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目的
!

探讨亚高温热疗联合多西紫杉醇对人乳腺癌增殖的影响及其相关机制$方法
!

采取四甲基偶

氮唑盐法观察多西紫杉醇对人乳腺癌细胞株
Z(F:+

细胞增殖的影响!且筛选出有效浓度$将体外培养的
Z(F:+

细胞分为空白对照组'多西紫杉醇组及热疗与多西紫杉醇联合组!热疗与多西紫杉醇联合组依据不同温度"
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#分为
%

个亚组$对各组细胞予以相应干预后!采取流式细胞仪检测各组细胞

凋亡状况及细胞生长周期变化$结果
!

随着热疗温度上升!细胞凋亡比例渐渐增高!
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热疗时凋亡率
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;0./#d8.00

#
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*最高!显著高于单一应用多西紫杉醇与其他各亚组&

?:h47

氨基末端激酶在热疗温度为
$".#Y

时达到最高值!而细胞外调节蛋白激酶
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蛋白表达在热疗温度为
$#.#Y

达到最高值!同其余亚组相比!差

异均有统计学意义"
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#&热疗与多西紫杉醇联合等亚组
e

,
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Z

期细胞比例明显多于单一使用多西紫杉醇组!

抑制
Z(F:+

细胞周期进程的效应明显强于多西紫杉醇!且随着热疗温度增加!
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Z

期细胞比例增高!差异有统计

学意义"
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#$热疗与多西紫杉醇联合组丝裂原活化蛋白激酶通路蛋白表达较多西紫杉醇组显著增强!

U?C:,

蛋白表达则明显降低!而
UBN

蛋白表达有轻微升高$结论
!

亚高温热疗联合多西紫杉醇干预能抑制人乳腺癌细胞

增殖!诱导细胞凋亡!具有协同抗肿瘤效应!其治疗机制可能与激活细胞外调节蛋白激酶'
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迄今为止#临床治疗乳腺癌的主要方法有手术切除,术后

化学治疗,放射治疗,热疗及内分泌治疗等*

"

+

)有报道指出#热

疗能够提高化疗药物的细胞毒性#与化学治疗联合应用具有协

同抗肿瘤的作用*

,:;

+

)临床上认为#低于
$".#Y

的亚高温热疗

主要是经过调理免疫功能而起到抗肿瘤作用#不能够协同化学

治疗药物杀灭肿瘤细胞#然而也有报道提出#一些乳腺癌患者
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检验医学与临床
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月第
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卷第
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在温度为
;/.#Y

时#化疗效果比较显著*

$
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)鉴于此#本研究主

要探讨不同温度热疗联合化疗是否对乳腺癌细胞株的增殖产

生影响及其作用机制#现报道如下)
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材料与方法

$.$

!

材料
!

人乳腺癌细胞株
Z(F:+

由中科院上海生物化学

与细胞生物学研究所提供#多西紫杉醇注射液$

,#

毫升"支%由

上海复兴医药有限公司提供#胎牛血清,高糖
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培养基,兔抗
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细胞外调节蛋白激酶$
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氨基末端激酶$
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,甘油醛
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磷

酸脱氢酶一抗,四甲基偶氮唑盐,
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一抗,鼠抗
U?C:,
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一抗均由美国
>̀

D

HB

公司提供#
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流式细胞仪由日本

U66@37[>?_937

公司提供)
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乳腺癌细胞培养
!

在
"#1

浓度小牛血清的
[Z]Z

培养

基中培养乳腺癌细胞株
Z(F:+

细胞#将培养基置于
('

,

体积

分数为
#.#%

的
;+.# Y

培养箱中孵育#选取对数生长期的

Z(F:+

细胞用于试验)
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!

检测
Z(F:+

细胞的凋亡率
!

