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要!为了研究
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抑制剂
L[[L$!%

对人急性
8

淋巴细胞白血病细胞株
N(-<7#

增殖和凋亡的影响!采用

N88

法检测了
L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞增殖的影响!

P(160;<BB!CD

荧光染色法检测细胞凋亡形态学变化!流式细胞

术检测药物作用前后细胞周期和凋亡的改变!
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检测
L[[L$!%

对细胞周期和凋亡相关蛋白的影响$

结果显示&

L[[L$!%

以时间和剂量依赖性方式抑制
N(-<7#

细胞增殖!
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的
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分别为
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和
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+G(-
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P(160;<BB!CD

染色可观察到细胞内出现凋亡小体!且随着药物浓度增大!凋亡小体的数目也逐渐增多(流式

结果同样显示!随着药物浓度升高!细胞凋亡率逐渐上升!

#$$+G(-

'

RL[[L$!%

可诱导细胞凋亡率达
B#?#H

(另外!
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可显著阻滞细胞于
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显示
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激活
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和
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!下调
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上调
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和
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!并能明显抑制
Ja<

和
Y

KC

$由此表明!

L[[L$!%

能激活死亡受体途径和线粒体途径诱导
N(-<7#

细胞

凋亡!并通过影响
U]_#

'

K

和
Y

!%

%

Y

%D

使得
N(-<7#

细胞被阻滞于
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期!抑制细胞增殖(
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对
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的

Ja<

和
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也有抑制作用$
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(急性
8

淋巴细胞白血病(细胞凋亡(细胞周期

中图分类号!
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文献标识码!
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急性淋巴细胞白血病"
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JRR

#是由于原始及幼稚淋巴细胞在造血组

织异常增殖并浸润全身各组织脏器的一种造血系统

恶性克隆性疾病%

JRR

可分为急性
L

淋巴细胞白

血病"

L7JRR

#和急性
8

淋巴细胞白血病"

87JRR
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化疗是
87JRR

的主要治疗手段$但复发率高)预后

差&
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$因此$亟待寻找新的抗肿瘤药物和治疗方案%
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是一种高度保守并且广泛存在于原核

及真核生物中的热休克蛋白%
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通常与热休克

蛋白家族其他成员如
P;

Y
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Y
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Y
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Y

和
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等形成复合体$在
J8M

的参与下$促进伴侣蛋

白的正确折叠并维持其构象稳定%有研究表明$

P;

Y

"$

的伴侣蛋白有
!$$

多种$涵盖了几乎所有的

细胞过程%许多已知的伴侣蛋白都属于蛋白激酶或

转录因子$如
L6*7J̀-
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)类固醇激素受体)
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CB

)
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NEG!

和端粒酶等&

!7#
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$这些蛋白激酶和

转录因子涉及与细胞增殖相关的多条信号转导途

径%抑制
P;

Y

"$

的活性$能够同时引发多条信号转

导途径中关键蛋白降解$达到
_-13+

等&

C

'提出的-肿

瘤多点攻击.的目的%目前$以
P;

Y
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作为抗肿瘤

的分子靶点已经受到广泛关注%

L[[L$!%
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是一种人工合成的嘌呤骨

架类
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抑制剂$它能竞争性地结合于
P;

Y
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的
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末端
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+

J]M

结合域$破坏细胞增殖)分化

过程中关键蛋白的稳定性$从而诱导细胞凋亡%研



究显示$其在纳摩尔级水平就能抑制多种肿瘤细胞

如乳腺癌)结肠癌)肺癌)头颈部鳞状细胞癌及霍奇

金淋巴瘤细胞的增殖&

K7D
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$但其对
87JRR

细胞的作

用尚无报道%本课题以
87JRR

细胞株
N(-<7#

细胞

为研究对象$探讨
L[[L$!%

对
87JRR

细胞增殖的影

响$并从细胞周期)凋亡调控两个方面研究
L[[L$!%

抑制
N(-<7#

细胞增殖的作用机制%

!

!

材料与方法

%?%

!

材料

,

#细胞株及细胞培养!

87JRR

细胞株
N(-<7#

购自上海中科院%细胞培养条件为含体积分数

%$H

胎牛血清的
TMN[%K$

完全培养基$在
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$
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!

