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#摘要$
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目的
!

探讨苯扎贝特#

A$H

&及联用顺铂#

@@*

&对肺腺癌裸鼠移植瘤的抑瘤作用及其机制'

方法
!

建立肺腺癌
#OUW

细胞裸鼠移植瘤模型!将
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裸鼠分成
U

组!即对照组#生理盐水&(

A$H

组
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&及联合组#
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;

$

8
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A$Ha!P

;

$

8
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@@*

&'比较各组肺癌移植

瘤肿瘤体积及肿瘤生长抑制率%通过流式细胞法检测移植瘤组织细胞凋亡%采用实时荧光定量反转录
*?G
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G&,

]

*?G

&法检测移植瘤组织中白细胞介素
D

#

N',D

&(诱导型一氧化氮合酶#

0ZK%

&(环氧合酶
,!

#

?K[,!

&及
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*

AC

等基因表达'结果
!

各治疗组移植瘤生长呈不同程度抑制!

A$H
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组(联合组移植瘤细胞凋亡率分别为#
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!与
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组比较!联合组细胞凋亡率明显增加#

!
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B)BO

&'与对照组比较!

A$H

(

@@*

(联合组移植瘤组织中炎症因子
N',D

(

0ZK%

及
?K[,!PGZ#

的表达水平明显降低!特别是联合组各

炎症因子的表达抑制最为明显#
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B)BO

&'结论
!

A$H

可抑制肺癌移植瘤生长!并增强
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抑瘤作用'
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肺癌是世界上癌症患者死亡的主要原因之一&对

人类健康和生命威胁很大*早期手术仍是肺癌治疗

最为有效的方法&但不幸的是&

VBd

的肺癌发现时已

进展为晚期&失去了手术治疗最佳时期*化疗是目前

失去手术机会的肺癌治疗的主要手段&但肿瘤多药耐

药的产生成为化疗的主要阻碍&因此&发现新的高效

低毒的治疗药物&对延长肺癌患者的生命及降低死亡

率有着迫切的临床需要*过氧化物酶增殖激活受体

#

4

256\096P2

4
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/65

&

**#G

$

属于核激素受体超家族的成员&包括
**#G

!

+

**#G

-

和
**#G

.

E

种亚型 &其中
**#G

!

主要参与调节脂质

代谢与糖代谢等生物学过程*有研究表明&

**#G

!

受体通路也与肿瘤发生+进展关系密切&

**#G

!

受体

激动剂被发现可抑制肺癌+结肠癌+白血病+黑色素瘤

及乳腺癌等肿瘤细胞生长!

C,U

"

*

**#G

!

受体激动剂

在肿瘤领域的研究逐渐受到重视&然而其抗肿瘤机制

尚不清楚&有研究认为可能与降低三酰甘油+改善胰

岛素抵抗+抗血管生成及诱导细胞凋亡等有关!
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扎贝特#

Q2b-T0Q5-/2

&

A$H

$是目前临床常用的一种贝

特类降脂药&也是一种重要的
**#G

!

受体特异性激

动剂&本研究以顺铂#

.09

4

:-/07

&

@@*

$为阳性药物&观

察
A$H

单用和联合
@@*

对人肺腺癌
#OUW

裸鼠移植

瘤的抑瘤作用&并探讨其可能机制*

@
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材料与方法

@)@

!

材料

@)@)@

!

细胞
!

人肺腺癌细胞系
#OUW

购自中山大学

细胞库&培养于含有
CBd

胎牛血清的
G*(NCDUB

培养

基中&并在
EVc

&

Od?K

!

的环境中进行培养&

B)!Od

胰蛋白酶消化传代备用*

@)@)A

!

实验动物
!

A#'A

'

?,ZX

小鼠#

%*>

级$

!U

只&购自北京维通利华实验动物有限公司#

ZK

%

CCUBBVBBBDE!W!

