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#后对肾癌细胞的生长是否有抑制

作用!此作用是否与线粒体解偶联功能相关$方法
!

构建高表达
H*P6!

*

的肾癌细胞模型!使用不同浓度
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干预转染后的肾癌细胞"转染组#和单纯肾癌细胞"非转染组#$
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法检测细胞增殖.
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及
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K)B.

的表达.荧光分光光度计检测细胞内
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水平.提取细胞线粒体!分光光度计检

测细胞线粒体
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的变化情况$结果
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!

"

'2'#

#$

I=59

抑制了肾癌细胞的增殖!且在中'高剂量出现显著下降"
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可提高肾癌细胞线粒体
<BJB

开放程度!并导致转染组所有剂量组!非转染组中高剂量组
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可显著抑制肾癌细胞增殖!并影响其线粒体解偶联功能$

#关键词$

!

三百脂素.缺氧诱导因子
!

*

.解偶联蛋白
.

.肾癌细胞

#中图法分类号$

!

7,&,2!!

#文献标识码$

!

9

#文章编号$

!

!+,!6-&$-

"

.'!-

#

&$6$&$'6'#

%55(:-45?.,;54)*,6*<*-*,

9

LHMG!

!

4,1,:41

'

/*,

9

51,:-*4,45)(,./:.):*,4+.:(//0

#

$%2,-H0+

1

45)+

!

#

-'(7*+

1

.

#

:&,-2+>*0

.

#

H*+

1

(7+45)+

.

!

!93;40+A:;

<

*=>6;+>0

?

3)=

1

;=

@

#

%0#

<

7>*/0

?

-)7B50)2=6;A!0/74;D0=

<

#

#

-)7

@

*+

1

#

-)7B50)##'''#

#

D57+*

(

.9:;

<

*=>6;+>0

?

'=0/0

1

743)=

1

;=

@

#

2

??

7/7*>;A%0#

<

7>*/

#

-)7B50)C;A74*/

'+7";=#7>

@

#

-)7

@

*+

1

#

-)7B50)##'''$

#

D57+*

"

!!

)

;<0-).:-

*

!

=<

>

(:-*8(

!

J00[4A;DAZNA@NA;<=5=44=5@159

!

I=59

"

15N1[1@15

F

H*P6!

*

N=D15

F

@NA15N1[16

@15

F

AVVAL@05;A5=?L=;L150<=LA??4

F

;0Z@N=5/ZNA@NA;@N14AVVAL@[A15

F

;A?=@A/Z1@N@NAE5L0E

:

?15

F

VE5L@105

0V<1@0LN05/;1=2?(-6420

!

JNA;A5=?L=5LA;LA??<0/A?4Z1@NH*P6!

*

N1

F

NAY

:

;A44105Z=4L054@;EL@A/2O1VVA;6

A5@L05LA5@;=@10540VI=5940?E@105ZA;AE4A/@015@A;DA5A@NA@;=54VAL@A/;A5=?L=5LA;LA??

!

@;=54VAL@105

F

;0E

:

"

=5/41<

:

?A;A5=?L=5LA;LA??4

!

5056@;=54VAL@105

F

;0E

:

"

2JNA5@NALA??E?=;

:

;0?1VA;=@105

#

AY

:

;A4410540V

H*P6!

*

#

K)B.

#

<BJB=5/

'+

<0VLA??<1@0LN05/;1==5/?ADA?40V9JBZA;A/A@AL@A/[

>

IJJ

#

7J6B)7

#

dM*(9=5/V?E0;A4LA5LA4

:

AL@;0

:

N0@0<A@A;;A4

:

AL@1DA?

>

2@(01/-0

!

9V@A;I=5915@A;DA515

F

@NALA??4

#

15@;=LA?6

?E?=;H*P6!

*

=5/K)B.AY

:

;A441054

#

9JB?ADA?15@NAN1

F

N/04A

F

;0E

:

ZA;A/AL;A=4A/41

F

51V1L=5@?

>

!

!

"

'2'#

"

I=5915N1[1@A/@NA

:

;0?1VA;=@1050V;A5=?L=;L150<=LA??4

#

<0;A0DA;ZN1LN15<1//?A=5/?0Z/04=

F

A

F

;0E

:

4

ZA;A41

F

51V1L=5@?

