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四川省江油市人民医院临床药学科
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重庆市人民医院肿瘤科
!
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$

!!

摘
!

要"目的
!

探讨和厚朴酚"

/VS

$对人结肠癌细胞及
264

信号通路的影响和调控作用%方法
!

采用结

晶紫染色法和增殖细胞核抗原"

?,V+

$蛋白表达检测
/VS

对人结肠癌
T9U9

细胞增殖的抑制作用#利用流式

细胞仪和
,@-

J

@-3>&

蛋白表达观察
/VS

对人结肠癌
T9U9

细胞凋亡的影响#利用荧光素酶报告质粒检测

/VS

对
264

信号通路中
%

>K@436H6

'

GKL$

转录活性的影响#蛋白的表达采用
23-43567894

检测%结果
!

/VS

剂量依赖性地抑制细胞增殖"

!

#

%#%A

$!并诱导细胞凋亡%荧光素酶报告质粒检测结果显示!

/VS

在
!%#%

!

.98

'

T

时就能明显降低
T9U9

细胞中
%

>K@436H6

'

GKL$

转录活性"

!

#

%#%A

$%结论
!

/VS

能抑制人结肠癌细

胞增殖!诱导其凋亡!该作用可能与
/VS

抑制
264

信号通路的转导有关%
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结肠癌是常见胃肠道恶性肿瘤之一#在我国#其

发病率在恶性肿瘤中排第
$

位'

!

(

+长期以来#治疗该

病主要依靠抑制核酸生物合成的药物#如
A>

氟尿嘧

啶#但该药细胞毒性大#不良反应严重+因此#在中草

药中寻找具有抗癌作用的有效活性成分是目前肿瘤

治疗的发展方向之一+和厚朴酚$

/VS

&为木兰科落

叶乔木植物厚朴的主要成分之一#具有抗炎)抗氧化)

抗菌)保护心脑血管等广泛的药理活性'

"

(

%

/VS

也有

一定的抗肿瘤作用#对肺癌)胃肠道肿瘤)乳腺癌)卵

巢癌的生长也有抑制作用'

&

(

+目前认为#

/VS

的抗

肿瘤作用主要与其调节凋亡)阻断核因子
'

*

$

V<>

'

*

&)抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白$

.G̀ E

&和信号

转导与转录激活因子
&

$

WG+G&

&等信号通路有关'

&

(

+

现已证实#

264

信号通路在结肠癌细胞增殖)转移中

具有重要作用#已成为结肠癌治疗的主要靶点之

一'

$

(

+但在
/VS

抗结肠癌的作用中#

264

信号通路是

否参与其中#目前国内外相关报道较少+本研究拟利用

人结肠癌
T9U9

细胞$以下简称,

T9U9

细胞-&#探讨

264

信号通路在
/VS

抗结肠癌细胞中的调控作用#现

将结果报道如下+

$

!

材料与方法

$#$

!

材料来源
!

T9U9

细胞购自美国模式培养物集存

*

&$'!

*

检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"

"

基金项目!重庆市渝中区科技计划项目$

"%!A%!&$

&%重庆市基础与前沿计划项目$

K-4K"%!A

c

K

:

+!%%$'

&+

!!

作者简介!吴柯#男#副教授#主要从事肿瘤学方面的研究+

!

&

!

通信作者#
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!
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J

H6

0

!""A

$

-H6@#K9.

+



库$

+G,,

&%

/VS

购自成都贝斯特试剂有限公司$纯

度
$

FCa

&%二甲基亚砜$

Y(Ẁ

&溶剂购自北京索宝来

科技有限公司$美国化学协会标准级&%脂质体
TH

J

9>

L3K4@.H63

购自
;6IH459

0

36

公司%增殖细胞核抗原$

?,>

V+

&抗体)

,@-

J

@-3>&

抗体和
X+Y?/

抗体均购自
W@64@

,5Pe*H943KM6989

0:

公司+其余试剂为国产分析纯+

$#/

!

方法

$#/#$

!

细胞培养
!

采用
(K,9

:

)-A+

培养基$含

!%a

胎牛血清)

!%%^

"

.T

青霉素及
!%%

!

0

"

.T

链霉

素&

&D[

#

Aa ,̀

"

的培养箱中培养细胞+

$#/#/

!

结晶紫染色检测细胞增殖情况
!

将指数生长

的细胞接种于
"$

孔板#用
!%#%

)

!"#A

)

!A#%

)

!D#A

)

"%#%

!

.98

"

T

的
/VS

处理细胞+

D"M

后进行结晶紫

染色#检测细胞增殖情况+方法如下!用磷酸盐缓冲

液$

?*W

&清洗孔板
!