$*

%*>

级鼠料购自广东省医学实验

动物中心供应#合格证号%

BBF!VBB

$*鼠龄
U

)

D

周&

体质量
CD

)

CF

;

&雄性&饲养于超净生物层流架内&温

度控制在#

!!eE

$

c

&湿度控制在#

OBe!B

$

d

&灯光每

天控制
C!<

开灯'
C!<

黑暗循环*

@)@)B

!

仪器和试剂
!

苏州安泰洁净工作台#

%M,?=,

N>@

$&倒 置 光 学 显 微 镜 #

K'I(*X% ?+[UC

&

X,

?&GEB,!

$&细 胞 恒 温 培 养 箱 #

&<25P69.027/0T0.

&

L$G#?$''COB0

$&智能型独立通气笼
NJ?

系统

#

N%V

&苏杭科技器材有限公司$及流式细胞仪#

A2./67

@0.807967

&美国$*胎牛血清+

G*(N,CDUB

培养基+青

霉素及链霉素等均购自
L

R

.:672

)

A$H

和
@@*

购自

美国
%0

;

P-

公司*

@)A

!

方法

@)A)@

!

荷瘤裸鼠模型建立
!

将
#OUW

细胞悬液#浓度

为
OgCB

V 个'
P'

$接种于右侧腹部皮下&每鼠
B)C

P'

&即每鼠接种
OgCB

D 个活细胞*接种后每日观察

裸鼠的饮食+活动+局部红肿及溃破等情况&按规定时

间测量肿瘤体积*

@)A)A

!

实验分组及给药
!

当肿瘤的平均体积达到

CBBPP

E 时&开始干预治疗*

!U

只荷瘤小鼠被随机分

为
U

组%即对照组#生理盐水$+

A$H

组#

!BBP

;

'

8

;

A$H

$+

@@*

组#

!P

;

'

8

;

@@*

$及联合组#

!BBP

;

'

8

;

A$Ha!P

;

'

8

;

@@*

$&每组
D

只*

@@*

采用腹腔注

射&

A$H

采用灌胃方法&每天
C

次&持续
E

周*实验期

间注意观察裸鼠精神状况+进食+排便及体质量情况&

实验
E

周后处死小鼠*

@)A)B

!

移植瘤体积测量
!

每
E

天称量小鼠体质量
C

次&用游标卡尺测量皮下移植瘤的长径#

-

$和 短径

#

Q

$&并按公式计算肿瘤体积%肿瘤体积#

PP

E

$

f

!长

度#

PP

$

g

宽度#

PP

$

!

"'

!

@)A)C

!

移植瘤质量和抑瘤率测定
!

实验
E

周后&以

颈椎脱位方式处死各组裸鼠&完整剥离肿块&去除血

污+脂肪等非瘤组织&称取瘤体质量&并计算肿瘤生长

抑制率#

NG

$%

NG

#

d

$

f

#

C`

实验组平均质量'对照组

平均质量$

gCBBd

@)A)D

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

取新鲜移植瘤组

织&置于
FP'

冰磷酸盐缓冲液#

*A%

$缓冲液中&用剪

刀剪碎及充分匀浆&以
EOB

目尼龙网过滤&制成细胞

悬液*

COBB5

'

P07

离心
OP07

后&去除上清液&收集

细胞&以
VBd

的乙醇固定&置于
Uc

冰箱保存*按项

目前期研究及试剂盒的说明进行凋亡检测!

D

"

&加入

O

(

'

的膜联蛋白
J,

异硫氰酸荧光素#

#772\07J,

>N&?

$和
O

(

'

的碘化丙啶#

*N

$&

U c

避光反应
EB

P07

后&采用流式细胞仪进行细胞凋亡检测&实验重

复
E

次&计算总体凋亡细胞的比例*

@)A)E

!

实时荧光定量反转录
*?G

#

G&,

]

*?G

$检

测
!

取肿瘤组织加入
CP'&50b6:

&冰浴充分研磨后&

吸取组织匀浆液于
Uc

+

EBBB5

'

P07

条件下离心
CO

P07

&取上清液 *

G&,

]

*?G

扩增条件如下%

WO c

预

变性
OP07

&

WOc

变性
CO9

&

DBc

退火
CO9

+

V!c

延伸

EB9

&进行
UB

次循环*

Z>,

*

AC

上游引物%

Oh,??#

???""?&&?#"##&"",Eh

&下游引物%

Oh,""&

#&"""??#&?&"?&"&&,Eh

)白细胞介素#

07/2,

32S807

&

N'

$

,D

上游引物%

Oh,&"? ##& ##? ?#?

