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!基础研究!

大蒜素对
F

"氟尿嘧啶治疗肝癌的增效作用及机制

杨#丹#颜#琼#罗德兰#邓明明

摘要#目的#研究大蒜素增强肝癌细胞
G++&

"

::!#

对
F

"氟尿嘧啶"

F

"

HI

#敏感性作用及机制$ 方法

用不同浓度的大蒜素和亚叶酸钙"

&H

# 同时联合
F

"

HI

处理肝癌细胞株
G++&

"

::!#

$ 将对数生长的

G++&

"
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细胞株随机分为空白对照组%

F

"
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"

#"" <?DJ

#组%低浓度大蒜素"

!F <?DJ

#

KF

"

HI

"
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#组%中浓度大蒜素"

F" <?DJ

#

KF

"

HI

"
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#组%高浓度大蒜素"
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#

KF

"

HI

"
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#组%

低浓度
&H

"

F <?DJ

#

KF

"

HI

"

#"" <?DJ

#组%中浓度
&H

"
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#

KF

"

HI

"
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#组%高浓度
&H

"
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<?DJ

#

KF

"

HI

"
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#组$ 采用
&&L

"

9

检测细胞增殖抑制率&选择同类药物中抑制率最高的组完成后

续实验$ 采用流式细胞术检测细胞周期$ 用
M28ANOP %%!F9

染色观察细胞凋亡$ 采用
*8OP8/- Q32P

法检

测与耐药相关的
R

糖蛋白"

R?S

# 和多药耐药相关蛋白"

#

"

+TR

"

#

#表达$ 结果#与
F

"

HI

组比较&低%中%高

浓度大蒜素均可协同
F

"

HI

抑制
G++&

"

::!#

生长&而高浓度大蒜素
KF

"

HI

组的增殖抑制作用最明显"

R U

"

!

"F

#'选择效果较好的高浓度大蒜素
KF

"

HI

组和中浓度
&H KF

"

HI

组继续完成后续实验$ 各给药组均能

将细胞阻断在
G

期&高浓度大蒜素
KF

"

HI

组的
G

期阻滞作用较其他组更为明显&并且还具有明显的
V!D+

期细胞阻滞作用"

R U"

!

"F

#$ 高浓度大蒜素
KF

"

HI

组能更明显地诱导肝癌细胞凋亡&降低
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和
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蛋白表达水平"
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#$ 结论#大蒜素能够增强
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"

HI

的抗肿瘤效果$ 其机制可能与大蒜素降低肝癌细

胞内
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和
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的表达&逆转耐药有关$ 大蒜素具有
V!D+

期细胞阻滞作用&可能与
F

"

HI

发生协同

作用$
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<8-P 2W <.3P=>/.? /8O=OP,-A8 3=_8 R

"

?30A2S/2P8=-

$

R?S

%
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"氟尿嘧啶$

F

"

W3.2/2./,A=3

"

F

"
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%联合增效剂亚

叶酸钙$

A,3A=.< W23=-,P8

"

&H

%是肝癌化疗的经典方

案"该方案耐药率高"限制了其临床应用'

#

(

) 大蒜素

$

,33=A=-

%是天然有机硫化物复合物) 研究发现大蒜素

具有抗肿瘤潜力'

!

(

) 大蒜素能否作为增效剂提高

F

"

HI

对肝癌细胞的杀伤作用"同时避免发生耐药引起

了关注'

%

(

) 本实验希望能为肝癌的联合化疗提供新

方案及理论依据)

材料与方法

#

#细胞#人肝癌细胞株
G++&

"

::!#

购自西南

医科大学附属医院分子医学实验中心 $批号#

#7#:6!F"

%) 细胞使用含
#"a

胎牛血清的
TR+(

"

#67"

培养基培养"培养条件为温度
%:

$" 湿度

#""a

"

Fa &C

!

)

!

#药物*试剂及仪器#

F

"

HI

$

!F" <?

%

#" <J

"

西安海欣制药有限公司" 批号#

#9"!"!#

%"

&H

$

#"" <?

%

#" <J

"江苏恒瑞医药股份有限公司"批

号#

#$:!F%7

%过滤除菌"封口后
7

$保存"现配现用)

大蒜素$

!" <?D

粒"纯度
!$9a

"新疆新北制药有限责

任公司"批号#

6F:9%6

%完全溶解于吐温"

!"

"后用生理

盐水稀释"过滤除菌"封口后&

!"

