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细胞后"细胞核体积明显增大"细
胞呈现大而扁平的衰老状态"细胞蓝染数显著增多#组氨酸
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神经母细胞瘤是一种起源于肾上腺髓质或椎旁

交感神经系统的颅外实体瘤!常见于儿童!约占小儿

恶性实体肿瘤的
%&'(

"

)

#

$ 神经母细胞瘤起病较为隐

匿!发展迅速!恶性化程度高%大部分神经母细胞瘤

患者在诊断时已出现全身转移! 化疗是临床首选方

案 "

!

#

$ 化疗可以通过诱导细胞凋亡!抑制肿瘤生长%

另一方面!低浓度化疗药物也可以诱导细胞衰老!衰

老细胞停止分裂进入休眠期! 达到控制肿瘤恶性生

长!实现临床缓解的目的$近来有越来越多的证据表

明化疗诱导的细胞衰老是一把双刃剑! 在有效控制

肿瘤生长的同时!细胞可自分泌或旁分泌生长因子&

细胞因子以及蛋白酶等! 这种现象称为衰老相关的

分 泌 表 型 '
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可使衰老的成纤维细胞转成促炎

细胞!产生炎性因子和基质金属蛋白酶!促进周边非

衰老肿瘤细胞的生长和复发"

:
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$ 研究还发现部分衰

老细胞在药物压力下启动了重编程!发生衰老逃逸!

细胞重新进入细胞周期并激活肿瘤转移浸润相关基

因的表达!促进肿瘤复发与转移"

;
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$ 因此!及时清除

化疗诱导的衰老肿瘤细胞有利于临床预后$
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#
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期临床试验显示!单纯使用
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即可抑制肿瘤!联合其他抗肿瘤药物可产

生协同作用!减少不良反应发生 "
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诱导细胞衰老&控制肿瘤发展中的不利因

素$ 本文以人神经母细胞瘤细胞
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为研究对

象! 探究
8=1

抑制剂
A@!!!"#

清除衰老
GA?!:!

细

胞的效果$
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材料与方法
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细胞衰老相关的
#

半乳糖苷酶!

78!#!S.E

"活性

检测

细胞消化种于
#

孔板中! 待细胞贴壁生长至

'"W

融合!加入
!$I/EUB ABC'!:D

干预
D!6

!设置正

常对照组$按照
P+,I+2

科技的
78!#!S.E

染色试剂盒

说明书提前配制工作液'

?+.S+,1 N"?+.S+,1 OX)%")

(!

于
:D#

中预热$ 弃去
#

孔板内培养基!用
?+.S+,1 8

清洗细胞!再用
?+.S+,1 H

固定细胞!室温下放置
$

I0,

$ 弃去
?+.S+,1 H

! 每孔用
?+.S+,1 Q

清洗
!

次

后!加入
!IE

提前配制并预热的工作液!于
:D$

孵

育
)#6

!镜下观察蓝染细胞$

!"$

细胞衰老相关的组蛋白
V:

磷酸化和甲基化免疫

荧光检测

GA?!:!

细胞消化后!以
:%)"

;

U

孔密度接种到板内!

待细胞贴壁生长至
'"(

融合! 模型组加入
!$I/EUB

ABC'!:D

干预
D! 6

!正常对照组不做处理$ 药物处

理
D!6

后! 弃去培养基!

;$

预冷
9H7

清洗
:

次后加

入预冷的甲醇丙酮'

)")

(混合固定液!常温下孵育细

胞
:"I0,

$ 除去固定液后! 用
)( H78

于
:D$

封闭

)6

$ 完成一抗&二抗孵育后!室温
N89G

孵育
)"I0,

后封片观察$

!"% QQ@!'

检测
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对细胞增殖的影响
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细胞消化后!以
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U

孔密度接种到
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孔板内!待细胞贴壁生长至
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!每个药物浓

度设
#

个副孔$ 达到药物处理时间后! 弃去旧培养

基!每孔加入
)""$E QQ@!'

工作液'

QQ@!'

原液与培

养基按
)"")

配制(!

:D$

孵育
)6

!用多功能酶标仪检

测
;$",I

处
KN

值$

细胞存活率
X %)""(

8

'加药组(

Z8

'空白组(

8

'正常组(

Z8

'空白组(
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流式细胞术检测
A@!!!"#

对细胞凋亡的影响

GA?!:!

细胞消化后! 以
:%)"

$

U

孔密度接种到
#

孔板内! 设置组) 正常组!

)"$I/EUB A@!!!"#

组!

ABC'!:D

组!

