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对细胞有明显的抑制作用!
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$对裸鼠移植性非小细胞肺癌细胞株
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也有抑制作用!
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个剂量组的抑瘤率分别

为
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细胞凋亡的作用&降低高表达的
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基因!升高
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抗人非小细胞肺癌的机制之一&
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凋亡是细胞清除的主要生理机制'细胞凋亡过程的失调

可以引发诸如肿瘤等许多严重的相关疾病'

\K'C+

家族蛋白是

该系统的关键调控子(

"

)

#其特征性的由
-

种同源结构域$
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&构成#是
\K'C+

家族蛋白发挥作用的关键组

分'有报道显示!

\K'C+

家族蛋白中促凋亡的
\̂ /

结构域可以

诱导凋亡的发生(

+

)

'因为肿瘤的发生#从某种意义上讲#是由

于细胞凋亡的异常#所以本研究使用
"̂+$$

细胞为体内外模

型#观察凋亡结构域
\̂ /

的抑制效应#并对其作用机制加以

阐述'
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材料与方法
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细胞株与试剂
!

人非小细胞肺癌细胞株
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为本室

保存%胎牛血清$
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&和
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裸小鼠#
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周龄$第四

军医大学实验动物中心&'
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细胞培养
!

将人非小细胞肺癌细胞株
"̂+$$

在含
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小

牛血清*

"##]
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青*链霉素的
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培养液内#于
DV
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条件下培养'
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检测
!
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试剂一步法提取总
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#紫外分

光光度计测定纯度和浓度'取
+

!

M

总
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#经逆转录
=!0

扩增各处理组中
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#同时扩增
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作内

对照'
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引物序列为
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$正义&#
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扩增产物经琼脂糖

凝胶电泳#用
X0+##

图像分析仪对
b12

电泳条带进行分析#

测定各条带的灰度值'本试验重复
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活性检测试剂盒#

按试剂盒操作说明检测各处理组
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和
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L7&$

的活

性(
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)
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体外抑瘤试验
!
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的细胞培养基制成细胞悬

液$
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&#加入
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孔板#
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"孔#试验组分别加入不

同浓度
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和
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#吸去培养基#换无血清
=0(T"A-#

培养基#

加入四甲基偶氮唑盐
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#培养
AI

吸去培养基#加入二甲基

亚砜
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上机'波长
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测吸光值$

2

&'细胞抑制率
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$
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试验组平均
2

值"对照组平均
2

值&
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国际检验医学杂志
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体内抑瘤试验
!

取对数生长期的
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#胰酶消化#以
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混匀成细胞悬液#调整细胞浓度至
"d"#

.

"
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#每只裸鼠

于右前肢皮下接种
#,+@?

'接种
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后将裸鼠随机分为
-

组!

"#

!

@<'

"

?\̂ /

处理组*
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处理组*
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处理组及对照组#每组
5

只#组间平均体质量差

不超过
"

M

'依据公式!肿瘤肿瘤变化
c

$对照组平均瘤重
f

治

疗组平均瘤重&"对照组平均瘤重
d"##V

#计算抑瘤率'
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!

统计学处理
!

使用
>=>>"#,#

统计分析软件对结果进行

统计分析'两组间比较采用
9

检验#多组间比较采用完全随机

设计资料的方差分析'
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结
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果
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结果
!

图像扫描分析结果显示#与对照组
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细胞相比#各不同浓度
\̂ /

处理组
\K'C+

和
\K'CQ?

基

因表达水平明显下调#而
!L

O

L7&/

基因的表达有上升趋势#且

均有浓度依赖性'
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&处理后#
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的比值分别为#
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#各处理组与

不经处理的对照组比较差异有统计学意义$
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\
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!
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!L7

O
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图
"
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检测凋亡相关基因的表达

A,A

!

!L7

O

L7&

活性检测结果
!

随着
\̂ /

浓度的增加#各处理

组
!L7

O

L7&/

和
!L7

O

L7&$

的活性增高#并有浓度依赖性'

\̂ /
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和
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&处理后#

!L
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的
9&'L83N&G:38

分别为!
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*
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*
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*

A,D
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的
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分别为!

"

*
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*

/,+
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D,#

#各处理组与不经处理的对照组比较差异有统计学

意义$

+

%

#,#D

&$图
+

&'

图
+

!!

各处理组
!L7

O

L7&$

和
!L7

O

L7&/

的活性分析

A,B

!
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对
"̂+$$

细胞的抑制结果
!

"#

!

@<'

"

?\̂ /

作用

+-

*

-5

*

.+I

后#抑制率分别为
+,/-V

*

5,.+V

#

"/,""V

%

"##

!

@<'

"

?\̂ /

作用
+-

*

-5

*

.+I

后#抑制率分别为
".,D#V

*

+#,

//V

*

/5,$#V

%

"###

!

