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"摘要#
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目的
!

探讨斑蝥酸钠对膀胱癌患者外周血来源的树突状细胞"

X8

$成熟&功能的影响及斑蝥酸钠

对膀胱癌细胞
ZŜ./-

增殖&凋亡的影响%方法
!

分离
$H

例临床确诊的中晚期膀胱癌患者外周血单核细胞!在

含粒细胞
.

巨噬细胞集落刺激因子"

63.857

$&白细胞介素
.0

"

SY.0

$及不同浓度斑蝥酸钠培养条件下制备
X8

%

观察
X8

形态学变化!流式细胞仪检测
X8

表面
8X$:

和
8X/'

表达水平!并用
344

法测定
X8

刺激同种异体

淋巴细胞增殖能力%采用
344

法测定不同浓度斑蝥酸钠作用后
ZŜ./-

细胞的生长情况%

I,,<R#,E.7S48

'

DS

双染流式细胞术观察斑蝥酸钠作用后细胞的凋亡情况%

><+?<9,@="?

法检测
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

的表达的

变化%结果
!

在斑蝥酸钠高剂量组!

X8

膜表面分子
8X/'

&

8X$:

的表达最高%与对照组相比!斑蝥酸钠处理组

X8

膜表面分子
8X/'

和
8X$:

表达增高"

H

$

%&%H

$%斑蝥酸钠处理组刺激异体淋巴细胞增殖指数显著高于对

照组%
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法证实斑蝥酸钠能明显抑制膀胱癌细胞株
ZŜ./-

的生长%斑蝥酸钠作用
10B

后!流式细胞术双

染法检测细胞凋亡显示斑蝥酸钠可使
ZŜ./-

细胞发生凋亡#

><+?<9,@="?

法检测显示斑蝥酸钠使
ZŜ./-

细

胞中
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

蛋白表达明显增加%结论
!

斑蝥酸钠能够诱导膀胱癌患者
X8

成熟!促进淋巴细胞的

增殖能力!斑蝥酸钠能够抑制膀胱癌
ZŜ./-

细胞的增殖!诱导细胞凋亡%
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膀胱瘤是最常见的恶性肿瘤之一#它具有发病率 高*复发率高*恶性程度低等特点'

$

(

)膀胱癌患者的

0(0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期



主要症状为血尿#临床上常采用造影和膀胱镜检作为

膀胱肿瘤的诊断方法)膀胱癌可分为表浅性和浸润

性两类#表浅性膀胱癌具有复发率高#转移率低的特

点)浸润性膀胱癌具有浸润性和转移率高等特点'

1

(

)

树突状细胞$

X8

&是一种抗原递呈细胞#具有摄取*加

工及递呈抗原#刺激
4

细胞活化和增殖#启动机体特

异性免疫应答等功能#因此在肿瘤免疫过程中发挥关

键作用'

'

(

)有研究发现#如果
X8

数量减少或者功能

缺失#使得
X8

不能刺激淋巴细胞增殖及免疫应答#最

终导致机体免疫耐受#从而使肿瘤细胞逃脱机体免疫

系统#在肿瘤的发生*发展和转移过程中起重要作用'

0

(

)

研究证实
X8

与膀胱癌有十分紧密的关系#与膀胱癌的

分级和患者预后有紧密联系'

0.H

(

)

X8

在发育过程中能表达一系列分化抗原#其中

最直接与其功能有关的是
8X$:

#

8X$:

主要表达于人

胸腺细胞#是鉴定人外周血与骨髓中
X8

的最好标

记'

)

(

)

8X/'

是
X8

成熟的标志#在
X8

发育成熟的早

期不表达
8X/'

#当成熟时才表达
8X/'

)由于肿瘤细

胞
8X/'

的低水平表达#不能使肿瘤抗原引起有效的

免疫应答#从而诱导了
4

细胞的无能状态#使得机体

的免疫系统不能将肿瘤细胞清除#是肿瘤无限制性生

长的主要原因之一'

-

(

)膀胱癌细胞
ZŜ./-

来源于人

膀胱乳头状移行上皮癌#通常采用
H]$%

/ 细胞
%&1

FY

接种裸鼠皮下#肿瘤呈进行性生长#肿瘤结节病理

检查与原标本癌组织相似#是临床实验室常用的实验

用途膀胱癌细胞系)

斑蝥酸钠是斑蝥素的一种衍生物#目前临床上用

于治疗肝癌和胃癌#与先导化合物斑蝥素比较#斑蝥

酸钠具有毒性低和刺激性小等特点'

/.$$

(

)斑蝥酸钠抗

肿瘤机制复杂多样#它能通过多种途径抑制肿瘤细

胞#其中包括阻断细胞周期*诱导细胞产生凋亡*抑制

肿瘤细胞侵袭和转移*提高患者机体免疫力等'

$1.$0

(

)

在本实验中#一方面研究斑蝥酸钠对膀胱癌患者

外周血来源的
X8

的成熟及功能的影响#另一方面研

究斑蝥酸钠对膀胱癌细胞
ZŜ./-

增殖和凋亡的影

响#进而从改变患者机体免疫力和抑制膀胱肿瘤细胞

来综合探讨斑蝥酸钠的作用#为斑蝥酸钠临床应用于

膀胱癌患者提供研究基础)

?

