与

%

!
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"

8WF5F
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1%

*
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*
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*
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*

'1%

!
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"

8

的

WF5F

组
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
F

$

"

F

%

期细

胞比率明显增加#

F

$

"

;

明显减少#

F

1

"

:

起没有明显

的变化)蛋白质印迹法检测结果发现#

WF5F

作用

B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
10>

可以明显抑制

5

P

GO#,Z$

*

5

P

GO#,W

和
5ZT0

"

)

的表达#并且随着浓

度增大蛋白水平逐渐降低#见图
1

)
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!流式细胞术检测细胞周期%

D

!

B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞周

期
F

$

"
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和
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1
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期统计分析%
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检测蛋白水平%

"

!

!

$
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#与空白对照组比较

图
1

!!

WF5F

抑制细胞周期相关蛋白的表达

A&B

!

WF5F

对
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞凋亡

的影响
!

与
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*
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"

8

的
WF5F

处理
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
10>

明显增加凋亡细胞的数量)蛋白免疫印迹

实验证实#

WF5F

明显升高
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞的
GOJ3IJ!.G3+

L

3+J'

和
GOJ3IJ!.G3+

L

3+J(

蛋白水

平#且呈现剂量依赖性增加#见图
'

)

!!

<

!流式细胞术检测细胞凋亡%

D
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_J+KJM,RO"K

检测蛋白水平

图
'
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WF5F

诱导
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞

凋亡及相关蛋白表达

A&C

!

WF5F

对
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
B=.
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"

DGO1

信号通路的影响
!L
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L
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和
DGO1

在

WF5F

组明显降低#

D3U
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量依赖性)

WF5F

通过下调
L
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>".

L
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和下游

DGO1

蛋白表达诱导
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞凋

亡#见图
0

)

图
0
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WF5F

对
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞

B=.
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的影响
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WF5F

对
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞
WF.
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W9T
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信号通路的影响
!

本研究实验结果

证明#
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抑制
WF=9
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位点磷酸化#同
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没

有明显的变化#见图
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和
B5C.E$(-?

细胞
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W9T
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信号通路
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WF5F

对
B5C.E?1%

和
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细胞凋亡诱导效应
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与
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WF=9+#9B<

组
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白的表达明显更低$
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下调
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促进
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对
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和

B5C.E$(-?

细胞凋亡诱导效应
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肿瘤细胞增殖与凋亡的发生*发展涉及多种癌基

因和抑癌基因表达或功能失常'
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(

)研究报道!

WF=9

作为增殖和凋亡调节型受体蛋白#参与多种肿瘤的增

殖与凋亡的多个环节'

$-.$/

(

)它能降低多种肿瘤细胞

的迁移#同时抑制细胞增殖'
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(

)临床研究发现#肺癌

越重#

WF=9

蛋白表达越高'

1%

(

)然而#

WF=9

的突变

与临床药物的敏感性降低有关#这说明
WF=9

在肺癌

的发生于发展中具有重要作用'
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#
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(

)同时有报道称#

WF5F

可以通过调节
WF=9

的表达影响顺铂等药物

对肿瘤的敏感性)因此#

WF5F

可能成为新型的治疗

肿瘤与改善肿瘤耐受性的药物)

本研究中#借助公认的人肺腺癌细胞
B5C.E$(-?

细胞和人肺鳞状上皮癌细胞
B5C.E?1%

细胞#

WF5F

明显抑制
B5C.E$(-?

和
B5C.E?1%
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具有剂量依赖性和时间依赖性)而且#
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明显升

高
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和
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细胞
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染色法表明!
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和
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3+J'
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蛋白有关)
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W9T

信号通路和
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DGO1

信

号通路是细胞内重要的参与细胞增殖*凋亡的信号转

导途径)本研究中
WF5F

明显下调
WF=9

"
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"

W9T

和
B=.6D

"

DGO1

信号通路相关蛋白)因此#
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的抑制
B5C.E$(-?

和
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细胞增殖效

应可能与此两条信号通路有关#并且在
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转染后#相比于只用
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转染的细胞#

WF5F

可以更加明显的抑制
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<T7

"

W9T
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B=.6D
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信号通路相关蛋白)由此可知#下调

WF=9

促进
WF5F

对
B5C.E?1%

和
B5C.E$(-?

细胞

凋亡诱导效应)

综上所述#

WF5F

可以通过下调
WF=9

"

<T7

"

W9T

和
B=.6D

"

DGO1

信号通路促进
B5C.E?1%

和

B5C.E$(-?

细胞凋亡#并抑制细胞增殖)
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