$避光保存"现配现

用)

TR+(

"

#67"

培养基$美国
V=]A2

公司%)

&&L

"

9

试剂盒*细胞周期与细胞凋亡检测试剂盒*

M28ANOP

%%!F9

购自上海碧云天生物技术有限公司) 人
R?S

*

+TR

"

#

抗体购自美国
G,-P, &/.^

公司) 流式细胞

仪"美国
QB

公司"型号#

HX&G&,-P2

) 多功能酶标

仪"奥地利帝肯公司"型号#

(-W=-=P8 HF"

)

%

#分组及干预方法#将
G++&

"

::!#

细胞分为#空

白对 照 组*

F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组* 低 浓 度 大 蒜 素

$

!F <?DJ

%

K F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组*中浓度大蒜素

$

F" <?DJ

%

K F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组*高浓度大蒜素

$

#"" <?DJ

%

K F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组* 低 浓 度
&H

$

F <?DJ

%

K F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组* 中 浓 度
&H

$

#" <?DJ

%

K F

"

HI

$

#"" <?DJ

% 组* 高 浓 度
&H

$

!" <?DJ

%

KF

"

HI

$

#"" <?DJ

%组) 各组细胞培养至对

数期时进行后续检测)

7

#检测指标及方法#采用
&&L

"

9

法检测各组

细胞的增殖情况"测定各小孔的吸光度$

CB

值%"计算

增殖抑制率) 利用公式#增殖抑制率$

a

%

b

$试验组

CB

值 &无细胞含药对照组
CB

值%

D

$正常对照组

CB

值&无细胞不含药对照组
CB

值%

` #""a

) 选

择抑制作用最明显的浓度继续实验) 用流式细胞术检

测细胞周期"了解各组细胞周期阻滞情况) 用
M28ANOP

%%!F9

染色检测凋亡"计算凋亡率"凋亡率$

a

%

b

凋亡

细胞数
D

总细胞数
` #""a

) 用
*8OP8/- Q32P

技术检测

R?S

和
+TR

"

#

的表达情况"采用
Z.,-P=P0 2-8 !

!

"

软

件分析各组样本中目的蛋白的相对含量$相对含量
b

目

的蛋白的
(B1 D

内参蛋白的
(B1

%)

F

#统计学方法#实验数据均用
GRGG #:

!

"

软

件进行分析"结果用
`

'

O

表示"组间比较用
P

检验"

R U"

!

"F

为差异有统计学意义)

结##果

#

#各组各时间点
G++&

"

::!#

细胞抑制率比较

$表
#

%#与
F

"

HI

组比较"各给药组均能够抑制肝癌细胞

增殖"且其增殖抑制作用与浓度正相关$

R U"

!

"F

%"高

表
#

#各组各时间点
G++&

"

::!#

细胞抑制率

比较#$

a

"

`

'

O

%

组别
- !7 N

抑制率
79 N

抑制率
:! N

抑制率

F

"

HI 6 $

(

F

'

!

(

% #!

(

F

'

!

(

6 #$

(

7

'

%

(

:

低浓度大蒜素
KF

"

HI 6

#6

(

6

'

%

(

!

"#

!%

(

6

'

7

(

$

"#

%$

(

%

'

F

(

"

"#

中浓度大蒜素
KF

"

HI 6

!:

(

#

'

%

(

$

"#

%6

(

#

'

7

(

7

"#

7$

(

!

'

!

(

%

"#

高浓度大蒜素
KF

"

HI 6

%#

(

#

'

#

(

7

"

F9

(

#

'

!

(

#

"
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(

#

'

F

(

7

"

低浓度
&H KF

"

HI 6

!"

(

:

'

!

(

$

"$

!9

(

:

'

!

(

6

"$

%:

(

#

'

7

(

%

"$

中浓度
&H KF

"

HI 6

%"

(

F

'

#

(

7

"

%:

(

$

'

!

(

"

"#
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(

%

'

!

(
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##注#与
F

"

HI

组比较"

"

R U"

!

"F

& 与中浓度
&H KF

"

HI

组比较"

$

R U"

!

"F

&

与高浓度大蒜素
KF

"

HI

组比较"

#

R U"

!

"F
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#

浓度
&H

联合
F

"

HI

组因细胞不能耐受而大面积死亡"

无法继续实验) 随着作用时间延长"抑制作用越明显"

:! N

抑制率最高$

R U"

!

"F

%) 选择效果较好的高浓

度大蒜素
KF

"

HI

组和中浓度
&H KF

"

HI

组继续完成

后续实验)

!

#各组
G++&

"

::!#

细胞周期比较$图
#

"表
!

%

各给药组均能将
G++&

"

::!#

细胞阻滞在
G

期) 与空

白对照组比较"

F

"

HI

组
V"D#

期*

G

期比例升高

$

R U"

!

"F

%"

V!D+

期比例降低"$

R U"

!