>

/AL;A=4A/

!

!

"

'2'#

"

2I=59L0E?/15L;A=4A@NA<1@0LN05/;1=<BJB0

:

A5/A

F

;AA0V;A5=?

L=5LA;LA??4

#

=5/L=E4A/@NA

'+

</AL;A=4A15=??/04A4

F

;0E

:

40V@;=54VAL@105

F

;0E

:

=5/@NA<1//?A=5/N1

F

N

/04A

F

;0E

:

0V@NA5056@;=54VAL@105

F

;0E

:

!

!

"

'2'#

"

2A4,:/10*4,

!

I=59L=541

F

51V1L=5@?

>

15N1[1@@NA

:

;0?1VA;6

=@1050V;A5=?L=;L150<=LA??4

#

=5/15V?EA5LA4@NAE5L0E

:

?15

F

VE5L@1050V<1@0LN05/;1=2

)

B(

3

C4)20

*

!

<=5=44=5@159

(

N

>:

0Y1=615/EL1[?AV=L@0;!

*

(

E5L0E

:

?15

F:

;0@A15.

(

;A5=?L=;L150<=LA??4

!!

缺氧诱导因子
!

*

!

N

>:

0Y1=615/EL1[?AV=L@0;!=?6

:

N=

#

H*P6!

*

"是恶性肿瘤细胞在抗乏氧环境下保持增

殖的重要基因)

!
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#目前#通过抑制
H*P6!

*

达到抑制恶

性肿瘤生长的研究正成为研究热点)

.

*

%而在
H*P6!
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的有效抑制剂中#三白脂素
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"是一种由三白草提纯而来植物制剂#对
H*P6!
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的

特异性抑制作用很强)
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#而对正常细胞的毒性作用很

小)
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*

%
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可影响线粒体呼吸传递链#抑制细胞线

粒体复合物的功能#并降低
9JB

的产量)

&

*

%线粒体

内膜上的线粒体解偶联蛋白
.
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9JB

的生

成)

#
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#并与恶性肿瘤的增殖关系密切)
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将
I=59

和
K)B.

一并引入研究#观察
I=59

对肾

癌细胞的抑制作用并与
K)B.

的解偶联功能是否存

在联系#并探讨其机制%

!

!

材料与方法

!2!

!

主要材料
!

肾癌细胞株!

S7)6!

"购于上海弗雷

堡生物公司#

I=59

由武警后勤学院刘英福博士惠

赠#

7BI*!+$'

购于
H

>

L?05A

公司#

IJJ

购于
(1

F

<=

公司#总
7R9

提取试剂盒购于
PA;<A5@=4

公司#

dM*(9

试剂盒购于
7lO

公司#

S$!-

购于
(0?=;[10

公司#

OH#

*

菌种为贵州医科大学干细胞实验室提供

相关的限制性内切酶&脂质体
M1

:

0VAL@=<15A

JI

.'''

转染试剂&质粒抽提试剂盒均购于
*5D1@;0

F

A5

公司%

!2"

!

方法

!2"2!

!

细胞培养
!

.#L<

. 培养瓶中将肾癌细胞株置

入#使用含
!'C

胎牛血清&

!C

青霉素&链霉素的
7B6

I*!+$'

培养液#培养瓶外部环境为
#C)Q

.

&

&, _

%

换液频率为每
.

!

&

天
!

次#或消化传代每
.

!

&

天
!

次#当细胞培养生长为对数期时进行后继试验%

!2"2"

!

质粒构建及其鉴定

!2"2"2!

!

H*P6!

*

$

:

LOR9&2'

载体的构建
!

氯化钙

法制备
OH#

*

大肠杆菌感受态细胞#保存于
%,'_

低

温冰箱%

H*P6!

*

基因的
)O(

区序列!

RI6''!#&'

"于

R)T*

获得#引物设计使用
B;1<A;#2'

软件%上游
#i6

99999J)J9 S99 JSS 9SSS)S))SS)S

S)S)S99)S6&i

#下游为
#i6)))))SS9J))J

)9SJJ9 9)JJS9 J))999 S)J)JS6&i

#引

物合成自大连宝生物公司%

B)7

扩增及反应条件'预

变性
"$_

&

&<15

#变性
"$_

&

&'4

#退火
#&_

&

&'4

#

延伸
,._

&

!<15

#全程共
&#

个循环%载体及目的基

因分别经
T=<H!

