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摘 要!$目的% 探讨表阿霉素联合
2MN!!

抑制剂
./!01%

对
B(9D!

细胞增殖及
A;:?5?56

表达的影响&$方
法% 不同浓度表阿霉素单药或联合不同浓度

./!01%

分别作用于肝癌
B(9D!

细胞株!

O&&

法测定表阿霉
素联合

./!01%

对细胞生长的抑制率!

P&Q=2P

和免疫荧光法分别检测
B(9D!

细胞中
A;:?5?56 3P.I

与
A;:?5?56

蛋白表达量的变化&$结果% 单药表阿霉素对
B(9D!

细胞有显著的抑制作用!且与
./!01%

联合应
用后抑制作用更明显& 正常无药对照组

B(9D!

细胞中
A;:?5?56

蛋白和
3P.I

均呈强表达!表达水平分别
为

K%R1LS"$R$TK

和
SR1$1"SRS!$

' 且在胞浆中
A;:?5?56

蛋白表达强于胞核& 表阿霉素组
B(9D!

细胞中
A;:?5?56

蛋白 (

ULRK0S"SR%K0

#和
3P.I

)

SRLU1"SRS$U

*水平均明显降低 !联合组
A;:?5?56

蛋白 )

!LRTUU"

SRLU%

*和
3P.I

)

SRU%$"SRS$!

*水平降低更显著)

VW$SKTR!00

!

=XSRST

'

VW0SURTT0

!

=XSRST

*+ $结论%

./!01%

联合表阿霉素可明显抑制
B(9D!

细胞生长!

./!01%

可显著增强表阿霉素的抗癌作用'两者联合可明显下
调

B(9D!

细胞株中
A;:?5?56

蛋白和
3P.I

的表达&

关键词!肝癌'

A;:?5?56

'

2MN!!

抑制剂'

./!01%

'表阿霉素
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PL0TRL
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肝癌是我国常见的消化系统恶性肿瘤! 其死亡

率在恶性肿瘤中列第
!

位& 目前研究表明细胞凋亡

抑制在恶性肿瘤的发生和生长中有重要的作用!而

A;:?5?56

基因是目前发现克隆出的最小凋亡抑制蛋

白&

/;:?5?56

能抑制细胞凋亡并能调节细胞有丝分

裂!在大部分人类肿瘤中呈阳性表达!并且与细胞的

恶性程度和肿瘤细胞的耐药性密切相关$

$

%

&

2MN!!

在

肝癌细胞中呈阳性表达! 它能改变肝癌细胞生长周

期!促进血管内皮细胞生长!抑制肿瘤细胞凋亡$

!

%

&

本研究使用不同浓度的表阿霉素和联合不同浓

度的选择性
2MN!!

抑制剂
./!01%

分别作用于肝癌

细胞
B(9D!

! 探讨表阿霉素与
./!01%

促进
B(9D!

细胞凋亡与
A;:?5?56

表达间的关系! 以寻求新的治

疗方案提高肝癌的疗效&

$

材料与方法

!"!

实验材料%仪器

肝 癌 细 胞 株
B(9D!

& 兔 抗 人
/;:?5?56

抗 体

"

/>6,> 2:;Z

公司*!

IO\ +J.I

第一条链合成试剂

盒 ,

&:5Z-< P.I

提取试剂及
=2P

试剂盒 "上海生

工*! 表阿霉素 "辉瑞无锡制药有限公司*!

./!01%

"

2>]3>6

公司*!

VE&2

鼠抗兔
E^D

抗体"中杉金桥生

物技术公司*+

P=OE #KUS

培养液+ 德国激光共聚焦

扫描显微镜-

C(5+> &2/!/=!

! 奥地利自动酶标仪-

&)2I. A;6:5A( :(3-,(

! 德国
=2P

仪-

O>A,(: +]+<(:

=2P )==).JMPV

! 美国凝胶成像仪 -

D(< 7-+ #SS

_EM!PIJ

! 美 国 紫 外 分 光 光 度 计 -

_5-!P>7 /3>:,

/9(+0SSS

+

!"#

实验方法

B(9D!

肝癌细胞株在
T`2M

!

!

0L#

条件下!培养

于含
$S`

小牛血清的
P=OE $KUS

培养液内!取对数

生长期细胞用于实验+

$R!R$ O&&

法测定表阿霉素与
./!01%

对
B(9D!

细胞

生长的抑制率

实验共分
$!

组!每组设
K

个复孔!对照组-

!

溶

剂对照组!

"

无药细胞对照组'表阿霉素组
a#!RUS$ b̂

3<

!

%$R!S$ b̂3<

!

&SRKS$ b̂3<

!

'SR0S$ b̂3<

!

