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宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤之一! 持续感

染高危型人乳头瘤病毒"

'()

#是宫颈癌发生发展过

程中的明确病理因素$ 宫颈癌是少数能早期预防%

早期诊断和治疗的恶性肿瘤之一! 随着宫颈癌筛查

技术的开展!大量癌前病变%早期宫颈癌和年轻宫颈

癌都被早期诊断和治疗&

*

'

$ 但近年来!宫颈癌患者的

发病年龄趋向年轻化!未经生育的宫颈癌患者增多!

且宫颈癌的组织学类型比例也发生了巨大的变化!

宫颈腺癌的发病率明显上升&

!

'

$ 因此!宫颈癌患者的

临床治疗及预后仍面临着巨大的挑战$

熊果酸"

+,-./01 2103

!

45

(又称乌索酸或乌苏酸!

是一种来源于传统中草药的提取物! 属五环三萜类

化合物$ 它具有抗肿瘤%抗血管生成%抗氧化%抗抑

郁%保肝%降血脂%抗病毒及抗菌作用等多种生物学

效应!且毒副作用较小&

6

'

$

7,0-8092

等&

:

'发现!熊果酸

可通过调节自噬诱导耐药结肠癌细胞死亡! 但其作

用机制目前尚未明确$ 自噬是广泛存在于真核细胞

内的一种溶酶体依赖性细胞自我降解途径$ 众多研

究表明自噬在肿瘤发生及发展过程中具有促进和抑

制的双重作用) 自噬能够在饥饿及外界刺激下回收

大分子物质并清除受损的线粒体及其它细胞器!为

细胞提供能量及蛋白质供应! 以实现物质和能量再

循环并维持细胞生存&

%

'

$ 最新的研究表明!在肿瘤细

胞中抑制自噬对肿瘤的治疗是有益的! 由于它可以

增强肿瘤细胞对治疗的敏感性! 包括
;<5

损伤药

物%激素拮抗剂*如他莫昔芬(以及放射治疗 &

$

'

$ 因

此! 抑制自噬可增强抗肿瘤药物对肿瘤细胞的杀伤

作用!协同抗肿瘤药物发挥更好的抗肿瘤效应$本研

究采用不同浓度
45

处理人宫颈癌
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细胞!检测

45

对
'=>2

细胞的增殖抑制作用!通过不同的方法

检测
45

诱导
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细胞自噬情况! 采用
6!?5

抑制

'=/2

细胞自噬后检测熊果酸对
'=>2

细胞增殖的影

响$ 初步判断自噬在熊果酸抑制人宫颈癌
'=>2

细

胞增殖中的作用! 以期为其临床应用奠定理论基础

和实验依据$

*

材料与方法
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细胞培养

人宫颈癌
'=>2

细胞株由哈尔滨医科大学附属

肿瘤医院研究所提供!细胞常规培养于含
*"@

胎牛

血清%

*@

双抗*

*A"4BC/

链霉素!

#DD4BC/

青霉素(的

E(?F!#$:D

培养液! 于
6&"

!

%@ 7G

!

孵箱中单层传

代培养!取对数生长期细胞用于实验$

!"#

实验材料

胰蛋白酶 %

E(?F!#$:D

及胎牛血清购自美国

H0I1.

公司+熊果酸*纯度
JKL@

(%

6!?5

%四甲基偶氮

唑蓝*

?MM

(%二甲亚砜*

;?NG

(%青霉素和链霉素购

自
N0OC2

公司+ 兔抗人
P$!

多克隆抗体购自
5I12C

公司+兔抗人
Q=1/09!*

多克隆抗体%兔抗人
>765BQ

单克隆抗体%兔抗人
!!21809

多克隆抗体和辣根过氧

化物酶标记的抗兔二抗购自
7=// -0O92/09O

公司$

!"$

增殖抑制实验
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细胞以
:#*"

6

B

孔接种于
K$

孔细胞培养

板$对照组只加培养液!

45

组用不同浓度*

%

%

*"

%

!"

"C./B/

(

45

处理!

6!?5R45

组先用
% CC./B> 6!?5

预处理
#S

后加入
!D"C./B> 45

! 培养
:LS

! 加入

?MM

继续培养
:S

后!再加入
;?NG

振荡溶解后!用

酶标仪于
:KD9C

波长下读取吸光度*

5

(值!计算增

殖抑制率$ 增殖抑制率*

@

(

T

*对照组
5

值
U45

组
5

值(

B

对照组
5

值
#*DD@

$
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透射电镜法检测熊果酸对
'=>2

细胞超微结构

的影响

取对数生长期
'=>2

细胞!以每瓶
%#*D

% 的密度

接种于
!%C/

培养瓶中!每瓶加
%C/

培养液$ 熊果酸

*

!D "C./B>

(给药
:LS

后常规收集细胞!正常对照组

用完全培养基培养
:LS

$

(QN

离心洗涤
*

次!

