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要"目的
!

研究姜黄素诱导细胞产生自噬对人乳头瘤病毒"

%VO

#复制的影响$方法
!

用姜黄素处理人宫颈癌细胞
K9%D

+*B

!荧光酶标仪观察自噬小体形成!免疫印迹试验检测
K9%D

细胞自噬标志蛋白
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)

&

6!,)

(

的表达水平'实时定量聚合酶链

反应和免疫印迹试验分别检测
%VO["

基因
3YN;

表达和蛋白水平$加入自噬抑制剂
,)

甲基腺嘌呤"

,)J;

#!实时定量聚合酶

链反应和免疫印迹试验分别检测自噬抑制后
%VO["

基因表达情况$结果
!

姜黄素诱导后!与对照组相比!

K9%D

细胞中自噬小

体的荧光强度明显增高!

6!,)

)

&

6!,)

(

比值明显上升"

"

#

$1$/

#'细胞诱导自噬后
%VO["3YN;

和蛋白水平明显降低!而加

入自噬抑制剂
,)J;

后!

%VO["3YN;

和蛋白水平均明显增高$结论
!

姜黄素可能通过诱导细胞自噬抑制
%VO

的复制$

关键词"姜黄素'

!

自噬'

!

人乳头瘤病毒'

!

复制
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宫颈癌是全球女性常见的恶性肿瘤#其发病率居女性恶性

肿瘤的第三位'流行病学资料显示#全世界每年约
/,

万宫颈

癌新发病例#约
*.

万女性死于宫颈癌#国内每年新发病例占世

界新发病例的
+#1*U

'尽管现在有针对人乳头瘤病毒$

%VO

%

的预防性疫苗#但其不可能完成全面预防宫颈癌的任务#也不

具备治疗功能#更无法通过疫苗控制宫颈癌和癌前病变)

+),

*

'

自噬是细胞利用溶酶体途径对胞质蛋白和细胞器进行降解的

一种再循环系统#细胞可以通过自噬过程来达到细胞内各种成

分的平衡稳态#从而使细胞保持最佳的活性状态)

#

*

'此外#在

感染病毒的细胞中#病毒体和病毒蛋白(核酸均可通过异噬过

程被自噬体包裹并降解'因此自噬也是机体防御病原体入侵

的一道重要防线)

/

*

'姜黄素是从姜科姜黄属植物中提取的一

种多酚类物质'相关研究证明姜黄素具有抗氧化(抗炎(抗肿

瘤(清除自由基(抗微生物等多方面药理作用)

").

*

'也有研究显

示姜黄素能通过泛素系统(细胞骨架(凋亡与自噬程序抑制登

革热病毒对细胞的感染)

-

*

'有研究证实#姜黄素能明显抑制宫

颈癌细胞系中
%VO["

"

[.

转录水平#并抑制细胞增殖)

0

*

'但

姜黄素能否诱导宫颈癌细胞自噬目前尚不明确'本研究利用

姜黄素处理宫颈癌细胞系
K9%D

#观察其是否能诱导自噬小体

的形成(自噬标志蛋白
?

"*

和
6!,)

)

的表达水平#以及
%VO

的表达与复制情况#探讨姜黄素诱导细胞自噬后对
%VO

的影

响#为抗
%VO

治疗及姜黄素的应用提供新的思路'

?
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材料与方法
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试剂
!

姜黄素(

,)

甲基腺嘌呤$

,)J;

%和荧光染料购自

K9

7

3D);5G@9&B

$上海%贸易有限公司 #抗
#

)D&A9:

抗体购自
;H)

&D3

$上海%贸易有限公司#抗
=̂&59:+

#

6!,)

)

和抗
%VO+"["

抗体购自上海起福生物有限公司'兔抗羊
Q

7

d

购自北京中山

生物技术公司'细胞培养胎牛血清购自南京森贝伽生物科技

有限公司'

YN;

提取试剂盒购自广州健仑生物科技有限公

司#逆转录试剂盒购自大连宝生物公司#罗氏实时定量聚合酶

链反应$

V!Y

%试剂'其余分析纯试剂均购自上海生物工程有

限公司'

?1@

!

细胞来源及培养
!

人宫颈癌细胞系
K9%D

购自中科院上

海细胞库#用含
+$U

胎牛血清(

+U

青霉素和链霉素的
WJ[J

培养基#于
,.T

#

/U !M

*

浓度下培养'每
*

!

,

天换液传代#

当细胞生长至
-$U

视野密度时#加入不同浓度的姜黄素以用

于下一步研究'

?1A

!

自噬荧光小体检测
!

自噬荧光小体检测采用
9̂=G=@H9&e

等)

+$

*介绍的荧光染料染色方法进行'

K9%D

处理完毕后加入

$1$/3345
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荧光染料于
,.T

温育
"$39:

后#磷酸盐$
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缓冲液冲洗
*

次#

#U

多聚甲醛固定#用荧光酶标仪测定其荧光

强度'

?1B

!