选取对数生长期的
Z(F:+

细胞用于试验#将其分为对照组$不作任何处理%,热疗与多西

紫杉醇联合组,多西紫杉醇组#热疗与多西紫杉醇联合组又依

据不同热疗温度#将其分为
;/.#
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等

%

个亚组#与多西紫杉醇在对应温度的恒温水浴箱中共同作用

,A

后#接着培养
,$A

)收集培养后的细胞#每组细胞以
$.#Y

磷酸盐缓冲液$
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%清洗
,

次#制备成单细胞悬浮液(将细胞

浓度调整为每毫升
"W"#

8 个#另取
"##

#

T

细胞悬浮液#加入

"#

#

T)S

溶液与
%

#

T!776N>7\

"

FS*(

后#充分混匀#避光常

温培养
"%H>7

#再加入
$##

#

T)Ù

应用流式细胞仪检测细胞

凋亡)

$.1

!

检测
Z(F:+

细胞周期
!

乳腺癌细胞株
Z(F:+

细胞分组

情况及处理方法同上#操作结束后将每组细胞置于
('

,

体积

分数为
#.#%

的
;+.#Y

培养箱中培养
,$A

#以
$.#Y)Ù

清洗

培养过的细胞后#再经
0#1

乙醇固定#置于
Q,#.#Y

环境下#

隔日再用)用
)Ù

清洗各组固定细胞后#在遮光常温环境下

应用
)S

染色#

;#H>7

后再上样#采取
Z35E>@;

软件对每组细胞

生长周期状况进行检测)
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多药耐药基因产物
)

糖蛋白,丝裂原活化蛋白激酶,

U?C:

,

,

UBN

及
Z(F:+

细胞热休克因子检测
!

各组细胞处理方法同

上#结束后应用蛋白裂解缓冲液$含苯甲磺酰氟
"HH3C

"

T

,正

钒酸钠
"HH3C

"

T

,十二烷基磺酸钠
#."1

,去氧胆酸钠
"1

,

X):$#."1

,氯化钠
"%#HH3C

"

T

%分别水解每组细胞#获得总

蛋白#检测总蛋白浓度#标准品为牛血清蛋白)按照蛋白定量

试剂盒说明书拟定蛋白定量标准曲线#采取紫外分光光度计测

定吸光度
3

值$

%/%7H

处%#算出蛋白浓度)将全部蛋白样品

的浓度调节成等浓度后#经电泳分离后转至
)\[F

膜上#密闭

后加入一抗#培养后滴加对应过氧化物酶结合的二抗)采用

](T

化学发光试剂盒测定杂交信号#分别检测各样品中

]&c"

"

,

,

hXc

,

<

;0

及
U?C:,

"

UBN

蛋白表达状况)
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统计学处理
!

所获数据采用
)̀̀ "̀/.#

软件进行分析#

计量资料以
PdE

表示#两两比较采用
B

检验#采用单因素方差

分析进行组间比较#以
#

$

#.#%

为差异有统计学意义)
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结
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果
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不同温度热疗与多西紫杉醇联合对
Z(F:+

细胞凋亡的

影响
!

见图
"

)通过显微镜观察
Z(F:+

细胞凋亡状态#细胞

发生皱缩#体积变小#变圆#细胞轮廓清晰#细胞透明度减小#呈

棕黑色)随着热疗温度上升#细胞凋亡比例渐渐增高#

$".#Y

热疗时凋亡率*$

;0./#d8.00
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1

+最高#显著高于单一应用多

西紫杉醇与其他各亚组的细胞凋亡率)

!!

注!与对照组相比#

B

#

$

#.#%

(与多西紫杉醇组相比#

G

#

$
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)

图
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热疗联合多西紫杉醇对
Z(F:+

细胞凋亡的影响

/./

!

热疗联合多西紫杉醇对
Z(F:+

细胞生长周期的影响
!

见表
"

)热疗与多西紫杉醇联合等亚组
e

,

"

Z

期细胞比例明

显多于单一使用多西紫杉醇组#抑制
Z(F:+

细胞周期进程的

效应明显强于多西紫杉醇#且随着热疗温度增加#

e

,

"

Z

期细

胞比例增高#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%)

表
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热疗与多西紫杉醇联合对
Z(F:+

细胞生长

!!!

