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家蝇胚胎细胞抗菌肽对人髓样白血病细胞
\-0(

生长抑制作用的研究
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要"目的
"

研究家蝇胚胎细胞抗菌肽对人髓样白血病细胞
\-0(

的抑制作用&方法
"

利用脂多糖诱导家蝇胚胎细胞

$ #̀O8,+''9

!提取抗菌肽!将家蝇胚胎细胞抗菌肽分为
9,

(

1,

(

'0,

(

)(,

和
09,

&

J

'

D.-

个实验组!

V"!

作为阴性对照组!采用

$::

法测定不同浓度抗菌肽对人髓样白血病细胞
\-0(

和人脐静脉血管内皮细胞的抑制作用并绘制
\-0(

细胞生长曲线&结果

"

家蝇胚胎细胞抗菌肽对肿瘤细胞
\-0(

具有明显抑制作用!其浓度与抑制率具有显著相关性!浓度越高!作用时间越长!对

\-0(

的抑制杀伤越强&各浓度组对人体正常细胞均无抑制作用&结论
"

家蝇胚胎细胞抗菌肽可抑制肿瘤细胞生长而不杀伤人

体正常细胞&

关键词"白血病!髓样$

"

抗菌肽$

"

胚胎细胞系
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家蝇$
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内皮细胞
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抗菌肽$

E7A5FEHA<@5E?

>

<

>

A5I<6

&是生物体内经诱导产生的

一种具有生物活性的小分子多肽#相对分子质量在
(,,,

$

+,,,

左右#由
(,

$

0,

个氨基酸残基组成)在不同动物组织中

发现了很多具有抗菌作用的蛋白质和多肽#

3,

多种抗菌肽的

抗肿瘤活性已经被证实'

'

(

)大量的研究发现#少量抗菌肽对肿

瘤细胞即具有选择性的杀伤作用#而对人体正常细胞无损伤)

本实验利用脂多糖诱导家蝇胚胎细胞
$ #̀O8,+''9

产生抗菌

肽#观察其对人髓样白血病细胞
\-0(

和人体正常细胞的抑制

作用#为昆虫细胞系抗菌肽的抗肿瘤活性提供实验依据)

B

"

材料与方法

B*B

"

材料
"

家蝇胚胎细胞
$ #̀O8,+''9

由遵义医学院寄生

虫学教研室自行建立'

(

(

#人髓样白血病细胞
\-0(

和人脐静脉

血管内皮细胞均由遵义医学院生化教研室惠赠)脂多糖*

UV8

$/8'09,

*

$)

培养基由
!5

J

DE

公司生产)噻唑蓝$

$::

&和二

甲亚砜$

`$!c

&由
&D@<6H;

公司生产)

B*C

"

方法

B*C*B

"

细胞培养
"

\-0(

细胞*人脐静脉血管内皮细胞用

'09,

培养基#

)+T

*

-P Oc

(

条件培养%家蝇胚胎细胞用
$)

培养基#

(1T

#

-P Oc

(

条件培养)

B*C*C

"

抗菌肽的诱导和提取
"

参考刘晖等'

)

(的方法#用

(,D

J

"

.

的脂多糖诱导处于对数生长期的家蝇胚胎细胞

$ #̀O8,+''9

#

'0%

后收集上清液#

,*9-

&

D

抽滤器抽滤#配制

成
',P

三氯醋酸的上清液冰浴
',D57

#

',,,,@

"

D57

离心
',

D57

沉淀蛋白#弃上清液#

3k'

的丙酮
k

水洗涤#

'9,,,@

"

D57

离心
'-D57

#弃上清液#真空抽干#

S(,T

保存备用)

B*C*D

"

实验组的设立
"

用
V"!

将提取的抗菌肽配制成
9,

*

1,

*

'0,

*

)(,

和
09,

&

J

"

D.-

个浓度组#

,*((

&

D

抽滤器抽滤

除菌)用
V"!

和培养基设置相应的阴性对照组#自身细胞作

为阴性对照组)

B*C*F

"

$::

法测定抗菌肽对
\-0(

细胞和人脐静脉血管内

皮细胞的抑制作用
"

将处于对数生长期的
\-0(

细胞和人脐

静脉血管内皮细胞配制成
(_',

-

"

D.

的细胞悬液#具体操作

方法参见文献'

9

()

B*C*I

"

$::

比色法测定不同浓度抗菌肽作用下细胞生长曲

线
"

将处于对数生长期的
\-0(

细胞配制成
(_',

-

"

D.

的细

胞悬液#接种于
30

孔板#每孔
',,

&

.

#

)+T

#

-P Oc

(

培养
(9

+

'93'

+

国际检验医学杂志
(,'(

年
1

月第
))

卷第
'0

期
"

/7AX.EF$<I

!

&G

J

G6A(,'(

!

Y;?*))

!

R;*'0



%

)加不同浓度的抗菌肽培养液
',,

&

.

#阴性对照组采用等量

培养基#继续培养
-I

)实验组每天各取
0

孔#加入
-D

J

"

D.

的
$::(,

&

.

#培养
9%

)加入
(,,

&

.