免疫印迹试验
!

姜黄素作用于
K9%D

细胞
+*B

后#用预

冷
V̂ K

漂洗
*

次#随后加入含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液充

分裂解细胞#

#T+*$$$@

"

39:

离心
+$39:

'细胞总蛋白提取

试剂盒根据厂家说明书进行'将获取的蛋白经
+$U

!

+*U

的

十二烷基硫酸钠
)

聚丙烯酰胺$

KWK)V;d[

%凝胶电泳(转膜#放

入
/U

脱脂奶粉中封闭
+B

&洗涤后#加入抗
=̂&59:+

#

6!,)

)

和

6!,)

(

抗体#

#T

孵育过夜&多次洗涤后#加入辣根过氧化物酶

$

%YV

%标记的山羊抗小鼠二抗孵育膜
+B

'增强化学发光

$

[!6

%法发光(显影'

?1F

!

实时定量
V!Y

法
!

细胞处理完毕后#根据试剂盒操作步

骤提取细胞总
YN;

#并取
,

"

7

的
YN;

进行逆转录#将获得的

&WN;

进行实时定量
V!Y

'本文所用引物如下!

%VO+"["

上

游引物
/i)d;;<d<d<d<;!<d!;;d!;),i

#下游引物

/i)!;!;d<dd!<<<<d;!;d<<),i

&

d;VW%

上游引物

/i);d<dddd<d ;<d!<d d<d!<d),i

#下游引物!

/i)

!d!!<d!<<!;!!;!!<<!<<),i

#在
69

7

BA!

'

&5=@0"

定

量
V!Y

仪$罗氏%上按以下程序扩增!

/$ T *39:

#

0/ T +$

39:

#

0/T+/(

#

/-T+39:

#共
#$

个循环'

V!Y

结束后计算

各处理组中
%QZ)+

%

蛋白的相对表达量#计算公式!

*

S

''

!A

#

''

!AP

实验组$

!A

%QZ)+

%

S!A

d;VW%

%

S

对照组$

!A

%QZ)+

%

S!A

d;VW%

%'

?1H

!

统计学处理
!

采用
d@D

?

BVDGV@9L3

软件进行数据处理

及统计学分析#计量资料以
@2?

表示#并采用单因素方差分析

进行比较#

"

#

$1$/

为差异有统计学意义'

@

!

结
!!

果

@1?

!

姜黄素对
K9%D

细胞自噬的影响
!

K9%D

细胞经
/

(

+$

(

*$

(

,$

"

345

"

6

姜黄素处理后#自噬小体的荧光强度逐渐增强#分

别为
$1-*/2$1+"

(

+1,-/2$1+*

(

+1./-2$1$.

(

*1*-$2$1+//

#

与对照组$

$

"

345

"

6

%的荧光强度
$1",/2$1$-

相比#差异均有

统计学意义$

"

#

$1$/

%'见图
+

$见,国际检验医学杂志-网站

.论文附件/%'

@1@

!

姜黄素对
=̂&59:+

蛋白表达的影响
!

免疫印迹试验结果

显示#与对照组相比#姜黄素作用
+*B

后自噬相关蛋白
=̂&59:

+

的表达明显增高'见图
*

'

图
*

!!

姜黄素对
K9%D

细胞
=̂&59:+

蛋白表达的影响

@1A

!

姜黄素对
6!,)

)

表达的影响
!

免疫印迹试验结果显示#

姜黄素作用于
K9%D

细胞
+*B

后#

6!,)

)

蛋白表达增强#

6!,)

)

"

6!,)

(

比值增加'

图
,

!!

不同浓度姜黄素对
K9%D

细胞
6!,)

)

%

6!,)

(

表达的影响

@1B

!

姜黄素对
%VO["

基因
3YN;

表达的影响
!

荧光定量

V!Y

结果显示#阴性对照组中
%VO+"["

基因
3YN;

的相对

表达量为
$1*"#2$1$*

'经
/

(

+$

(

*$

(

,$

"

345

"

6

姜黄素处理

后#

%VO+"["

基因
3YN;

水平随姜黄素浓度的增高而逐渐

降低#分别为
$1*+2$1$+/

(

$1+"2$1$+*

(

$1+*2$1$$.

(

$1$.2

$1$$-

$

"

#

$1$/

%'而同时给予自噬抑制剂
,)J;

处理后#

%VO+"["

基因
3YN;

水平增高至
$1*+2$1$+*

$

"

#

$1$/

%'

见图
#

$见,国际检验医学杂志-网站.论文附件/%'

@1F

!

姜黄素对
%VO["

蛋白表达的影响
!

免疫印迹试验结

果与实时荧光定量
V!Y

结果类似'不同浓度姜黄素可明显下

调
%VO["

蛋白的表达#而
,)J;

可逆转姜黄素的这种效应'

见图
/

'

图
/

!!

