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细胞凋亡和细胞周期的变化!免疫荧光法观察西

罗莫司处理前后
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细胞核形态变化%结果
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不同浓度的西罗莫司均能抑制
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细胞的增殖!促进其凋亡!并使细胞

阻滞在
T

&

'

T

!

期%
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细胞对西罗莫司表现为剂量依赖性!并在
!&&>
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'

9X

左右达到最大效应%结论
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西罗莫司能够显

著抑制
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细胞增殖!并对凋亡起促进作用%
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B;CIE;K8D=9Ĉ89C:;HH;IDM8DE!&&>

F

"

9XIA>I;>DBCD8A>=#<+,1234*+,

!

6E;B;=J:D==EAM;KDECD=8BA:89A=8>E8G8D=

0

BA:8H;BCD8A>C>K

=D89J:=D;=C

0

A

0

DA=8=AHRC=J985!I;:::8>;#

=&

>

?+%:4

!

=8BA:89J=

%

!

:;JU;98C

#

9

N

;:A8K

#

CIJD;

%

!

RC=J985!I;:::8>;

!!

急性髓系白血病$

*4X

&是成年人常见的一种急性白血

病#目前#

*4X

采用造血干细胞移植$

Q7,6

&作为其治疗手

段(

Q7,6

术后需要长期服用免疫抑制剂#但目前常使用的强

效免疫抑制剂可能损害自身机体免疫功能#增加肿瘤发生概

率(因此#需要一种既能够抑制机体免疫功能#又能够有效防

止肿瘤发生的临床药物以提高患者的生存率(

西罗莫司$

=8BA:89A=

&又名雷帕霉素$

BC

0

C9

N

I8>

&#是一种大

环内酯类免疫抑制剂(

!(?%

年首次作为一种低毒药物进行抗

真菌治疗#

!(3(

年开始应用于器官移植术后的抗排斥反应(

近年来#西罗莫司逐渐用于抗肿瘤治疗#有临床研究表明#该药

对非小细胞性肾细胞癌'乳腺癌等有治疗作用)

!5'

*

(同时也有

实验证实#西罗莫司能够抑制多种肿瘤细胞株的增殖#并导致

细胞凋亡的发生(

本研究使用不同浓度的西罗莫司处理
*4X

细胞株
RC=J5

985!

#观察其对细胞增殖'凋亡和细胞周期的影响#以探索西罗

莫司在白血病治疗中的作用(

@

!

材料与方法

@#@

!

材料
!

*4X

细胞株
RC=J985!

购自上海细胞所(接种于

含
!&c

胎牛血清$四季青&'

!&&a

"

9X

青霉素和
!&&a

"

9X

链

霉素的
-+4Z5!$@&

培养基中$

Q

N

I:A>;

#美国&#于
'? W

#

%c

,2

"

#饱和湿度的培养箱中开放培养(每隔
'K

传代
!

次#收集

对数生长期细胞备用(

@#A

!

方法

@#A#@

!

466

法
!

取对数生长期的
RC=J985!

细胞#磷酸盐缓

冲液$

+)7

&洗涤
"

次#

&#!"%c

胰酶消化后#重悬于
-+4Z5!$@&

培养基中#细胞密度为
%S!&

@ 个"毫升(

!&&

微升"孔接种于

($

孔培养板中(接种
3E

后#分别用
&#!

'

!

'

!&

'

!&&

'

"&&

>

F

"

9X

的西罗莫司处理细胞#对照组加
!&&

(

X

和西罗莫司对

应浓度的含二甲基亚砜$

.472

&的培养基#纯培养基作为空白

对照#每组设
%

个复孔(于
'?W

#

%c ,2

"

#饱和湿度开放培

养(

@3E

后吸去培养基#每孔加入
"&

(

X

的
466

$

%9

F

"

9X

#

78

F

9C

#美国&和
3&

(

X

的新鲜培养基#继续培养
@E

后吸去上

层培养基#每孔加入
!&&

(

X

的
.472

#置于摇床上避光摇动

!"98>

#待全部结晶完全溶解后#酶标仪
@(%>9

波长下测定吸

光度值#实验组和对照组吸光度值均减去对应的空白对照组吸

光度值#以消除本底值(实验重复
'

次后以平均值绘制出增殖

曲线(

@#A#A

!

流式细胞检测技术
!

