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探讨左旋棉酚)$
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25Z

*对顺铂诱导小鼠宫颈癌移植瘤凋亡的影响及可能的

作用机制(方法
!

建立小鼠宫颈癌
_!)

细胞皮下移植瘤模型&将
,"

只小鼠按随机原则分为左旋棉酚

组'顺铂$

:#&

=

-,B#'

&

LLZ

%组'左旋棉酚
+

顺铂$

25Z+LLZ

%组及模型对照$

G"!?-:"'BD"-

%组
)

组&用药

干预
&

天后采用电子天平称量瘤重并计算抑瘤率#采用
4_V*2

法检测各组瘤组织的凋亡情况#采用免

疫组织化学法检测各组肿瘤组织中
W1-((

'

W,;

和
Z(

A=

蛋白的表达水平(结果
!

各干预组小鼠移植瘤瘤

重均低于
G"!?-

组&其中
25Z+LLZ

组瘤重最低&其次为
LLZ

组$

@

"

"$"!

%#各组移植瘤组织内
,V

均

高于
G"!?-

组$

@

"

"$"'

%&且
25Z+LLZ

组最高$

@

"

"$"!

%#含
25Z

组移植瘤组织内
Z(

A=

'

W1-((

蛋白的

表达降低$

@

"

"$"'

%&

W,;

蛋白的表达升高$

@

"

"$"'

%&

W,;

!

W1-((

比值升高&

25Z+LLZ

组的上述作用

明显优于单药组$

@

"

"$"!

%#相关性分析表明
Z(

A=

蛋白的表达量与
W1-((

的表达量呈正相关&与
W,;

的

表达量呈负相关$

@

"

"$"!

%(结论
!

25Z

能抑制小鼠宫颈癌移植瘤的生长&且与
LLZ

联合后抑制作用

更显著#其可能的机制!

25Z

可能是通过下调
W1-((

'上调
W,;

蛋白诱导小鼠宫颈癌细胞凋亡&降低
Z(

A=

蛋白的表达&增加肿瘤组织对
LLZ

的化疗敏感度(
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引言

左旋棉酚)$
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25Z

*是从棉籽中提取

的天然
W@#

结构相似物&近年来因其潜在的抗肿瘤

活性而备受关注(已有研究发现左旋棉酚对前列腺

癌'黑色素瘤'胶质瘤等恶性肿瘤表现出明显的诱导
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凋亡能力)

!(#

*

&本实验采用左旋棉酚'顺铂及两者联

合对小鼠宫颈癌移植瘤进行干预&观察移植瘤的生

长'凋亡相关蛋白
W1-((

'

W,;

及耐药蛋白
Z(

A=

表达

的情况&探讨左旋棉酚对宫颈癌移植瘤细胞凋亡的

诱导作用及可能的作用机制(

"

!

材料与方法

!$!

!

材料

实验动物采用健康
,

$

&

周龄昆明小鼠
,"

只&

体质量$

(,-(

%

A

&雌性&购自新疆石河子大学实验

动物中心#

_!)

细胞系$子宫颈癌第
!)

号%购于北京

金紫晶生物医药技术有限公司#左旋棉酚由石河子

大学药学院唐辉教授提供#顺铂由齐鲁制药有限公

司生产#锥虫蓝购自美国
7#

A

+,

公司#胎牛血清$

C?(

B,-."3#'?&?D8+

&

6W7

%与
LG*G

培养液购自美国

@

/

1-"'?

公司#兔抗小鼠
W1-((

单抗'兔抗小鼠

GLK(!

单抗购自武汉博士得生物工程有限公司#兔

抗小鼠
W,;

单抗购自于北京博奥森生物技术有限

公司#

4_V*2

购于美国
K"10?

公司(

!$(

!

方法

!$($!

!

小鼠宫颈癌
_!)

皮下移植瘤动物模型的建

立
!

_!)

细胞在含
'R:T

(

'

#%S

的培养箱中培养&待

至对数生长期后离心并用
"$$R

氯化钠溶液重悬&锥

虫蓝染色法观察活细胞
#

$'R

&调整细胞浓度至
!0

!"

,

"

+-

后小鼠腹腔注射&

#

$

%

天后小鼠腹腔穿刺可

吸出乳糜样腹水&再用
"$$R

氯化钠溶液$

!1#

的比例%

稀释'重悬后小鼠右后肢大腿皮下注射
"$(+-

(第
#

天瘤块长径已达
"$'1+

左右&成瘤率达
!""R

&瘤块

大小均匀&采用病理学检查确定宫颈癌模型建立成

功&肿瘤体积约
!"""++

#时开始治疗(

!$($(

!

治疗方案
!

皮下接种
_!)