!

材料与方法

?&?

!

材料
!

重组人粒细胞
.

巨噬细胞集落刺激因子

$

9B.63.857

&和 重 组 人 白 细 胞 介 素
.0

$

9B.SY.0

&

$

GcX5

O

+?<F+

#

5̂I

&%

7S48

标记的抗人
8X$:

和

8X/'

$

5̂I

&%

8:+

N

:+<.'

*

DIGD

*

6IDXM

一抗*

MGD

标记二抗$武汉三鹰生物技术有限公司&%

7#A"==

N

:

U

P<

N

=P+

淋巴细胞分离液$

62 IF<9+B:F Z#"+A#<,A<+

#

5̂I

&%

GD3S.$)0%

培养基*胎牛血清$

M

O

8=",<Y:.

@"9:?"9#<+

#

5̂I

&%

Z8I

蛋白浓度测定试剂盒和
I#F.

<R#,E.7S48

凋亡检测试盒 $碧云天生物技术研

究所&)

?&@

!

X8

体外培养及给药方法
!

选取
$H

例膀胱癌患

者及
$%

例健康成人#每人抽取静脉血
1%FY

#采用

7#A"==D:

U

P<D=P+

淋巴细胞分离液分离外周血单核细

胞#在
'-_

#

H\ 8̀

1

的条件下培养
1B

后#洗涤除去

悬浮细胞#得到贴壁细胞)然后用含
63.857

$

$%%%

Ŝ

"

FY

&*

SY.0

$

H%%Ŝ

"

FY

&和
$%\

自体血清的
GD.

3S.$)0%

培养基培养#每
10B

半量换液)在第
H

天将

培养的细胞进行分组试验#分成以下组别!对照组

$

8",?9"=

&*斑蝥酸钠低剂量组$

%&%$

$

K

"

FY

&*斑蝥酸钠

中剂量组$

%&%H

$

K

"

FY

&*斑蝥酸钠高剂量组$

%&1H

$

K

"

FY

&*健康人组#第
/

天收集细胞行相关检测)

?&A

!

流式细胞仪检测
X8

表面
8X$:

和
8X/'

的变化

!

分别收集第
/

天的细胞#然后加入
8X$:

和
8X/'

荧光抗体#室温*暗室避光孵育
'%F#,

#然后再加入
1

FY

预冷磷酸缓冲液#最后用流式细胞仪检测各组
X8

表面
8X$:

和
8X/'

的表达情况)

?&B

!

344

法检测斑蝥酸钠对
X8

刺激淋巴细胞增

殖的影响
!

取健康体检人静脉血#分离出单核细胞#

在
'-_

#

H\ 8̀

1

的条件下培养细胞#

1B

后吸取未贴

壁的细胞#得到的即为淋巴细胞)收集培养第
/

天的

各组
X8

并用丝裂霉素
8

$

H%

K

"

FY

&孵育
'%F#,

#调整

细胞密度为
$]$%

-

"

Y

#按照
X8

与淋巴细胞比例为
$a

$%

混合#将混合细胞集中于
()

孔板#每组设
)

个复孔#

连续培养
0/B

后#采用
344

法检测细胞活力#在
H-%

,F

处检测各孔吸光度值#按照公式计算淋巴细胞刺激

指数)刺激指数
j

试验组
X̀

值"对照组
X̀

值)

?&C

!
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法检测斑蝥酸钠对膀胱癌
ZŜ./-

细胞的

抑制作用
!

ZŜ./-

细胞用含有
$%\

胎牛血清的
GD.

3S.$)0%

培养液培养#培养条件为
'-_

*

H\8̀

1

)实

验分为对照组$不加药物&*

$%

$

K

"

FY

斑蝥酸钠组*

1%

$

K

"

FY

斑蝥酸钠组#每组设
)

个复孔#分别培养
$1

*

10

*

')

和
0/B

后#加入
344

工作液#继续孵育
0B

后#加入
$%%

$

YX35̀

#酶标仪检测
H-%,F

的吸光

度值#计算细胞存活率)

?&E

!

I,,<R#,E.7S48

"

DS

双染法检测斑蝥酸钠对膀

胱癌
ZŜ./-

细胞凋亡的影响
!

