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摘 要!$目的% 探讨扁柏醇对肾癌细胞生长&细胞周期和凋亡的影响及其可能作用机制'

$方法% 以人肾癌
$>?!=

细胞为模型"应用
@AA

法检测扁柏醇对
$>?!=

细胞生长抑制"应用
流式细胞术检测经扁柏醇处理后

$>?!=

细胞周期变化" 应用
B**1C0*9DEF

双染法检测扁柏
醇诱导肾癌细胞凋亡的发生"用

G12H1)* I,'H

方法分析
EBJE

&

&;K

蛋白表达和活性的变化(

$结果% 扁柏醇对
$>?!=

细胞的生长有明显抑制作用"呈浓度依赖性和时间依赖性)随着扁
柏醇浓度的增加"处于

L

期的细胞逐渐增加"而
M

!

D@

期的细胞逐渐减少)扁柏醇作用后凋
亡细胞也明显增加" 并伴随着

4,1+N1O!EBJE

的表达增加)

P!&;K

蛋白含量随着扁柏醇的浓
度增加而升高"而

&;K

蛋白含量无明显变化( $结论% 扁柏醇能明显抑制人肾癌
$>?!"

细胞的
生长"可能与扁柏醇将细胞阻滞于

L

期和通过激活
LEBKD&;K

信号通路诱导细胞凋亡有关(

主题词!扁柏醇)肾癌)细胞周期)凋亡)
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通讯作者!曹子佩!主治医师!硕士"宁波市泌尿肾病医院泌尿外科!

浙江省宁波市鄞州区前河北路
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肾细胞癌,

)1*+, 41,, 4+)40*'Y+

"

J..

*是起源于

肾实质泌尿小管上皮系统的恶性肿瘤"又称肾腺癌"

简称为肾癌"约占成人恶性肿瘤的
%a

"占肾脏恶性

肿瘤的
>"a%S"a

" 其发病率以每年
!:<a

的速度增

加$

8

%

"由于其发病隐匿以及晚期肾癌对放疗-化疗均

不敏感"死亡率较高"因而迫切需要寻求一种更为有

效的治疗方法(近年来"天然药物的抗肿瘤研究日益

受到重视( 扁柏醇!

/0*'X0H0',

*又叫桧木醇&

!!

侧柏

素"在柏科植物心材中提取"是一种特殊的萜烯类芳

香分子"分子式
.

8"

W

8!

3

!

"分子量
8?T:!"

"易溶于乙

醇"难溶于水"熔点
<"%<!&

( 扁柏醇对细菌和真菌

具有广谱的抑制作用 $

!

%

"对神经有保护作用 $

%

%

"以及

抗氧化作用$

%

%

( 实验研究表明扁柏醇对多种不同来

源的肿瘤细胞具有抗癌作用"如恶性黑色素瘤细胞$

T

%

&

结肠癌细胞$

<

%

&肺腺癌细胞$

?

%等( 但有关扁柏醇抗肾

癌的研究少见报道( 本研究主要探讨扁柏醇对肾癌

细胞生长&细胞周期和凋亡的影响"并初步探索其可

能的作用机制(

8"S>
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材料与方法

!"!

细胞与试剂

$&'!"

肾癌细胞株购自上海中国科学院细胞

库! 接种于含
(")

胎牛血清的
*+,-!('./

培养基

中!于
%$"

"

0)12

!

"饱和适度条件下培养#扁柏醇购

自美国
34567

公司!用二甲基亚枫$

8,32

%溶解扁柏

醇!储存于
."

冰箱# 胎牛血清
9

上海
:;<=>?@

公司
A

!

*+,-!('."

培养液$上海
B4C<>

公司%!青霉素和链

霉素$杭州昊天生物技术有限公司%!

+D3

$武汉博士

德生物公司%!胰蛋白酶$南京凯基生物科技发展有

限公司%!

8,32

&

,EE

$上海
34567

公司%!细胞周期

检测试剂盒$杭州联科生物技术有限公%!

F-E1!G?!

?@H4?!IJ+-

凋亡试剂盒$美国
D8

公司%!

+G*+

单克

隆抗体&

3+GKLMNK

单克隆抗体 &

O!3+GKLMNK

单克

隆抗体$

1@== 345?7=4?5 E@<P?>=>5;

生物公司%#

!"#

方 法

(Q!R#

扁柏醇对肾癌细胞
$&'!S

生长抑制作用的检测

取对数生长期的
$&'!S

细胞!细胞浓度为
0#(S

.

L6=

接种于
T'

孔板!接种量为每孔
(SS!=

# 待细胞贴壁

后弃去培养液!加入不同浓度扁柏醇!其终浓度分别

为
(

&

!R0

&

0

&

(S

&

!0!6>=LU

! 每个浓度设
'

个复孔!同

时设空白组和对照组! 分别培养
!.

