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要"恶性肿瘤是严重威胁人类健康的疾病之一(肿瘤的发生发展本质上就是细胞无限制的周期性生长'增

殖和分化的失调(细胞同步化是研究肿瘤发生发展及治疗的基础(实验以人肝癌
a[̀9((%!

细胞株为研究对象#考

察含羞草素阻断对周期同步化的作用(并与胸腺嘧啶脱氧核苷阻断法相对照#研究含羞草素阻断去除后对
a[̀9

((%!

细胞周期的影响(结果显示$

a[̀9((%!

细胞在含羞草素阻断后释放的第
&%2

进入
7

期#第
$%2

进入
[$

%

\

期#且最高同步率分别为
[&

期
F#B'g

#

7

期
G'B%g

(含羞草素能较好地使肝癌细胞株
a[̀9((%!

同步化于
[&

期和

7

期(
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肝癌是全球最常见的五种恶性肿瘤之一%我国

原发性肝癌发病人数占全球的
""g

$死亡人数占

#"g

%虽然目前以外科手术&放疗&化疗为主的肝癌

基本治疗手段取得了一定发展$但由于肿瘤细胞对

化&放疗耐受等问题$其疗效甚微%研究发现$肿瘤

组织中生长着不同周期时相的肿瘤细胞%绝大多数

化疗药物与放疗手段对肿瘤细胞的杀伤作用依赖于

细胞周期特异性%喜树碱&丝裂霉素&氮芥&氟脲嘧

啶为
7

期特异性'

&9!

(

$而长春新碱&泰素和放疗具有

[$

)

\

期特异性'

#

(

%如何安排放&化疗的时程$最大

化治疗效果$仍是临床上有待解决的问题%

细胞同步化是研究肿瘤发生发展及治疗的基

础%同步化后再使用放疗或化疗药物作用于肿瘤$

能够起到协同增效作用%沙利度胺能够增强
J

射

线对胶质瘤
;$"&

细胞敏感性'

"

(

%姜黄色素显著提

高人前列腺癌&胃癌细胞株
7[K9(F%&

与直肠癌的

放疗敏感性'

'9G

(

%曲智锋等'

F

(利用多西他赛联合奥

沙利铂同步化放疗局部晚期非小细胞肺癌$提高了

临床治疗效果%此外$王雪卿等'

&%

(发现同步化能加

强紫杉醇对肿瘤细胞的作用效果以及逆转其耐药

性%故此$利用同步化试剂$合理安排放疗&化疗的

时程$能达到最佳治疗效果%

含羞草素"

W9M5M*=5-3

#是从含羞草或银合欢中提

炼的植物氨基酸%它具有与胸腺嘧啶高度相似的化学

结构$可竞争性地与腺嘌呤结合'

&&9&$

(

$从而阻碍
C@I

的合成$使细胞阻滞在
[&

)

7

点%研究表明含羞草素能

将
RK9!

细胞阻滞在
[&

期$

W@K.R

细胞阻滞在
7

期'

&!

(

%同时$含羞草能够抑制
Z"'$

$

(#%$

等多种肿瘤

细胞生长$并可其诱导凋亡'

&#9&"

(

%鉴于此$本研究以含

羞草素作为
C@I

合成抑制剂$从细胞周期角度出发$

探讨肝癌细胞
a[̀9((%!

对含羞草素的敏感性$并对

比胸腺嘧啶脱氧核苷"简称胸苷#阻断法$研究含羞草

素阻断去除后对
a[̀9((%!

细胞周期的影响%

"
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材料与方法

&B&

!

实验材料与设备

UR\E9&'#%

培养基&胎牛血清&双抗和胰酶为

美国
Q

?

8/*-3

公司产品%含羞草素"

W9M5M*=5-3
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公司%胸腺嘧啶脱氧

核苷"

:XU

$

IU

#&碘化丙啶"

RE

$
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#$曲拉通
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IU

#和胰核糖核酸酶"

U-.=3I

#为美

国
75

6

M.

公司产品%流式细胞仪为美国
dC

公司

TIK7A.->.

6

37L

型产品%
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细胞株为本

室保存的$来源于上海细胞库的细胞%

&B$

!

试验方法

&B$B&

!

细胞培养

将肝癌细胞株
a[̀ 9((%!