和
H15/

(

进行双酶切#将载体与酶

切基因按
&b!

的摩尔比进行过夜连接#外界环境为

!+_

#设立质粒阳性和阴性对照%取
$

"

M

将连接产

物接种于
!''

"

M

的
OH#

*

感受态细胞中%挑取单菌

落扩增并抽提质粒#使用限制性内切酶
T

F

?

$

进行单

酶切鉴定#将重组质粒命名为
H*P6!

*

$

:

LOR9&2'

%

!2"2"2"

!

鉴定重组质粒序列
!

使用
&,&'\M

型
OR9

自动测序仪测序#由大连宝生物公司进行%

!2"2#

!

质粒转染
!

肾癌!

S7)6!

"细胞的转染由脂质

体介导'细胞株于
.#L<

. 培养瓶中培养#汇合度达到

"'C

后使用胰酶消化#于
.$

孔培养板接种#加入无双

抗
7BI*!+$'

及
!'C

胎牛血清#

$-N

后细胞密度约

-'C

!

"'C

%

9

液!于
!$,

"

M

无双抗&无血清的
7B6

I*!+$'

培养液中加入
&

"

M

质粒#静置
#<15

"&

T

液

!于
!$$

"

M

无双抗&无血清的
7BI*!+$'

培养液中加

入
+

"

MM1

:

0VAL@=<15A

JI

.'''

#静置
#<15

"#

)

液!

9

液和
T

液混合为
)

液"%将
)

液移入培养板#密度为

每孔
!''

"

M

#加入无双抗&无血清的
7BI*!+$'

培养

液#密度为每孔
$''

"

M

%培养
+N

后换含
!'C

胎牛双

抗&血清的
7BI*!+$'

培养液#

.$N

后按
!b!'

给予

传代#

.$N

后加入含
S$!-

的维持液进行筛选#每
&

!

#

天换液
!

次%

!2"2$

!

细胞分组与干预
!

对
H*P6!

*

$

:

LOR9&2'

&空

载体质粒使用脂质体
M1

:

0VAL@=<15A

JI

.'''

转染#对

照组为肾癌!

S7)6!

"细胞#转染效率提示转染成功

后#构建高表达
H*P6!

*

基因的转染组肾癌细胞#未行

基因干预的
S7)6!

细胞定义为非转染组#实验组及

对照组分别使用密度为
'

&

'2!

&

'2.

&

'2$

"

<0?

$

M

的

I=59

溶液进行干预并依次命名为对照组及低&中&

高剂量组%

!2"2D

!

检测实验设计指标

!2"2D2!

!

半定量
B)7

检测
S7)6!

细胞内
K)B.

&

H*P6!

*

的基因表达
!

待
.#L<

. 培养瓶细胞汇合度达

到
"'C

后行分组处理#提取
S7)6!

细胞总
7R9

#检

测
7R9

的完整性与浓度#逆转录及合成
LOR9

%引

物序列如下所示'

&

6=L@15

!正向
#i6))) JSS 9)J

J)S9S)99S9S9J6&i

#反向
#i6SJJJJ)JS)

S)99SJJ9S S6&i

"#

K)B.

!正向
#i6S9))J9

JS9))J)9J)99SS6&i

#反向
#6SJJJJ)JS)

S)9 9SJJ9S S6&i

"#

H*P6!

*

!正向
#i6J))9S)

9S9)J)999 J9)99S 99)6&i

#反向
#i6SJ9

JSJSSSJ9SS9S9JSS9S9JS6&i

"#反应条

件为'预变性
"$_

&

&<15

#变性
"$_

&

&'4

#退火
#&

_

&

&'4

#延伸
,._

&

!<15

#进行
&#

个循环#终止反

应条件为
,._

&

#<15

(于
.C

琼脂糖凝胶中对
B)7

产物进行电泳#经
*<=

F

Ae

软件行条带分析#将检测基

因与
&

6=L@15

的光密度比值代表所检测基因的半定量

表达%

!2"2D2"

!

dM*(9

检测
K)B.

&

H*P6!

*

的蛋白表达
!