$饱和湿度条件下培养%
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]N5X

#溶解

成
%G
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+
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贮存于
A!$Q

保存$实验时用无血清培

养基稀释至实验浓度*

TMN[%K#$

购于
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公
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保存*胎牛血清"
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染料)
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酶购自
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一抗抗体!
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均购于
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4
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公司$

A!$Q

保存*

,6<3+

购于
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4

G,7J-E*360

公司$

#Q

保存*二

抗!辣根过氧化物酶标记山羊抗兔
[
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\

)山羊抗鼠
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购于杭州达文生物有限公司$

A!$Q

保存%
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法检测
L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞增殖

的影响

!!

将对数生长期的
N(-<7#

细胞以
Ch%$

#个+
GR

的密度接种于
"K

孔板中$每孔
!$$

)

R

$

L[[L$!%

处

理浓度分别为
C$

)

%$$

)

!$$

)

#$$

)

D$$+G(-

+

R

$每个

浓度设
#

个复孔$并设只加细胞不加药组做对照组$

不加细胞组为空白对照组%药物作用
!#

)

#D

)

&!0

后$每孔加入
!$

)

RCG

4

+

GR

的
N88

工作液$

B&Q

培养箱中继续孵育
#0

$离心"

B$$$*

+

G3+

$

%CG3+

#

弃上清$每孔加入
!$$

)

R]N5X

溶液$震荡混匀

后$于酶标仪
C&$+G

读取各孔吸光值"

%

#%

细胞增殖抑制率计算方法如下!细胞增殖抑制

率
g

"

%

实验
A%

空白#+"

%

对照
A%

空白#
h%$$H

%

%?!?!

!

P(160;<BB!CD

染色

细胞经药物处理
!#0

后$离心"

%$$$*

+

G3+

$

CG3+

#收集细胞$

#H

多聚甲醛冰上固定
B$G3+

$

ML5

洗涤
!

次$涂至玻片$晾干$

8*3<3(+7%$$

透化
!$

G3+

$

ML5

洗涤
!

次$加入
P(160;<BB!CD

染液"工作

液浓度
%$)

4

+

GR

#避光反应
%CG3+

$

ML5

洗涤
!

次

后在荧光显微镜下观察并拍照%

%?!?B

!

流式细胞术"

ZJU5

#检测细胞凋亡

参照流式检测细胞凋亡试剂盒"购自杭州达文

生物有限公司#操作说明$药物处理
!#0

后$收集
%

h%$

C个细胞$

ML5

洗涤
!

次$取
C$$

)

RJ++1c3+>

L3+E3+

4

L)..1*

重悬细胞$依次加入
J++1c3+>7

Z[8U

和
M[

溶液使终浓度均为
%

)

4

+

GR

$混匀$室

温避光反应
%$G3+

后上机检测$采用
U1--I)1;<%?!

软件分析结果%

%?!?#

!

流式细胞术"

ZJU5

#检测细胞周期

细胞经
%$$

)

!$$+G(-

+

RL[[L$!%

处理
!#0

后$收集
%h%$

K个细胞$以
#Q

预冷的
&$H

乙醇固

定过夜"

#Q

#$

ML5

洗涤
!

次后加入
T@,;1J

酶和

M[

染色液$使终浓度均为
C$)

4

+

GR

$室温避光反应

!$G3+

后上机检测%

%?!?C

!
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检测细胞凋亡和细胞

周期相关蛋白的变化

!!

细胞经药物处理
!#0

后$

%$$$*

+

G3+

离心
CG3+

收集细胞$加入裂解液冰上放置
B$G3+

$超声波细胞

粉碎机处理后"

%K$O

$持续
C;

$间隔
C;

$工作
C

次#$

#Q

$

%!$$$*

+

G3+

离心
%CG3+

$取上清$

LUJ

法测定

蛋白浓度%取
#C

)

4

蛋白样品进行
5]57

聚丙烯酰胺

凝胶电泳$开始电压为
K$>

$待蛋白样品进入分离胶

后$将电压增至
%!$>

%电泳结束后$

#$$GJ

恒流湿

转
%$$G3+

将蛋白转移至硝酸纤维素膜上%

CH

脱脂

奶粉室温封闭
!0

$加入一抗
#Q

摇床过夜$用
%h

8L58

洗去非特异性结合的蛋白$加入二抗$室温温

育
!0

$再用
%h8L58

洗膜
B

次$每次
%$G3+

$用
WUR

化学发光底物显色$

V

片曝光后显影定影%

%?B

!