ABC'!:DY )"$I/EUB A@!!!"#

$ 培养
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后胰酶消化离心收集细胞! 冷
;<=

洗涤细胞

后" 每管加入
>!?))0@/)"A/)B/)4 A',,0( >""!+

重悬

细胞沉淀! 每管加入
?+0@* C+'&( DEE *))0@/)7 $!+

"

>""!4FG+ ;H

工作液
>!+

!充分混匀后室温孵育
>$G/)

#避光$% 每管加入
>!?))0@/)"A/)B/)4 A',,0( D""!+

"

轻柔混合后" 放置冰上并尽快流式细胞仪上机检测

凋亡细胞!

!"# I01J0() A+&J

检测
K"?LJ

!

?LJ

!

=M?MN

!

9"O53

等

蛋白表达

HOP"N!

细胞消化后"以
N!

>"

$

F

孔密度接种到
#

孔板内"待

细胞贴壁生长至
E"Q

融合"设置

E

个组&正常组"

OR"!!!"#

组#

>

'
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>" !G&+FS
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(
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S

$
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(

>

'

$

'

>"!G&+FS

$"
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组 (

!!G&+FS

$" 干预

:!.

" 每个药物浓度设
N

个副

孔 %

:!.

后 " 每 孔 细 胞 加 入

>""!+

蛋 白 裂 解 液 冰 上 裂 解

>$G/)

"以
>! """(FG/)

在
D#

下

离心
>"G/)

"提取每孔蛋白% 蛋

白浓度用
<-?

试剂盒测定% 蛋

白按
>$D

加入
$%S&*B/)4 A',,0(

"

于
>""&

煮沸
$G/)

% 蛋白样品

经
=U=";?VW

胶电泳分离 '电

转移法转移至
;U7C

膜上 "用

含
$Q

脱脂奶粉的封闭液室温

封闭
!.

" 加入相应一抗"

D&

过

夜%次日用
M<=M

溶液洗涤条带

N

次后"

XP;

标记的二抗孵育"

室温下孵育
>.

%

M<=M

洗膜
N

次

后用
W-S

化学发光法曝光显

影" 然后用
HG*40";(& ;+'1 #8"

软件对图像进行灰度值分析%

!"$

统计学处理

实验数据采用
=;== !"8"

软件进行统计学分析" 结果以

!'1

表示"组间比较采用单因素

方差分析%

;Y"8"$

为差异有统

计学意义%

!

结 果
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诱导
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神经母细胞瘤细胞
HOP"N!

经
!!G&+FS OS9E!N:

作用
:!.

后镜下可见细胞和细胞核体积明显增大"

细胞呈现大而扁平的衰老状态" 且细胞蓝染数明显

高于正常组(

C/4'(0 >

$% 由
C/4'(0 !

可知"与正常组

比较 "
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组细胞核变大且胞内组氨酸
XN
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和组氨酸
XN RZ

的荧光显著性增强" 即组氨
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酸
%& '()*+

磷酸化水平和组氨酸
%& ,-

甲基化水

平显著性升高! 可见!

!!./012 3245!&6

作用
738!

&!

细胞
6!9

后细胞呈现明显衰老状态"

!"! :;<

抑制剂
3,!!!+#

与
3245!&6

联用降低

738!&!

细胞存活率

选用不同浓度 #

*

$

$

$

*+!./012

%的
3,!!!+#

处

理正常或衰老
738!&!

细胞! 检测不同时间点细胞

活力"

*+!./012 3,!!!+#=3245!&6

干预
738!&!

细

胞
6!9

和
-#9

后细胞存活率分别为&

5+>?&"$>&+

%

@

$

&

6A>!-"A>+#

%

@

! 而
3245!&6

组的衰老细胞
6!9

和

-#9

存活率为分别为&

-A>+5"#>56

%

@

$&

-?>-6"A>#?

%

@

'

3245!&6

组和
?+!./012 3,!!!+#

组细胞存活率显

著性高于
?+!./012 3,!!!+#=3245!&6

组&

BC+>+*

%

&

DEFG)( &

%!即
?+!./012 3,!!!+#=3245!&6

能有效

抑制
738!&!

细胞增殖"

!"# 3,!!!+#

促进衰老
738!&!

细胞凋亡

正常组细胞凋亡率仅为&

&>?6"?>+?

%

@

!

?+!./012

3,!!!+#

干预正常细胞没有出现明显凋亡!凋亡率

为&

$>-!"+>$?

%

@

(而
3245!&6

组出现小部分细胞凋

亡 !凋亡率为&

5>5?"?>&&

%

@

(

?+!./012 3,!!!+#

干

预衰老细胞后 ! 细胞凋亡数量增多 ! 凋亡率为

&

?$>6+"+>-6

%

@

! 与
3245!&6

组比较具有显著性差

异&

BC+>+$

%&

DEFG)( A

%)

!"$ 3,!!!+#

通过阻断衰老细胞内
H!:;<

上调!下

调
'I:I&

及
4!3JK

蛋白

由
DEFG)( $

可知*

3245!&6

诱导
738!&!

