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蛇床子素通过抑制斝斏棾斔棷斄斔斣信号通路
诱导斔椀椂棽细胞凋亡和增殖抑制灣
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  椲摘要椵 目的椇研究蛇床子素对人慢性髓系白血病细胞斔椀椂棽增殖和凋亡的影响棳并探讨其相关作用机制暎
方法椇培养髓系白血病细胞斔椀椂棽棳分别用不同浓度的蛇床子素处理棬棸暍椀暍棻棸暍棽棸毺旂棷旐旍棭暎细胞培养棿椄旇后棳利用
斖斣斣法检测斔椀椂棽细胞增殖椈流式检测斔椀椂棽细胞凋亡椈斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚法检测斝斏棾斔暍旔灢斄斔斣暍斄斔斣暍斅斸旞暍斅斻旍灢棽和
斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾表达暎结果椇蛇床子素可以呈浓度依赖性的诱导 斔椀椂棽细胞增殖抑制和凋亡棳上调斅斸旞和
斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾表达棳下调斝斏棾斔暍旔灢斄斔斣和斅斻旍灢棽棳对 斄斔斣表达无明显影响暎结论椇蛇床子素可通过抑制
斝斏棾斔棷斄斔斣信号通路而诱导斔椀椂棽细胞增殖抑制和凋亡暎

椲关键词椵 蛇床子素椈斔椀椂棽细胞椈增殖椈凋亡椈斝斏棾斔棷斄斔斣
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旔灢斄斔斣斸旑斾斅斻旍灢棽斸旑斾旈旑斻旘斿斸旙斿旚旇斿斸旔旓旔旚旓旙旈旙旘斸旚斿旓旀斔椀椂棽斻斿旍旍棳旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斅斸旞斸旑斾斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾棶
斪旇斿旘斿旀旓旘斿棳旈旚旇斸斾旑旓旈旑旀旍旛斿旑斻斿旓旑旚旇斿斿旞旔旘斿旙旙旈旓旑旓旀斄斔斣棶斆旓旑斻旍旛旙旈旓旑椇斚旙旚旇旓旍斿斻斸旑旈旑斾旛斻斿旚旇斿斸旔旓旔旚旓旙旈旙斸旑斾旈旑旇旈斺旈旚
旚旇斿旔旘旓旍旈旀斿旘斸旚旈旓旑旓旀旇旛旐斸旑旍斿旛旊斿旐旈斸斔椀椂棽斻斿旍旍旙旚旇旘旓旛旂旇旙旛旔旔旘斿旙旙旈旑旂斝斏棾斔棷斄斔斣旙旈旂旑斸旍旈旑旂旔斸旚旇旝斸旟棶

斔斿旟旝旓旘斾旙 旓旙旚旇旓旍斿椈斔椀椂棽斻斿旍旍椈旔旘旓旍旈旀斿旘斸旚旈旓旑椈斸旔旓旔旚旓旙旈旙椈斝斏棾斔棷斄斔斣

  慢性髓细胞白血病棬斻旇旘旓旑旈斻旐旟斿旍旓斻旟旚旈斻旍斿旛旊斿灢
旐旈斸棳斆斖斕棭是白血病中较为棘手的一种棳此病一旦
进展无法控制棳患者一般仅能存活棿年棳目前治疗
效果欠佳棳死亡率极高暡棻暢暎因此棳寻找治疗斆斖斕的
方案成为一个紧迫而现实的问题暎蛇床子素是一
种从伞性植物蛇床提取的化合物棳最近研究发现其
具有促进凋亡和抑制增殖的活性暡棽暢棳而增殖过度和
凋亡受阻是斆斖斕的重要发病机制暡棻暢暎本实验利用
人斆斖斕细胞 斔椀椂棽为靶细胞棳研究蛇床子素对
斔椀椂棽细胞的作用棳并探讨其可能的作用机制暎
棻 材料与方法
棻棶棻 药品与试剂