*DDD,BC09

离心
*DC09

!

!V%@

戊二醛
:"

固定$经乙醇%丙酮逐级

脱水!醋酸双氧铀和枸橼酸铅双重染色!环氧树脂包

埋后!

$D 9C

超薄切片!放入扫描电镜中观察!拍照$

!"& W=-8=,9 Q/.8809O

检测
P$!

和
Q=1/09!*

蛋白的表达

取对数生长期
'=>2

细胞以每瓶
%#*D

% 密度接

种于
!%C/

培养瓶中! 每瓶加
%C/

培养液!

!:S

后加

入不同浓度
45

*

%

%

*D

%

!D"C./B>

(!作用
:LS

后!提取

总蛋白!

Q,23X.,3

法测定蛋白浓度! 取
6D"O

总蛋白

经
*D@

聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转移至
();Y

上

%@

脱脂牛奶常温下封闭后!

:"

孵育一抗过夜+洗膜

后加入辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育
*S

+洗

膜后!

Z7>

显影$

5/PS2

化学发光凝胶成像系统照相

记录结果$

!"'

免疫细胞化学检测
>765BQ

的表达

取对数期生长的细胞!以
%#*D

: 个细胞
B

孔接种
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于
$

孔板中!
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后加入终浓度为
!"!)*+,- ./

!置

0&!

!

%1 23

!

培养箱中培养
'4(

"

'1

多聚甲醛室温

固定
#%)56

!

789

漂洗
0

次!每次
%)56

"

:;#1 <=5>*6"

?::

透膜
?:)56

!

789

漂洗
0

次!每次
%)56

" 加入山

羊血清封闭
?(

后!加入兔抗人
-20/,8

单克隆抗体

#

?#?::

稀释$!

'!

孵育过夜% 加入
@A<2

标记羊抗兔

ABC

&

?#?::

稀释$!

0&!

避光孵育
?(

%

789

漂洗
0

次!

每次
%)56

'

D/7A

染色
0)56

% 加抗荧光淬灭剂封片!

<=E5F

共聚焦显微镜拍照!实验重复
0

次%

7;<

统计学处理

应用
9799!#;:

统计软件!计量资料均以
!$G

表

示!多组间比较采用单因素方差分析!两两比较采用

-9D

检验!

7H:;:%

为差异有统计学意义%

!

结 果

=;7

熊果酸对
IE-J

细胞增殖的影响

不同浓度熊果酸&

%

(

#:

(

!:!)*+,-

$作用
'4(

后!

均对
IE-J

细胞的增殖有抑制作用! 且呈明显的剂

量依赖性!与对照组相比!

%

(

#:

(

!:!)*+,-

熊果酸处

理后! 对
IE-J

细胞增殖的抑制率分别为
!:;#1$

#;01

(

0%;$1$!;$1

和
'K;:1$#;:1

!与对照组相比差

异均有统计学意义&

@L''$;#&&

!

7H:;::#

$%

=;=

熊果酸诱导
IE-J

细胞产生自噬

!;!;#

熊果酸对
IE-J

细胞超微结构的影响

正常对照组细胞核膜完整!染色质结构正常!胞

浆内各细胞器(细胞核形态和分布基本正常!未见明

显自噬空泡! 溶酶体数目未见明显增多%

./

&

!:

!)*+,-

$ 处理
'4(

后胞浆中可见大量空泡状结构及

包含部分胞浆成分形成双层膜结构的自噬体! 表明

./

可诱导
IE-J

细胞发生自噬!见
@5BM=E #

%

!;!;! N$!

和
8EO+56"?

蛋白表达情况

使用不同浓度 &

%

(

?"

(

!"!)*+,-

$

./

处理
IE-J

细胞
'4(

后! 随
./

浓度增高!

IE-J

细胞中
N$!

蛋

白表达逐渐降低!

8EO+56"?

蛋白表达逐渐增高!见

@5BM=E !

%

!">$%* 7 ()* *00*?8 .0 @A ./ $68%B-8%$?8$%* .0 9*:B ?*66-

2*6>=*+ ./
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对
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表达的影响

激光共聚焦显微镜下观察可见!对照组
/0+1

细

胞中可见
+,(*-.