周期影响%

PdE

&

组别
细胞生长周期

e

#

"

e

"

期
`

期
e

,

"

Z

期

空白对照组
$%.$/d,."# $%.$8d$.%0 0.+0d,.",

多西紫杉醇组
;%.+0d$.8, ;+.8%d%."/ ,8.%/d;.//

;/.#Y

热疗联合多西紫杉醇组
;+.+#d$.$/ ;;.%0d$.%0 ,0.,;d;.;/

B

;/.%Y

热疗联合多西紫杉醇组
$".00d$.;/ ,0.#/d$.// ,/.8/d$."/

B

$#.#Y

热疗联合多西紫杉醇组
$#.,0d%.#; ,%.+8d%.,/ ;;.8+d8.+#

B

$#.%Y

热疗联合多西紫杉醇组
$".""d8.$/ ,,.",d;.,/ ;8.++d%."/

B

$".#Y

热疗联合多西紫杉醇组
;/.#0d%.$8 ,,.8/d$."/ ;0.#/d$.8%

B

!!

注!与多西紫杉醇组相比#

B

#

$

#.#%

)

/.'

!

热疗与多西紫杉醇联合对
Z(F:+

细胞丝裂原活化蛋白

激酶$

Z!)c

%表达的影响
!

见图
,

)热疗与多西紫杉醇联合

会导致
Z(F:+

细胞中
Z!)c

<

:]&c"

"

,

,

<

:hXc

,

<

:

<

;0

蛋白

表达显著增强#其中
<

:hXc

蛋白在热疗温度为
$".#Y

时达最

高值#

<

:]&c"

"

,

,

<

:

<

;0

蛋白表达在热疗温度为
$#.#Y

达最高

值#同其余亚组相比#差异均有统计学意义$

#

$

#.#%

%)

图
,

!

热疗与多西紫杉醇联合对
Z(F:+

细胞
Z!)c

表达的影响

/.1

!

Z(F:+

细胞凋亡蛋白
UBN

及
U?C:,

表达的影响
!

见图
;

)

Z(F:+

细胞经过热疗与多西紫杉醇联合应用后#

UBN

蛋白表达

较空白对照组及多西紫杉醇组略有增多#但差异无统计学意

义#不同热疗温度亚组组间差异也无统计学意义$

#

'

#.#%

%)

多西紫杉醇可导致
Z(F:+

细胞凋亡蛋白
U?C:,

表达减少#热疗

-

;,%;

-

检验医学与临床
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年
",

月第
",

卷第
,;

期
!
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与多西紫杉醇联合应用后#细胞内
U?C:,

表达较单一应用多西

紫杉醇进一步减少#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%#不同热疗

温度亚组组间
U?C:,

蛋白表达差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%)

图
;

!

热疗与多西紫杉醇联合对
Z(F:+

细胞
UBN

及

U?C:,

蛋白表达的影响

'

!

讨
!!

论

!!

乳腺癌对全球范围内女性健康构成严重威胁#其发病率逐

年增加*

%

+

)随着医学研究的持续拓展#广大临床工作者已经接

受了乳腺癌为全身性疾病这一理念#治疗方案也发生改变#手

术切除不再是仅有的治疗手段#治疗重点由乳腺组织渐渐转至

全身#新的分子靶向治疗,内分泌治疗,辅助治疗,热疗及放射

治疗等成为医治乳腺癌的重要方法*

8:+

+

)因热疗具有不良反应

轻微#且与化疗,放疗联合应用具有协同效应等优势#逐渐得到

临床关注)

'.$

!

不同热疗温度联合多西紫杉醇对乳腺癌细胞株凋亡率的

影响
!

