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"摘要#

!

目的
!

探讨青蒿琥酯对生存素"

;DA97978

$在乳腺癌细胞株
0P340Q4&)#

中表达的影响%方法
!

以不

同浓度"

$

&

&,

&

,$

"

.

'

-/

$的青蒿琥酯处理
0P340Q4&)#

细胞!分别于药物处理后
&5

&

5+

和
*&>

收集细胞及培养上

清液!用
1̀4Z"̀

检测不同组别&不同时间点的细胞中
;DA97978

的基因表达情况!酶联免疫吸附试验"

!/JO3

$检测

各组&各时间点培养上清液中
;DA97978

的蛋白质表达水平%结果
!

Z"̀

结果和
!/JO3

结果均显示!随着药物浓度

的增加和处理时间的延长!

;DA97978

基因水平和蛋白质水平的表达也逐渐降低!同一时间点各组间
;DA97978

的表达

量进行单因素方差分析!差异有统计学意义"

!

$

$'$,

$#对照组"

$

"

.

'

-/

$在
&5>

和
5+>;DA97978

的表达量变化不

大!经
>

检验分析!差异无统计学意义"

!

%

$'$,

$!而各浓度经药物处理
5+>

后
;DA97978

的表达量明显低于
&5>

的

表达!差异有统计学意义"

!

$

$'$,

$%结论
!

青蒿琥酯可通过抑制
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的表达促进乳腺癌
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!!

随着国民经济发展和人民生活水平的提高#乳腺癌的发病

率和病死率都呈上升趋势#我国乳腺癌发病率增长速度位于全

球之首#

&$$%

年广州乳腺癌临床诊治论坛暨专家见面会资料

显示#乳腺癌已成为中国妇女发病率第一和病死率第二的恶性

肿瘤)因此#应重视乳腺癌的危害#预防和加强乳腺癌治疗)

近年来不少研究显示中药在抗肿瘤治疗中的作用越来越重要#

如熊果酸+

#

,

*苦参碱+

&

,

*冬凌草甲素+

)

,

*乙酰紫草根素$

=@:4

<

H

C;>7R6878

&

+

5

,等可通过诱导肿瘤细胞凋亡而发挥抗肿瘤的效

应)因此#开发中草药治疗乳腺癌具有广阔的应用前景)青蒿

琥酯是抗疟疾药物青蒿素的衍生物#具有比其前体更强的抗疟

效应)研究者在前期工作中发现#青蒿琥酯能明显抑制乳腺癌

细胞株
0P340Q4&)#

细胞增殖#并可促进该细胞凋亡)桑占

发等+

,

,研究发现凋亡抑制蛋白
;DA97978

在乳腺癌中表达上调#

提示
;DA97978

可能通过抑制细胞凋亡从而导致乳腺癌的发生

和发展)因此#本研究拟通过
1̀4Z"̀

和酶联免疫吸附试验

$

!/JO3

&检测不同浓度的青蒿琥酯处理
0P340Q4&)#

细胞后

;DA97978

的表达情况#探讨青蒿琥酯的抗凋亡机制#为将青蒿

琥酯应用于临床治疗乳腺癌提供理论依据)

$

!

材料与方法

$'$

!

材料与试剂

$'$'$

!

细胞
!

乳腺癌细胞株
0P340Q4&)#

为本实验组保存)

$'$'/

!

试剂
!

P0!0

培养基$购自美国
TJQ"N

公司&%胎牛

血清$购自杭州四季青公司&#使用浓度
#$2

%

1A7a6C

总
Ẁ3

提取试剂盒*

00/V

逆转录试剂盒*

1=

f

PW3

聚合酶均购自

大连
1=R=A=

%

;DA97978!/JO3

试剂盒购自上海西唐生物科技有

限公司#测定方法采用双抗体夹心
!/JO3

方法)采用美国

QJN4̀ 3P

的
06E:C(+$

型全自动酶标仪进行检测#按试剂盒

说明书进行操作)

$'$''

!

引物设计与合成
!

根据
T:8Q=8R

中的
;DA97978

基因编

码序列$序列号
W0

4

$$##(+

&#用引物设计软件
ZA7-:AZA:-7:A

-

,)#

-

检验医学与临床
&$#&

年
#

月第
%

卷第
&

期
!

/=G0:E"C78

!

U=8D=A

H

&$#&

!

V6C'%

!

W6'&



,'$

设计引物#由上海生工生物技术有限公司合成
;DA97978

和

内参
T3ZP\

的
Z"̀

引物序列%

;DA97978

引物$产物为
,()

G

B

&的上游引物
Z#

!

,c4T3TT1TT"TT"TT"TT"31T4

)c

%下游引物
Z&

!

,c4T11 T31 "1""11 1"" 133 T3"

311T"4)c

%

T3ZP\

引物$产物为
5)$G

B

&的上游引物
Z#

!

,c4

3""3"3T1""31T""31"3"4)c

%下游引物
Z&

!

,c41""

3""3"""1T11T"1T134)c

)

$'$'1

!

仪器
!