斔椀椂棽棬购自武汉病毒研究所棭棳蛇床子素棬纯度
椆椄棩棳西安易乐棭棳以 斈斖斢斚 溶解暍棴棽棸曟保存备
用棳使用前稀释至指定浓度暎斈斖斢斚棬美国棳斢旈旂灢
旐斸棭椈斠斝斖斏棻椂棿棸培养液棬美国棳斍旈斺旂旓棭椈小牛血清
灣基金项目椇棽棸棻棸年宜昌市科研项目棬斘旓椇斄棻棻棾棸棻灢棾椄棭
棻三峡大学第一临床医学院宜昌市中心人民医院血液科棬湖
北宜昌棳棿棿棾棸棸棸棭
通信作者椇袁伟棳斉灢旐斸旈旍椇棻棸棿棽棻椀椃椃椄椃椑旕旕棶斻旓旐

棬杭州棳四季青棭椈椆椂孔培养板棬美国棳斊斸旍斻旓旑棭椈毬灢斸斻灢
旚旈旑棬中国棳斄斺旐斸旘旚棭椈旔灢斄斔斣棳斄斔斣棳斝斏棾斔棳斆旍斿斸旜斸旂斿灢
斆斸旙旔斸旙斿棾棳斅斸旞及 斅斆斕灢棽均为美国棳斆斢斣暎斣旘旈旡旓旍
旘斿斸旂斿旑旚棬美国棳斏旑旜旈旚旘旓旂斿旑棭椈逆转录试剂盒棬美国棳
斍斿旑斿斆旓旔旓斿旈斸棭椈斢斮斅斠旂旘斿斿旑棬日本棳斣斸旊斸旘斸棭暎斠斣灢
斝斆斠仪棬斅斏斚灢斠斄斈棭棳蛋白裂解液斠斏斝斄棬碧云天棭棳
蛋白酶抑制剂斻旓斻旊旚斸旈旍及 斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚凝胶制备试
剂盒棬武汉谷歌生物公司棭棳斅斆斄蛋白定量试剂盒
棬碧云天棭暎斠斣灢斝斆斠引物棬擎科生物技术有限公
司棭棳酶标仪棬斣旇斿旘旐旓斊旈旙旇斿旘棭暎
棻棶棽 细胞培养

斔椀椂棽细胞置于含有棻棸棩胎牛血清的 斠斝斖斏
棻椂棿棸培养液中棳加入链霉素棬棻棸棸斦棷旐旍棭和青霉素
棬棻棸棸斦棷旐旍棭棳在棾椃曟暍椀棩斆斚棽 饱和湿度培养箱中
培养暎
棻棶棾 仪器

斆斚棽细胞培养箱棬斊旓旘旐斸旙斻旈斿旑旚旈旀旈斻棳美国棭椈倒
置显微镜暍激光共聚焦显微镜棬斚旍旟旐旔旛旙棳日本棭椈酶
标仪棬斣旇斿旘旐旓斊旈旙旇斿旘棳美国棭暎斝斨斈斊膜棬斠旓斻旇斿棳美
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国棭棳斉斆斕试剂盒棬斅旈灢旔斿斻旇棳美国棭棳胶片及化学发光
仪棬斔旓斾斸旊棳美国棭棳斠斣灢斝斆斠仪棬斅斏斚灢斠斄斈棳美国棭暎
棻棶棿 斖斣斣法检测斔椀椂棽细胞增殖

将对数生长期的斔椀椂棽细胞以棻暳棻棸椀棷旐旍接种
于椆椂孔板内棳加入蛇床子素棬棸暍椀暍棻棸暍棽棸棭毺旂棷旐旍棳
每组设棾个复孔棳同时以不加入蛇床子素组为空白
对照组暎椆椂孔板置于棾椃曟暍椀棩斆斚棽 培养箱培养
棿椄旇后棳加入椀旐旂棷旐旍的斖斣斣溶液棽棸毺旍棷孔棳用酶
标仪于波长椀椃棸旑旐处读取吸收度棬 棭值棳按照下
列公式计算增殖率暎增殖抑制率椊棬棻棴实验组
值棷空白组 值棭暳棻棸棸棩暎
棻棶椀 斄旑旑斿旞旈旑灢斨双染法检测斔椀椂棽细胞凋亡