???&"#??,Eh

&下游引物%

Oh,"&"???#&"?&#

?#&&&"??,Eh

)诱导型一氧化氮合酶#

073S.0Q:270,

/50.6\0329

R

7/<-92

&

0ZK%

$上游引物%

Oh,&"# #?&

#?"&?? &"& ????&,Eh

&下游引物%

?&? &&?
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&?&&"""&?&??"?,Eh

)环氧合酶
,!
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.

R

.:66\

R

,

;

27-92,!

&

?K[,!

$上游引物%

Oh,"&&??#???"?#

"&# ?#" ##,Eh

&下游引物%

Oh,#"" "?& &?#

"?#&## #"? "&,Eh

)

"

,-./07

上游引物%

Oh,"&&

"?"&&# ?#???& &&?&&",Eh

&下游引物%

Oh,

"&?#??&&?#??"&&??#"&,Eh

*按公式
!,

//

?/

计算各基因的相对表达水平&实验重复
E

次*

@)B

!

统计学处理
!

应用
%*%%CV)B

统计软件进行数

据分析&计量资料以
:eG

表示&多组比较采用
#ZK,

J#

方差分析&方差齐时进行
4

69/,L6.'%@

检验&方

差不齐时进行
@S772//&E

检验&以
!

$

B)BO

为差异

有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A)@

!

A$H

及其联合
@@*

对肺癌移植瘤的抑瘤作

用
!

裸鼠皮下接种
#OUW

细胞悬液约
O3

后&皮下可

见肿瘤形成&

!B3

左右肿瘤体积达
CBBPP

E

*裸鼠的

饮食和活动正常&局部无异常红肿及溃破等情况&给

药前各组移植瘤体积比较差异无统计学意义#

!

&

B)BO

$*各组裸鼠的移植瘤体积随时间增加不断增

大&但药物干预治疗组移植瘤体积增加缓慢&呈不同

程度生长抑制*

@@*

组在用药第
W

)

!C

天对移植瘤

的生长具有明显抑制作用&与对照组比较差异有统计

学意义#

!

$

B)BO

$)

A$H

抑瘤作用起效较慢&在用药

CO3

后其移植瘤体积与对照组比较&差异有统计学意

义#

!

$

B)BO

$)联合组抑瘤作用最明显&肿瘤体积增加

最为缓慢&用药第
C!

)

!C

天与
A$H

或
@@*

组比较差

异有统计学意义#

!

$

B)BO

$&见图
C

*各实验组均不

同程度抑制移植瘤的生长&

A$H

和
@@*

组抑瘤率分

别为
!V)DWd

和
EF)UDd

&各实验组间抑瘤率比较差

异有统计学意义#

!

$

B)BO

$&特别是联合组抑瘤作用

最明显&抑瘤率达
O!)EBd

&与
A$H

或
@@*

组比较差

异有统计学意义#

!

$

B)BO

$&见表
C

*

!!

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与
A$H

+

@@*

组比较

图
C

!!

各组裸鼠肺癌
#OUW

细胞移植瘤体积比较

A)A

!

A$H

及其联合
@@*

对裸鼠移植瘤细胞凋亡影

响
!

采用流式细胞技术检测各处理组细胞凋亡情况&

实验结果显示&

A$H

可诱导裸鼠移植瘤细胞凋亡&其

肿瘤细胞凋亡率为#

CC)VUeC)!C

$

d

&与对照组

#

U)EVeB)O!d

$比较&差异有统计学意义#

!

$

B)BO

$*

A$H

能增强
@@*

的凋亡诱导作用&联合组凋亡率为

#

UE)!UeU)FE

$

d

&与
A$H

组!#

CC)VUeC)!C

$

d

"+

@@*

组!#

!W)ODe!)OB

$

d

"比较&差异有统计学意义

#

!