细胞培养箱#

Z"̀

仪*电泳仪*凝胶成像仪均为

美国
QJN4̀ 3P

#酶标仪$美国
QJN4̀ 3P-6E:C(+$

型&)

$'/

!

方法

$'/'$

!

细胞培养
!

乳腺癌细胞株
0P340Q4&)#

细胞用

P0!0

培养基$加有
#$2

的胎牛血清和终浓度皆为
#$$g

"

-/

的青霉素及链霉素&于
)*M

*

,2 "N

&

条件下培养#待细胞

密度为
%$2

左右时用
$'&,2

胰酶消化细胞#按每孔约
#S#$

,

个细胞$每孔终体积
#$$$

"

/

&传代至
(

孔板中继续培养#待贴

壁后进行后续实验)

$'/'/

!

药物分组
!

将青蒿琥酯按终浓度不同分为
$

*

&,

*

,$

"

.

"

-/

共
)

组#其中
$

"

.

"

-/

组为对照组#其余
&

组为实验

组)药物以培养基稀释#每组设
)

个复孔)待细胞贴壁后将各

组药物加入培养基中继续培养)

$'/''

!

1̀4Z"̀

!

分别于加药后
&5

*

5+

和
*&>

收集各组细胞

$其中培养上清液分装后保存于
K+$M

备用&#将
)

孔的细胞

合并在一起#用
1A7a6C

试剂盒提取细胞总
Ẁ3

#测定其浓度和

纯度后#各取约
#

"

.

用
00/V

逆转录酶逆转录为
@PW3

#用

;DA97978

和
T3ZP\

的
Z"̀

引物进行扩增#反应条件!

%5M

预

变性
,-78

%

#

个循环%

%5M

变性
)$;

#

(&M

退火
)$;

#

*&M

延

伸
)$;

#

),

个循环%

*&M

延伸
,-78

#

#

个循环)

#',2

琼脂糖凝

胶电泳鉴定
Z"̀

产物#经凝胶成像仪成像#

hD=8<7<

H

N8:

软件

测定吸光度值#以每组每一时间点的
;DA97978

吸光度值与相应

内参
T3ZP\

光密度值的比值作为
;DA97978

的表达量#并以此

进行统计学分析)

$'/'1

!

!/JO3

测定
;DA97978

的表达
!

取出保存于
K+$M

的

各组不同时间点培养液#自然融化#按试剂盒操作说明检测

;DA97978

的表达情况)

$''

!

统计学处理
!

实验结果以
HYD

表示#用统计软件

OZOO#('$

进行相关分析)各组间两两比较用单因素方差分

析#两组间比较用
>

检验#以
!

$

$'$,

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/'$

!

青蒿琥酯对
;DA97978

在乳腺癌细胞
0P340Q4&)#

中基

因表达的影响

!!

注!

#

泳道为
,$

"

.

"

-/

青蒿琥酯作用
5+>

%

&

泳道为
&,

"

.

"

-/

青

蒿琥酯作用
5+>

%

)

泳道为
$

"

.

"

-/

青蒿琥酯作用
5+>

%

5

泳道为
,$

"

.

"

-/

青蒿琥酯作用
&5>

%

,

泳道为
&,

"

.

"

-/

青蒿琥酯作用
&5>

%

(

泳道为
$

"

.

"

-/

青蒿琥酯作用
&5>

%

0

为
PW3

相对分子质量标准)

图
#

!

不同药物浓度的青蒿琥酯作用细胞不同时间后对

;DA97978

基因表达的影响

由于青蒿琥酯处理细胞
*&>

后各实验组细胞凋亡即非常

明显#收集细胞提取的总
Ẁ3

经电泳未见明显
Ẁ3

条带#经

重复
)

次后结果亦如此#故未进行该时间点
;DA97978

的基因表

达检测)由图
#

可见#在同一时间点#随着药物浓度的增加#

;DA97978

的表达呈下降趋势#各组间进行单因素方差分析#差

异具有统计学意义$

!

$

$'$,

&$表
#

&%随着药物处理时间的延

长#未处理组
&5>

和
5+>

后
;DA97978

表达的变化不大$

!

%

$'$,

&#而各药物处理组则随着时间的延长
;DA97978

的表达也

降低#同一浓度作用
&5>

和
5+>

后
;DA97978

的表达量进行
>

检

验#差异有统计学意义$

!

$

$'$,

&$表
&

&)

表
#

!

不同药物浓度青蒿琥酯处理细胞后同一时间点

!!

;DA97978

基因表达的方差分析结果

处理时间

$

>

&

药物终浓度

$

"

.

"

-/

&

;DA97978

$

HYD

&

<

显著性概率

&5 $ #'$$*Y$'$#, )#$'&5* $'$$$

&, $'%,&Y$'$(5

,$ $'&((Y$'$&,

5+ $ #'$5&Y$'$,) ,#&',*5 $'$$$

&, $'($$Y$'$#)

,$ $'$+(Y$'$$#

表
&

!

同一药物浓度青蒿琥酯处理细胞后不同时间

点
;DA97978

基因表达的
>

检验结果

药物终浓度

$

"

.