的第
#

天&将
,"

只小鼠按随机原则分为
G"!?-

组'

25Z

组'

LLZ

组'

25Z+LLZ

组
)

组&给药干预
&

天(

G"!?-

组

给予含一定浓度
LG7T

的
"$$R

氯化钠溶液腹腔

注射&每日
!

次#

25Z

组
'+

A

"

J

A

每天灌胃
!

次#

LLZ

组给予
#+

A

"

J

A

腹腔注射&隔日
!

次#

25Z+

LLZ

组给予
25Z'+

A

"

J

A

每天灌胃
!

次
+LLZ#

+

A

"

J

A

腹腔注射&隔日
!

次(

!$($#

!

观察指标
!

$

!

%

25Z

及其联合
LLZ

对小鼠

宫颈癌移植瘤的抑制作用(停药
(

日后颈椎脱臼

法处死小鼠&完整剥离小鼠右后肢皮下移植瘤&用

电子天平称量移植瘤的重量&并按公式计算移植

瘤的抑瘤率(抑瘤率$

R

%

/

$模型对照组平均瘤

重量
.

实验组平均瘤重量%"模型对照组平均瘤重

量
0!""R

($

(

%

25Z

及其联合
LLZ

对小鼠宫颈

癌移植瘤细胞凋亡的影响(小鼠
_!)

瘤组织切片

常规脱蜡&操作流程按照
4_V*2

试剂盒使用说明

进行(结果判断!每张切片在显微镜下随机取
'

个视野$

0)""

%&细胞核呈蓝色的为正常细胞&细

胞核呈棕黄色或棕褐色的为凋亡细胞(计数凋亡

细胞数和肿瘤细胞总数&并按公式计算凋亡指数

$

,

=

"

=

B"B#1#'!?;

&

,V

%(

,V/

凋亡细胞数"肿瘤细胞

总数
0!""R

($

#

%

25Z

及其联合
LLZ

对小鼠宫

颈癌移植瘤组织内
W1-((

'

W,;

及
Z(

A=

蛋白表达的

影响(小鼠
_!)

瘤组织切片常规脱蜡'水化&

W1-((

抗体'

W,;

抗体及
Z(

A=

抗体工作液的浓度分别是
!

1!""

'

!1'""

'

!1'""

(免疫组织化学操作流程分别

依据试剂盒使用说明进行&以细胞质或包膜出现

棕黄色颗粒判断为阳性$

W1-((

'

W,;

均定位于细胞

质&

Z(

A=

定位于包膜%(免疫组织化学检测结果判

定!每个标本切片均随机选取
'

个高倍镜视野$

0

)""

%&每视野计数
(""

个细胞&阳性细胞百分比

$

I

%!无阳性细胞为
"

分#阳性细胞数
,

('R

为
!

分#

#

('

$

'"R

为
(

分#

#

'"R

$

%'R

为
#

分#阳

性细胞数
#

%'R

为
)

分(着色强度评分$

W

%!无色

为
"

分#淡黄色为
!

分#棕黄色为
(

分#棕褐色
#

分(蛋白表达水平
/I+W

(

!$#

!

统计学方法

采用
7Z77!#$"

软件进行统计学处理&计量资料

以
B-&

表示&组间比较采用单因素方差分析$

T'?(

H,

/

IVT[I

%&用
>#-1";"'

非参数检验行相关分析&

检验水准
"

/"$"'

&

@

"

"$"'

为差异有统计学意义(

#

!

结果

($!

!

25Z

及其联合
LLZ

对小鼠宫颈癌移植瘤的

抑制作用

各干预组小鼠移植瘤平均瘤重均明显低于

G"!?-

组$

@

"

"$"!

%&其中
25Z+LLZ

组的平均瘤

重最小(

LLZ

组小鼠移植瘤平均瘤重低于
25Z

组$

@

"

"$"'

%(

25Z

组'

LLZ

组及
25Z+LLZ

组

的抑瘤率分别为
!($('R

'

#)$)R

'

''$&)R

&说明

左旋棉酚可抑制小鼠宫颈癌移植瘤生长&但与单

独使用顺铂相比&抑瘤效果较差#左旋棉酚与顺铂

联合后对移植瘤的抑制作用大于其相加作用&见

表
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25Z

及其联合
LLZ

对小鼠宫颈癌移植瘤细

胞凋亡的影响

光学显微镜下见凋亡细胞明显固缩&核致密&深

染为棕黄色'多叶状或新月状颗粒&常集聚在核周边#

非凋亡细胞的核呈蓝色(对照组有少许细胞核被深

染为棕黄色的凋亡细胞&在
25Z

组'

LLZ

组及
25Z

+LLZ

组中凋亡细胞明显多于
G"!?-

组(各实验组

瘤组织细胞
IX

均高于
G"!?-

组$

A/!#*)&'

&

@

"

"*"!