取对数生长期的细胞#

+)7

清洗

"

次#

&#!"%c

胰酶消化收集细胞并重悬于
+)7

中#细胞浓度为

!S!&

% 个"毫升(再用
$&&B

"

98>

离心
%98>

#弃上清液(将收

集到的细胞用
@W

的
?%c

乙醇固定后送检(与
466

法相同

分组(各取
!9X

细胞悬液#

$&&B

"

98>

离心
@98>

#弃上清液#

再加入
!9X+)7

重复洗涤
'

次(然后将细胞重悬于
"&&

(

X

结合缓冲液中#按照流式细胞周期分析试剂盒说明加入
%

(

X

*>>;̂8>\5VZ6,

"

+Z

细胞凋亡双染试剂$

).

#美国&#轻轻混

匀#于室温避光
!%

#

"&98>

#再加入
"&&

(

X

结合缓冲液#

'&

98>

内用流式细胞仪检测细胞的周期和凋亡率#每组实验重复

'
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@#A#B

!

免疫荧光法
!

细胞传代
"@E

后#实验组加入
!&&

>

F

"

9X

西罗莫司处理
@3E

#不加药物组作为空白对照(取对数

生长期的细胞#

+)7

清洗
"

次#

&#!"%c

胰酶消化收集细胞并重

悬于
+)7

中#细胞浓度为
!S!&

% 个"毫升(取
%&

(

X

悬液加入

细胞甩片机中制备细胞甩片#

&#!c

多聚甲醛固定
'&98>

后

+)7

洗
%98>

(在制好的玻片上滴加
"

#

'

滴
.*+Z

染液#染色

!&98>

后洗去染液#用滤纸吸去多余水分#甘油封片(置于荧

光显微镜下观察#照相(

@#B

!

统计学处理
!

所有计量数据都以
3Y<

表示#所有数据均

使用
L̂I;:

软件处理(

A

!

结
!!

果

A#@

!

西罗莫司处理后细胞凋亡情况
!

RC=J985!

细胞免疫荧

光显示#和对照组相比#

!&&>

F

"

9X

西罗莫司处理细胞
@3E

后#细胞核形态多不规则#可见死亡细胞#其细胞核皱缩为明亮

小点#凋亡早期细胞核质呈新月形聚集于核膜一边#凋亡晚期

细胞可见核碎裂即凋亡小体(显示细胞状态较差#死亡和凋亡

的细胞明显增多#见图
!

(

!!

左!对照组#正常细胞核形态大小基本一致#染色均匀%右!实验组#

细胞核多发生皱缩#破裂等情况(

*

!已经死亡的细胞%

)

!凋亡早期细

胞%

,

!凋亡晚期细胞(

图
!

!!

实验组和对照组细胞核凋亡情况$

.*+Z

染色&

S@&&

%

A#A

!

西罗莫司处理后细胞增殖率
!

466

法结果显示#和对照

组相比#不同浓度的西罗莫司均能够抑制
RC=J985!

细胞增殖

$

B

$

&#&%

&#在
&#!

#

!&&>

F

"

9X

区间表现为剂量依赖性#随给

药剂量的增加#细胞增殖率逐渐降低(但
!&&>

F

"

9X

和
"&&

>

F

"

9X

的增殖抑制率差异无统计学意义$

B

%

&#&%

&#表明
!&&

>

F

"

9X

左右的西罗莫司对
*4X

细胞株
RC=J985!

的影响达到

了最大效应#见图
"

(

图
"

!!

各浓度西罗莫司处理后&

RC=J985!

细胞的

增殖率变化情况

A#B

!

西罗莫司处理后细胞凋亡率和细胞周期的变化
!

流式细

胞仪检测细胞凋亡率显示#不同浓度的西罗莫司对
RC=J985!

细胞的凋亡率都有影响(在
&#!

#

!&&>

F

"

9X

的浓度区间内#

细胞凋亡率表现为剂量依赖性#随着给药剂量的增加凋亡率明

显增加(但
!&&>

F

"

9X

和
"&&>

F

"

9X

组的细胞凋亡率差异无

统计学意义$

B

%

&#&%

&(流式细胞仪检测细胞周期显示#不同

浓度的西罗莫司对
RC=J985!

细胞的周期都有影响(和对照组

相比#实验组的
T

&

"

T

!

期细胞数明显增加#

7

期细胞数明显减

少#并表现为药物依赖性#但
!&&>

F

"

9X

和
"&&>

F

"

9X

组的各

期细胞数差异无统计学意义$

B

%

&#&%

&#见图
'

(

图
'

!!