接种于
UR\E9&'#%

培养基"含
&%%;

)

MW

青霉素$

&%%;

)

MW

链霉素和

&%g

胎牛血清#%于
!(Y

$

"g KD

$

的恒温培养箱

中进行培养%

#G

$

($2

传代
&

次%

&B$B$

!

细胞同步化方法

.

#含羞草素阻断法!用含
!%%

#

\

含羞草素的

培养液培养
$#2

$弃去培养液$

Rd7

清洗
$

次除去残

余药物$换正常培养基继续培养若干小时$以流式细

胞术"

TK\

#检测药物去除后细胞的同步化程度%

O

#胸苷单阻断法!加入含
$M\

胸苷的
&'#%

培养

液处理
$#2

后$除去培养液$

Rd7

清洗数次$再将细胞

放在含有
&%g

小牛血清的
&'#%

培养液中继续培养设

定时间%每隔
$2

收集细胞%收集的细胞用
Rd7

洗涤

后以预冷的
(%g

乙醇固定细胞$放置于
#Y

冰箱过夜%

&B$B!

!

细胞周期检测

用
TK\

检测
a[̀ 9((%!

细胞不同时相的

C@I

含量%向收集的各组样本中$加入
$MW

预冷

的
(%g

乙醇固定细胞过夜%检测前$离心去乙醇$

Rd7

清洗后加入
%B"MW

碘化丙啶染料"

"%

#
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#$室温

避光染色
!%M5-

$收集碘化丙啶荧光信号%使用

K3//a+3=>

软件分析细胞各周期时相比率%

#

!

结果分析

$B&

!

含羞草素作用后细胞同步化结果

本实验将含羞草素作用于人肝癌
a[̀9((%!

细胞

株$研究其对
a[̀9((%!

细胞株的同步化作用效果%

以
TK\

检测
C@I

荧光标识细胞各时相的变化%

单次含羞草素阻断后各时点的流式图见图
&

%

从图
&

可看出!含羞草素同步化处理后的绝大部分细

胞被阻断在预期的时相$而未加药物处理的对照组细

胞中处于预期时相的细胞比例较低$大多数处于非同

步化生长状态%又由图
&

"

.

#知$未同步化的
a[̀9

((%!

细胞各时相分别为
[&

期占
'"BGg

$

7

期占
$%B

(g

$

[$

)

\

期占
&$B(g

%通过计算可得出!细胞
[&

期时长为
&!B$2

$

7

期为
#B&2

$

[$

)

\

期为
$B"2

%

图
&

!

含羞草素作用
a[̀9((%!

细胞后不同时点的流式周期分布

!!

为了便于观察各周期时相的变化规律$将多次

同步化结果汇总成图
$

%可发现!含羞草素处理细

胞
$#2

后$各周期时相所占的百分率依次由少量向

高峰过渡%在含羞草素作用结束后的第
%2

$

[&

期

&$'

第
#

期 赵雪芹等!含羞草素对肝癌细胞
a[̀9((%!

周期同步化的作用



与
7

期细胞比率占到总数的
F%g

$这说明大多数

a[̀ 9((%!

细胞被阻断在
[&

期末"图
&

"

O

##*继续

培养
G2

后$

[&

期细胞逐渐减少$

7

期细胞逐渐增

多$第
G2

细胞
[&

期达到最大值$为
F'B#g

"图
&

"

8

##$且在第
%

$

&%2

内保持
G%g

以上同步率*第

$%2

细胞
7

期达到最大值为
G$BFg

*随后
[$

)

\

期

细胞逐渐增加%这表明含羞草素能够可逆的作用于

a[̀ 9((%!

细胞$并可获得同步化效果较好的
[&

期和
7

期细胞%此外$由含羞草素处理后的
[&

期

曲线可发现$

[&

期最高值
F#B'g

与最低值
(BFg

分

别出现在去除药物后的第
G2

和第
$%2

$相差
&$2

$

与未同步化的
[&

期时长"

&!B$2

#相似%并且$各曲

线在
$%2

处$均出现拐点$推测含羞草素基本不影

响
a[̀ 9((%!

细胞周期总时长%

图
$

!

含羞草素阻断后细胞周期分布

$B$

!

胸苷作用后细胞同步化结果

胸苷是
C@I

的特异前体$氚标记胸苷渗入法

是目前常用的细胞增殖检测方法%故此$本研究采

用胸苷阻断后
a[̀ 9((%!