临床上关于热疗治疗肿瘤的有效温度一直都存在很大

争议*

0

+

)大量基础研究表明#不论是应用水浴箱加热,红外线

辐射#还是微波热疗等加热方式#热疗发挥抗肿瘤作用的有效

温度范围为
$,.#

"

$%.#Y

*

/:""

+

)由于热疗对治疗设备有较高

要求及人体体温限制#

$,.#

"

$%.#Y

热疗在临床实践中不能

大量应用#而且单一热疗杀灭肿瘤细胞存在局限性#总体治疗

效果欠佳)因而近年来#国内外对热疗适宜温度的研究重点主

要集中于
$#.#

"

$".#Y

)关于
$#.#

"

$".#Y

热疗有无抗肿

瘤效应的临床结论不一致)蒋东等*

",

+在对肺癌细胞予以加热

时#

$#.# Y

即可诱导细胞凋亡)

2BHB5B

等*

";

+认为#

;/.#

"

$".#Y

可以进一步激活人体体液免疫及细胞免疫系统#进而

提高人体的抗肿瘤免疫功能)

本研究结果显示#

$".#Y

热疗与多西紫杉醇联合组乳腺

癌细胞株凋亡率明显高于其他热疗亚组及多西紫杉醇组#说明

与单一应用多西紫杉醇相比#热疗与多西紫杉醇联合应用可引

起乳腺癌细胞株凋亡增加)提示亚高温热疗$

$".#Y

%联合多

西紫杉醇具有协同杀灭肿瘤细胞的作用)且随着热疗温度上

升至
$".#Y

#凋亡的细胞数目持续增加)分析可能的原因有!

$

"

%多西紫杉醇对乳腺癌细胞株
Z(F:+

比较敏感#抑制乳腺癌

细胞株
Z(F:+

的效用与剂量相关#细胞毒性随浓度提高而增

强)$

,

%热疗温度控制在
$#.%

"

$;.#Y

时#多种化疗药物的细

胞毒性效应达到最大)$

;

%

Z!)c9

可经一系列信号传导途

径#将胞外刺激传导至细胞内#是细胞内最关键的一条信号传

导通路#在肿瘤的发生与发展中有重大意义)有关研究指出#

Z!)c

蛋白在乳腺癌发病机制中也有参与#哺乳动物细胞

Z!)c

蛋白系族中多个成员$如
]&c

,

hXc

,

<

;0

等%均已证实

同乳腺癌紧密相关*

"$

+

(

Z!)c

通路被激活以后#

]&c

,

hXc

,

<

;0

等通路也会随着激活)本研究结果显示#

Z(F:+

细胞经热

疗及多西紫杉醇联合处理后#细胞内
<

:

<

;0

,

<

:hXc

及
<

:

]&c"

"

,

蛋白表达均显著增多#其中
<

;0

,

hXc

等通路活化产

生的生物作用同细胞凋亡相关#这也可能是热疗与多西紫杉醇

联合应用促进肿瘤细胞凋亡作用优于单一应用多西紫杉醇的

原因之一)另外#

<

:

<

;0

与
<

:]&c"

"

,

蛋白表达在热疗温度高

于
$#.#Y

时开始渐渐下降#具体机制尚不明确)

'./

!

不同温度热疗联合多西紫杉醇对乳腺癌细胞株增殖的影

响
!

本研究结果显示#多西紫杉醇能使
Z(F:+

细胞的生长周

期停滞于
e

,

"

Z

期#热疗联合多西紫杉醇处理可促进
e

,

期

Z(F:+

细胞数量上升#且滞留在
e

,

期的细胞比例随热疗温度

升高而增多)此外#

$#.#

,

$#.%

,

$".#Y

热疗与多西紫杉醇联

合等亚组
e

,

"

Z

期细胞比例明显多于单一使用多西紫杉醇组#

抑制
Z(F:+

细胞周期进程的效应明显强于多西紫杉醇#差异

有统计学意义$

#

$

#.#%

%#且随着热疗温度上升至
$".#Y

#

e

,

"

Z

期细胞比例逐渐增加)提示热疗可协同多西紫杉醇引

起更多肿瘤细胞生长停滞于
e

,

"

Z

期#进而发挥阻碍肿瘤细胞

分裂及增殖的作用)

