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探讨槲皮素$
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&对乳腺癌细胞化疗药物敏感度的影响及其可能的机制'方

法
!

\77

法检测不同浓度
-/9

对人乳腺癌
\GB(%

细胞生长的影响%单用阿霉素$

0!<#0@

:

4#'

%

L3C

&或

L3C

联合无毒剂量
-/9

作用于人乳腺癌
\GB(%

细胞%

\77

法检测药物对细胞的增殖抑制作用%流式

细胞法检测细胞凋亡率#

7<0'&>9==

小室法检测细胞侵袭能力的变化#

C7(YGC

法及
19&;9<')=";

法分别

检测缺氧诱导因子
(!

!

$

JIB(!

!

&

@C8L

水平和蛋白水平的表达变化'结果
!

不高于
"$%

"

\ -/9

对细

胞生长无影响'与单用
L3C

组相比较%

"$%

"

\-/9

与
L3C

联用可提高
L3C

对人乳腺癌
\GB(%

细胞

的增殖抑制率+诱导其细胞凋亡+降低其体外侵袭和转移能力+下调
JIB(!

!

@C8L

和蛋白的表达'

结论
!

-/9

能够增强人乳腺癌
\GB(%

细胞化疗敏感度%其机制可能与下调该细胞
JIB(!

!

的
@C8L

和

蛋白表达有关'

关键词!槲皮素#乳腺癌#化疗增敏

中图分类号!

C%#%$$
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文献标识码!

L
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文章编号!

!"""(&'%&

$
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引言

目前%乳腺癌己进入综合治疗时代%手术治疗+

化学治疗和放射治疗成为乳腺癌的重要治疗手段'

随着各类新药的开发及基础研究的进展%化学治疗

在乳腺癌的综合治疗中占有重要的地位'但是%临

床上许多乳腺癌患者在经历了最初有效的化学治疗

后%最终仍难免于复发%其主要原因源于多药耐药所

引起的肿瘤细胞对化疗药物的不敏感'因此%联合

用药以增加化疗敏感度成为乳腺癌治疗领域内的研

究热点之一'本研究观察了
-/9

对乳腺癌
\GB(%

细胞增殖的影响%并联合临床常用治疗乳腺癌的药

物
L3C

%检测
-/9

增强
L3C

诱导乳腺癌
\GB(%

细胞凋亡的作用%并对其机制进行初步探讨%以期为

乳腺癌的临床治疗提供新的思路和方案'

"
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材料与方法

!$!

!

材料

-/9

购于
,#

2

@0

公司%用二甲基亚砜$

3\,V

&

配成贮存液%

1("U

冰箱保存%实验时用
!*)"

培养

液稀释#

!*)"

培养液+

B+,

+青链霉素均购于
M#)4"

公司#动物
C8L"/;

购于天泽基因工程公司#

JIB(

!

!

+

-

(04;#'

引物序列由上海生物工程公司合成#

JIB(!

!

鼠抗人单克隆抗体购于
,0';04</H

公司#

-

(

04;#'

兔抗人单克隆抗体购于北京中杉金桥生物技

术有限公司#人乳腺癌
\GB(%

细胞购于上海索研生

物技术有限公司'

!$(

!

方法

!$($!

!
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对人乳腺癌
\GB(%

细胞增殖的影响
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饱和湿度条件下%人乳腺癌

\GB(%

细胞培养于
!"T !*)"

培养液中$含
!"T

B+,

和
!""/

"

@=

青链霉素&%每
#!

换液
!

次'取

对数生长期细胞%调整细胞浓度为
!+!"

'

"

@=

%于
$*

孔板内每孔接种
!'"

"

=

%

\77

法进行实验所需
-/9

浓度筛选实验'设置的
-/9

槲皮素浓度梯度为
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%作用时间为
#*5

%同时

设置未加
-/9

的为对照组'检测方法!实验中的每

孔加入
("

"

=\77

溶液$

'@

2

"

@=

%用
?

J%$)

的

Y+,

配制&%

#%U

继续孵育
)5

%吸弃孔内上清液%每

孔加
(""

"

=3\,V

%振荡摇匀使结晶物充分溶解%

选择
#$"'@

波长%在酶标仪上测定各孔吸光度

$

P"

&值'细胞增殖率
0

$实验组
P"

值"对照组
P"

值&

+!""T

'实验结果显示%

-/9

浓度
'

"$%

"

\

对细胞生长无影响%

-/9

浓度在
"$&

,

)"

"

\

对细

胞生长具有促进作用%

-/9

&
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"

\

对细胞生长具

有抑制作用'因此%本实验选用终浓度为
"$%

"

\

的
-/9

进行研究'

!$($(

!