&

.&

&

$!P

后!加

,EEV065L6=W(S!=

培养
.P

后弃去上清!加入
(0S!=

8,32

!震荡
(S64?

!在酶标仪上测定各孔
.TS?6

处

的吸光度
G

值#抑制率
X(Y

$

G

实验组
YG

空白组%

LVG

对照组
YG

空白组
W#(""Z

#

(R!R!

流式细胞术检测细胞周期

取对数生长期的
$&'!"

细胞接种于
'

孔培养

板!待细胞完全贴壁弃旧培养液!再加入一定量的无

血清
('."

培养液继续培养
!.P

! 加入
"

&

!R0

&

0

&

("!6>=LU

扁柏醇!给药
!.P

后!用胰蛋白酶消化细

胞!将细胞悬液加入到离心管内!离心弃去上清!用

+D3

缓冲液洗涤
!

次后! 加入预冷后的
$")

乙醇固

定过夜#离心弃固定液后!用预冷
+D3

缓冲液洗涤
!

次后!再将细胞重悬于
0""!= +-

染液中!室温避光

染色
%"64?

!随即用流式细胞仪检测细胞周期#

(R!R% G??@H4?!IL+-

法检测细胞凋亡

取对数生长期的
$&'!"

细胞接种于
'

孔培养

板!待细胞完全贴壁后弃旧培养液!再加入
"

&

!R0

&

0

&

("!6>=LU

扁柏醇的
('."

细胞培养液 ! 继续培养

.&P

# 用不含
[8EG

的胰蛋白酶消化收集细胞悬液!

离心弃去上清!用
+D3

轻轻重悬细胞并计数!取
("

万重悬的细胞!离心弃去上清!加入
(""!=

缓冲液轻

轻重悬细胞!加入
0!= G??@H4? I!F-E1

和
0!= +-

!轻

轻混匀! 避光室温孵育
!"64?

# 加入
.""!=

的缓冲

液!混匀!随即用流式细胞仪检测细胞凋亡情况#

(R!R. \@]^@_? C=>^

法

扁柏醇作用
!.P

后收集细胞! 加入蛋白裂解液

冰上裂解
(P

!

."

下
(! SSS_O6

离心
(064?

! 小心吸

取去上清得到蛋白样品#用
D1G

试剂盒测定样本蛋

白浓度后!加入加样缓冲液共沸
064?

!上样
'S!5

!

在
(!Z 383!+GB[

凝胶中进行蛋白垂直电泳分离!

电转至
+I8F

膜上!用
0Z

脱脂奶粉
ED3E

液室温封

闭
(P

!一抗
."

孵育过夜!

ED3E

漂洗
%

遍!然后用二

抗封闭液室温孵育
(P

!用
ED3E

漂洗
%

遍后!用增强

型化学生物发光试剂盒进行发光反应! 再放到放入

凝胶成像仪中曝光!拍照并保存图片#

!"$

统计学处理

每项实验至少独立重复
%

次# 采用
3+33('RS

软

件处理!所有数据以均数
$

标准差表示!采用单因素

方差分析!

+%SRS0

为差异有统计学意义#

!

结 果

#"!

扁柏醇对
$&'!S

细胞的生长抑制作用

,EE

实验结果显示! 扁柏醇能明显抑制
$&'!S

细胞的生长!且随着浓度的升高和干预时间的延长!

其抑制作用更加明显# 给药
!.

&

.&

&

$!P

的
-1

0S

分别

为
(TR'!

&

((R.!

&

$R$$!6>=LU

!见
E7C=@ (

#

#"#

细胞周期的变化

流式细胞分析术结果显示!扁柏醇作用
!.P

后!

各浓度组各周期内的细胞数量发生明显变化!随着

药物浓度的增加!

3

期细胞逐渐增加而
B

!

L,

期细胞

逐渐减少$

+`SRS0

%!

B

S

LB

(

期无明显变化$

+aSRS0

%!

N>^@

'

7

'

<>6O7_@b c4^P <>?^_>= 5_>dO

!

+`SRS0R

%&'() ! *+,-. /0 123/42./( /3 567!8 -)(( ,9/(20)9&.2/3:;<

B_>dO]

$

!6>=LU

%

!.P .&P $!P

# 0R#0$'R$0 'R0'$#RT07 $R%S$!RST

7
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7
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7

0 #TR00$0R!$

7
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7
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#S .%R.T$.RT!
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B <

!
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A D8:!$!%:$E !%:F$!A:$# !!:!%!G:EG

!:D GE:#H!#:HF !F:E$!#:EF !A:A%!#:G!

D GD:EA!!:AG %A:!%!!:DD

+

#H:%A!!:GF

#A G%:E%!%:$G G!:#A!#:GD

+

E:GA!!:$E

+

见
I+J,1 !