(SR$T$ b̂3<

'

联合组-

)

表阿霉素
!RUS$^b3<

!

./!01% $SSRS$3-<bC

!

*

表阿霉素
$R!S$^b3<

!

./!01% TSRS$3-<bC

!

+

表阿霉

论 著K$1
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素
&'(&!)*+,

!

-.!/0% !1'&!+2,34

!

"#$

表 阿 霉 素

&'/&!)3+,

!

-.!/0% #!'1!+2,34

!

"%$

表阿霉素
&'#1!)3+,

!

-.!/0% ('/&!+2,34

" 各组分别作用
!56

#

5%6

#

7!6

"

取对数生长期细胞!以
18&"#&

5 个
3+,

密度接种

于
0(

孔板!每孔接种体积为
!&&!,

!在
/7#

!

19 :;

!

条件下培养"

!56

后! 换含
#&9

小牛血清的
<=>?

$(5"

培养液!并每孔加入
!"!,

药物$终浓度见实验

分组% 培养! 分别在
!56

#

5%6

#

7!6

后换
<=>? $(5"

$不含血清%培养液!并加入
>@@

$

1'")34

%

!"!,

继续

培养
56

" 弃上清液! 每孔加入
A>.; !""!,

震荡

$1+BC

!使结晶物完全溶解!用自动酶标仪测定各孔

的
;A

值
D

$波长
17& C+

%" 细胞生长抑制率
EF$G

实

验组
D*

对照组
D

%

"$""9

"

$8!8!

免疫荧光测定
HIJKBKBC

蛋白表达

实验分组 & 无药细胞对照组 ! 表阿霉素组

$

$8!&!)*+,

% 和联合组 $表阿霉素
$8!&!)*+,

和
-.!

/0% 1&8&!+2,*4

%" 取对数生长期细胞!以
18&"$&

5 个
*

+,

密度接种于培养板! 每孔接种体积为
$ &&&!,

"

!56

细胞贴壁后! 换含
$&9

小牛血清的
<=>? $(5&

培养液!并每孔加入
$&&!,

药物"

5%6

后取出贴有细

胞的盖玻片!

58&9

的多聚甲醛固定
/&+BC

!经兔抗人

HIJKBKBC

多克隆
?)L

抗体 $浓度
$$$&&

% 及鼠标记的

M?@:

抗兔
?)L

抗体$浓度
$$1&

%荧光染色后每组细

胞在激光共聚焦高倍镜下取
(

个视野! 测定全视野

光度积分荧光平均值"

$8!8/ <@G=:<

测定
HIJKBKBC +<-D

表达

实验分组 & 无药细胞对照组 # 表阿霉素组

$

$8!&!)*+,

%和联合组$表阿霉素
$8!&!)*+,

和
-.!/0%

1&8&!+2,*4

%" 取对数生长期细胞以
18&%$&

5 个
*+,

密

度接种
1+,

于培养瓶中!在
/7&

!

19:;

!

条

件下培养"

!56

后! 换含
$&9

小牛血清的

<=>? $(5&

培养液! 每组加入
1&&!,

药物

$终浓度见实验分组%!在
/7&

!

19:;

!

条件

下培养 !

5%6

后
@JBN2,

法提取细胞总
<-D

F

经鉴定纯度符合要求
O

"

.IJKBKBC

引物序列
P

上游引物
P1'LLD:@D::L:D@:@:@D:D'/

!

下游引物
P1':L:D:@@@:@@@L:DL@@@'/

!

扩增片段为
/1&QR

'内参照
LD=AS

&上游引

物
P1'DD@:@:D@:D::D@:@@::D'/

! 下游

引物
P1'::@L:@@:D::D::@@ L@@L'/

!扩

增片段为
1%&QR

" 扩增条件& 预变性
01&

5+BC

'变性
05& /&H

'复性
11& /&H

'延伸
7!& 1&H

'

/1

个循环'延伸
7!& %+BC

补齐末端"

电泳染色后凝胶成像仪成像!

/1&QR

和
1%&QR

处分别看到目的基因
HIJKBKBC

片段和内参
LD=AS

片段!计算
HIJKBKBC +<-D (LD=AS +<-D

的比值"

!"#

统计学处理

数据分析应用
.=..$&8$

统计软件分析!数据以

实验平均值
)

标准差$

!)H

%表示!使用
.-T!U

检验和

方差分析!

=V&'&1

为差异有显著性"

!

结 果

$"!

表阿霉素联合
-.!/0%

对
SWRL!

细胞生长的

抑制作用

不同浓度表阿霉素及表阿霉素联合
-.!/0%

作

用
SWRL!

细胞的抑制率见表
#

" 由表中数据可见!

单药表阿霉素对
SWRL!

