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&是一种异质性很强的造血干细胞水平

的恶性肿瘤#它属于髓系恶性肿瘤的一个分支'

$
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)其

临床特征有无效造血所致的血细胞减少#高风险向急

性白血病转化)

:Z;

发病率呈逐年上升趋势)由于

绝大多数患者发病年龄较大#因此传统化疗方案和异

基因造血干细胞移植并非广泛适用'
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)早期临床研

究报道了三氧化二砷$
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&可以明显改善
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患

者的血液学反应'
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#鉴于单纯使用
<+

1

[

'

治疗的浓度

偏高#不良反应大#易形成耐药性)一些以
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为

基础的联合治疗用于
:Z;

的尝试也在不断地探索

中'

0.)

(

)事实上#大多数化疗药主要杀灭处于增殖期

白血病细胞)最近有文献报道重组人粒细胞集落刺激

因子$
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&能动员休眠期的白血病干细胞进入细胞
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不同浓度
F.5;=

作用
0/>

对
;T:.$

细胞周期的影响

周期#从而增加它们对化疗药物的敏感性)事实上#

<+

1

[

'

皆有诱导肿瘤细胞进入周期和诱导肿瘤细胞

凋亡的作用#但其具体作用机制未明'
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联合
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细胞有一定的协同
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较
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细胞的抑

制增殖和诱导凋亡作用及其可能的机制#现报道
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材料与方法
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型细胞株#

由江苏省血液研究所保存)细胞用含
$%̀

胎牛血清

的
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购自北京双鹭药业股份有限公司#先用
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浓度$
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细
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1]$%

?

"

48

#置于
0/

孔培养板

$每孔
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&为预处理实验组#以不加
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为空白对照

组#作用
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后收集细胞#
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洗涤
$

次后
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固定过夜)参考细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒说

明书处理细胞#用
=5?%%

流式细胞仪检测)采用
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软件分析细胞周期)实验重复
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孔培养板$每孔
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&#分为实验组*对照组*

空白组#实验组采用
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预处理
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以不加
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白组$仅有
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细胞&加等体积的
92:C$)0%

培

养液#继续培养
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后#每孔加入
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试
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孵育箱内培养
'>

#用酶标仪检

测
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波长处吸光度$

J

&值)每组设
'

个平行孔#

实验重复
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次#并按下列公式计算
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对细胞增殖

抑制率
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$对照孔
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空白孔&
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细胞凋亡的检测
!

细胞处理方法类似于细胞

增殖实验#实验孔和对照孔在加入不同浓度
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作

用
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后#用
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洗涤
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次#按照
<,,JU#,d.=C75
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细胞凋亡检测试剂盒说明书操作#进行流式细胞检

测)总凋亡率
g

早期凋亡率$右下象限&

i

晚期凋亡

率$右上象限&)
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统计学处理
!

采用
;2;;$/&%

软件进行统计学

分析#计量资料以
AbF

表示#对同一样本均数间比较

采用单因素方差分析#两样本均数比较采用独立样本

>

检验#以
!

$

%&%?

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果
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细胞周期分析
!

不同浓度
F.5;=

分别作用于

;T:.$

细胞株
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#
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期细胞比例呈现随
F.5;=

浓

度增加而升高的趋势%尽管
;

期比例在
$%,

@

"

48F.

5;=

预处理实验组与空白对照组之间的差异无统计

学意义#但是
1%
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48F.5;=

预处理实验组与

空白对照组相比#

;

期细胞比例差异均有统计学意义
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&#见图
$

)选择
1%,

@

"

48F.5;=

预处理作

为联合
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[

'

实验的基础)

A&A
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不同浓度
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[
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和
F.5;=

联合对
;T:.$

细胞

增殖抑制作用
!

采用
55T./

法测定不同浓度
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[
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作用
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后
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细胞增殖抑制率#结果显示
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实验组细胞增殖抑制率均

显著高于对照组$

!

$
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&#见图
1

)
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各组组对
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细胞增殖作用比较

A&B
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F.5;=

联合不同浓度
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对
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细胞凋

亡的影响
!
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胞凋亡率分别为
'&11̀

*

(&''̀
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'(&11̀

#对应浓度

的实验组细胞凋亡率分别为
$-&)-̀

*

0)&%(̀

*

)?&?$̀

%同一浓度
<+
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[

'

的实验组细胞凋亡率均显

著高于对照组$

!

$
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&#见图
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!空白组#
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4"O
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'

浓度对照组$上排&和实

验组$下排&的细胞凋亡图%
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!各组对应的凋亡的比例%

3

!
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图
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各组对
;T:.$

细胞凋亡作用的影响

B
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讨
!!