#

!"#

扁柏醇可以诱导
$HF"A

细胞凋亡

与对照组相 比 $

!:D

%

D

%

#A!>',?@

扁柏醇处 理

GH/

的
$HF"A

细胞凋亡明显增加 $ 分别从对照组

!:G%K!A:$%K

增加到
8D:E$K!!:FFK

%

8H:D$K!D:G$K

和
!A:%%K!F:A%K

!

LMA:AD

$

N05()1 #

"# 采用
O12P1)*

J,'P

法检测
LQRL

蛋白的表达水平$结果显示$扁柏

醇作用后细胞内
4,1+S1T"LQRL

表达水平升高 $见

N05()1 !

#

!"$ BLQU?&;U

表达和活性的变化

扁柏醇处理
$HF"A

细胞
!G/

后$ 采用
O12P1)*

J,'P

法检测
BLQU?&;U

蛋白的表达和活性$ 结果如

N05()1 %

所示$随着扁柏醇浓度的增加$

&;U

蛋白表

达水平无明显变化$但
="&;U

表达逐渐增加#

%

讨 论

本研究结果显示扁柏醇能明显抑制肾癌
$HF"A

细胞的生长$并呈剂量和时间依赖性#许多肿瘤是由

于增殖周期调控紊乱从而引起细胞增殖过多导致

的$ 而临床上许多抗肿瘤的药物是通过诱导细胞周

期阻滞从而抑制肿瘤细胞增殖生长#

@0(

等&

G

'研究发

现扁柏醇处理人黑色素瘤细胞后$

<

#

期细胞明显增

加$

B

期细胞明显减少$

<

!

?C

期细胞无明显变化# 本

研究结果显示$ 扁柏醇可以使
$HF"A

细胞
B

期细胞

明显增加$

<

!

?C

期细胞显著减少$而
<

A

?<

#

期细胞无

明显变化# 表明扁柏醇在不同细胞中引起的细胞周

期阻滞并不完全一致#

凋亡的减少也是恶性肿瘤发生的原因之一$而

临床上放疗% 化疗就是通过促进诱导肿瘤细胞凋亡

而发挥抗肿瘤的作用# 凋亡的发生主要通过两条经

典的通路$ 即外源性死亡受体介导的凋亡信号通路

和内源性线粒体介导的凋亡信号通路$ 两条通络最

终共同激活
4+2=+21%

$

4+2=+21%

作用于
LQRL

后时期

发生裂解最终诱导细胞发生凋亡$ 因此
4,1+S1T"

LQRL

是细胞发生凋亡的标志&

$

'

#

@11

等&

D

'研究发现

扁柏醇能通过线粒体介导的凋亡途径诱导人结肠癌

;'P1

(

+

(

4'>=+)1T V0P/ 4'*P)', 5)'(=

$

LM":"D:

%&'() ! *)(( +,+() )--)+./ 0- 123042.0( 03 567!8 +)(( &-.)9
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>2?@9) A %:) )--)+. 0- 123042.0( 03 .:) +)((
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Q
=
'
=
P
'
2
0
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)
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P
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":G

":%

":!

":8
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>2?@9) ! %:) )CB9)//203 0- DEFD &3G +()&H)G!

DEFD 23 567!8 +)(( I2.: 123042.0(
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W0*'X0P',
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"
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4,1+S1TYLQRL

<QZLW

A !:D D #A
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!

!>',?@

"

&;U

=Y&;U

<QZLW

>2?@9) # %:) )CB9)//203 0- JKL &3G B!JKL 23 567!8

+)(( I2.: 123042.0(

##AA



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!%

卷第
#!

期

细胞发生凋亡!本研究结果显示"扁柏醇能够诱导肾

癌细胞发生凋亡"并伴随着
&'()*(+!,-.,

增加!

丝裂原活化蛋白激酶
/0-,12

通路是一条重要

信号传导通路"在细胞的增殖#分化#凋亡及肿瘤转

移等过程中发挥着重要作用 " 而
34156,-1

是

0-,1

家族的重要成员" 其位于细胞质" 属于丝氨

酸
5

苏氨酸蛋白激酶"其活化是通过其氨基酸残基端

的磷酸化!当细胞受到细胞因子#应激及化疗药物等

多种因素刺激时"

341

通过磷酸化反应被激活"然后

转移到细胞核"促进转录因子
&!378

#

-9:!!

#

;'<!=

等

基因的表达"从而促进细胞的凋亡$

>?##

%

! 本研究发现

扁柏醇作用肾癌细胞
!@A

后"

6,-15341

蛋白表达

水平无明显变化"但
B!341

表达逐渐增加"提示扁

柏醇能够激活
6,-15341

信号通路" 诱导肾癌细胞

凋亡!

综上所述" 扁柏醇不仅能将肾癌细胞阻滞于
6

期" 还能通过激活
6,-15341

信号通路诱导肾癌细

胞的凋亡"从而抑制肾癌细胞的生长!
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