流式细胞仪检测各浓度西罗莫司处理后&

RC=J985!

细胞凋亡率和各周期变化情况

B

!

讨
!!

论

急性白血病的发生'发展是一个多步骤'多阶段的过程(

细胞凋亡对控制肿瘤的发生和发展起着非常重要的作用#本实

验证明西罗莫司处理后
*4X

细胞株
RC=J985!

的增殖率明显

下降#凋亡率显著上升#并且使细胞周期阻滞在
T

&

"

T

!

期#提

示西罗莫司可以作为一种潜在的
*4X

临床治疗药物(

西罗莫司最初作为免疫抑制剂应用于抑制器官移植后的

免疫排斥反应#其免疫抑制功效显著高于环孢素#而且到目前

为止尚未发现西罗莫司存在明显的肾毒性)

@

*

(近几年来发现

其具有抗肿瘤作用#并逐渐应用于临床(西罗莫司是哺乳动物

西罗莫司靶蛋白$

962-

&特异性抑制剂(而
962-

作为一种

重要的信号传导分子通过调节细胞周期'蛋白质合成'细胞能

量代谢等多种途径#在细胞的增殖'生长'分化'凋亡和细胞周

期调节过程中起着关键的作用)

%

*

(在西罗莫司处理
RC=J985!

细胞后#其生长受到抑制#这和其他
*4X

细胞株表现一致)

$

*

(

本研究发现#西罗莫司处理
RC=J985!

细胞后#

T

&

和
T

!

期细胞

明显增加#

7

期细胞显著减少#其可能的机制为!西罗莫司可以

选择性地抑制被磷脂酰肌醇
'5

激酶$

+Z'R

&"

*UD

信号通路激

活的
962-

活性#阻断
962-

介导的信号通路#使其下游信

号蛋白
@L5)+!

和
0

?&7$R

的磷酸化水平下降#而抑制了参与

T

!

57

细胞周期转换的蛋白
9-/*

的翻译#使肿瘤细胞阻滞在

T

&

"

T

!

期#进而导致细胞凋亡)

?5!!

*

(这将是笔者下一步实验需

要探明的问题(

笔者在实验中还发现#西罗莫司浓度在
&#!

#

!&&>

F

"

9X

区间时#表现为剂量依赖性#

RC=J985!

细胞的增殖抑制率和凋

亡率都随药物剂量的上升而增加#但
!&&>

F

"

9X

和
"&&>

F

"

9X

两组之间差异不显著#说明
!&&>

F

"

9X

左右的西罗莫司对

*4X

细胞株
RC=J985!

的影响达到最大效应(这一原因可能

是因为
962-

的作用方式可能同时存在西罗莫司的依赖和非

依赖途径)

!"

*

(

本实验的结果表明#西罗莫司可以抑制
RC=J985!

细胞增

殖#同时促进其凋亡#并使细胞周期阻滞在
T

&

"

T

!

期#显示了

其作为临床药物的应用前景(

Q7,6

手术使用西罗莫司可以

抑制机体自身的免疫排斥反应#同时促进残$下转第
!%$&
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中起着非常重要的作用)

?

*

(

本研究以
6".4

高脂血症患者为研究对象#首次在国内

对
Q7X

基因启动子
f$&,

%

T

多态性与血脂水平的相关性进

行了研究(结果发现
Q7X f$&

位基因型和等位基因频率分

布虽然在试验组较高#但两组间差异无统计学意义#分析其一

方面可能与研究对象的种族和地区有关#另一方面可能与样本

量有关(本组研究中健康对照组
,

'

T

等位基因频率与英格

兰)

3

*和加拿大)

!"

*的报道相似(两组间不同基因型血脂水平存

在差异#然而组内
,,

型和
,T

型血脂水平的差异无统计意义#

因此这种差异是来源于试验组对象的高脂血症#还是由于
T

等位基因型的脂代谢保护作用#还有待于加大样本和更深入的

研究进一步证实(

参考文献

)

!

*

48UEC8:/#6E;9;DCGA:8I=

N

>KBA9;

!

8>=

(

:8>B;=8=DC>I;

)

[

*

#,JBB

Q

N0

;BD;>=-;

0

#

"&&(

#

!!

$

"

&!