绿色荧光分布! 但荧光强度较弱"

!" !234-+ )*

处理组
/0+1

细胞胞浆中可见大量

+,(*-.

绿色荧光分布!且荧光强度较强!见
567890 (

#

=>?

抑制自噬后熊果酸对
/0+1

细胞增殖的影响

(!:*

是特异性的自噬抑制剂! 在加入
)*

前
#;

加入
(!:*

用来抑制自噬的发生 ! 观察
)*

抑制

/0+1

细胞增殖的能力有无改变#

:<<

结果显示$熊

果酸单独作用于
/0+1

细胞或
(!:*

与熊果酸联合

作用对细胞增殖均有抑制作用!后者抑制作用更为显

著!其细胞存活率差异显著%

5=#!&&'!##

!

>?"'""@

&#见

567890 A

#

(

讨 论

肿瘤细胞在抗肿瘤治疗过程中产生获得性耐

药!引起瞬变反应导致肿瘤进展!是阻碍肿瘤治疗效

果的重要因素'

&

(

# 由于调节自噬过程可以在肿瘤治

疗中有效预防化疗耐药并提高肿瘤治疗的疗效!因

此研究自噬在肿瘤耐药中的机制将为肿瘤治疗提供

新的思路# 传统抗肿瘤中草药主要是通过诱导肿瘤

细胞分化增殖或抑制肿瘤血管生成而发挥抗肿瘤作

用!但由于大多数抗肿瘤中草药有效成分不稳定)难

提纯)毒性不明确且价格昂贵!因此临床应用受到限

制'

B

(

# 熊果酸作为一种高效低毒的天然药物!可抑制

多种肿瘤细胞的生长! 有望成为一种新型抗肿瘤药

物# 已有报道熊果酸可通过多种途径抑制肿瘤细胞

增殖并诱导肿瘤细胞凋亡发挥抗肿瘤效应'

C

(

#

自噬在疾病进展中的角色随疾病病程不断发生

变化! 在正常细胞中自噬是一种重要的自我保护机

制! 在各种应激反应中维持细胞代谢平衡而保持细

胞存活'

@"

(

#细胞受到外界刺激发生自噬时!细胞质中

的异常蛋白质) 受损细胞器和部分胞浆即被隔离至

自噬体中与溶酶体结合并进一步降解! 为细胞提供

营养及能量实现再循环#在肿瘤细胞中!自噬是细胞

在一系列应激条件下%如$代谢需求增加)缺氧微环

境和细胞毒药物&维持细胞生存的过程#自噬还可以

作为细胞应对饥饿和环境应激的一种自我保护机制

,3DE934 !" !234-+ )*
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$
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!如营养夺获"缺氧和药物应激#$并促使肿瘤对治疗

产生抵抗%

''

&

'自噬具有两面性(一方面可通过降解有

害物质保护细胞以避免坏死和凋亡的危险) 另一方

面$自噬异常激活则会维持肿瘤细胞生存$在血供不

良" 缺氧或营养不足等条件下通过提供能量而促进

肿瘤的发生和发展%

'!

&

* 因此自噬作为一种潜在的通

过其促存活机制治疗肿瘤的新方法已成为抗肿瘤研

究的热点*研究发现$自噬功能失调与
()*

损伤+染

色体稳定性降低密切相关$ 恶性肿瘤的发生发展及

肿瘤治疗的过程中都出现了自噬功能失调%

'+

&

*

已有研究证实$ 在肿瘤细胞中抑制自噬能增强

化疗药物诱导肿瘤细胞死亡$ 从而发挥靶向性治疗

优势%

',

&

$这一点与我们的研究结果一致*熊果酸作为

一种有效的抗肿瘤中药已被多种研究证实 %

'%

&

$我们

的研究发现$ 熊果酸可以明确诱导宫颈癌
-./0

细

胞发生自噬$ 且自噬阻断剂与熊果酸联合应用可增

强熊果酸的抗肿瘤作用* 研究表明(自噬在
%!12

诱

导的肝癌细胞损伤中起一定的保护作用$ 抑制自噬

会促进肝癌细胞发生凋亡$ 对肿瘤细胞产生损伤作

用%

'$

&

*另有研究报道抑制自噬可促进
)030!-

细胞发

生凋亡 %

'&

&

* 本研究通过
455

法检测证明熊果酸对

-./0

细胞具有细胞毒作用$ 并呈明显的剂量依赖

性* 采用透射电子显微镜法!

