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摘 要!$目的% 研究葫芦素
<

对卵巢癌细胞
=>39%

的生长抑制作用& $方法% 利用
@AA

法
检测不同浓度葫芦素

<

对卵巢癌细胞的增殖抑制作用' 流式细胞术检测细胞周期和凋亡情
况'荧光定量

B.C

法测定
=ADA% EC;D

表达水平& $结果% 葫芦素
<

对
=>39%

细胞的增殖
具有抑制作用"并呈现时间和剂量依赖性

FBG":"?H

'随葫芦素浓度的增加"出现明显的
I

!

J@

期
细胞阻滞"细胞凋亡率也随之增加

FBGK:"?L

'

=ADA% EC;D

表达量明显下降
FBGK:K?L

& $结论% 葫
芦素

<

抑制
=ADA%

的表达"引起细胞周期阻滞和诱导细胞凋亡"抑制卵巢癌细胞的生长&

主题词!葫芦素
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葫芦素
F4(4()V0W+40*2L

是从葫芦科及其他科属多

种植物中提取的成分"至今已发现
RK

多种"具有多

种生物活性& 以葫芦素
<

应用最广& 近年来的许多

研究表明"葫芦素
<

是
&D>J=ADA%

信号通路的特异

抑制剂" 能降低多种癌细胞的
=ADA%

活化水平"并

降低
=ADA%

的
^;D

结合能力和
=ADA%

介导的基因

转录"抑制肿瘤细胞增殖"诱导肿瘤细胞凋亡"抑制

异种移植瘤生长&

=+0*0

等$

#

%证实卵巢癌中存在
=ADA%

的激活与易位"且是预后差的因素之一&本研究通过

体外实验探讨葫芦素
<

对卵巢癌细胞的抑制作用"

为临床应用提供实验依据&

#

材料与方法

/0/

材料与试剂

四甲基偶氮唑蓝*

@AA

"
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公司"美国
L

"

CB!

@U!#MRK

培养基*

I0V4'

公司"美国#"胎牛血清*

A<^

公司#"

aD.=4+,0V()

流式细胞仪 *

<14W'* ^04g0*2'*

公司"美国#"荧光显微镜*

3,6Eb(2

公司"日本#+

/01

细胞培养

人卵巢癌
=>39%

细胞由中科院上海细胞库提
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*
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C
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供! 置于含有
H"I

胎牛血清 "

!==!20?5

青霉素和

#==!20?5

链霉素的
JF3K"#<A=

培养液中# 于
%$#

"

8I&L

!

温箱中培养!

%B

传代
#

次! 取对数生长期细

胞进行实验!每种实验均重复
%

次$

!"# 3MM

法检测葫芦素
N

对卵巢癌细胞的增殖抑制

作用

将
!$H"

%

0

孔
4OLP%

细胞混悬液接种于
:<

孔培

养板中!每孔
H""!5

!过夜细胞贴壁后加入不同浓度

的葫芦素
N

培养液! 使其终浓度分别为
"9H

%

H9"

"

H"9"

"

H""9"!?'50@

!每组
%

个复孔!设空

白对照组和阴性对照组$继续培养
!A

"

A;

"

$!E

后!每孔加入
820@

的
3MM

溶液

H"!5

! 继续培养
AE

! 加入
4Q4H""!5 0

孔!培养箱内过夜$ 用酶标仪&所有波

长为
8$"(?

' 测
R

值$ 根据
R

值求出

4OLP%

细胞抑制率! 计算公式为抑制

率
G

(

S

对照组
R

值均数
T

空白对照组
R

值均数
UTS

实验组
R

值均数
T

空白对照

组
R

值均数
U

)

0S

对照组
R

值均数
T

空白

对照组
R

值均数
U $H""I

#

!"$

流式细胞术检测细胞周期和凋亡

将
4OLP%

细胞接种于
<

孔培养

板中&

H9"$H"

8

0

孔'培养
!AE

!每孔分别

加入不同浓度的葫芦素
N

!并设空白对照!继续培养

!AE

# 用
"9!8I

胰酶消化收集细胞! 然后用预冷的

FN4

溶液&

7%$9A

'洗
!

次!

!""",7?