%&

LLZ

组瘤组织细胞
,V

均高于
25Z

组&

25Z+

LLZ

组的
,V

最高$

@

"

"$"!

%&见图
!

'表
(

(

表
L

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤细胞凋亡指

数的影响

9*D<%L

!
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-
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7$%*7%+>'73A:=/(8D')+>'7366=
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#
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A
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#
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A

D"8

=

图
J

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤细胞凋亡的影响$

4_V*20)""

%

0'

-

1$%J

!
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#

(

#
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-

$*.77$%*7%+>'73A:=/(8D')+>'7366=

$

4_V*20)""

%

I

!

LLZ

A

D"8

=

#

W

!

25Z

A

D"8

=

#

:

!

25Z+LLZ

A

D"8

=

#
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=

图
L

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤组织内
=;

-#

蛋白表达的影响$

7Z0)""

%
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!
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图
K

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤组织内
\/<;L

蛋白表达的影响$

7Z0)""

%
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-
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!

93%%"

#
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#
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#

L
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A

D"8

=

图
M

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤组织内
\*"

蛋白表达的影响$

7Z0)""
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!
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#
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($#

!

25Z

及其联合
LLZ

对小鼠宫颈癌移植瘤组

织内
W1-((

'

W,;

及
Z(

A=

蛋白表达的影响

25Z

组移植瘤组织内
W1-((

'

Z(

A=

蛋白的表达

低于
G"!?-

组$

@

"

"$"'

%&

LLZ

组移植瘤组织内

W1-((

'

Z(

A=

蛋白的表达均高于
G"!?-

组 $

@

"

"*"'

%&

25Z+LLZ

组小鼠移植瘤组织内
W1-((

'

Z(

A=

蛋白的表达均低于
LLZ

组'高于
G"!?-

组$

@

"

"*"'

%#各干预组小鼠移植瘤组织内
W,;

蛋白的表

达均高于
G"!?-

组$

@

"

"*"!

%&其中
25Z+LLZ

组

小鼠移植瘤组织内
W,;

蛋白的表达最高&

LLZ

组

小鼠移植瘤组织内
W,;

蛋白的表达高于
25Z

组$

@

"

"*"!

%(

W,;

与
W1-((

比值由大到小依次为!

25Z

+LLZ

组
#

LLZ

组
#

25Z

组
#

G"!?-

组&见图
(

$

)

&表
#

(

表
K

!

A:=

及其联合
66=

对小鼠宫颈癌移植瘤组织内
\/<;

L

'

\*"

及
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-#

蛋白表达的影响$
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=

,D?!H#B025Z
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($)

!

Z(

A=

与
W1-((

'

W,;

的相关性分析

Z(

A=

'

W1-((

呈正相关&

Z(

A=

'

W,;

呈负相关$

@

"

"$"!

%(

$

!

讨论

宫颈癌已成为全球女性死亡率居第二位的恶性

肿瘤&其危害不容忽视&化疗是其主要治疗手段之

一)

)

*

(近年来&尽管出现了更有效的化疗药物&制订

了更完备的联合化疗方案&使中晚期宫颈癌患者的

化疗疗效得到一定程度的提高&但在治疗过程中耐

药现象也给临床化疗带来了诸多困难&甚至导致失

败&严重影响患者的治疗效果&故寻求一种具有疗效

好'不良反应小'能增加肿瘤细胞对化疗药物敏感度

等特点的抗癌药物是目前宫颈癌治疗中亟待解决的

问题)

'

*

(

左旋棉酚是锦葵科植物草棉'树棉或陆地棉的

成熟种子或根皮中提取的天然
W@#

结构相似物/

W1-((

的小分子抑制剂&逐渐引起医学界的广泛重

视)

,(%

*

(目前大量体内'外实验均证实左旋棉酚具有

抑制肿瘤生长的作用)

&($

*

&可以有效诱导高表达
W1-(

(

的多种癌细胞发生凋亡)

(

*

(本实验观察发现&单

独应用
25Z

治疗小鼠宫颈癌移植瘤&移植瘤的生长

受到一定程度的抑制&且抑制作用随时间的延长而

增强&但与单独使用
LLZ

干预相比&抑瘤效果较低#

而
25Z

与
LLZ

联合使用后对移植瘤的抑制作用大

于两者的相加作用&提示左旋棉酚可明显增加移植

瘤组织对顺铂的敏感度(因此我们推测!