统计学处理

实验数据用
5M55%K?$

软件分析$所有实验均

重复
!

次或
B

次$各组数据以-均值
i

标准差.表示%

'

!

结
!

果

!?%

!

L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞增殖的抑制作用

N88

结果显示$

L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞有明

显的生长抑制作用$随着药物剂量增大及药物作用

时间延长$抑制作用逐渐增强 "图
%

#%采用

5M55%K?$

软件计算得出
L[[L$!%

对
N(-<7#

作用

#D

)

&!0

的半数抑制浓度"

[UC$

#分别为
BD#?K

+G(-

+

R

和
B$%?D+G(-

+

R
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图
%

!

L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞生长抑制作用

!?!

!

L[[L$!%

诱导
N(-<7#

细胞凋亡

采用
C$

)

!$$

)

#$$+G(-

+

RL[[L$!%

处理
N(-<7#

细胞
!#0

后进行
P(160;<BB!CD

染色$在荧光显微镜

下观察并拍照"图
!

#%结果显示$未加药组细胞核形

状规则$染色质分布均匀$细胞所发荧光较弱且均匀%

而在药物处理组$细胞核出现皱缩)边集现象$可见致

密强荧光$且随着药物剂量增大$颗粒状或碎片状致

密浓染逐渐增多%流式细胞术检测细胞凋亡$结果表

明
L[[L$!%

呈浓度依赖性方式诱导
N(-<7#

细胞凋亡

"图
B

#$

#$$+G(-

+

R

时$细胞凋亡率达
B#?#H

%

图
!

!

L[[L$!%

处理
N(-<7#

细胞后凋亡形态学变化

图
B

!

不同剂量
L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞凋亡率的影响

!?B

!

L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞周期的影响

分别用
%$$

)

!$$+G(-

+

R

的
L[[L$!%

处理
N(-<7#

细胞$

!#0

后收集细胞进行
M[

染色$

ZJU5

检测细胞

周期%结果如图
#

所示$不加药物处理时$细胞

\$

+

\%

期比率为
#&?B$H

$

5

期为
#&?!&H

$

!$$+G(-

+

RL[[L$!%

处理后$

\$

+

\%

期细胞比率增至
DK?B$H

$

5

期细胞比率则下降至
"?KCH

$而
\!

+

N

期变化不明显$

提示
L[[L$!%

可以使
N(-<7#

细胞发生
\$

+

\%

期阻滞%

图
#

!

不同剂量
L[[L$!%

对
N(-<7#

细胞周期的影响

!?#

!
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检测细胞凋亡及细胞周期

相关蛋白的变化

!!

分别用
C$

"

#$$+G(-

+

R

的
L[[L$!%

作用

N(-<7#

细胞
!#0

后$提取总蛋白$

O1;<1*+ -̀(<<3+

4

检测细胞周期及凋亡相关蛋白表达水平的变化%结

果显示$

L[[L$!%

能激活
U,;

Y

,;17D

)

U,;

Y

,;17"

)

U,;

Y

,;17B

和
MTJM

$呈剂量依赖性"图
C

#%此外$

L[[L$!%

能显著下调
U]_#

和
U]_K

的表达量$上

调
Y

%D

)

Y

!%

的表达量$均呈剂量依赖性$而对
U

=

6-3+

]B

没有明显影响"图
K

#%

%"C

第
#

期 李
!

敏等!

P;

Y

"$

抑制剂
L[[L$!%

对人急性
8

细胞白血病
N(-<7#

细胞周期和凋亡的影响



图
C

!

L[[L$!%

对细胞凋亡相关蛋白表达的影响

图
K

!

L[[L$!%

对细胞周期
\$

+

\%

期相关蛋白表达的影响

!?C

!

L[[L$!%

抑制
P;

Y

"$

伴侣蛋白
Ja<

及下游

@Z7

.

L

的表达

!!

用
C$

"

#$$+G(-

+

R

的
L[[L$!%

作用
N(-<7#

细

胞
!#0

后$提取总蛋白$

O1;<1*+ -̀(<<3+

4

检测
Ja<

和
Y

KC

蛋白的表达%结果显示$

L[[L$!%

显著抑制磷

酸化
Ja<

"

Y

7Ja<

#表达$对总
Ja<

的表达也有抑制作

用%此外$

L[[L$!%

也抑制
Y

KC

蛋白表达"图
&

#%

图
&

!
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