细胞增殖的抑制作用表现

为时间剂量依赖性"表阿霉素与
-.!/0%

联合应用组

也表现为时间剂量依赖性! 且与相同浓度的单药表

阿霉素组比较!联合用药组的抑制作用明显增强"

$"$

表阿霉素联合
-.!/0%

对
HIJKBKBC

蛋白表达的影响

各组免疫荧光染色结果见图
#X/

" 胞浆中
HIJ!

KBKBC

蛋白的荧光较强!胞核中较弱'荧光在细胞核

周围较强! 在细胞周边较弱" 说明
SWRL!

细胞中

HIJKBKBC

蛋白的表达主要位于胞浆中!而在细胞核中

表达较少! 并且在胞浆中核周围表达较细胞周边胞

浆强"无药细胞对照组#单用表阿霉素组和联合组的

HIJKBKBC

蛋白表达水平分别为
(%'07&)#'#1(

#

57'(/&)

&'%(/

和
!7'155)&'75%

! 差异有统计学意义 $

ME

表
#

表阿霉素及表阿霉素联合
-.!/0%

对
SWRL!

细胞的抑制率

组别
表阿霉素浓度

$

!)3+,

%

-.!/0%

浓度
$

!+2,34

%

抑制率$

Y

%

!56 5%6 7!6

$

!

/

5

1

(

7

%

0

$&

$$

$!

&

&

!85&

$8!&

&8(&

&8/&

&8$1

!85&

$8!&

&8(&

&8/&

&8$1

&

&

&

&

&

&

&

$&&8&

1&8&

!18&

$!81

(8/&

&

118(7

1!8(%

/187/

%85(

581$

(!805

518!/

!/817

785!

$8(!

&

718&7

((80!

5(8&&

!&8&!

7807

%$85(

((811

5$805

$5817

587$

&

%787&

718/!

1(85/

//85!

$180/

%0877

75877

1$8$0

!08&1

08$%

论 著 (!&
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图
& '()*+'

扩增产物电泳图

$",-.!//

!

*0"."-

"#

1234!

细胞在经表阿霉素作用

后
5678989:

蛋白的表达明显降低! 表阿霉素与
;<!

/=%

联合使用后
567898:

的表达量降低更显著#

!"#

表阿霉素联合
;<!/=%

对
5678989: >';?

表达

的影响

用紫外分光光度仪测定所得纯化
';?

的
?!,"

和
?!%"

比值!结果在
$.%@!."

!证明无污染#

!A

琼脂

糖电泳后见
-5

$

#%5

$

!%5

三条特征带!表明所得
';?

符合要求#

'()*+'

扩增产物用
!A

琼脂糖凝胶电泳!经溴

化乙锭染色! 凝胶成像后结果见图
&

#

-%BC3

为

4?*D1 >';?

扩增产物 !

/-BC3

为
5678989: >';?

扩增产物# 在无药细胞对照组中
5678989: >';?

表

达较高%

B.=$="B.B!$

"! 经表阿霉素作用后
5678989:

>';?

表达量
EB.F&="B.B$&G

降低! 联合组
5678989:

>';?

表达量 %

B.&%#"B.B#!

" 降低更显著!

/

组间

5678989: >';?

表达水平有显著性差异%

HI/B&.--/

!

*0B.B-

"!与
5678989:

蛋白表达量改变一致#

/

讨 论

目前共发现了
%

种凋亡抑制蛋白! 其结构共同

特点是含有
#@/

个相串联的半胱氨酸
J

组氨酸杆状

病毒
K?*

重复序列
LCMN6OP89765 K?* 7232MQ

!

RK'G

&

/

'

#

<678989:

是肿瘤凋亡抑制蛋白家族的重要成员!为最

小的凋亡抑制蛋白!分子量为
#,.-SD

!由
#&!

个氨

基酸组成!定位于
#FT!-

!基因长约
#-SC

!含有
/

个

内含子和
&

个外显子!其
;

端只含有一个
RK'

!

+

端

是由
&B

个氨基酸构成的
!

螺旋结构! 并缺少其它图
/

联合组荧光扫描图 !

###/=-

"

图
#

对照组荧光扫描图 !

$F#,/

"

图
!

表阿霉素组荧光扫描图!

$=&/B

"

# ! / &

,BBC3

&BBC3

!BBC3

#UD;? VM7S27

!

!U

无药细胞对照组!

/U

表阿霉素组!

&U

联合组

论 著,!$
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抑制蛋白所特有的指环结构!

!

螺旋结构包含作为

蛋白质之间相互作用的疏水区! 能与纺锤体的微管

作用"

&

!

'

#

$

肝癌组织中
()*+,+,-

蛋白和
./01

的表达水平

和肝癌细胞的增殖能力密切相关$

23.4*,

等"

5

#用免

疫组化法研究发现
!!