有研究指出#肿瘤细胞中
U?C:,

基因的高表达与肿瘤的发

生与发展紧密相关#

U?C:,

基因表达缺失或者下调能够提高

Z(F:+

细胞对多西紫杉醇化疗的敏感性#此现象可能与乳腺

癌细胞株
Z(F:+

雌激素受体的表达有关*

"%

+

)本研究发现#多

西紫杉醇可导致
Z(F:+

细胞凋亡蛋白
U?C:,

表达减少#热疗与

多西紫杉醇联合应用后#细胞内
U?C:,

表达较单一应用多西紫

杉醇进一步减少#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%#不同热疗温

度亚组组间
U?C:,

蛋白表达差异也有统计学意义$

#

$

#.#%

%)

提示热疗与多西紫杉醇联合应用可显著抑制
U?C:,

通路#促进

细胞凋亡#进而抑制
Z(F:+

细胞增殖)

综上所述#亚高温热疗联合多西紫杉醇干预能抑制人乳腺

癌细胞增殖#诱导细胞凋亡#具有协同抗肿瘤效应#其治疗机制

可能与
<

:]&c

,

hXc

,

<

;0

蛋白有关)
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/.2

!

两组患者肝功能恢复情况比较
!

见表
$

)随访
,

年后评

价两组患者肝功能恢复情况#抗病毒组好转率为
%;.,81

$

$/

"

/,

%#对照组好转率为
";."81

$

%

"

;0

%#差异有统计学意义

$

%

,

-",.%/8

#

#

$

#.#%

%)

'

!

讨
!!

论

!!

既往认为乙肝肝硬化一旦形成则不可逆转#尤其是失代偿

期肝硬化#其主要治疗措施为支持,对症,预防和控制并发症#

发展到终末期肝移植是治疗的最佳方案)随着第一口服抗病

毒药物拉米夫定问世#乙肝的抗病毒治疗成为慢性乙肝治疗的

新突破#标志着慢性乙肝治疗进入核苷$酸%类似物治疗时代)

越来越多的临床研究证明#乙肝肝硬化采用抗病毒治疗可显著

改善肝脏纤维化及降低肝癌的风险*

%

#

/:"#

+

)目前临床上常用的

核苷类抗病毒药物有恩替卡韦,替比夫定及阿德福韦酯等#虽

各种核苷类抗病毒药物临床疗效的优劣方面存在一定争议#但

其对失代偿期乙肝肝硬化的治疗作用是肯定的*

0

#

""

+

)本研究

"#;

例抗病毒治疗的患者中
+"

例患者采用了拉米夫定#

,$

例

患者采用了恩替卡韦#

0

例患者采用拉米夫定联合阿德福韦酯

治疗)

本研究
,

年随访结果显示#抗病毒组患者的肝功能指标

!T*

,

!̀ *

及
*UST

水平均较治疗前明显改善#血清
!TU

及

(O]

水平较治疗前显著升高#凝血功能也得到一定改善)这

一结果说明经过抗病毒治疗后患者肝细胞炎性反应坏死减轻#

肝脏功能显著改善#患者在治疗后期基本不需要输入外源性

!TU

)对照组采用常规护肝及对症治疗#患者肝功能相关生化

指标无明显改善#其中
!TU

水平均较之前下降#但差异无统计

学意义#考虑可能与输入外源性
!TU

有关)

(O]

水平下降明

显#提示应用核苷类抗病毒治疗对失代偿期乙肝肝硬化患者的

肝脏合成功能有明显改善作用)与对照组相比#抗病毒组经过

治疗后
OU\[X!

,肝脏纤维化指标
O!

及
)(

,

均得到改善#

优于对照组#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%#这一结果说明核

苷类抗病毒药物抑制病毒的复制#延缓了肝脏纤维化的进程)

本研究结果显示#抗病毒组肝功能好转率为
%;.,81

#显

著高于对照组的
";."81

#差异有统计学意义$

#

$

#.#%

%(

,

年

生存率$

00.#$1

%显著高于对照组$

%%.,81

%#差异有统计学意

义$

#

$

#.#%

%#进一步说明核苷类抗病毒药物明显改善了失代

偿期乙肝肝硬化患者的长期疗效)但本研究样本量比较小#有

必要在此基础上开展多中心,大样本,前瞻性研究#并延长随访

时间#进一步确定核苷类抗病毒药物治疗对乙肝肝硬化失代偿

患者的长期获益和安全性)
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