@<'

"

?\̂ /

作用
+-

*

-5

*

.+I

后#抑制率

分别为
+-,-AV

*

-D,".V

*

D#,+-V

'对照组
"̂+$$

细胞生长

良好#经
\̂ /

作用后的
"̂+$$

细胞#随着浓度$

"#

!

@<'

"

?

*

"##

!

@<'

"

?

*

"###

!

@<'

"

?

&逐渐增高#作用时间$

+-

*

-5

*

.+I

&

的不断延长#

"̂+$$

细胞的生长抑制程度增强$图
/

&'

B,C

!

\̂ /

对
"̂+$$

荷瘤裸鼠的抑瘤率
!

各组裸鼠在接种后

D

"

.%

内均出现可触及的瘤结节#并呈进行性增大#

\̂ /

各个

剂量对肿瘤均有显著的抑制作用#并呈一定的量效关系#与对

照组比较差异有统计学意义$

+

%

#,#D

&#见表
-

'

图
/

!!

不同浓度的
\̂ /

对
"̂+$$

细胞的生长抑制作用

表
-

!!

不同浓度
\̂ /

对
"̂+$$

荷瘤裸鼠抑瘤率的比较

分组 剂量$

!

@<'

"

?

& 瘤重$

M

& 抑瘤率$

V

&

对照组
# +,--e#,"D f

处理组
"#

",/.e#,D-

"

-/,5D

"##

","#e#,+D

"

D-,$+

"###

",##e#,+/

"

D$,#+

!!

与对照组相比#

+

%

#,#"

'

"

!与对照组比较#

+

%

#,#D

%

f

!无数据'

B

!

讨
!!

论

细胞过度增殖及通过抑制凋亡促进肿瘤细胞存活被认为

是肿瘤发生*发展的关键(

-

)

'多种化疗药物均可引起肿瘤细胞

凋亡(

D

)

'通过诱导细胞凋亡治疗肿瘤是目前肿瘤治疗的一个

热点 '但化疗药物本身具有局限性#一是它的不良反应#二是

它在发挥治疗作用的同时#却激活了细胞抗凋亡的防御'化疗

解决不了根本问题#化疗的结果是人类肿瘤对化疗产生抗性#

而凋亡的缺陷是其机制之一(

A

)

'

\!?C+

家族是一类十分重要的凋亡调节蛋白#按其功能的

不同#分为抗凋亡蛋白和促凋亡蛋白两大类(

.C$

)

'抗凋亡蛋白

包括(

"#C"+

)

;K'C+

*

;K'CQ'

*

@K'C"

*

2'

*

\L

M

'

*

K&%C$

*

;J'C"

*

(;K'CQ

*

\̂ 0X'

*

?(6DĈ ?

*

!9@2

*

10C"/

等%促凋亡蛋白包括
;LQ

*

;K'CQ7

*

;LW

*

;L%

*

K&%C/

*

K&%C-

等'每种
\K'C+

家族分子在结构

上具有相似性#至少含
-

种同源结构域$

\̂ "

"

-

&中的
"

种#其

中
\̂ -

是抗凋亡蛋白所特有的结构域#

\̂ /

是与促进凋亡有

关的结构域'

\̂ /

肽的促凋亡作用已经得到了广泛的证实#

许多文献报道(

"/C"D

)

!

\̂ /

肽能抑制
\!?C+

蛋白家族抗凋亡成

员的活性'

在本研究中#用
"#

*

"##

和
"###

!

@<'

"

?

浓度的
\̂ /

处理

"̂+$$

细胞#

0FC=!0

结果显示
\K'C+

和
\K'CQ?

基因表达水平明

显下调#而
!L

O

L7&/

基因的表达有上升趋势#均有浓度依赖性'

!L7

O

L7&

活性检测结果表明#随着处理组
\̂ /

浓度的增

加#各组
!L7

O

L7&/

和
!L7

O

L7&$

的活性增高#也呈现出浓度依

赖性'提示
\̂ /

促
"̂+$$

细胞凋亡的作用#可能是通过降低

高表达的
\K'C+

和
\K'CQ?

基因#升高
!L

O

L7&/

基因来实现的#

可能是
\̂ /

抗人非小细胞肺癌的机制之一'观察体内外细胞

生长的抑制情况#本研究显示
\̂ /

有抑制
"̂+$$

细胞增殖的

作用#促进了细胞的凋亡'

!L7

O

L7&/

*

!L7

O

L7&$

*

\K'C+

和
\K'C

Q?