次#加入
A%%

!

T?*W

)

!%a

甲醛

配制的结晶紫饱和溶液+室温孵育
"%.H6

#用
?*W

冲

洗
&

次#室温晾干后扫描+加入
A%%

!

T!%a

乙酸溶

解结晶紫#轻微振摇#待结晶紫完全溶解后#

AF%6.

测其吸光度+每组重复
&

次+

$#/#'

!

流式细胞仪检测细胞周期和凋亡情况
!

将生

长良好的细胞接种于
'

孔板#细胞贴壁后#加入不同

浓度
/VS

或等体积
Y(Ẁ

+

$CM

后收集细胞#按试

剂盒说明书操作#进行周期分析+或利用不含乙二胺

四乙酸$

1YG+

&的胰酶消化并收集细胞#按试剂盒说

明书操作#检测后进行凋亡分析+每组重复
&

次+

$#/#1

!

荧光素酶报告质粒检测
264

信号通路中
%

>

K@436H6

"

GKL$

转录活性
!

将指数生长状态的细胞接种

于
G"A

培养瓶中#待细胞贴壁后#用
TH

J

9L3K4@.H63

转

染荧光素酶报告质粒$质粒量为
&

!

0

"

G"A

&

'

A>'

(

+

$M

后换液#

!"M

后消化细胞#重新接种于
"$

孔板#细胞

贴壁后加入不同浓度
/VS

或等体积的
Y(Ẁ

+

&'M

后#裂解细胞并按试剂盒$

?59.3

0

3

&说明书进行荧光

素酶相对活性测定+

*,+

试剂盒$碧云天生物技术有

限公司#上海&检测蛋白浓度#用于对荧光素酶相对活

性进行校正+荧光素酶相对活性用各实验组与对照

组测定比值表示+

$#/#2

!

23-43567894

检测蛋白表达
!

将指数生长的

细胞接种于
'

孔板中#细胞贴壁后加入不同浓度

/VS

或等体积
Y(Ẁ

+

"$M

后#提取各组总蛋白#

*,+

试剂盒检测蛋白浓度+常规方法进行
23-4356

7894

操作#采用化学发光法$

1,T

&显色并成像+每组

重复
&

次+

$#'

!

统计学处理
!

采用
W?WW!D#%

统计软件进行数

据分析+计量资料以
LBE

表示#多组间比较采用方

差分析#组间两两比较采用
WVS>

S

检验+以
!

#

%#%A

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/#$

!

/VS

对
T9U9

细胞的抑制作用
!

结晶紫染色

结果显示#随着
/VS

浓度增加#

T9U9

细胞生长率明

显下降#组间比较差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&#见图

!+

)图
!*

+根据以上结果#课题组选择了
&

个浓度!

!%#%

)

!A#%

和
"%#%

!

.98

"

T

进行后续的量效及机制验

证实验#

23-43567894

结果显示#

?,V+

蛋白表达也

明显减少#见图
!,

+说明
/VS

对
T9U9

细胞的生长

具有明显抑制作用+

!!

注!与对照组比较#

"

!

#

%#%A

%

+

为结晶紫染色%

*

为结晶紫染色

定量分析%

,

为
?,V+

蛋白表达%

X+?Y/

为甘油醛
>&>

磷酸脱氢酶

图
!

!!

/VS

对
T9U9

细胞增殖的影响

!!

注!

+

为流式细胞仪分析结果%

*

为
,@-

J

@-3>&

蛋白表达情况%

X+?Y/

为甘油醛
>&>

磷酸脱氢酶

图
"

!!

/VS

对
T9U9

细胞凋亡的影响

*

$$'!

*

检验医学与临床
"%!F

年
'

月第
!'

卷第
!"

期
!

T@7(3N,8H6

!

=P63"%!F

!

U98#!'

!

V9#!"



/#/

!

/VS

对
T9U9

细胞的促凋亡作用
!

流式细胞

仪检测结果显示#

/VS

浓度依赖性地增加
T9U9

细

胞的凋亡比例#见图
"+

+

23-43567894

结果显示#

/VS

使
,@-

J

@-3>&

蛋白表达升高#见图
"*

+说明

/VS

对
T9U9

细胞凋亡具有促进作用+

/#'

!

/VS

对
264

信号通路的作用
!

实验结果显

示#用
/VS

处理
T9U9

细胞
"$M

后#剂量依赖性地

降低荧光素酶相对活性$

!

#

%#%A

&#见图
&

+提示

/VS

对
264

信号通路中
%

>K@436H6

"

GKL$

转导具有抑

制作用+

!!