细胞

衰老
6!9

后!与正常组比较!

H!:;<

和
'I:I&

蛋白的

表达显著性上调&

BC+>+$

%) 与
?+!./012 3,!!!+#=

3245!&6

联合组相比!正常组和单独
3245!&6

组的

H!:;<

和
'I:I&

蛋白表达较高(而
?+!./012 3,!!!+#

组的
H!:;<

和
'I:I&

蛋白表达显著性降低(即
3,!

!!+#

对
H!:;<

及其下游
'I:I&

蛋白的表达具有显

著性抑制作用)

?+!./012 3,!!!+#=3245!&6

联用

能显著性抑制由
3245!&6

引起的
H!:;<

和
'I:I&

蛋白表达增高) 与正常组比较!

3245!&6

诱导
738!

&!

细胞衰老后!

4!3JK

蛋白显著性下调 &

BC+>+?

%(

?+!./012 3,!!!+# =3245!&6

组
4!3JK

蛋 白 较

3245!&6

组+

3,!!!+#

组和正常组表达显著性降低!

即
?+!./012 3,!!!+#=3245!&6

能进一步抑制
4!

3JK

蛋白的表达"

LMBC+>+*
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

:

讨 论

通常衰老细胞形态变化表现为体积和细胞核增

大!核膜内折!细胞器变形"同时伴随
!;

半乳糖苷酶

的活性上调"底物
<!=*+

在
!!

半乳糖苷酶的催化下

生成蓝色产物#

>>

$

% 真核生物染色质中蛋白质主要组

分是组蛋白"其在调控基因转录!

?9@

复制!损伤修

复等与
?9@

相关的生物学过程中发挥重要作用%组

氨酸
A:B0(>"

的磷酸化提示细胞阻滞于
=!CD

期"

组氨酸
A:EF

甲基化是细胞衰老的标志之一 #

>!

$

%

DG9H!:I

作用
JDK!:!

细胞能诱导细胞和细胞核体

积明显增大"细胞呈现大而扁平的衰老状态"且在
!

半乳糖苷酶&

B@!!!4*+

'活性检测实验中"细胞出现

大面积的蓝染现象"组氨酸
A: EF

甲基化水平明显

升高"衰老状态明显% 同时"

DG9H!:I

能显著性上调

组氨酸
A: B0(>"

磷酸化水平" 细胞周期阻滞在
=!C

D

期% 因此"

DG9H!:I

诱导
JDK!:!

细胞发生
=!CD

型衰老%

L01M0() N+&M

结果显示衰老
JDK!:!

细胞内磷

酸化
@OM

和
BP@P:

蛋白显著性上调% 持续激活的

BP@P:

能够加快肿瘤细胞增殖且阻碍凋亡"诱导细胞

向恶性转化% 研究报道"

BP@P:

持续激活能导致神经

母细胞瘤发生耐药进而引起复发 #

>:

$

"因此
BP@P:

可能促进衰老细胞再次进入细胞周期" 导致衰老的

肿瘤细胞重新生长分裂"引发肿瘤复发%

BP@P:

作为

@OMCQP2K

的下游靶点蛋白"

DG9H!:I

上调磷酸化

@OM

的同时"

BP@P:

也表现出相应的上调( 而
DE!

!!"#

能显著性下调衰老
JDK!:!

细胞的
R!@OM

和

BP@P:

"伴随表现是细胞出现明显凋亡%

9!D53

在细胞增殖!凋亡!肿瘤浸润等多种生理

病理过程中均能发挥作用" 是目前公认与神经母细
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胞瘤预后有密切关系的癌基因! 在神经母细胞瘤细

胞内"

%!&'(

通过编码具有转录活性的核
)%*

结合

磷蛋白"从而调控细胞的生长与分化#

+,

$

! 衰老
-&.!

/!

细胞中
%!&'(

蛋白明显降低" 细胞增殖受到抑

制!

&0!!!"#

作用衰老
-&.!/!

细胞后进一步下调

%!&'(

蛋白" 对
-&.!/!

细胞增殖的抑制作用更为

明显!

&0!!!"#

与
&1%2!/3

联合作用下细胞出现

明显凋亡"胞内
4!*56

%

78*8/

%

%!&'(

蛋白显著性下

调!

因此"

&0!!!"#

能够通过抑制
-&.!/!

衰老细

胞内
4!*56

"下调
78*8/

和
%!&'(

蛋白"诱导细胞凋

亡"从而达到清除
&1%2!/3

诱导的衰老细胞目的!
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