可能是
\̂ /

诱导肿瘤凋亡的机制之一#对于其他机制及其

对其他肿瘤细胞的抗肿瘤活性需进一步研究'
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危型
=̂S

长期反复感染是子宫颈癌发生的必要因素'子宫

颈癌成为在肿瘤发生研究中唯一一个机理明确的肿瘤'这一

突破不仅为肿瘤发生的机理指出了新的方向#更为子宫颈癌最

终有效的预防提供了可能'

=̂S

作为宫颈癌的主要病因的发

现揭示了其感染性疾病的本质#这对预防和治疗都产生了巨大

的影响(

/

)

'

=̂S

的基因型分布存在明显的地区差异#但全世界范围

内共同的最常见感染基因型为
=̂S"A

型#在国际癌症研究协

会$

T:8&99L83<:L'2

M

&:K

H

J<90&7&L9KI<:!L:K&9

#

T20!

&最新报

道的包括全球
+D

个国家的
/A#.

例宫颈癌患者中
=̂S"A

在所

有
=̂S

阳性的宫颈癌者中的平均感染率为
D.,-V

(

-

)

'由

T20!

最新公布的
"D

种最常见的基因型依次为$递减&

"A

#

"5

#

-D

#

/"

#

//

#

D+

#

D5

#

/D

#

D$

#

DA

#

/$

#

D"

#

./

#

A5

#

AA

'除
=̂S"A

型

外#

=̂S"5

感染居第
+

位#

=̂S-D

在非洲*欧洲*南亚及北美

居第
/

位#但在南美洲居第
/

位的是
=̂S/"

(

D

)

#在亚洲国家

=̂SD+

和
=̂SD5

感染更常见#日本
=̂SD+

型居第
+

位#在

上海有
-+,DV

的宫颈癌标本存在
=̂SD+

#

D5

感染#在台湾除

=̂S"A

#

"5

外#

=̂S/"

#

//

#

/D

的感染率较高(

A

)

'国内研究结

果表明#中国南方长江中下游地区
=̂SD5

和
=̂SD$

感染明

显高于北方#在湖南省和广州市#

=̂SD5

和
=̂SD$

仅次于

=̂S"A

#

"5

并列位居第
/

常见型#而且湖南地区的
=̂SD5

阳

性率明显高于广州(

.

)

'这些结果均说明
=̂S

基因型感染存

在着地区差异'我们的研究结果!检测出
=̂S+/

种基因型中

的
"$

种#其感染频度由高到低依次为
=̂SD+

#

"A

#

D5

#

//

#

DA

#

/"

#

A5

#

-/

#

""

#

"5

#

-+

#

/D

#

D"

#

A

#

/$

#

D/

#

D$

#

AA

#

5/

'

=̂SD+

及

=̂SD5

居第
"

位和第
/

位#

=̂S"A

居第
+

位#但
=̂S"A

在

!T1/

及鳞癌中仍是感染的主要基因型#说明
=̂S"A

的致癌

性最强#临床上在制定治疗方案时应特别注意'研究结果与文

献报道有一致性#但也反映出有地区差异'

=̂S

的多重感染是否促进宫颈癌的发生在目前还存在争

议#有学者认为多重感染促进宫颈癌的发生#并使治疗棘手(

5

)

'

在我们的研究中#双重或多重感染在宫颈病变各级别中均占有

相当高的比例也说明多重感染的问题值得进一步研究'

=̂S"A

型感染参与了宫颈各级别病变中的多重感染#因而联

合感染中不同基因型对宫颈疾病发展的作用也值得思考'

=̂S

感染是子宫颈癌发生的病因#凡是有
=̂S

高危型

感染的女性患宫颈癌的可能性是未感染者的
+D#

倍'直接病

因的检测是真正意义上的子宫颈癌早期筛查和早期预防'

=̂S

高危型的早期筛查可以高度浓缩子宫颈癌高危人群'有

性活动的女性患宫颈炎的机率很大'几乎所有类型的炎症刺

激$感染因素#内分泌因素等&均可导致宫颈上皮细胞一定程度

的形态学改变#但只有
=̂S

感染导致的细胞形态学改变才有

真正意义上的肿瘤发生的可能'同时
=̂S

感染的一定阶段

并不引起明显的细胞形态学改变#但其致癌因子对感染细胞的

肿瘤诱导却是客观存在的'

=̂S

分型检测为客观检测方法#

特异性#重复性等较好#可以有效地指导医生临床诊治'

=̂S

的检测有助于对液基细胞学阴性#

2>!]>

和
?>T?

的结果再

分类'对大部分
2>!]>

和
?>T?

患者来说#如
=̂S

检测阴

性#其细胞学转阴的机率大为增加#通常无需进行临床干预#仅

定期复查即可'如果
=̂S

持续阳性$排除新感染&#其肿瘤发

生的机率大为增加#并提示治疗无效或干预后不彻底'了解宫

颈疾病中
=̂S

高危型基因型的分布#对宫颈疾病的预后判

断#治疗效果检测以及
=̂S

疫苗的研制等方面具有重要价

值'
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