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目的
!

探讨羟喜树碱联合顺铂对骨肉瘤细胞增殖及凋亡的影响%方法
!

培养骨肉瘤
b<̀

细胞%

羟喜树碱实验分为不同浓度组!羟喜树碱联合顺铂实验分为空白组&羟喜树碱组&顺铂组及联合用药组%

99A./

测定各组作用于
b<̀

细胞不同时间后细胞活力的变化#平板克隆检测细胞集落形成的情况#流式细胞术检测

细胞凋亡情况!

FD+GDB,5E"G

检测凋亡相关蛋白表达%结果
!
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细胞的增殖率随着羟喜树碱剂量增加而降

低"

!

$

%&%2

$!细胞集落形成数量呈浓度依赖性减少"

!
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$!细胞凋亡率明显增加"
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表达水平逐渐上升"
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$%与羟喜树碱组&顺铂组相比!联合应用组
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细胞凋亡比例最高!凋

亡相关蛋白
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剪切体&
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表达量最高%结论
!

羟喜树碱在一定程度上能够有效地抑制骨肉瘤的增殖

并诱导细胞凋亡的发生!与顺铂联合用药后效果更明显%
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骨肉瘤是一种常见的骨组织恶性肿瘤#具有发病

率高*恶性程度高*易发生远处转移等特点#早期诊断

和治疗较困难'

$

(

)目前虽然有多种手术及化疗治疗

方式#但总体治疗效果不理想'

1

(

)目前顺铂仍为骨肉

瘤临床治疗常用化疗药#且联合用药对骨肉瘤的治疗

将会取得更好的疗效)近年来发现一些中药制剂对
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骨肉瘤的治疗有一定效果#是目前较为热门的一种新

辅助疗法'

'

(

)羟喜树碱是一种能选择性抑制
S@J

="

L

"$

功能的天然化合物'

0

(

#目前已广泛应用于临床

并取得一定治疗效果)羟喜树碱能够抑制多种恶性

肿瘤细胞#对肝癌*胃癌*白血病'

2./

(等多种肿瘤均有

明显的抑制作用)而羟喜树碱在骨肉瘤的治疗作用

目前仍不清楚#本实验通过一系列体外实验探讨羟喜

树碱对骨肉瘤
b<̀

细胞增殖及凋亡的影响)

@
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材料与方法

@&@

!

细胞与试剂
!

实验所用骨肉瘤细胞系
b<̀

细

胞购自中国典型培养物保藏中心%羟喜树碱$纯度

((&($T

&购自美国
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方法
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细胞培养及分组
!

将骨肉瘤
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细胞培养

于含
$%T

胎牛血清的
S\X\

高糖培养基的
123[

培养瓶中)置于
'-c

*

2T9<

1

的恒温培养箱培养#

使细胞均匀贴壁生长#隔天换液#换液时使用
8Ỳ

清

洗)取对数生长期的细胞进行实验)羟喜树碱单药

实验分为空白组#

$%

*

1%

*

0%

*

/%

#

3"E

"

[

等浓度组)

羟喜树碱联合顺铂实验分为空白组#羟喜树碱组$

0%

#

3"E

"

[

&#顺铂组$

0%

#

3"E

"

[

&及联合用药组$羟喜树

碱
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#
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检测细胞活力
!

胰酶消化细胞后#中

和制备细胞悬液#计数)

()

孔板内每孔接种
2%%%

个

细胞#每组
2

个复孔#按此方法种植
b<̀

细胞于
()

孔板)分别于
10

*

0/

*

-1M

时检测吸光度值$

/

值&)

每孔加入
99A./

工作液
$%%

#

[

#细胞培养箱中孵育

1M

#酶标仪下检测波长
02%,3

处
/

值)

@&A&B

!

平板克隆细胞集落形成实验
!

胰酶消化细

胞#制备单细胞悬液#计数后稀释至
$d$%

' 个"
3[

)

在
)?3

培养皿中加入
$%%%

个细胞#待细胞贴壁后分

别给药)培养
1

周后#以
0T

多聚甲醛固定
'%3#,

#

1T

结晶紫染色
'%3#,

#洗净烘干后拍照)

@&A&C

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

加药处理
10

*

0/

*

-1M

#收集上清液于流式管#

8Ỳ

清洗后加
$3[

不含

XS=J

的胰蛋白酶消化细胞#中和后收集于流式管#

/%%B

"

3#,

离心
23#,

#弃上清液)

8Ỳ

清洗干粉#

/%%

B

"

3#,

离心
23#,

#弃上清液)每组加入
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#
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#在
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中加入
2

#

[ J,,DK#,Z.

6̂=9

*

$%

#
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#混匀%

0c

避光反应
$23#,

%流式细

胞仪上机检测#记录结果)

@&A&D

!

FD+GDB,5E"G

!

提取各实验组细胞的蛋白#通

过电泳*转膜*洗膜#一抗
0c

摇床孵育
$)M

#二抗室

温孵育
$M

#洗膜#在化学发光试剂盒电化学发光

$

X9[

&液中于凝胶成像系统下曝光#以
7J8Sb

为内

参照)

@&B

!

统计学处理
!