姜黄素对
%VO["

蛋白表达的影响

A

!

讨
!!

论

%VO

感染是导致宫颈癌最重要的病因#

%VO

是双链

WN;

病毒#病毒
WN;

以整合形式存在于宿主细胞中#主要通

过癌蛋白
["

(

[.

发挥致癌作用)

+$

*

'尽管关于
%VO

感染导致

宫颈癌的研究已经取得巨大进展#尤其预防性
%VO

疫苗的问

世使宫颈癌的一级预防成为可能#但预防效果并不尽如人意#

故继续深入研究
%VO

致癌机制#探索预防(治疗
%VO

感染的

新策略一直为国内外学者所关注)

++

*

'

研究表明#自噬在病毒和细菌感染时被激活#大量的病毒

感染可以诱发完全或部分的自噬#但因感染病毒的差异#所导

致的结果也不尽相同#或有利于病毒的清除#或被病毒本身所

利用而利于病毒的复制'如
=̂&59:+

过表达可保护小鼠免受

K9:GH9(

病毒感染引起的脑炎)

+*

*

#而
+

型单纯疱疹病毒$

%KO)

+

%编码的神经毒性蛋白
Q!V,#1/

和
=̂&59:+

结合后#抑制了自

噬功能#从而可以导致小鼠的致命性脑炎)

+,)+#

*

'但关于自噬

在
%VO

感染中的作用却未见报道'

为了研究姜黄素是否通过自噬途径影响
%VO

复制与表

达#本研究将姜黄素于稳定表达
%VO["

蛋白的
K9%D

细胞株

孵育#通过检测自噬荧光小体和自噬标志蛋白来评价自噬的发

生'本研究采用的荧光染料被细胞摄入后#可选择性地与自噬

体结合#因此测量荧光强度可以显示自噬体的形成及自噬体的

数量'结果证实#

K9%D

细胞经不同浓度姜黄素处理后#自噬小

体的荧光强度逐渐增强#这表明姜黄素能诱导自噬小体的形

成'为了进一步证实
K9%D

细胞自噬的发生#对
6!,

进行了检

测'

6!,

是使用最广的自噬标志物#定位于自噬泡上'自噬形

成时#

6!,)

(

$胞浆型
6!,

%会酶解掉一小段多肽#转变为

6!,)

)

$膜型结合型
6!,

%

)

+/

*

'

6!,)

)

"

(

比值的大小可估计

自噬水平的高低'结果发现#姜黄素可明显上调
6!,)

)

"

(

的

比值'同时#姜黄素也可明显抑制
%VO+"["

基因
3YN;

和

蛋白的水平'为了证明是自噬引起而非其他原因造成
%VO

表达增加#加入了自噬抑制剂
,)J;

做比较#发现自噬被抑制

后
%VO["3YN;

和蛋白都表达增高#表明姜黄素通过细胞

自噬影响
%VO

的复制和表达'

综上所述#姜黄素能促使宫颈癌
K9%D

细胞自噬#从而达

到清除胞内病原体的效应'这将有助于进一步明确姜黄素的

药理机制#从而为控制
%VO

持续性感染提供新的理论基础'
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道较少'序列试验往往出现灵敏度(阴性预测值降低#特异度

和阳性预测值升高的情况&而平行试验常出现灵敏度(阴性预

测值升高#特异度和阳性预测值降低的情况'就灵敏度而言#

V!<

及
V!<

"

!YV

平行试验都具有较高的灵敏度#因此从经

济(快速(节约的角度出发#

V!<

单独检测基本可以满足临床

检出细菌感染性肺炎病例的需要'但是
V!<

"

!YV

序列试验

在
#

项指标中具有更好的特异度#说明序列试验具有最高的排

除细菌感染性肺炎的能力'此外#

V!<

和
V!<

"

!YV

序列试验

都具有较好的阳性预测值和阴性预测值#同时能较为全面地反

映诊断指标的约登指数和诊断准确度指数#也优于
!YV

单独

检测和
V!<

"

!YV

平行试验'因此#

V!<

和
V!<

"

!YV

序列试

验的联合使用可提高早期儿童细菌感染性肺炎的诊断准确度'

目前国内此类报道较少#因此本研究下一步还需要采用多中

心(扩大样本量等方法来进一步验证该结论'

本研究还发现#尽管细菌感染性肺炎组
]̂ !

计数和
[KY

水平与非细菌感染性肺炎组比较差异有统计学意义$

"

#

$1$/

%#但相关分析提示两者与
V!<

和
!YV

浓度均无显著相

关#表明单独使用
]̂ !

计数和
[KY

并不是判断肺炎感染病原

体的适当指标'

综上所述#

V!<

单独检测和
V!<

"

!YV

序列试验的联合使

用可能是较理想的儿童细菌感染性肺炎早期诊断手段#具有很

好的临床推广价值'
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