注!与对照组比较#

"

!

#

%#%A

图
&

!!

/VS

在
T9U9

细胞中对荧光素酶相对

活性的影响

'

!

讨
!!

论

!!

结肠癌是消化系统常见的恶性肿瘤之一#发病率

和病死率居恶性肿瘤前列#且呈逐年上升趋势'

D

(

+目

前治疗所用化疗药物主要为细胞毒性药物#寻找低毒

高效的药物显得尤为迫切+已有研究发现#

/VS

能

抑制人结肠癌细胞系
/,G!!'

)

W2$C%

)

/G"F

等的增

殖#并诱导细胞凋亡'

C>!%

(

%在
ES̀

移植瘤裸鼠中#

/VS

能延长其生存期'

!!

(

+这些结果提示#

/VS

在

体内外均能抑制结肠癌生长+本研究结果也显示#利

用结晶紫染色#

/VS

可剂量依赖性地抑制
T9U9

细

胞增殖%反映细胞增殖的
?,V+

蛋白检测结果也支持

这一结论+同时#流式细胞仪检测结果显示#

/VS

可

诱导细胞凋亡%

,@-

J

@-3>&

是细胞凋亡过程中最主要

的终末剪切酶#

/VS

使其蛋白表达明显增加+这些

结果提示#

/VS

可抑制
T9U9

细胞的增殖#并诱导细

胞凋亡+

现有研究认为#

264

信号通路激活突变是诱导结

肠癌发生的主要原因之一'

!"

(

+

264

信号通路可分为

典型的
264

信号通路和非典型的
264

信号通路#在

胚胎发育)组织内环境平衡的调节中发挥重要作用+

典型的
264

信号通路#即
264

"

%

>K@436H6

通路#可激

活核内靶基因的表达#具有重要作用+一般而言#内

源性
264

配体与细胞膜上卷曲蛋白结合后#

%

>K@436H6

不能降解#而后在细胞内聚集#移位进入细胞核#从而

实现对下游靶基因的调节'

!&

(

+在结肠癌细胞中#各种

原因导致
264

信号通路持续异常激活#

%

>K@436H6

降

解减少#在核蛋白积累#促进某些原癌基因$如
K>(

:

K

)

,

:

K8H6N>!

等&过度表达#最终使细胞无限制增殖'

!$

(

+

因此#

264

信号通路已经成为结肠癌治疗的重要靶点

之一+目前对于
/VS

抗结肠癌作用的机制研究中#

主要集中于其对
J

A&

基因的激活#

V94KM

信号通路等

方面'

C>F

#

!A

(

#而关于其对
264

信号通路的影响目前鲜

见报道+本研究结果显示#

/VS

能抑制
T9U9

细胞

增殖#并抑制
%

>K@436H6

"

GKL$

的转导活性#提示
/VS

对结肠癌细胞的抑制作用与其对
264

信号通路的抑

制可能有关+

综上所述#

/VS

能抑制
T9U9

细胞增殖和促进

凋亡#其作用机制可能与
/VS

阻止
264

信号通路过

度活化有关#但具体下游机制并不清楚#仍需进行深

入研究+
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妄发生率)

"CN

病死率差异均无统计学意义$

!

%

%#%A

&#这可能是例数偏少所致+对照组的重症监护

室停留时间长于观察组#差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&#提示经鼻高流量氧疗对于改善通气功能#促进

恢复有着积极的意义+

在两组患者的治疗耐受度比较中#观察组优于对

照组#差异有统计学意义$

!

#

%#%A

&+传统的无创机

械通气可能会导致患者出现胃胀气)面部皮肤压迫)

局部缺血)误吸等情况#而且对于深部痰液的引流效

果比较差+同时#由于传统的吸氧装置并没有加温装

置#即使使用湿化瓶#但是加湿效果比较有限#吸入后

容易诱发口)鼻腔的干燥和眼部的不适感#影响吸氧

流量+而经鼻高流量氧疗使用加热单回路对氧气进

行加温加湿#维持患者气道黏膜与纤毛功能的完整

性#使患者的不适感降低#稳定给氧#使患者自主呼吸

过程顺畅+而且低水平的气道正压可以使解剖学的

死腔降低#使患者的吸气流速增大和肺泡开放度增

加#改善通气状况#降低吸气阻力#使氧耗降低#缓解

呼吸肌疲劳#患者的治疗耐受度增加+

综上所述#对
,̀ ?Y

患者在拔管后给予经鼻高流

量氧疗#可以明显改善患者的肺功能与血气指数#提

升患者的治疗耐受度#值得在临床工作中推广+
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