25Z

不仅

可以提高肿瘤细胞对
LLZ

的化疗敏感度&且可以达

到降低
LLZ

临床用量减轻其不良反应的目的(除

此之外&本实验是基于小鼠移植瘤一直存在的基础

上进行的&故推测&若对小鼠进行减瘤术后再行

25Z

联合
LLZ

方案治疗&疗效可能会进一步提高(

Z(

A=

蛋白是由多药耐药基因$

GLK(!

%编码的

一种定位在细胞膜上的膜蛋白&选择性的表达于药

物分布'吸收'代谢'消除的关键部位&与肿瘤细胞的

耐药性密切相关&是目前认为导致肿瘤耐药的最重

要机制)

!"

*

&且有研究提示
Z(

A=

可通过抑制
W,;

及

凋亡关键酶&直接抑制细胞凋亡导致肿瘤耐药)

!!

*

(

有研究表明&宫颈癌组织中
Z(

A=

的表达水平与宫颈

癌患者的化疗效果密切相关&

Z(

A=

表达水平越高化

疗效果越差&证实
Z(

A=

蛋白的高表达可能是导致宫

颈癌患者化疗失败的原因之一)

!((!)

*

(

W1-((

和
W,;

分别是
W1-((

家族中最有代表性

凋亡蛋白&亦是新型的耐药相关蛋白)

!'

*

&其可以通

过调控肿瘤细胞的凋亡参与肿瘤耐药(其中
W1-((

为重要的凋亡抑制蛋白&可通过多种途径抑制凋亡

而导致肿瘤耐药#

W,;

作为促凋亡蛋白&主要通过促

进细胞色素
:

的释放促进细胞凋亡(当
W1-((

形成

同源或异源二聚体时抑制细胞凋亡&而
W,;

自身形

成的同源二聚体
W,;

"

W,;

促进细胞凋亡&

W1-((

与

W,;

形成的异源二聚体使彼此的抗凋亡和促凋亡活

性相互抵消&故两者之间的相对比例决定了细胞凋

亡的发生与否)

!,

*

(

Z,"-8EE#

等)

!%

*通过体内'外实验

研究发现&左旋棉酚可增加过表达
W1-((

的
W

细胞

淋巴瘤对化疗药物足叶乙甙与阿霉素的疗效(

本课题组前期体外研究发现&棉酚可通过降低

人宫颈癌
@?2,

细胞内抗凋亡蛋白
W1-((

'

W1-(;

2

的

表达水平&诱导
@?2,

细胞凋亡&与单独使用棉酚或

顺铂相比&两者联合诱导细胞凋亡的作用明显增

强)

!&(!$

*

&但左旋棉酚是否也通过此机制抑制小鼠宫

颈癌移植瘤生长尚未见相关文献报道(本实验通过

4_V*2

法检测各组移植瘤细胞的凋亡率&结果显

示!单独使用
25Z

可诱导肿瘤细胞凋亡&联合
LLZ

使用后促凋亡作用显著提高#通过免疫组织化学法

检测各组移植瘤组织
Z(

A=

'

W1-((

及
W,;

蛋白的表

达结果显示&单独使用
25Z

或联合
LLZ

使用后
Z(

A=

'

W1-((

蛋白阳性表达率减少&

W,;

蛋白表达率上

调&

W,;

"

W1-((

比值升高&且联合用药作用效果明显

强于单独用药#相关性分析显示
Z(

A=

蛋白的表达量

与
W1-((

呈正相关&与
W,;

呈负相关(由此我们推

+

)!(!

+
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测左旋棉酚诱导宫颈癌凋亡的机制可能是!第一&

25Z

能与细胞内
W1-((

蛋白的
W@#

位点特异性结

合&取代与之结合的促凋亡蛋白如
W,;

&进而上调

W,;

"

W1-((

比值&间接发挥抑制
W1-((

活性的作用&

诱导肿瘤细胞凋亡#第二&

25Z

能直接与促凋亡蛋

白
W,;

的
W@#

位点结合&促进肿瘤细胞凋亡#第三&

25Z

通过降低
Z(

A=

蛋白的表达&进而上调
W,;

"

W1-((

比值&增加肿瘤细胞对化疗药物的敏感度&促

进肿瘤细胞凋亡(

综上所述&

25Z

能通过诱导宫颈癌细胞凋亡的

方式抑制移植瘤的生长&且与化疗药物
LLZ

联合后

促凋亡作用明显增强(左旋棉酚不仅能通过上调肿

瘤组织内
W,;

蛋白'下调
W1-((

蛋白的表达诱导肿

瘤细胞发生凋亡&而且能够减少肿瘤细胞内
Z(

A=

蛋

白的表达量&增加耐药细胞对化疗药物的敏感度&具

有很好的开发前景(
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