例肝癌组织中
()*+,+,-

的阳

性表达率为
5!6758

$ 本实验中我们检测到
9:;<!

细胞中
()*+,+,-

蛋白和
./01

均强表达! 且在胞浆

中
()*+,+,-

蛋白表达明显强于胞核! 在胞浆中的核

周围表达量强于胞浆周边$ 这与
=4*>)?-4

等"

@

#的研

究
()*+,+,-

蛋白在细胞中浆核比为
5!$

相近% 但与

04)*3::

等"

%

#研究发现在胞核中
()*+,+,-

表达强于胞

浆不同!这可能是由于
()*+,+,- &

种剪切体
A()*+,+,-"

"BC7

&

()*+,+,-"!D

&

()*+,+,-"7D

和
()*+,+,-"!!E

在细

胞中的定位不同"

$

#

$

F)*+,+,-"!D

是在
()*+,+,-

基础上

增 加 了 外 显 子
D!

含 有
#5'

个 氨 基 酸 !

()*+,+,-"

!BC7

由
()*+,+,-

外显子
7

剪切后产生含有
#7@

个

氨基酸!而
()*+,+,-"7D

增加了外显子
7

同时缺失部

分内显子
7

为
#!!

个氨基酸%

()*+,+,-"!!

由外显子

#

和
!

构成含有
#!%

个氨基酸 "

G

!

#H

#

$

F)*+,+,-"!BC7

增强了抗凋亡作用!而
()*+,+,-"!D

抗凋亡活性显著

下降!

()*+,+,-

和
()*+,+,-"!D

主要定位于胞浆!

()*"

+,+,-"!BC7

主要定位于胞核 "

$$

!

$!

#

$

本实验中发现
9:;<!

细胞经药物作用后!胞浆

中的
()*+,+,-

表达明显降低!说明胞浆中
()*+,+,-

蛋

白表达的强弱与细胞凋亡具有相关性$ 但
()*+,+,- &

种剪切体在经药物作用后表达量的改变! 细胞定位

的变化以及与细胞分裂周期的关系还需要进一步研

究$

本 实 验 中 我 们 发 现 表 阿 霉 素 能 明 显 抑 制

9:;<!

细胞生长!并呈时间剂量依赖性!表阿霉素

可能通过抑制
9:;<!

细胞中
()*+,+,-

蛋白和
./01

的表达发挥其抗肿瘤作用! 提示表阿霉素治疗作用

与
()*+,+,-

表达量减低密切相关! 我们可以通过小

分子的
()*+,+,-

抑制剂
I2$$'

增强表阿霉素的抗

癌作用"

$7

#

$

环氧化酶
JKLKM4CL?:-3(:

!

NOPE

是合成前列腺素

J;*4(>3?M3-Q,-(

!

R<(E

的关键酶!又称为前列腺素内源

性过氧化物酶! 目前已知其至少存在三种亚型'

NOP"$

&

NOP"!

和
NOP"7

"

$&

#

$ 在肝癌组织中
NOP"!

表达明显高于癌旁肝组织! 并与肿瘤细胞的分化程

度及侵袭力密切相关"

$'

!

$5

#

$ 研究表明选择性
NOP"!

抑制剂
0F"7G%

能通过下调
()*+,+,-

的表达抑制肝

癌细胞的生长使肝癌细胞停滞在
<

H

S<

$

期!

F

期细胞

减少!促进肿瘤细胞凋亡 "

$@

#

!同时
0F"7G%

可抑制肿

瘤血管内皮细胞和血管祖细胞的生长!但
0F"7G%

对

正常组织的血管内皮细胞生长并无抑制作用"

$%

#

$

本实验中表阿霉素与
0F"7G%

联合应用后!能明

显增强表阿霉素的抗肿瘤作用! 减少表阿霉素的用

量!提高肝癌的治疗效果$与相同浓度的单药表阿霉

素组比较! 联合组
9:;<!

细胞中
()*+,+,-

蛋白和

./01

表达降低更显著!细胞凋亡率更高$ 表明
0F"

7G%

增强表阿霉素的抗肿瘤作用与降低
()*+,+,-

表

达量密切相关!

0F"7G%

能通过下调
()*+,+,-

的表达!

促进细胞凋亡$

综上 ! 本研究表明表阿霉素与
0F"7G%

诱导

9:;<!

细胞凋亡与
()*+,+,-

蛋白和
./01

表达量降

低密切相关!联合用药能增强阿霉素的抗癌作用!减

少表阿霉素的使用剂量$ 而对于
()*+,+,-

及其剪切

体在有丝分裂中的亚细胞定位以及在凋亡中的具体

作用机制还有待进一步研究$
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