$

B)BO

$&见图
!

*

表
C

!!

各组平均瘤质量与抑瘤率比较&

*fD

'

组别 平均瘤质量#

:eG

&

;

$ 抑瘤率#

d

$

对照组
B)DOeB)BO `

A$H

组
B)UVeB)BE

-Q

!V)DW

Q

@@*

组
B)UBeB)B!

-Q

EF)UD

Q

联合组
B)ECeB)BE

-

O!)EB

!!

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与联合组比较

!!

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与
A$H

+

@@*

组比较

图
!

!!

各组裸鼠移植瘤细胞凋亡比较

A)B

!

A$H

及其联合
@@*

对移植瘤炎症因子表达影

响
!

通过
G&,

]

*?G

检测裸鼠移植瘤组织中相关炎症

相关因子表达&结果表明&

A$H

能有效抑制移植瘤组

织中
N',D

+

0ZK%

及
?K[,!PGZ#

的表达水平&与对

照组比较&差异有统计学意义#

!

$

B)BO

$*

A$H

联合

@@*

对
N',D

+

0ZK%

及
?K[,!PGZ#

的表达产生明

显抑制作用&与对照组比较&联合组裸鼠
N',D

和
0ZK%

PGZ#

的表达下调约
E

倍&

?K[,!PGZ#

的表达下

调约
!

倍*此外&

A$H

也一定程度抑制
Z>,

*

AC

基因

的表达&但与对照组比较&差异无统计学意义#

!

&

B)BO

$&见图
E

*
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!!

-

%

!

$

B)BO

&与对照组比较)

Q

%

!

$

B)BO

&与
A$H

组比较

图
E

!!

各组裸鼠移植瘤组织中炎症因子表达水平比较

B

!

讨
!!

论

!!

**#G

!

受体通路与肿瘤发生关系密切&已有研

究发现&多种人类肿瘤细胞上均不同程度表达

**#G

!

受体&

**#G

!

激活剂已被证实对多种人类肿

瘤&包括肝癌&黑色素瘤及子宫内膜癌等肿瘤具有抗

癌作用!

C,O

"

*

A$H

属于
**#G

!

激活剂&广泛应用于临

床降脂治疗&对控制动脉粥样硬化+心血管疾病+缺血

再灌注损伤等有较好疗效*本课题组前期研究表明&

A$H

可有效抑制肺腺癌细胞的生长和诱导肺腺癌

#OUW

细胞凋亡&其机制可能与下调血管内皮生长因

子#

J$">

$和缺氧诱导因子
,C

!

#

LN>,C

!

$的表达有关&

并且
A$H

联合
@@*

对肺癌细胞的生长具有协同抑制

效应!

V

"

*为探讨
A$H

或联用
@@*

的体内抗肺腺癌&

本研究通过肺腺癌
#OUW

细胞裸鼠移植瘤模型&观察

A$H

及联用
@@*

的体内抑瘤效应&结果表明&与阳性

药物
@@*

比较&

A$H

体内抑瘤较弱&但仍可有效抑制

裸鼠移植瘤的生长&其抑瘤率为
!V)DWd

)当
A$H

联

用
@@*

时&可产生明显的抑瘤作用&其抑瘤率达到

O!)EBd

&提示
A$H

联用
@@*

可能产生协同抗肿瘤作

用&此与本项目前期体外研究相吻合!

V

"

*近年来的研

究发现&

**#G

!

激活剂#包括
A$H

$对非小细胞肺癌

原发癌和转移癌均具有较好的抑制作用!

F

"

*此外&临

床研究也发现&

A$H

可改善白血病患者的疗效&表明

A$H

等
**#G

!

激活剂可能在肺癌等肿瘤治疗领域具

有较好的应用前景!

W

"

*

**#G

!

抗肿瘤作用的确切机制仍不清楚*有研

究表明&

**#G

!

激活剂的抗肿瘤作用认为可能与改

善胰岛素抵抗+抗血管生成+抗炎及诱导细胞凋亡等

有关!