细胞各时相的变化来对

比研究含羞草素的作用效果%

胸苷处理后"图
!

#$在前
G2

内
[&

期细胞逐渐

减少$

7

期细胞逐渐增多$第
G2

细胞
[&

期达到最

图
!

!

胸腺嘧啶脱氧核苷阻断细胞周期分布

小值
$FB%g

$

7

期达到最大值
("B(g

*随后
[$

)

\

期细胞逐渐增加$第
&%2

细胞
[$

)

\

期达到最大值

为
#&BFg

%此外$细胞
[&

期的两个峰值分别为
$2

的
"$B$g

和
$$2

的
G(B$g

$两峰值间隔
$%2

$表明

实验条件下该细胞周期约为
$%2

%

[$

)

\

期曲线
G

$

&$2

出现峰$推测
[$

)

\

期时长
#2

%

7

期曲线
$

$

&%2

出现峰$推测
7

期时长
G2

%与按空白细胞

推测的各期时间长度不同"图
&.

#$可能是细胞种植

密度过大$接触抑制造成
[&

期延长%

含羞草素与胸苷都是通过调控细胞
[&

)

7

时点

将细胞阻滞于
[&

期末$但由图
!

&图
$

中的
[&

期

曲线可发现!胸苷组在第
$2

开始减少"图
!

$

[&

期

$2

处#*而含羞草素处理的在第
G2

开始减少"图

$

$

[&

期
G2

处#$相较于胸苷组延后
'2

%同样$对

比两种药物处理组的
7

期曲线$可发现!胸苷组在第

G2

开始减少"图
!

$

7

期
G2

处#*而含羞草素处理的

在第
$%2

开始减少"图
$

$

[&

期
$%2

处#$相较于胸

苷组延后
&$2

%则含羞草素使
a[̀ 9((%!

细胞
7

期延后
'2

%

R.,c

等'

&'

(发现含羞草素可使人宫颈

癌
Q3/.

细胞株的
7

早期延后
#2

%故此推测$本实

验条件下
a[̀ 9((%!

细胞对含羞草素的作用敏感$

用药后细胞进入正常周期的时间延后
'2

$且
7

早

期也延后
'2

%

$

!

讨
!

论

肿瘤的发生发展本质上是细胞周期的失调%大

部分抗肿瘤药物具有细胞周期特异性%同步化是研

究细胞周期调控与药物特异性作用最重要的方法%

细胞分裂是细胞最基本的生理活动%细胞周期

的运行遵循着严格的时相次序%体外培养细胞根据

细胞来源不同选用不同阻断方法是细胞停止在细胞

周期的某一时相%目前报道的主要有血清饥饿&药

物抑制&低温&照射&机械振动收集分裂细胞等'

&(

(

%

其中$药物阻断法是体外培养细胞人工同步化最常

用的方法%该阻断法要求对细胞周期的阻断是可逆

的$即去除药物加入培养基后细胞仍可正常生长%

目前应用最多的合成抑制剂是胸苷'

&'9&(

(

%白瑞

霞等'

&G

(通过胸苷阻断人肝癌细胞株
Q3

P

[$

获得了

同步率
'%g

以上的
[&

期和
[$

期%胸苷阻断法的

优点是细胞同步化效率高$且适用于任何体外培养

的细胞体系$缺点是容易造成细胞的不均等生长%含

羞草素与胸腺嘧啶具有高度相似性化学结构$可竞争

性地与腺嘌呤结合$将细胞同步于
[&

晚期$并且研究

表明含羞草素对多种肿瘤细胞有抑制作用$可作为放

$$'
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射增敏剂增加对肿瘤的疗效'

&F9$$

(

%本实验条件下$含

羞草素不仅能同步肝癌细胞
a[̀9((%!

$而且获得的

高
[&

期同步率"

G%g

以上#能够持续
&%2

$这将便于

应用于耗时较长的生物物理方面的研究%

=

!

结
!

论

.

#

a[̀ 9((%!

细胞在阻断结束后第
%

$

&%2

内

[&

期的同步率均维持在
G%g

以上$第
&%2

进入
7

期$第
$%2

进入
[$

)

\

期%

O

#可实现的
[&

&

7

期最高同步率分别为
F#B'g

和
G'B%g

%且同步率稳定可靠%

8

#含羞草素能造成
a[̀ 9((%!

细胞
[&

期阻

滞$并可使
7

期延后
'2

%
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