"

-/

&

处理时间

$

>

&

;DA97978

$

HYD

&

>

显著性概率

$ &5 #'$$*Y$'$#, K#'#$$ $')))

5+ #'$5&Y$'$,)

&, &5 $'%,&Y$'$(5 %'5$& $'$$#

5+ $'($$Y$'$#)

,$ &5 $'&((Y$'$&, ##'*&& $'$$$

5+ $'$+(Y$'$$#

/'/

!

青蒿琥酯对
;DA97978

在乳腺癌细胞
0P340Q4&)#

中分

泌表达的影响
!

!/JO3

检测结果显示$图
&

&#随着药物浓度的

增加和处理时间的延长#

;DA97978

的分泌表达逐渐降低#其中

处理后
*&>

各药物浓度组均未检测到
;DA97978

的分泌表达#与

Z"̀

结果一致)未用药物处理组$

$

"

.

"

-/

组&在不同时间点

;DA97978

的分泌表达差异无统计学意义$

!

%

$'$,

&%相同药物

处理组在不同时间点的
;DA97978

表达量进行
>

检验#差异具有

统计学意义$

!

$

$'$,

&$图
&

&)

图
&

!!

不同药物浓度的青蒿琥酯作用细胞不同时间后

对
;DA97978

蛋白分泌表达的影响

-

()#

-

检验医学与临床
&$#&

年
#

月第
%

卷第
&

期
!

/=G0:E"C78

!

U=8D=A

H

&$#&

!

V6C'%

!

W6'&
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!

讨
!!

论

;DA97978

是凋亡抑制蛋白家族的新成员#

;DA97978

具有肿

瘤特异性#只表达于肿瘤和胚胎组织#且与肿瘤细胞的分化*增

殖及浸润*转移密切相关)有研究显示#

;DA97978

可直接作用

于半胱氨酸天冬酰胺酶$

"=;

B

=;:

#主要通过抑制
"=;

B

=;:4)

和

"=;

B

=;:4*

的活性&

+

(

,

%

;DA97978

还可与周期素依赖激酶$

"P[5

&

相互作用#使
"P[5

中
B

&#

释放出来#并与
"=;

B

=;:4)

相结合#

间接抑制
"=;

B

=;:4)

的活性#阻止线粒体释放
"

H

<4@

#从而抑制

细胞凋亡+

*

,

)

临床用药结果显示#许多化疗药物对人体的损伤很大#而

中医中药可减轻化疗药物的毒性反应#一直以来中药在乳腺癌

的治疗过程中扮演着辅助角色)近年来有研究发现#一些中药

制剂$如黄芪注射液+

+

,

&对乳腺癌细胞具有抑制作用)由于中

药的毒性和不良反应小#运用中医中药治疗乳腺癌越来越受到

广大临床医师和肿瘤患者的青睐)从中药中寻找抗乳腺癌的

药物也成为研究的热点)

本实验结果显示#青蒿琥酯能抑制乳腺癌细胞株
0P34

034&)#

细胞中凋亡抑制基因
;DA97978

的基因表达和蛋白质的

分泌表达)随着药物浓度的增加和药物处理时间的延长#抑制

作用也相应增加#经青蒿琥酯处理后的细胞也以凋亡作为最终

结局)说明抑制
;DA97978

的表达可能是青蒿琥酯促进乳腺癌

0P34034&)#

细胞凋亡的途径之一#也进一步证实青蒿琥酯

具有促进细胞凋亡的作用#为将青蒿琥酯应用于临床治疗乳腺

癌奠定了理论基础)
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淋巴细胞$
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#
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和
"P+

&标记+
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)因此在

本病的诊断中流式细胞仪的免疫分型显得至关重要)显示其

高效*快速*方便*准确的特点#这样为该病的诊断提供了一个

可靠*实用的方法#避免了传统免疫组化的缺点#在对该病的诊

断中起到了关键作用)

根据该患者的临床特征以胸腔渗出液为主要表现#结合影

像学诊断双侧胸腔积液*胸膜增厚及心包积液等特点#再结合

细胞学*流式细胞学技术及免疫组化的分型特点)本例患者符

合
Z!/

#该病是否与胃癌术后化疗有关#临床检查未能明确病

因#但可以明确的是#该患者
\JV

阴性#为非
\JV

相关性

Z!/

)

[86FC:;

于
#%+%

年报道此病#也称浆膜腔性淋巴瘤

$

G6E

H

@=97<

H

4G=;:EC

H

-

B

>6-=

&#占
\JV

相关性淋巴瘤的
)2

或

更少+

*

,

)

Z!/

的发病明显以男性为多见#患者多为中青年同

性恋#

\JV

阳性男性#文献报道发病年龄范围
)#

!

%5

岁+

+

,

)

该患者经过环磷酰胺*地塞米松*长春瑞滨*表柔比星的联

合化疗以及靶向治疗$

"P&$d

美罗华治疗&后#患者有明显转

归$图
5

&)患者至今没有没有复发#预后良好)该病的治疗说

明与该诊断息息相关#同时说明靶向治疗在治疗这类肿瘤中是

行之有效的)
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