使用细胞裂解液及
BI(P

裂解细胞#离心半径
-2#

L<

&

!.''';

$

<15

对细胞离心
#<15

#取上清液按每孔

#'

"

M

滴加#分别将相应孔板设空白孔&标准孔及待测

样品孔#上述检测严格按照试剂盒说明书的提示

操作%

!2"2D2#

!

细胞增殖活性的检测
!

将细胞接种于
"+

孔板#密度约
!'$

个$孔#均设
+

个复孔#分组处理
.$

N

后吸弃原有培养基#加
#

"

F

$

M

的
IJJ.'

"

M

及无

血清培养基
-'

"

M

#孵育
$N

!环境为
&,_

"后吸弃培

养孔内液体#加入二甲亚砜
!#'

"

M

后低速震荡!震荡

时间为
!' <15

"#酶标仪 !

$"'5<

"检 测其 吸 光

度!

2

"值%

!2"2D2$

!

细胞内
9JB

水平的检测
!

分组处理细胞

并消化离心后#加入
#.'

"

M

无血清培养基#再加入

#.'

"

M.C

的三氯醋酸后冰浴&离心#时间为
#<15

%

取
&''

"

M

上清液&

&''

"

MR9OH

液&

!'

"

M

磷酸甘油

醛脱氢酶一磷酸甘油激酶进行混合#检测
R9OH

下

降的
2

值#根据标准曲线计算
9JB

的值%

!2"2D2D

!

线粒体提取及鉴定
!

实验步骤均于冰面上

进行#

.#L<

. 细胞培养瓶中培养细胞汇合度约
-'C

!$&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



后分组处理#消化离心#裂解#离心半径
"2&L<

&

$'''

;

$

<15

条件下离心
!'<15

%取上清液#离心半径
-2"

L<

&

!'''';

$

<15

条件下离心
!#<15

后弃上清液#收

集所得沉淀%将沉淀均匀涂抹于载玻片#加詹纳斯绿

T

染液!

'2'.C

"#浸染
!'<15

#用
!'̀ $'

倍的高倍镜

观察#重复
&

次%

!2"2D2J

!

<BJB

开放程度的检测
!

使用上述方法制

备线粒体悬液%将
&<M

测定介质
B

分别加入分组后

的线粒体悬液#摇匀%对照组加入的测定介质
B

为
$

<M

#分光光度计!

,#.R

型"于
#$'5<

测定
2

值#

<BJB

开放程度与
2

值呈负相关%

!2"2D2K

!'+

<

的检测
!

制备及分组线粒体悬液同

上%将
+2+

"

M7N!.&

加入线粒体悬液中#避光孵育

&'<15

!

&,_

水浴箱"#荧光分光光度计检测其!激发

光'

$-'5<

#发射光'

#.#5<

"荧光强度#

'+

<

的大小

与荧光强度呈负相关%

!2#

!

统计学处理
!

使用
(B((!"2'

进行分析#计量资

料采用
Gc#

描述#两组间比较使用
>

检验#采用单因

素方差分析对多个不同处理组的计量资料进行比较#

使用
M(O

检验进行两两比较#检验水准
"

U'2'#

#以

!

"

'2'#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"2!

!

对
H*P6!

*

重组质粒的鉴定结果
!

&,&'\MOR9

测序仪对送检标本进行测序后符合
SA5A[=5W

上的序

列#见图
!

%

图
!

!!

H*P6

*

(

:

LOR9&2'

质粒的部分测序结果

"2"

!

评价
S7)6!

细胞质粒转染的效率
!

转染组&非

转染组的
H*P6!

*

半定量表达分别为
'2,!c'2'"

&

'2$.c'2'&

%转染组较之非转染组显著增高!

!

"

'2'!

"#证明高表达
H*P6!

*

的肾癌细胞已成功构建#

见图
.

%

"2#

!

各实验指标的检测结果

"2#2!

!

H*P6!

*

&

K)B.

的基因表达结果
!

转染组较

之非转染组#

H*P6!

*

基因的表达量显著增高!

!

"

'2'#

"%转染组细胞
K)B.

基因的表达量虽低于非转

染组#但差异无统计学意义!

!

%

'2'#

"#见图
&

%

图
.

!!

H*P6!

*

的
B)7

电泳图

图
&

!!