的
`$!c

#震荡
-D57

#

培养
),D57

#在
-+,7D

处测定吸光度值)根据测定值绘制细

胞生长曲线)

B*D

"

统计学处理
"

所有数据用
GW@

表示#数据均用
!V!!

')*,

软件包处理#进行单因素方差分析#

G̀7HE7

复极差进行

两两比较#不同字母表示差异具有统计学意义$

!

$

,*,-

&%相

同字母表示差异不具有统计学意义$

!

%

,*,-

&)

C

"

结
""

果

C*B

"

$::

法测定不同浓度抗菌肽对肿瘤细胞和人体正常细

胞的抑制作用
"

从表
'

可见#

\-0(

细胞的各浓度组与阴性对

照组相比#差异具有统计学意义#

!

$

,*,-

#人脐静脉血管内皮

细胞各浓度组抑制率与阴性对照组相比#差异无统计学意义#

!

%

,*,-

)各浓度组之间相比#差异无统计学意义#

!

%

,*,-

)

表
'

""

不同浓度抗菌肽对
\-0(

和正常人体细胞的抑制作用$

%f0

%

!

组别
\-0(

$

c̀

值& 人体正常细胞$

c̀

值&

\-0(

抑制率$

P

& 人体正常细胞抑制率$

P

&

阴性对照组
,*0'9W,*,9)

E

,*9)9W,*,)'

E

S S

9,

&

J

"

D.

组
,*990W,*,9'

F

,*9()W,*,(0

E

(3*-30 ,*(1-

1,

&

J

"

D.

组
,*90+W,*,),

F

,*9'3W,*,()

E

((*301 '*'')

'0,

&

J

"

D.

组
,*9+-W,*,3'

F

,*9(3W,*,(1

E

((*)9+ '*(-1

)(,

&

J

"

D.

组
,*99+W,*,1,

F

,*9(0W,*,('

E

(+*-19 ,*39-

09,

&

J

"

D.

组
,*))-W,*,9'

H

,*9(-W,*,'9

E

9-*'+) '*,(+

""

!

!同列数据后不同字母表示
!

$

,*,-

#相同字母表示
!

%

,*,-

$邓肯新复级差检测&%

S

!无数据)

C*C

"

不同浓度抗菌肽作用下人髓样白血病细胞
\-0(

的生长

曲线
"

从
\-0(

细胞的生长曲线上可以看出#各浓度抗菌肽在

初期对肿瘤细胞的生长就存在明显抑制作用#高浓度组抗菌肽

的抑制作用明显高于低浓度组#随着抗菌肽浓度的增加和作用

时间的延长#被抑制杀伤的肿瘤细胞越多#见图
'

)

图
'

""

不同浓度抗菌肽作用下
\-0(

细胞的生长曲线

D

"

讨
""

论

抗菌肽的生物学活性与昆虫生活环境密切相关#不同来源

的昆虫抗菌肽生物学活性不相同#昆虫个体内抗菌肽不同生物

学活性也不尽相同'

-

(

)家蝇幼虫*家蝇成虫及家蝇蛹的抗肿瘤

作用已得到肯定)赵瑞君等'

0

(利用家蝇蛹抗菌肽作用于人髓

样白血病细胞株
\-0(

*人淋巴瘤细胞株
ÈGI5

*人食管癌细胞

株
#HE',3

和人膀胱癌细胞株
:(99

种肿瘤细胞#结果显示
9

种肿瘤细胞生长均受到一定的抑制)贺莉芳等'

+81

(利用家蝇幼

虫抗菌肽作用于黑色素瘤细胞
&)+-

及子宫内膜癌细胞和正

常人牙周膜细胞#结果显示抗菌肽对
&)+-

和子宫内膜癌细胞

具有抑制作用而对牙周膜细胞无抑制作用)本实验采用
$::

测定家蝇胚胎细胞抗菌肽对人髓样白血病细胞
\-0(

的抑制

杀伤率#结果显示各实验组对
\-0(

均有一定的抑制作用#与

阴性对照组相比差异有统计学意义$

!

$

,*,-

&)家蝇胚胎细

胞抗菌肽对人脐静脉血管内皮细胞无抑制作用#各浓度组与阴

性对照组相比差异无统计学意义$

!

%

,*,-

&)这与家蝇蛹抗

菌肽*家蝇幼虫抗菌肽的抗肿瘤特性相一致)

细胞生长曲线是测定细胞绝对生长数的常用方法#也是判

断细胞活力的重要指标#是细胞生物学特性的基本参数之

一'

3

(

)

$::

比色法绘制的细胞生长曲线#减少了取样和计数

的人为误差#排除了传统方法繁琐*费时的缺点#重复性好且具

有高度的特异性*灵敏度'

',8''

(

)本实验结果显示#

\-0(

细胞以

(_',

-

"

D.

的密度接种后#各浓度抗菌肽在初期对
\-0(

细胞

的生长就存在明显抑制作用#高浓度组明显高于低浓度组#随

着抗菌肽浓度的增加和作用时间的延长#被抑制杀伤的肿瘤细

胞也越多)这种现象可能系家蝇胚胎细胞抗菌肽及
\-0(

细

胞自身增殖的影响)关于家蝇胚胎细胞抗菌肽抗瘤应用前景

有待进一步的开发#其作用机制有待进一步的研究)
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