564

#观察自噬体的超

微结构$发现
!7!89:;/

熊果酸作用
,< =

后
-./0

细

胞中自噬体!即包裹着胞浆成分的囊泡样结构#较对

照组明显增多$ 并出现大量自噬空泡积聚* 说明熊

果酸在抑制
-./0

细胞增殖的过程中诱导自噬的发

生$与文献中描述的自噬过程出现的空泡一致*

/>+

是哺乳动物细胞中酵母
*5?<@*2A&;*BC<

#

的同源基因$定位于前自噬泡和自噬泡膜表面$参与

自噬体的形成*未发生自噬时$细胞内表达的前
/>+

融合蛋白并无自噬活性$前
/>+

融合蛋白大量弥散

在胞浆中)当细胞自噬活性增强时$前
/>+

融合蛋

白转位至自噬体膜$ 在荧光显微镜下形成多个明亮

的绿色荧光斑点%

#<

&

*

/>+*

和
/>+D

是
/>+

的两个不

同亚型$ 因此$

/>+*;D

荧光染色可作为检测细胞自

噬活性的标志* 本研究结果显示在宫颈癌
-./0

细

胞中
/>+*;D

荧光强度较弱$ 以阴性和弱阳性表达

为主$表达水平显著低于熊果酸处理组$提示宫颈癌

-./0

细胞中存在
/>+*;D

表达缺失和下调 * 熊果

酸可诱导宫颈癌
-./0

细胞表达
/>+

$增加
-./0

细

胞中
/>+

的可形成量$ 促进
-./0

细胞发生自体吞

噬$ 即增强了
-./0

细胞的自噬活性或者发生自噬

的潜能显著上升$ 这种改变可能在宫颈癌的治疗中

发挥有效性* 自噬受自噬特异性基因!

*5?

#调节$

D.E:FG!'

和
B$!

是两种不同的自噬调节蛋白*

D.E:FG!

'

是酵母
*AC$

基因在人类基因中的同源体$它与第

"

类磷脂酰肌醇
+!

激酶!

HI+J

#和膜泡分选蛋白
+,

!

KHL+,

#结合形成络合物$调节自噬体形成%

'M

&

*

D.!

E:FG!'

结合过程和
B$!

修饰过程在哺乳动物自噬泡

形成过程中起着重要作用*

D.E:FG!'

结合过程参与

前自噬泡的形成$

D.E:FG!'

也是一种缺陷型肿瘤抑

制基因$

D.E:FG!'

!

";#

#杂合子小鼠更易发生肿瘤%

!"

&

*

目前已在人乳腺癌" 卵巢癌和前列腺癌等患者中发

现
D.E:FG!'

等位基因的丢失%

!'

&

*

D.E:FG!'

的过表达可

大量激活自噬过程$ 并在肿瘤的发展过程中表现出

抑制作用 * 在结肠癌细胞系中 $ 利用慢病毒的

N=O)*

敲除
D.E:FG!'

或
/>+

基因$可以增强
%!12

的

诱导凋亡效应$ 但
D.E:FG!'

的过度表达能对肿瘤细

胞起保护作用%

!!

&

*

D.E:FG!'

具有增强自噬活性的功

能$但抗凋亡蛋白
DE:!!

或
DE:!P/

可以结合
D.E:FG!'

的
D-+

结构域并抑制自噬反应$使自噬反应终止%

!+

&

*

因此$通过检测
D.E:FG!'

细胞内的含量变化$可以基

本判断是否发生自噬及自噬是被诱导还是被抑制*

本实验结果显示熊果酸处理
-./0

细胞后与对照组

相比$

D.E:FG!'

的表达明显增加$且
B$!

表达水平明

显下降*

LFGFE39B.

等%

!,

&的研究发现(

+!4*

能够一定

程度地抑制塞来昔布诱导的结肠癌
-5!!M

细胞发

生自噬并且促进其发生凋亡* 本实验也证实了这一

点$ 我们通过
455

检测发现$ 单纯熊果酸作用于

-./0

细胞后$

-./0

细胞的增殖受到抑制$并呈剂量

依赖性关系$ 而自噬特异性抑制剂
+!4*

与熊果酸

联合作用后$ 熊果酸对
-./0

细胞的增殖抑制作用

明显增强!

HQ7R"%

#*因此$我们认为熊果酸诱导宫颈

癌
-./0

细胞损伤过程中会诱导自噬发生$ 抑制自

噬则会增强熊果酸的抗肿瘤活性*
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