取对数生长期的 斔椀椂棽细胞棳以棻暳棻棸椀棷旐旍接
种于椆椂孔板内暎细胞培养棿椄旇后棳加入蛇床子素
棬棸暍椀暍棻棸暍棽棸棭毺旂棷旐旍棳其中加入蛇床子素剂量为棸
的组加入等体积的斈斖斢斚棳取棻旐旍细胞悬液棳棻棸棸棸
旘棷旐旈旑离心椀旐旈旑棳去培养液棳加斠斘斄酶棳棾椃曟水浴
棻旇棳放入冰浴加入棸棶椀旐旂棷斕碘化丙啶棬斝斏棭及斄旑灢
旑斿旞旈旑灢斨棳流式细胞仪检测暎采用斆斉斕斏斞斦斉斢斣软
件分析细胞凋亡率暎
棻棶椂 斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测斔椀椂棽细胞斝斏棾斔暍旔灢斄斔斣暍
斄斔斣暍斅斸旞暍斅斻旍灢棽和斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾表达

将各组收集的细胞按照蛋白裂解液斠斏斝斄操
作说明提取蛋白暎取各组细胞总蛋白样品棻棸棸毺旂棳
以样品中的毬灢斸斻旚旈旑为内参棳经斢斈斢灢斝斄斍斉凝胶电
泳棳转膜棳然后用含椀棩脱脂奶粉的斝斅斢封闭棽旇棳
分别加入适量含棽棩脱脂奶粉的斝斅斢稀释斝斏棾斔抗
体棬棻暶棻棸棸棸棭棳旔灢斄斔斣棽棬棻暶椀棸棸棭棳斄斔斣棬棻暶棻棸棸棸棭棳
斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾棬棻暶椀棸棸棭棳斅斸旞棬棻暶椀棸棸棭棳斅斻旍灢棽
棬棻暶棻棸棸棸棭棳毬灢斸斻旚旈旑棬棻暶棾棸棸棸棭抗体棳棿曟孵育过夜暎
斝斅斢洗膜棾次棳棻棸旐旈旑棷次棳根据一抗的来源棳再分
别加入适量含棽棩脱脂奶粉的斝斅斢稀释的 斎斠斝标
记羊抗兔斏旂斍棬棻暶椀棸棸棭暍斎斠斝标记羊抗鼠斏旂斍棬棻暶
椀棸棸棸棭棳室温下作用棽旇棳斝斅斢洗膜棾次棳棻棸旐旈旑棷次棳
斉斆斕化学发光显色暍压片暍显影暍定影暍胶片扫描保
存暎用斍斿旍斝旘旓斄旑斸旍旟旡斿旘棬斨斿旘棶棾棶棸棭软件测定上述

条带灰度值与毬灢斸斻旚旈旑内参条带灰度值的比值棳分
别将上述蛋白表达量化暎
棻棶椃 统计学处理

采用斢斝斢斢棻棽棶棸软件进行数据分析暎实验数据
以 暲 表示棳采用单因素方差分析棬斄斘斚斨斄棭棳多
个样本间的两两比较采用 检验暎以 椉棸棶棸椀为
差异有统计学意义暎
棽 结果
棽棶棻 蛇床子素对体外髓系白血病细胞 斔椀椂棽增殖
的影响