"F

%) 与
F

"

HI

组比较"高浓度大蒜素
KF

"

HI

组
V"D#

期比例降低"且

低于中浓度
&H K F

"

HI

组$

R U "

!

"F

%"

V!D+

期及
G

期比例升高"且高于中浓度
&H KF

"

HI

组$

R U"

!

"F

%&

中浓度
&H K F

"

HI

组
V"D#

期*

V!D+

期比例降低

$

R U"

!

"F

%"

G

期比例升高$

R U"

!

"F

%)

##注#

X

为空白对照组&

Q

为
F

"

HI

组&

&

为高浓度大蒜素
K

F

"

HI

组&

B

为中浓度
&H KF

"

HI

组

图
#

#各组
G++&

"

::!#
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F

"

HI

是当前使用广泛的抗代谢类细胞周期特异

性化疗药物之一'

7

(

)

F

"

HI

的抗肿瘤机制是#干扰

B5X

正常合成"将肿瘤细胞的细胞周期阻断在
G

期&

影响
<T5X

的翻译"阻碍蛋白质的正常合成'

F

(

) 但

是
F

"

HI

的治疗剂量和中毒剂量极为接近"安全性差)

故
F

"

HI

多与增效剂联合使用"以减少药物剂量) 但

F

"

HI

联合
&H

这一经典组合耐药发生率高"限制了其

在临床中的应用) 因此进一步探索*改良肝癌的化疗

方案"寻找新的化疗增效剂就显得非常紧迫和必要)

既往研究发现大蒜素对肿瘤细胞具有细胞周期特

异性"有成为
F

"

HI

增效剂的潜能)

&N8- H

等'

6

(发现

大蒜素作用于食管癌
;A,

"

#"$

和
;&$:"6

细胞后"能

够显著减少
V"DV#

期和
G

期的细胞"将细胞周期阻滞

在
V!D+

期&并且导致线粒体损伤"使得
&0P A

释放至

细胞浆"显著增加
SF%

*

S!#

*

&ML#

*

Q,`

*

A,OS,O8

"

%

和
A,OS,O8

"

$

等表达)

MX5 Vc

等'

:

(发现大蒜素可以

调节脾脏的免疫活性"刺激免疫活性因子的产生及释

放"将小鼠脾细胞的细胞周期阻滞在
V!D+

期和
G

期)

本实验在利用流式细胞技术对肝癌细胞周期的检

测中发现"当使用大蒜素作为
F

"

HI

增效剂时"显著提

高了
F

"

HI

的周期阻滞作用"将更多的细胞阻滞在
G

期) 除此之外还发现"大蒜素还能够增加
V!D+

期细

胞的比例) 上述结果说明"大蒜素对肿瘤细胞的周期

阻滞作用是确实存在的"而且大蒜素可能与
F

"

HI

发

生协同作用增强彼此的抗肿瘤效果)

多药耐药$

<.3P=>/.? /8O=OP,-A8

"

+BT

%是导致

F

"

HI

联合
&H

化疗方案失败重要的原因之一)

+BT

是指肿瘤细胞在对一种药物耐药的同时"对药理作用

机制和结构完全不同的多种药物也发生交叉耐药的现

象'

9

(

) 导致肿瘤细胞发生
+BT

的机制包括经典机制

和非经典机制两大类'

$

(

) 经典机制主要由细胞膜上

的
XQ&

转运体介导'

#"

(

)

XQ&

转运体是存在于细胞

膜上的结构相近的膜蛋白家族"与细胞内外药物的转

运密切相关) 这些跨膜蛋白可以利用
X)R

水解后释

放出的能量将细胞内的药物逆浓度梯度转运到细胞

外"使细胞内药物浓度降低"从而导致肿瘤细胞耐药的

发生) 人体内最常见的
XQ&

转运 体 即
R?S

"

+TR

"

#

'

##

(

)

+BT

基因和
+TR

基因所编码的蛋白质

R?S

和
+TR

"

#

可能在肝癌细胞发生耐药的过程中起

到了主要作用)

R?S

和
+TR

"

#

在正常组织细胞中均

低表达"在部分肿瘤细胞中高表达"其表达水平的高低

直接决定了肿瘤细胞耐药性的高低)

本实验利用
*8OP8/- Q32P

法检测肝癌细胞内

R?S

和
+TR

"

#

的表达水平后发现"使用大蒜素后可

以显著降低肝癌细胞内耐药蛋白的表达水平) 这表示

了大蒜素可能逆转了肝癌细胞的耐药程度"提高了细

胞内
F

"

HI

的实际药物浓度"增强其抗肿瘤作用)

综上"大蒜素能够作为
F

"

HI

的增效剂"其可能机

制是通过逆转肝癌细胞耐药*协调增强其细胞周期阻

滞作用实现的)
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