C,O

"

*诱导肿瘤细胞凋亡是许多抗癌药物抑制肿

瘤生长的重要机制*文献报道&

**#G

!

激活剂可通

过多种机制诱导细胞凋亡&发挥抗癌作用*例如

**#G

!

激活剂非诺贝特诱导肿瘤细胞的凋亡可能与

抑制
Z>,

*

A

功能+上调叉头转录因子
KE-

#

>K[KE-

$

表达及抑制线粒体呼吸链功能而上调活性氧#

GK%

$

等有关!

CB

"

*本研究结果表明&

A$H

可诱导移植瘤细

胞凋亡&并且当
A$H

联合
@@*

后&细胞凋亡诱导作用

明显增强&细胞凋亡率达到#

UE)!UeU)FE

$

d

&表明细

胞凋亡诱导可能是
A$H

发挥抗肺癌作用机制之一*

本研究也观察到
A$H

也可抑制
Z>,

*

AC

基因的表达&

但抑制作用较弱&而联合
@@*

后&

Z>,

*

AC

基因表达

下调较明显*

A$H

是否通过干扰
Z>,

*

A

功能而发挥

细胞凋亡诱导作用&此需要进一步深入研究*

肿瘤炎症微环境的形成与肿瘤的发生及进展关

系密切&炎症因子介导的信号通路参与了肿瘤细胞的

恶性演进&因此抑制肿瘤微环境中的细胞因子或炎症

因子可产生良好的抗肿瘤效应*

Z>,

*

A

是调节炎性

反应的重要因子&可调节
N',C

+

N',D

等多种细胞因子

的表达&在炎症反应方面起着重要作用!

CC

"

*

N',D

是炎

症网络的核心因子&主要参与肿瘤的生长+转移+分

化+血管生成和微环境免疫调节等过程*此外&肿瘤

炎症微环境中
0ZK%

和
?K[,!

高表达与活化&也参与

与血管生成+炎症及肿瘤的发生+发展和转移等过

程!

C!,CE

"

*现有研究表明&多种
**#G,

!

激动剂具有良

好的抗炎作用&例如非诺贝特可通过多种机制发挥抗

炎作用&其抗炎作用可能与抑制
Z>,

*

A

活性+抑制多

种
N'

分泌#例如
N',!

+

N',D

+

N',U

+

N',O

等$及下调

?K[,!

和
0ZK%

的表达等有关!

F

&

CB

&

CU

"

*本研究结果发

现&

A$H

可降低移植瘤组织中炎症因子
N',D

+

0ZK%

及

?K[,!PGZ#

的表达水平&特别是&与
@@*

联用可

产生更强的抗炎作用&提示
A$H

可能通过抑制肿瘤微

环境中
N',D

+

0ZK%

及
?K[,!

等细胞因子的表达&从

而产生抗肿瘤作用*

A$H

的细胞凋亡诱导作用是否

与
A$H

的上述抗炎作用相关&需要进一步研究*

Z>,

*

A

为一个转录因子蛋白家族&由
G2:

#

.G2:

$+

4

DO

#

G2,

:#

&

Z>,

*

AE

$+

G2:A

+

4

OB

#

Z>,

*

AC

$和
4

O!

#

Z>,

*

A!

$等

O

个亚单位组成*本研究结果显示&

A$H

对
Z>,

*

AC

基因的表达抑制作用较弱&但该药是否对
Z>,

*

A

其他

亚单位的表达和活性产生影响&

A$H

是否通过
Z>,

*

A

途径抑制
N',D

等炎症因子表达&均需要进一步证据*

综上所述&

A$H

可有效抑制
#OUW

细胞裸鼠移植

瘤的生长&当与
@@*

联合应用时&产生更强的抗肿瘤

用&提示
**#G

!

受体可能是新的肺癌治疗靶点*贝

特类药物如
A$H

&由于其具有的良好耐受性和不良反

应小等优点&若能与
@@*

等一线肺癌治疗药物联用

产生协同抗肿瘤作用&则具有重要临床意义*
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