H*P6!

*

'

K)B.

基因的表达结果

"2#2"

!

I=5 9

干预各组细胞后检测
H*P6!

*

和

K)B.

基因表达
!

非转染组和转染组细胞较之对照

组#

H*P6!

*

基因在各组细胞的表达随着
I=59

剂量

的增加而下降#差异均有统计学意义!

!

"

'2'#

"%而

K)B.

基因的亦随着
I=59

剂量的增加而逐渐下降#

非转染组可在高剂量组出现显著下降!

!

"

'2'#

"%转

染组在中&高剂量组均出现了显著下降!

!

"

'2'#

"#见

表
!

和图
$

%

!!

9

'非转染组
H*P6!

*

(

T

'转染组
H*P6!

*

(

)

'非转染组
K)B.

(

O

'转

染组
K)B.

图
$

!!

I=59

干预后
H*P6!

*

'

K)B.

的基因表达

表
!

!!

I=59

对各组肾癌细胞内
H*P6!

*

'

K)B.

基因表达的影响)

Gc#

*

组别
+

非转染组
H*P6!

*

基因 转染组
H*P6!

*

基因 非转染组
K)B.

基因 转染组
K)B.

基因

对照组
+ '2$!c'2'# '2,#c'2!! '2##c'2', '2#.c'2'+

低剂量组
+ '2&.c'2'$

=

'2+&c'2'.

=

'2#&c'2'$ '2#!c'2'"

中剂量组
+ '2.$c'2'!

=[

'2$"c'2'-

=[

'2#!c'2'& '2$$c'2'.

=

高剂量组
+ '2!+c'2',

=[L

'2&,c'2'+

=[L

'2$&c'2!!

=

'2$!c'2'!

=

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'#

#与低剂量比较(

L

'

!

"

'2'#

#与中剂量组比较

.$&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



表
.

!!

I=59

对各组肾癌细胞内
H*P6!

*

'

K)B.

蛋白表达的影响)

Gc#

%

:F

(

<M

*

组别
+

非转染组
H*P6!

*

蛋白 转染组
H*P6!

*

蛋白 非转染组
K)B.

蛋白 转染组
K)B.

蛋白

对照组
+ -2&c!2. !#2!c'2" !'2"c'2, !!2$c'2#

低剂量组
+ ,2-c!2! !!2,c!2.

=

"2-c'2& !'2,c'2$

中剂量组
+ +2$c'2.

=[

"2.c'2$

=[

"2&c'2& !'2!c'2+

高剂量组
+ $2!c'2&

=[L

,2.c!2!

=[L

-2$c'2+

=

"2&c'2&

=

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'#

#与低剂量比较(

L

'

!

"

'2'#

#与中剂量组比较

"2#2#

!

I=59

干预细胞后
H*P6!

*

&

K)B.

的蛋白表

达水平
!

非转染组和转染组细胞较之对照组#

H*P6!

*

的蛋白表达量随
I=59

剂量的增加而下降#非转染

组除低剂量组外#其余各组
H*P6!

*

蛋白表达量差异

均有统计学意义!

!

"

'2'#

"(与对照组相比#非转染组

和转染组细胞各剂量组
K)B.

蛋白的表达量#随着

I=59

剂量的增加而逐渐下降#但均仅在高剂量组出

现明显差异!

!

"

'2'#

"#见表
.

%

"2#2$

!

I=59

干预各组细胞后检测细胞内
9JB

水

平
!

非转染组和转染组细胞较之对照组#细胞内
9JB

水平随着
I=59

剂量的增加而下降#在高剂量组出

现明显差异!

!

"

'2'#

"#见表
&

%

表
&

!!

I=59

对各组细胞内
9JB

水平的

!!!

影响)

Gc#

%

<<0?

(

M

*

组别
+

非转染组 转染组

对照组
+ '2',,c'2''+ '2'-$c'2''#

低剂量组
+ '2',$c'2''. '2'-!c'2''.

中剂量组
+ '2',!c'2''& '2',-c'2''.

高剂量组
+ '2'+&c'2''.

=

'2',.c'2''$

=

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较

"2#2D

!

I=59

干预各组细胞后检测细胞增殖活性
!