采用
8̀̀ 1̀1&%

统计软件进行分

析)计量资料以
Gh=

表示#采用
8

检验#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

羟喜树碱对
b<̀

细胞增殖的影响
!

与空白组

比较#不同浓度羟喜树碱作用均出现明显的抑制作用

$

!

$

%&%2

&#且细胞活性随着时间及浓度的增加逐渐

降低$

!

$

%&%2

&)随着羟喜树碱浓度的增加#

b<̀

细

胞克隆形成的细胞团明显减小#细胞集落数量形成逐

渐减少#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
$

)

!!

J

!

99A./

检测细胞活力%

Y

!平板克隆细胞集落形成实验

图
$
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羟喜树碱对
b<̀

细胞增殖的影响

A&A

!

羟喜树碱对
b<̀

细胞凋亡的影响
!

随着羟喜

树碱浓度的增加#

b<̀

细胞发生凋亡的比例明显升

高$

!

$

%&%2

&#细胞凋亡率分别为
-T

*

$-T

*

1)T

*

'0T

*

2'T

%凋亡相关蛋白
9:+

L

:+D'

剪切体表达逐渐

增加%与空白组相比#其余组
9:+

L

:+D'

剪切体*

Y:K

表

达上调$

!

$

%&%2

&#

0%

*

/%

#

3"E

"

[

组更为明显$

!

$

%&%$

&#见图
1
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羟喜树碱联合顺铂对
b<̀

细胞增殖的影响
!
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与空白组比较#羟喜树碱组*顺铂组及联合用药组均

在不同时间对
b<̀

细胞出现抑制作用)羟喜树碱组

及联合用药组的抑制率分别为$

)2&2h'&(

&

T

和

$

-'&%h0&)

&

T

#联合用药组对细胞活力抑制作用最

强#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)联合用药组相比

于其他组#

b<̀

细胞克隆形成的细胞团明显减小

$

!

$

%&%2

&#见图
'

)
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J

!流式细胞术检测细胞凋亡%

Y

!

FD+GDB,5E"G

检测相关蛋白

图
1

!!

羟喜树碱对
b<̀

细胞凋亡的影响

!!

J

!

99A./

检测细胞活力%

Y

!平板克隆细胞集落形成实验

图
'
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羟喜树碱联合顺铂对
b<̀

细胞增殖的影响

!!

J

!流式细胞术检测细胞凋亡%

Y

!

FD+GDB,5E"G

检测相关蛋白

图
0
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羟喜树碱联合顺铂对
b<̀

细胞凋亡的影响

A&C

!

羟喜树碱
b_S

联合顺铂对
b<̀

细胞凋亡的

影响
!

与羟喜树碱组*顺铂组相比#联合用药组
b<̀

细胞发生凋亡的比例最高$

!

$

%&%2

&#凋亡相关蛋白

9:+

L

:+D'

剪切体*

Y:K

表达量最高$

!

$

%&%2

&#见

图
0

)

B
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讨
!!

论

!!

骨肉瘤好发于青少年#是最常见的原发性恶性骨

肿瘤疾病之一'

(

(

)目前的治疗方式主要为手术切除

及放化疗'

$%

(

)虽然化疗方式有一定效果#然而治疗效

果仍较差#有效率
)%T

左右'

$$

(

)因此#寻找新的抗骨

肉瘤细胞恶性生物学行为的药物显得尤为重要)

羟喜树碱是我国自主研发的新型抗肿瘤药物#其

药理学功能主要是不可逆的抑制
S@J

复制'

$1

(

)目

前在临床有较为广泛的应用#尤其在肿瘤的治疗中有

一定的成效)在结直肠的联合化疗中#羟喜树碱联合

奥沙利铂与单用奥沙利铂组相比#其诱导的肿瘤细胞

凋亡率明显增加'

$'

(

)有文献报道羟喜树碱抑制肝癌

细胞增殖具有浓度依赖性#并能引起细胞发生明显凋

亡相关改变'

$0

(

)目前#由于其在肿瘤治疗存在一定的

有效性#近年研制出了片剂*滴丸*固体分散片*脂质

体*纳米体等一系列新剂型'

$2

(

)羟喜树碱对治疗多种

恶性肿瘤具有明显疗效#然而其在骨肉瘤中的临床作

用仍不清楚#有待进一步研究)

本研究显示#随着羟喜树碱浓度的增加和作用时

间的延长#其对细胞的抑制作用逐渐增加#呈现出时

间和剂量依赖性#细胞集落形成数量及大小均降低#

细胞凋亡比例明显增高#凋亡相关蛋白
9:+

L

:+D'

*

Y:K

表达逐渐增加#

Y?E1

表达逐渐降低#表明羟喜树碱促

进
b<̀

细胞的凋亡#提示羟喜树碱对骨肉瘤细胞有

明显的抑制作用)羟喜树碱在联合顺铂用药后#显示

出了更加明显的抑制肿瘤增殖的反应)

以上实验均表明羟喜树碱能够在体外抑制骨肉

瘤
b<̀

细胞的增殖#促进其凋亡#联合顺铂用药较单

用顺铂化疗效果更佳#为临床治疗骨肉瘤提供新的思

路和实验基础)然而具体相关机制尚不清楚#有待进

一步深入研究)
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