按照
$&H

的分组方

法#取对数生长期的
ZŜ./-

细胞分别接种于
)

孔板

中#给药作用
10B

后#消化*离心收集细胞#然后加入

%&'FY

的结合缓冲液#混匀#每个测试样品加入
H

$

Y

I,,<R#,E

和
H

$

YDS

#在室温孵育
$HF#,

后#补加

%&1FY

结合缓冲液#流式细胞仪检测细胞凋亡情况)

?&J

!

><+?<9,@="?

法检测
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

的表

达的变化
!

按照
$&H

方法处理细胞后#细胞用胰酶消

化#收集细胞#用细胞裂解液破碎细胞#低温离心
H

F#,

#收集上清液即为提取蛋白)用
Z8I

法进行蛋白

浓度测定#采用
5X5.DI62

法进行电泳#湿法转膜#

脱脂奶粉封闭#分别加入
8:+

N

:+<.'

*

DIGD

和
6ID.

XM

一抗#

0_

孵育过夜#滴加
MGD

标记的二抗#室温

孵育
1B

后#暗室滴加
28Y

发光液#扫描纪录)

?&K

!

统计学处理
!

采用
5D55$'&%

软件进行统计学

处理#计量资料用
Kd9

表示#采用单因素方差分析数

H(0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
0-

卷第
1-

期
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I

!对照组%

Z

!低剂量组%

8

!中剂量组%

X

!高剂量组%

2

!健康人组

图
$

!!

X8

形态%

]0%%

&

据#以
H

$

%&%H

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

流式细胞仪检测
X8

*

8X$:

和
8X/'

的变化
!

倒置显微镜拍照结果见图
$

#与对照组相比#斑蝥酸钠

处理组细胞体积变大#细胞变长#斑蝥酸钠高剂量组

$图
$X

&细胞出现突起#形如树枝#和健康人组$图
$2

&

的细胞形态类似)流式细胞仪检测结果如图
1

所示#

与对照组相比#

8X/'

与
8X$:

在斑蝥酸钠处理组中

显著升高$

H

$

%&%H

&)另外
8X/'

与
8X$:

在斑蝥酸

钠高剂量组中表达最高#且与健康人组相比#差异无

统计学意义$

H

%

%&%H

&)

!!

"

!

H

$

%&%H

#

""

!

H

$

%&%$

#与对照组比较%

(

!

H

$

%&%H

#

((

!

H

$

%&%$

#与健康人组比较

图
1

!!

8X$:

和
8X/'

在
X8

中的表达

@&@

!

斑蝥酸钠刺激异体淋巴细胞增殖能力的检测
!

与对照组相比#斑蝥酸钠处理组刺激淋巴细胞增殖指

数显著高于对照组$

H

$

%&%H

&)另外在斑蝥酸钠各剂

量组中#高剂量组刺激淋巴细胞增殖指数最高#且与

健康人组相比#差异无统计学意义$

H

%

%&%H

&#见

图
'

)

!!

"

!

H

$

%&%H

#

""

!

H

$

%&%$

#与对照组比较%

(

!

H

$

%&%H

#

((

!

H

$

%&%$

#与健康人组比较

图
'

!!

斑蝥酸钠刺激异体淋巴细胞增殖指数

@&A

!

344

法检测斑蝥酸钠对膀胱癌
ZŜ./-

细胞的

抑制作用
!

与对照组相比#各给药组中细胞存活率均

有不同程度的降低#药物的抑制作用随斑蝥酸钠浓度

和时间的增加而增大#同一时间点不同处理组之间相

比#细胞存活率差异有统计学意义$

H

$

%&%$

&#见

图
0

)

!!

""

!

H

$

%&%$

#与对照组比较

图
0

!!
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法检测不同浓度斑蝥酸钠处理后细胞的存活率

@&B

!

I,,<R#,E.7S48

"

DS

双染法检测斑蝥酸钠对膀

胱癌
ZŜ./-

细胞凋亡的影响
!

斑蝥酸钠组与对照组

相比#细胞凋亡率显著升高#差异有统计学意义$

H

$

)(0'

重庆医学
1%$/

年
(

月第
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卷第
1-
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%&%$

&#见图
H

)

!!

""

!

H

$

%&%$

#与对照组比较

图
H

!!

流式细胞术检测不同处理组细胞凋亡状况

@&C

!

><+?<9,@="?

法检测
A:+

N

:+<.'

和
DIGD

蛋白

表达的变化
!

与对照组相比#斑蝥酸钠组
ZŜ./-

细

胞中
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

蛋白表达显著增强$

H

$

%&%$

&#见图
)

)

!!

""

!

H

$

%&%$

#与对照组比较

图
)

!!

><+?<9,@="?

法检测
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

蛋白的表达

A

!

讨
!!

论

!!