各实验组较之对照组#其
2

值均增高#且随着
I=59

剂量的增加而逐渐下降#两组细胞在中&高剂量组均

出现显著下降#差异有统计学意义!

!

"

'2'#

"#见

表
$

%

表
$

!!

I=59

对各组肾癌细胞增殖活性的影响)

Gc#

*

组别
+

非转染组
2

值 转染组
2

值

对照组
+ '2.&!c'2'!" '2&'+c'2'.-

低剂量组
+ '2..,c'2'!# '2.",c'2'!+

中剂量组
+ '2!"$c'2'.! '2.+&c'2'.$

高剂量组
+ '2!-.c'2'!!

=

'2.."c'2'!&

=

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较

"2#2J

!

线粒体在镜下的形态学鉴定
!

根据染色!詹

纳斯绿
T

"结果显示'细胞中提取的线粒体在外形上呈

圆形&椭圆形和杆状#见图
#

%

"2#2K

!

I=59

干预各组细胞后
<BJB

的变化情况

!

与各自的对照组相比#两组细胞随着
I=59

给药

浓度的逐渐增加吸光度逐渐降低%非转染组的中&高

剂量组#转染组
&

个实验组差异均有统计学意义!

!

"

'2'#

"%

2

值在各转染组中显著高于相同剂量非转染

组!

!

"

'2'#

"%

图
#

!!

线粒体的镜下染色)

$̀''

*

表
#

!!

细胞行
I=59

干预后
<BJB

的变化)

Gc#

*

组别
+

非转染组
2

值 转染组
2

值

对照组
+ '2'",c'2'.$ '2.#&c'2'."

低剂量组
+ '2'".c'2'!+ '2!"$c'2'&&

=

中剂量组
+ '2',#c'2'.-

=[

'2!$!c'2'$+

=[

高剂量组
+ '2'+&c'2'&!

=[

'2'"&c'2'.,

=[L

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'#

#与低剂量比较(

L

'

!

"

'2'#

#与中剂量组比较

"2#2N

!'+

<

在
I=59

干预细胞后的变化
!

各实验

组随着
I=59

给药浓度的增加#其荧光强度亦增强#

与对照组比较#中&高剂量组差异有统计学意义!

!

"

'2'#

"#见表
+

%

表
+

!!

细胞行
I=59

干预后
'+

<

的变化)

Gc#

*

组别
+

非转染组荧光度 转染组荧光度

对照组
+ +"2&!c'2#! &,2!#c'2$.

低剂量组
+ ,&2$,c'2#+ &$2-,c'2.!

=

中剂量组
+ -+2#"c'2!$

=[

.-2$#c'2..

=[

高剂量组
+ "-2!+c'2+,

=[L

.!2,.c'2#-

=[L

!!

=

'

!

"

'2'#

#与对照组比较(

[

'

!

"

'2'#

#与低剂量比较(

L

'

!

"

'2'#

#与中剂量组比较

#

!

讨
!!

论

!!

恶性肿瘤的能量代谢&细胞增殖&凋亡等在很大

程度上依赖
H*P6!

*

来维持)

,

*

%机体低氧状态时#

H*P6!

*

生成增加#以维持细胞的氧自稳和能量代谢

&$&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



平衡)

-

*

%

H*P6!

*

是公认的肿瘤适应低氧环境重要调

节剂)

"

*

#缺氧环境可促使
H*P6!

*

在细胞中稳定表达#

促进肿瘤发生转移等恶性倾向#产生放化疗抗药

性)

!'

*

%目前#国内外针对有效抑制
H*P6!

*

的功能#

达到抑制肿瘤生长的研究逐渐成为热点)

.

*

#但尚未针

对肾癌细胞进行过相关研究%因此#本实验将
H*P6

!

*

的植物抑制剂
I=59

引入了肾癌细胞的研究中%

I=59

于
!"-&

年首次被报道从三白草中提取出

的一种双新木脂体#在亚洲国家作为传统中药运用于

治疗水肿&黄疸&淋病等多种疾病)

!.

*

%多项研究均证

实
I=59

对
H*P6!

*

有强烈的抑制作用)

&

*

#有研究报

道发现
I=59

可影响线粒体呼吸传递链!

dJ)

"#抑

制细胞线粒体复合物的功能#并降低
9JB

产量)

#

*

%

线粒体解偶联蛋白
.