实验结果显示棳蛇床子素呈浓度依赖性抑制
斔椀椂棽细胞增殖棬 椉棸棶棸椀棭棬图棻棭暎

与棸毺旂棷旐旍组比较棳棻棭 椉棸棶棸椀暎
图棻 斖斣斣法检测蛇床子素对斔椀椂棽细胞增殖的影响

棽棶棽 蛇床子素对体外髓系白血病细胞 斔椀椂棽细胞
凋亡的影响

实验结果显示棳蛇床子素呈浓度依赖性诱导
斔椀椂棽细胞凋亡棬 椉棸棶棸椀棭棬图棽棭暎
棽棶棾 蛇床子素对斔椀椂棽细胞斝斏棾斔暍斄斔斣蛋白表达
的影响

实验结果显示棳蛇床子素作用斔椀椂棽细胞棿椄旇
后棳斄斔斣蛋白无明显变化棬 椌棸棶棸椀棭棳但斝斏棾斔暍旔灢
斄斔斣表达明显降低棬 椉棸棶棸椀棭棬图棾棭暎

斸椇棸毺旂棷旐旍组椈斺椇椀毺旂棷旐旍组椈斻椇棻棸毺旂棷旐旍组椈斾椇棽棸毺旂棷旐旍组暎
图棽 流式检测蛇床子素对斔椀椂棽细胞凋亡的影响
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棽棶棿 蛇床子素对 斔椀椂棽细胞斅斸旞暍斅斻旍灢棽和斆旍斿斸旜灢
斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾蛋白表达的影响

实验结果显示棳蛇床子素作用斔椀椂棽细胞棿椄旇
后棳斅斸旞和斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾蛋白表达明显增加棳
而斅斻旍灢棽表达明显降低棬 椉棸棶棸椀棭棬图棿棭暎

  图棾 斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测蛇床子素对斔椀椂棽细胞斝斏棾斔暍
斄斔斣蛋白表达的影响

  图棿 斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测蛇床子素对斔椀椂棽细胞斅斻旍灢棽暍
斅斸旞和斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾蛋白表达的影响

棾 讨论
斆斖斕是一种起源于多能干细胞的髓系增殖性

肿瘤棳其恶性程度高棳愈后差暡棻暢暎目前治疗方法包
括化疗暍干细胞移植和放疗等棳化疗药物以毩灢干扰
素暍阿糖胞苷暍甲磺酸伊马替尼暍高三尖杉酯碱注射
液暍达沙替尼和尼洛替尼为主棳化疗药物毒副作用
大棳价格昂贵椈干细胞移植要求高棳兼容性差棳排斥
反应大椈而放疗容易导致相邻组织器官损伤暎因
此棳寻找高效暍低毒暍可行性高的药物成为一个紧迫
而现实的问题暎

蛇床子素又名喔斯脑棳由于具有补肾益气的功
效而被广泛应用于临床暎其化学结构为椃灢甲氧基灢
椄灢异戊烯基香豆素棳为伞形科一年生草本植物蛇床

的果实暎最新研究发现棳蛇床子素具有广泛的生理
活性棳如抗炎暍抗凋亡及抗肿瘤的功效暡棽暢暎然而棳其
对斆斖斕的效果目前尚不清楚暎

本实验中 斖斣斣结果显示棳蛇床子素可以呈浓
度依赖性抑制斆斖斕细胞 斔椀椂棽增殖椈利用流式检
测斄旑旑斿旞椀标记显示棳蛇床子素可以呈浓度依赖性
诱导斔椀椂棽细胞凋亡椈斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚检测显示棳蛇床
子素可以呈浓度依赖性促进凋亡蛋白 斅斸旞和
斆旍斿斸旜斸旂斿灢斆斸旙旔斸旙斿棾表达明显增加棳而抗凋亡蛋白
斅斻旍灢棽表达明显减少暎提示蛇床子素可以诱导
斔椀椂棽细胞增殖抑制和凋亡棳故具有抗肿瘤的活性棳
但具体机制不明暎

研究发现斝斏棾斔棷斄斔斣信号通路在 斔椀椂棽细胞
增殖和凋亡中发挥重要作用棳其活化具有促进
斔椀椂棽增殖和抑制 斔椀椂棽凋亡的作用暡棾暢暎本实验结
果显示棳蛇床子素可以呈浓度依赖性抑制斝斏棾斔暍旔灢
斄斔斣活化棳而对斄斔斣表达无明显影响暎因此棳我
们推测蛇床子素可以通过抑制斝斏棾斔棷斄斔斣信号通
路活化而诱导斆斖斕斔椀椂棽细胞增殖抑制和凋亡棳而
具有抗白血病肿瘤的活性暎

综上所述棳蛇床子素可通过抑制斝斏棾斔棷斄斔斣
信号通路活化而抑制 斔椀椂棽细胞增殖和促进其凋
亡暎然而棳是否还有其他信号通路参与蛇床子素诱
导斔椀椂棽细胞增殖抑制和凋亡棳尚需进行更深入的
研究暎
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