离心
8?.(

!加入

8""!5

的
N.(B.(2 N6CC*,

悬浮细胞!调成
H$H"

<

0?5

的

单细胞悬液 # 取其
H""!5

! 加入
8!5 R((*V.( P"

WKM&

染液和
8!5 FK

染液!轻轻摇匀 !室温避光孵

育
H8?.(

!上机检测#用
&X@@ Y6*1+

软件分析数据

结果#

!"%

荧光定量
F&J

法测定
4MRM% ?JZR

表达水平

取对数生长期的
4OLP%

细胞! 以
!$H=

8

0?5

的

浓度接种于培养瓶中!隔夜后!分别加入
=

%

=9H

%

H9=

%

H=9=

%

H==9=!?'50@

葫芦素
N

培养
!AE

和
A;E

后提取

各组总
JZR

! 应用荧光定量
F&J

检测
4MRM%

基因

表达量#

!"&

统计学处理

实验数据用
!&1

表示!使用
4F44 H:9=

数据统计

软件进行
RZLPR

方差分析%

@4Q"+

检验和
[

检验#

F\=9=8

为差异有统计学意义#

!

结 果

'"!

葫芦素
N

对
4OLP%

细胞的增殖抑制作用

3MM

实验结果显示葫芦素
N

对
4OLP%

细胞的

增殖具有抑制作用!并呈现时间和剂量依赖性!即随

着药物浓度的增加及作用时间的延长!葫芦素
N

的

抑制率也随之增加&

W.26,* H

'#

RZLPR

方差分析示

不同剂量组之间% 不同时间组之间及其与对照组之

间差异均有统计学意义&

F\=9=8

'#

'"'

葫芦素
N

对
4OLP%

细胞周期分布和凋亡的影响

对照组和各浓度组
/

=

0/

H

期%

/

!

03

期和
4

期细

胞比例详见
M->5* H

# 随葫芦素
N

浓度的增加!

/

!

03

期的细胞比例逐渐升高!

/

=

0/

H

期细胞比例逐渐降低

&

F\=9=8

'#

R((*V.( P"WKM&0FK

染色显示葫芦素
N

可

以引起细胞凋亡! 对照组%

=9H!3

%

H9=!3

%

H=9=!3

葫

芦素
N

作用于
4OLP%

细胞
!AE

后细胞凋亡率分别

为
A9:!I

%

H=9$8I

%

!!9%=I

%

!:9!%I

&

F\=9=8

'#

'"#

葫芦素
N

对
4OLP%

细胞的
4MRM% ?JZR

表达

的影响

与对照组相比!葫芦素
N

对
4MRM% ?JZR

表达
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=
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量的影响呈明显的时间和剂量依赖关系! 即随浓度

增加及不同浓度的葫芦素
<

均随作用时间的增加!

=>?>% @A;?

表达量明显下降"

BC":"DEFG05()1 !E

#

%

讨 论

葫芦素
<

是从葫芦科及其他科属多种植物中

提取的
HI

多种葫芦素成分之一! 具有多种生物活

性# 多项研究表明!葫芦素
<

能抑制多种肿瘤细胞

增殖$

!JH

%

# 本实验从细胞水平!采用
K>>

法证实葫芦

素
<

对
=L39%

细胞增殖具有抑制作用! 并呈时间

和剂量依赖性!随药物浓度增加和作用时间延长!可

见葫芦素
<

对卵巢癌细胞的抑制率也随之增加#

M0(

等$

H

%研究葫芦素
<

在体内外对喉癌细胞的增殖都有

抑制作用! 体外细胞实验对
N1O!!

细胞的明显增殖

抑制作用!亦呈现剂量和时间依赖性!体内抑瘤实验

结果也证明葫芦素
<

可以在活体内剂量依赖性抑

制喉癌生长# 张萌等$

D

%研究葫芦素
<

对胃癌细胞的

增殖抑制作用也呈现剂量和时间依赖性! 与本文结

果类似#

本研究中采用流式细胞仪检测到不同浓度的葫

芦素
<

作用于卵巢癌细胞!随浓度的增加!出现明

显的
P

!