!%$5!%3#

)

"

*

.;:CBJ;[

#

4C

F

>C>,#VB;;HCDD

N

CI8K=C>K8>=J:8>B;=8=DC>I;

)

[

*

#

,JBB2

0

8>,:8>/JDB4;DCG,CB;

#

"&&?

#

!&

$

"

&!

!@"5!@3#

)

'

* 陈瑜#李伶#杨刚毅
#

游离脂肪酸在
"

型糖尿病发病机制中的作用

)

[

*

#

国际检验医学杂志#

"&&?

#

"3

$

!&

&!

(!%5(!?#

)

@

*

.J>IC>))

#

7IE98KD4Z

#

)C::C>D

N

>;,4

#

;DC:#VC=D8>

F0

:C=9CHB;;

HCDD

N

CI8K=C>KB8=UAHD

N0

;"K8CG;D;=

!

DE;CDE;BA=I:;BA=8=B8=U8>

IA99J>8D8;==DJK

N

)

[

*

#.8CG;D;=,CB;

#

"&&@

#

"?

$

!

&!

??53"#

)

%

* 张婷婷#徐冲#俎鲁霞#等
#

高浓度葡萄糖刺激脂肪细胞脂肪分解

的效应及其机制)

[

*

#

北京大学学报$医学版&#

"&&3

#

@&

$

'

&!

"?'5

"?(#

)

$

* 李学英#葛斌#路健#等
#

遵义地区人群激素敏感性脂肪酶基因第
$

内含子多态性与
"

型糖尿病的关系)

[

*

#

中国糖尿病杂志#

"&&3

#

!$

$

!"

&!

?"!5?""#

)

?

*

;̀C9C>7[#QAB9A>;5=;>=8D8O;:8

0

C=;

000

>;MBA:;=HABC>A:K;>5

b

N

9;

)

[

*

#)8AIE;9[

#

"&&@

#

'?(

$

+D!

&!

!!5""#

)

3

*

6C:9JK+[

#

+C:9;>[

#

dA:H*4

#

;DC:#Z>O;=D8

F

CD8A>8>DADE;BA:;

AHDE;EAB9A>;=;>=8D8O;:8

0

C=; f$&,

%

T

0

BA9AD;BOCB8C>D8>

9ABG8KAG;=8D

N

)

[

*

#/JDB4;DCG,CBK8AOC=I.8=

#

"&&%

#

!%

$

!

&!

'!5

'%#

)

(

*

TCB;>I,

#

\AE:4,

#

)AJIECBK,

#

;DC:#XZ+L,f$&T8>H:J;>I;=

DE;;HH;ID=AH

0

E

N

=8IC:CID8O8D

N

A>GAK

N

HCDC>K

0

:C=9C:8

0

8KIA>5

I;>DBCD8A>=

!

DE;_J;G;IHC98:

N

=DJK

N

)

[

*

#QJ9T;>A98I=

#

"&&(

#

'

$

"

&!

!%?5!$3#

)

!&

*

6C:9JK+[

#

+C:9;>[

#

XJC>[

#

;DC:#\CB8CD8A>8>DE;

0

BA9AD;BAH

DE;EJ9C>EAB9A>;=;>=8D8O;:8

0

C=;

F

;>;=EAM=

F

;>K;B=

0

;I8H8I

;HH;ID=A>8>=J:8>C>K:8

0

8K:;O;:=

!

B;=J:D=HBA9DE;L:

N

=DJK

N

)

[

*

#

)8AIE89)8A

0

E

N

=*IDC

#

"&&!

#

!%'?

$

'

&!

"'(5"@@#

)

!!

*中国成人血脂异常防治指南制订联合委员会
#

中国成人血脂异常

防治指南)

[

*

#

中华心血管病杂志#

"&&?

#

'%

$

%

&!

'(&5@"&#

)

!"

*

TCB;>I,

#

+nBJ==;X

#

,EC

F

>A> ,̀

#

;DC:#6E;EAB9A>;5=;>=8D8O;

:8

0

C=;

F

;>;C>KGAK

N

IA9

0

A=8D8A>

!

DE;E;B8DC

F

;HC98:

N

=DJK

N

)

[

*

#

Z>D[2G;=-;:CD4;DCG.8=ABK

#

"&&"

#

"$

$

"

&!

""&5""?#

$收稿日期!

"&!&5&?5"(

&

$上接第
!%%?

页&

留白血病骨髓细胞的凋亡#减少复发的概率(

参考文献

)

!

*
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