细胞培养及处理
!

#%U

+

'TGV

(

饱和湿度

条件下%人乳腺癌
\GB(%

细胞培养于
!"T!*)"

培

养液中%每
#!

换液
!

次'取对数生长期细胞%调整

细胞浓度为
!+!"

'

@=

%于
$*

孔板内每孔接种
!'"

"

=

%

)5

贴壁后进行实验'实验分以下
#

组!$

!

&对照

组#$

(

&

\GB(%/L3C

组#$

#

&

\GB(%/L3C/"$%
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\ -/9

组'设置的
L3C

浓度梯度为
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\77

法检测各组细胞增殖抑制率
!

各组

分别于孵育
#*5

采用
\77

法检测细胞增殖抑制

率'方法同
!$($!

'细胞增殖抑制率
0

$

!1

实验组

P"

值"对照组
P"

值&

+!""T

'采用
9F49=

分析各

组细胞半数抑制浓度$

M3

'"

&'

-/9

增敏倍数
0M3

'"

$

L3C

&"

M3

'"

$

L3C/-/9

&'

!$($)

!

流式细胞仪检测各组细胞凋亡率
!

选择

L3C

浓度为
(,'

"

2

"

@=

为代表作为研究对象'各

组细胞于培养
#*5

时进行收集%用
Y+,

洗涤
(

次%

%"T

冰乙醇固定过夜%再经
Y+,

洗涤
(

次%离心%加

入含有
!""

"

2

"

@=C8L

酶和
'"

"

2

"

@=YI

的混合

液
!@=

%重新悬浮细胞%室温避光孵育
("@#'

%流式

细胞仪检测细胞凋亡率的变化'

!$($'

!

细胞体外侵袭实验
!

选择
L3C

浓度为

(,'

"

2

"

@=

为代表作为研究对象'在
7<0'&>9==

小

室滤膜的上表面铺
!""

"

=

基底膜$

@0;<#

2

9=

&%于

#%U

作用
!5

备用%将各组细胞悬液
(""

"

=

加入小

室的上室中%使细胞总数达到
)+!"

)个%下室加入

!"T3\Z\

%于
#%U

培养箱孵育
#*5

%用棉签擦净

膜上表面细胞%

JZ

染色后%在倒置显微镜下观察'

!$($*

!

C7(YGC

检测
JIB(!

!

@C8L

的表达
!

选

择
L3C

浓度为
($'

"

2

"

@=

为代表作为研究对象'

各组细胞于孵育
#*5

时进行收集%提取总
C8L

%测

定相应
C8L

含量并分别稀释至相同的终浓度'

C7(YGC

按
70W0C0C8L YGC W#;

$

L\[

&

[9<$

#,"

试剂盒进行操作'

JIB(!

!

引物序列!上游引物

序列为
'a(LMLLLGG7L7MLGG7MG7(#

%下游引

物序列为
'a(LLMGL7GG7M7LG7M7GG7M7M(

#a

%扩增产物大小为
(&%)

?

#

-

(04;#'

为内参照%上游

引物序列为
'a(7GL7M777MLMLGG77GLL(#a

%

下 游 引 物 序 列 为
'a(M7G777MGMML7M7G(

GLGM(#a

%扩增产物大小为
'!()

?

'扩增产物用

!,(T

琼脂糖凝胶进行电泳%凝胶成像系统成像%比

较目的条带之间及目的条带与同时扩增的
-

(04;#'

条带亮度%以目的条带亮度较高示
JIB(!

!

@C8L

含量较高'

!$($%

!
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检测
JIB(!

!

蛋白的表达
!

选

择
L3C

浓度为
($'

"

2

"

@=

为代表作为研究对象'

各组细胞于孵育
#*5

时进行收集%提取总蛋白%测

定相应蛋白浓度并分别稀释至相同的终浓度'取等

量蛋白泳道上样%聚丙烯酰胺琼脂糖凝胶电泳后转

膜%封闭液封闭%抗
JIB(!

!

$

!.!"""

&及
-

(04;#'

$

!.(""

&

)U

下孵育过夜%于二抗室温下孵育
(5

%增

强化学发光剂显色%自动电泳凝胶成像分析仪采集

图像%比较目的条带之间亮度%以目的条带亮度较高

示
JIB(!

!

蛋白含量较高'

!$#

!

统计学方法

应用
,Y,,!"$"

统计软件%以
,

"

"$"'

为差异

有统计学意义'

#

!

结果

($!