QK

期细胞阻滞!同时伴有明显的
P

I

QP

8

期细

胞减少!细胞凋亡率也随着葫芦素
<

浓度的增加而

增加 # 由此可见 ! 葫芦素
<

作用于卵巢癌细胞

=L39%

后!发生细胞周期阻滞!肿瘤细胞增殖受到

抑制!加之葫芦素
<

会引起细胞凋亡增加!肿瘤细

胞的生长受到抑制# 有研究也显示葫芦素
<

作用于

胃癌细胞&喉癌细胞和肝癌细胞引起凋亡!同样呈现

剂量依赖性$

H

%

# 有文献报道葫芦素
<

引起乳腺癌细

胞凋亡和
P

!

QK

期阻滞$

R

%

#

信号转导和转录激活因子
F205*+, S)+*2T(41)2

+*T +4S0U+S')2 '- S)+*24)0OS0'*

!

=>?>2E

是
8VV!

年研究

干扰素诱导基因转录时首次鉴定的一个胞浆蛋白家

族!是根据它们在信号转导中的作用来命名的!它们

接收特异细胞表面受体的信号以诱发细胞内的转录

改变$

$

%

# 目前已确认了
$

种不同的
=>?>

分子!包括

=>?>#

&

!

&

%

&

H

&

D+

&

DW

和
R

#其中
=>?>%

是重要成员!

最早是
#VVH

年在细胞因子信号系统中发现的 $

X

!

V

%

!

包 括
=>?>%!

&

=>?>%"

和
=>?>%#

# 研 究 发 现

=>?>%

具有强烈的抑制细胞凋亡&促进细胞增殖的

作用#其在多种肿瘤细胞和组织中都有过度激活!如

胃癌&肠癌&淋巴瘤&卵巢癌&脑瘤&非小细胞肺癌和

各种白血病&乳腺癌&头颈部鳞状细胞癌&前列腺癌&

恶性黑色素瘤&多发性骨髓瘤等#

=>?>%

已被认为

是一种癌基因 $

#I

%

!其持续性活化导致控制细胞增殖

和凋亡的基因的表达! 能够促使培养细胞发生恶性

转化并能在裸鼠中形成肿瘤#

=>?>%

与肿瘤的关系及

靶向
=>?>%

的肿瘤治疗已成为一个研究热点$

#IJ#!

%

#本

研究中葫芦素
<

作用于
=L39%

细胞后!

=>?>%!@A!

;?

的表达量明显下降! 随浓度增加和作用时间延

长!其下降的更明显!说明葫芦素
<

能抑制
=L39%

细胞
=>?>% @A;?

表达!从而引起细胞周期阻滞和

诱导细胞凋亡!进而抑制卵巢癌细胞的生长#至于具

体相关的分子生物学机制!还有待于进一步研究#

综上所述!葫芦素
<

在体外细胞实验中对卵巢

癌细胞
=L39%

具有生长抑制作用!与其引起细胞周

期阻滞和诱导细胞凋亡有关! 其分子机制考虑与葫

芦素
<

抑制了
=>?>% @A;?

的表达有关#
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作者!通讯作者校对文稿须知

作者
L

通讯作者自校拟发排校样稿!是期刊出版工作中不可缺少的重要环节!也是确保期

刊质量的重要手段" 特此重申!请作者
L

通讯作者务必按以下要求进行校对#

*-

首先全面校对全文!对编辑提出的校样稿中需特别注意校对及需补充的内容!必须予

以改正或解释"

!-

所有需修改和补充的内容!均请用红笔将正确的字符书写清楚$避免使用不规范的汉

字%&必须改动的字符!直接在校样稿的空白处写出!所增删字数最好相符"

%-

文题'作者'单位名称'邮政编码'通讯作者等信息!务必确认无误(

V-

对正文文字$包括外文字母及大小写%'标点符号'数据'图表'计量单位'参考文献等应

认真细致逐一校对&请用规范的通用药品名称$不用商品名%和医学名词!认真核查并使用标

准计量单位及药物剂量)

O-

参考文献缺项的部分!应按本刊规定的著录格式进行补充" 请作者务必认真核实所引

用文献是否正确!并核查正文中角码是否与文后所列参考文献序号对应"

'-

校对完毕请作者
L

通讯作者签名!并在规定的日期内将校样稿寄回编辑部" 如有要求补

充的资料!也需一并寄回"

$-

由于出版周期的限制!如作者
L

通讯作者不能在规定时间校对寄回!请及时联系本刊编

辑部说明原因!否则可能造成该文稿延期出版!或者取消刊发"

'&*