!

K)B.

"是线粒体内膜上的一种

质子转运蛋白#介导跨线粒体内膜的质子流#使呼吸

链与
9JB

产生解偶联)

!&

*

#是线粒体呼吸功能&

9JB

生成的关键调节蛋白%基于
I=59

&

K)B.

均对线粒

体内外膜电势&

9JB

生成等有生理作用具有功能上

的交叉点#故本实验将
K)B.

作为
I=59

干预肾癌

细胞后的观察指标#判断
K)B.

是否在
I=59

干预

肾癌细胞后出现改变#以资推断
I=59

抑制
H*P6!

*

后#

K)B.

是否参与其作用机制%

实验结果提示#成功构建高表达
H*P6!

*

的肾癌

细胞株中
K)B.

的基因表达量出现了上升趋势#但未

出现显著差异#提示
H*P6!

*

的表达增高和
K)B.

无

明显关系(当实验中给予
I=59

进行干预后#

H*P6!

*

的基因及蛋白表达量均出现显著下降#符合
I=59

作为
H*P6!

*

阻断剂的理论前提%

K)B.

的基因及蛋

白表达量出现下降趋势#特别是在高剂量
I=59

干

预后出现了显著下降#这可能与
I=59

影响了线粒

体膜电势#并降低
9JB

的生成#负反馈于
K)B.

造

成#亦可能是
I=59

直接作用于
K)B.

#降低其基因

及蛋白的表达%但此项结果尚需对
K)B.

的基因进

行调控并完善其他指标后才能明确判定%在检测细

胞
9JB

产量时发现#随着
I=59

干预剂量的不断增

加#两组细胞的
9JB

水平逐渐减少#在高剂量组可出

现显著下降#符合以往研究对
I=59

生理功能的描

述%为了探讨
I=59

对肾癌细胞
9JB

产量影响的

具体机制#本研究检测了线粒体解偶联功能相关指标

<BJB

及
'+

<

%实验结果提示#

I=5 9

可提高

<BJB

开放程度#并导致
'+

<

的降低#并因此降低了

线粒体内外膜电势#造成
9JB

产量的减少%这一现

象与
K)B.

表达降低的结果是符合的%线粒体解偶

联功能的改变可能是
I=59

抑制了
K)B.

的表达造

成#亦有可能是
I=59

直接作用于线粒体后导致#且

并不能判断是否因
I=59

抑制了
H*P6!

*

后带来的

产能影响%需进一步实验明确%

H*P6!

*

有利于肾癌细胞在低氧环境下的生

存)

!$

*

#而找到抑制
H*P6!

*

的药物对于肿瘤的生长势

必能产生负向调节的作用%

I=59

属三白草属提取

的植物制剂#目前有较多的萃取及合成方法)

!#

*

#长期

运用于其他疾病的治疗#未见不良反应的报道%结合

以往研究以及本实验的结果证实#

I=59

可有效抑制

H*P6!

*

及肾癌细胞的生长和产能#其具体作用机制

与线粒体解偶联功能关系密切#但其具体作用与

K)B.

的关系尚需进一步研究证实#这也为本课题组

下一步的实验提出了方向和要求%
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水平#说明组织蛋白酶
(

可能是
)

$

量减少的主要因

素%但细胞培养上清中
)

$

量减少是由于分泌减少

还是分泌后被破坏需深一步研究%随后收集各组软

骨细胞#裂解提取
7R9

后进行
)

$

的
7J6B)7

检测#

发现各组间
7J6B)7

水平相似#说明
)

$

在转录水平

上未发生变化#因此认为
)

$

主要是在合成后受到破

坏%当然#本研究中还存在不足#即未对组织蛋白酶
(

的活性进行检测#不能反映组织蛋白酶
(

在病变中的

功能变化#这将是下一步研究的重点%

从本研究上看#巨噬细胞和肥大细胞均对软骨细

胞分泌
)

$

的影响较大#他们可能是影响软骨功能的

主要细胞类型#而在抑制了组织蛋白酶
(

功能后#

)

$

的分泌量恢复正常#说明组织蛋白酶
(

很有可能是
)

$

破坏的主要因素#因此针对组织蛋白酶
(

的特异性

治疗有可能是未来研究的方向%
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