论
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:Z;

的发病机制目前尚未被阐明#可能与分子

遗传*造血微环境改变*造血干"祖细胞增殖和凋亡紊

乱及抑癌基因甲基化等多因素有关'

(

(

)研究发现细

胞凋亡及增殖的失调被认为是
:Z;

发病机制中重要

组成部分#到晚期则以异常克隆增殖为主#骨髓造血

以高增殖低凋亡为主要表现'
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)作为治疗急性早幼

粒细胞白血病的经典药物
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#低浓度
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&只引起细胞分化#继续增加浓度

则发挥诱导细胞凋亡作用'
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(

)由于
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'

在细胞内

代谢时既消耗了甲基化所需的原料同时又降低了甲

基化转移酶的数量和活性#有可能也发挥着去甲基化

作用)因此#基于
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[

'

单药或者
<+

1

[

'

联合其他

药用于
:Z;

的治疗应运而生#有研究表明!
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可

以增强低浓度
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[
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对
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细胞系的诱导分化作

用'
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)为进一步探讨
F.5;=

与
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在
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细胞

株
;T:.$

中是否也具有协同效应#因此本实验选择

1&?

&

$%&%

!

4"O

"

8<+

1

[

'

为作用于
;T:.$

细胞的

药物浓度#从而为临床上治疗
:Z;

提供新的思路和

方法)

在细胞周期实验中#本研究采用
=5:

检测
F.

5;=

作用
;T:.$

细胞后周期的变化#与对照组相比)

结果显示#

F.5;=

作用
0/>

显示
;

期细胞的比例明

显增高#并随着药物浓度的增加这种作用会越来越明

显#对照组和实验组之间差异具有统计学意义$

!

$

%&%?

&)值得注意的是以往的文献报道
F.5;=

诱导

白血病细胞
;

期比例增加时#

F

%

"

F

$

期比例减少'

$'

(

#

而本研究的结果提示
F.5;=

动员
;

期比例增多时#

F

1

"

:

期比例减少#这可能与细胞株和作用时间不同

等因素有关)而
F.5;=

与
<+

1

[

'

两者联合作用的结

果又将如何- 与对照组相比#实验组对
;T:.$

的增殖

抑制率和诱导凋亡率明显高于对照组#并呈浓度依赖

性#同一浓度的实验组和对照组比较差异有统计学意

义$

!

$

%&%?

&)尽管
<+

1

[

'

对肿瘤细胞有诱导分化

和凋亡的双重作用)而本研究采用
<+

1

[

'

属于高浓

度范围#所以本实验的流式检测范围主要针对其对

;T:.$

的诱导凋亡作用#而未进行分化指标的相关检

测)本研究的
<+

1

[

'

单药诱导的凋亡作用类似于以

往用
<+

1

[

'

单药作用
;T:.$

的研究'

$0

(

#并且#在同

一浓度
<+

1

[

'

作用下#联合
1%,

@

"

48

的
F.5;=

所产

生的抑制增殖和诱导凋亡作用均较单独使用同浓度

<+

1

[

'

明显增强$

!

$

%&%?

&)由此推断#

F.5;=

联合

<+

1

[

'

可能是通过招募静息期的白血病细胞进入
;

期#从而增加
;T:.$

细胞对
<+

1

[

'

治疗的敏感性)

临床上#

F.5;=

或者
<+

1

[

'

在
:Z;

患者中的应

用具有较好的耐受性)由于
:Z;

疾病具有极大的异

质性#包括
:Z;

的不同分型白血病细胞表达
F.5;=

受体存在差异'

$?

(

#因此#本实验的结果还需要在
:Z;

的不同细胞株中进行验证)此外#临床上关于预激的

时间不完全统一#在本实验中#尽管
F.5;=

对
;T:.$

细胞的
;

期转化的最佳时间是
0/>

#考虑到后续
F.

5;=

和
<+

1

[

'

共同作用的时间还有
0/>

#所以本实验

选择
F.5;=

预激作用
10>

的基础上加
<+

1

[

'

继续作

用
0/>

#这样的序贯加药的时间与以往文献报道的预

激方案相似'

$)

(

)最后#本实验只涉及
<+

1

[

'

联合
F.

5;=

对
;T:.$

对增殖和凋亡的影响#其实
<+

1

[

'

本

身也影响白血病干细胞的细胞周期'

/

(

#而且相互作用

的分子和信号通路尚不明确)所以关于
F.5;=

和

<+

1

[

'

对
;T:.$

的协同作用还需要在体外实验和临

床应用中进一步探讨'

$-

(

)

综上所述#

1%,

@

"

48

的
F.5;=

可以增强高浓度

<+

1

[

'

对
:Z;

细胞系
;T:.$

的诱导凋亡作用)机

制可能与
F.5;=

转化细胞周期有关#提高白血病细

胞对
<+

1

[

'

抑制增殖和诱导凋亡的敏感性)当然#这

还需要进一步研究加以证实)同时#这也是中药现代

化的重要内容#具有重要的理论意义和潜在的临床应

用价值)
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