!
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对
L3C

细胞毒作用的影响

L3C

作用于人乳腺癌
\GB(%

细胞后%具有较

强的细胞毒性%从而杀伤肿瘤细胞'当
"$%

"

\

的

-/9

与同样剂量的
L3C

联合使用后%显著增强了

L3C

的细胞毒作用%其增敏倍数为
!,)$

倍%见

图
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图
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对
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细胞毒作用的影响

:&

F

2."B

!

8/"3

,

%'%'H&3"<<"3%'<;O!*&%/'.*&%/'2%

V

2"

*

(&#

*

肿瘤防治研究
NOPN

年第
QR

卷第
S

期



($(

!
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对
L3C

诱导细胞凋亡的影响

L3C

作用于人乳腺癌
\GB(%

细胞后%能够明

显诱导细胞凋亡'当
"$%

"

\

的
-/9

与同样剂量的

L3C

联合使用后%显著增强了
L3C

的诱导细胞凋

亡作用%起到化疗增敏的作用%见图
(

'

($#

!

-/9

对
L3C

抑制细胞侵袭的影响

L3C

作用于人乳腺癌
\GB(%

细胞后%降低了

细胞的侵袭力%从而达抑制细胞侵袭和转移的目的'

当
"$%

"

\

的
-/9

与同样剂量的
L3C

联合使用

后%显著降低了细胞的侵袭力%起到了化疗增敏的作

用%见图
#

'

($)

!

各组细胞中
JIB(!

!

@C8L

和蛋白的表达

L3C

作用于人乳腺癌
\GB(%

细胞后%降低了

JIB(!

!

@C8L

和蛋白的表达%从而达到杀死肿瘤细

胞的目的'当
"$%

"

\

的
-/9

与同样剂量的
L3C

联合使用后%显著降低了
JIB(!

!

@C8L

和蛋白的

表达%从而起到化疗增敏的作用%见图
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讨论

实体肿瘤由于生长迅速%代谢旺盛%处于相对缺

氧状态%为解决肿瘤细胞自身所造成的缺氧与需氧

的矛盾%肿瘤细胞经历了以下变化!$

!

&血管生成因

子增多和血管生成抑制因子减少促使新生血管形成

以保证肿瘤细胞有相对充足的氧供应#$

(

&糖运输增

加和糖酵解增强以使肿瘤细胞有足够的能量供应#

$

#

&抗凋亡因子增加和促凋亡因子减少打破了生存
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和凋亡的平衡以使肿瘤细胞适应不利的生存环境%

从而促进肿瘤细胞进一步增殖+转移+以及抵抗放疗

和化疗的杀伤作用(

!('

)

'

JIB(!

是缺氧激活的转录

因子%对缺氧刺激具有特异的感受性并广泛参与缺

氧对多种基因转录的诱导'

JIB(!

是由
JIB(!

!

和

JIB(!

-

组成的异源二聚体%

JIB(!

!

为调节亚单位%

氧对
JIB(!

的调节主要是通过该单位实现的'近

年来研究发现%

JIB(!

!

是实体肿瘤生长的主要调控

因子之一%其通过转录激活下游的靶基因参与肿瘤

生长+血管生成+转移和侵袭以及化疗药物的抵抗'

但是%由于肿瘤细胞的起源和周围微环境的差异等

诸多因素影响%使得
JIB(!

!

在不同肿瘤细胞中的

表达调控及其作用机制存在着复杂性%其中%对乳腺

癌的影响主要表现为促进其侵袭+转移以及对化疗

药物的敏感度降低(

*($

)

%

JIB(!

!

的表达水平直接关

系到乳腺癌的预后状况'

槲皮素是一种黄酮类化合物%广泛分布于自然

界各种植物的花+叶+果实之中%易于提取+分离及检

测'我们前期工作研究发现(

!"(!!

)

%槲皮素能够抑制

人乳腺癌细胞的体外增殖+诱导其细胞凋亡+降低其

体外侵袭和转移能力'本研究首先筛选对人乳腺癌

\GB(%

细胞增殖无毒剂量的槲皮素%然后联合临床

常用于治疗乳腺癌的药物
L3C

作用于人乳腺癌

\GB(%

细胞%结果发现%

-/9

能够通过下调该细胞

JIB(!

!

的
@C8L

和蛋白的表达提高
L3C

对人乳

腺癌
\GB(%

细胞的增殖抑制率+诱导其细胞凋亡+

降低其体外侵袭和转移能力%从而增强人乳腺癌

\GB(%

细胞化疗敏感度'但其能否应用于人乳腺

癌的临床治疗还需要进行进一步的研究'
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