膀胱癌是最常见恶性肿瘤之一#临床上主要采用

保留膀胱的手术治疗)这种治疗方法会使肿瘤切除

不彻底#导致一半左右的患者
1

年内肿瘤的复发率非

常高)目前#为了解决这一弊端#临床上在患者进行

手术后#进行膀胱内灌注药物治疗#但是膀胱癌肿瘤

常常发生耐药现象)斑蝥酸钠作为从天然化合物优

化而来的化合物#不仅具有抗肿瘤活性#而且还能够

调节机体的免疫功能)斑蝥酸钠具有相对分子质量

小#容易进入细胞内的特点#另外还能提高患者免疫

力)目前#临床上采用斑蝥酸钠与其他抗肿瘤药物联

合#主要应用于肺癌*胃癌和老年膀胱癌等肿瘤的治

疗'

$H.$-

(

)斑蝥酸钠能够提高机体免疫功能#通过增加

白细胞的数量#使得细胞因子分泌增多#提高免疫反

应的速度和强度'

$/.$(

(

)

X8

能够摄取抗原#然后将抗原进行处理成具有

免疫原性的多肽#在细胞表面表达
3M8.

抗原肽复合

物#另外
X8

膜表面的特异分子能与淋巴细胞表面相

应的配体结合#使抗原特异性
4

细胞得到激活和增

殖#最终激活机体产生免疫应答'

1%.11

(

)

X8

广泛分布

于体内各个部分#但是整体细胞数量少#不能满足实

验研究和临床应用的要求#所以已经开发出多种途径

产生大量
X8

#来源主要包括骨髓*脐血*外周血#其中

最常用的途径为采集机体外周血#诱导成为
X8

'

1'

(

)

本实验从患者外周静脉血中梯度离心得到分离

DZ38

细胞#然后进行纯化#剩余的贴壁细胞即为单

核细胞#利用
63.857

和
SY.0

诱导单核细胞转化成

X8

)采用显微镜观察细胞形态变化#然后用流式细胞

仪检测了
X8

表面的
8X$:

和
8X/%

的表达情况)

8X$:

作为
X8

的特异性标志#

8X$:

表达量能够显示

X8

的数量#另外
8X/'

分子是
X8

的成熟的标

志'

10.1H

(

)

研究结果证明#斑蝥酸钠与
X8

共孵育后#培养细

胞表面产生突起#形如树枝#同时
X8

表面
8X$:

和

8X/%

的表达显著升高#斑蝥酸钠高剂量组与健康人

组
X8

比较#差异无统计学意义)另外采用
344

方

法检测了斑蝥酸钠对
X8

刺激淋巴细胞增殖能力#结

果发现斑蝥酸钠能够增强淋巴细胞增殖能力)表明

斑蝥酸钠能够增强膀胱癌患者
X8

的形成和
8X$:

与

8X/%

分子的表达#进而提高患者的免疫能力)

细胞内环境的变化导致细胞应激反应的产生#进

而会导致细胞发生自毁性死亡#即细胞凋亡)多种基

因参与细胞的凋亡的整个过程#其中
8:+

N

:+<.'

在此

过程中发挥关键作用#当
8:+

N

:+<.'

被激活后#细胞将

会进入不可逆的凋亡进程#而且多种因素诱导的凋亡

很大一部分都通过
8:+

N

:+<.'

这一信号途径实现)

DIGD

是一种
XCI

修复酶#定位于细胞核内#当细胞

通过
8:+

N

:+<.'

导致凋亡产生时#活化的
DIGD

8:+

N

:+<.'

能够剪切激活
DIGD

#进而导致细胞发生

凋亡)

本实验通过
344

法证明斑蝥酸钠能够显著抑制

膀胱癌
ZŜ./-

细胞的生长#且呈剂量和时间依赖性)

通过
I,,<R#,E.7S48

"

DS

双染法证明斑蝥酸钠能够

诱导膀胱癌
ZŜ./-

细胞发生凋亡)另外进一步研究

了斑蝥酸钠对凋亡蛋白
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

表达的影

响#结果发现#与对照组相比#斑蝥酸钠组
ZŜ./-

细

胞中
8:+

N

:+<.'

和
DIGD

蛋白表达升高#促进
ZŜ./-

细胞发生凋亡)

综上所述#斑蝥酸钠一方面能够促进膀胱癌患者

X8

的成熟和增加
X8

刺激淋巴细胞的增殖能力#另

一方面能够抑制膀胱癌
ZŜ./-

细胞的增殖#并促进

其发生凋亡)本研究为斑蝥酸钠治疗膀胱癌的临床

应用提供了一种新的策略#即膀胱灌注高剂量斑蝥酸

钠杀灭肿瘤细胞#然后体内给予低剂量斑蝥酸钠激活

机体免疫系统)
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