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要!利用不同浓度的
KOJ6RTRQD$

对多种肝癌细胞株进行杀伤研究!探讨
KOJ6RTRQD$

对肝癌细胞的抑杀作

用$

@77

实验结果表明!

KOJ6RTRQD$

能显著抑制多种肝癌细胞株的增殖$
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染色结果也表明
KOJ6

RTRQD$

可以诱导肝癌细胞进入凋亡$表明
KOJ6RTRQD$

对肝癌细胞具有较高的杀伤作用!可能具有广阔的应用前景$

关键词!
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#是最新发现的一种

抗癌小分子化合物%因其和
J7K

结构具有极相似

空间构型%能竞争性地与某些激酶结合从而发挥抑

制激酶磷酸化功能(

$6!

)

%研究表明
KOJ6RTRQD$

对细

胞周期中关键因子
IH5R

激酶具有极强的竞争性抑

制作用%而抑制
X?J

复制的起始(

#
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&同时
KOJ6

RTRQD$

对细胞周期蛋白
IHaD

也表现出了较强的抑

制作用%

IHaD

被抑制后促使抗凋亡蛋白
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和
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N

表达量明显下降%多种凋亡蛋白如
,
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#剪切体大量累积%从而促进了肿瘤细胞的凋

亡(

#
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&前面的研究已表明
KOJ6RTRQD$

对多种肿瘤

细胞表现出了较强的杀伤力%同时对肝正常细胞毒

性极低(

Q6%

)

&本研究将继续着重探讨
KOJ6RTRQD$

对多种肝癌细胞系的杀伤能力%为该药早日在肝癌

的临床研究中提供实验参考&
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自
JU)0:5'

公司%小牛血清和
X@M@

培养基购自

L2\5'
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细胞增殖检测

将肝癌细胞用含
$"S

小牛血清的
X@M@

按
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稀释后%以每孔
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的量接种到
DT

孔板

中%
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个浓度%每个浓度设
T

个复孔%另设细胞对照%空白

对照%也设
T

个复孔&

$#/

后%弃去培养液%用
#S

的

X@M@

将
KOJ6RTRQD$

稀释到正确浓度后以每孔
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b

的量加入到孔中%细胞对照孔和空白孔每孔

加入
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b

的
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的
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&培养
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后每孔加

入
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的
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孵育
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%吸去

上清%每孔加入
$%"
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的
X@4P

%在摇床上摇育

#"U2*

后在
%D"*U

下用酶标仪检测
9

%D"

值&相同

实验重复
!

次&
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细胞数量和形态学观测

将
!>%d$"

% 个
O(/6R

细胞接种于
T

孔板中%

用
#Ub

含
$"S

小牛血清的
X@M@

培养液培养&



贴壁培养
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后%加药组
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个浓度加入到
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孔板中%对照

组加等量的
KY4

%
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培养%培养
#Q/

后%

倒置光学显微镜下观察细胞数量和形态学的变化&
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荧光检测

将
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细胞接种于
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孔板中%用

$Ub

含
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小牛血清的
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培养液培养
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后%加药组加入
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的
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%对照组加等体积的磷酸缓冲液
KY4
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培

养%在
QB/

吸尽培养液%加入
">%Ub

固定液%固定
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U2*

后去固定液%用磷酸缓冲液
KY4

或
">DS?+I,

洗

#

遍%每次
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%吸尽液体%加入
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的
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染色液%染色
%U2*

%用磷酸缓冲液
KY4

或

"]DS?+I,

洗
#

遍%每次
!U2*

&滴一滴抗荧光淬灭

封片液于载玻片上%盖上贴有细胞的盖玻片%使细胞

接触封片液&荧光显微镜可检测到呈蓝色的细胞核%

激发波长在
!%"*U

左右%发射波长在
QT"*U

左右&
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结果与讨论
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细胞存活实验

利用
@77

法检测细胞存活率%计算方法为"加

药组
A

空白组#*"对照组
A

空白组#
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%如图
$

所示%

KOJ6RTRQD$

对肝癌细胞显示出了较强的杀

伤力&随着药物浓度的增加%肝癌细胞存活率逐渐降

低%其中
O(/6R

和
O0
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细胞对
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表现

图
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对肝癌细胞的抑制作用"
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出来较高的敏感性&细胞拍照图也显示随着药物浓

度的增加
O(/6R

细胞数目逐渐减少%多数细胞出现

了皱缩现象%凋亡细胞显著增多"图
#

#&

图
#
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不同浓度
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处理
O(/6R

后

的细胞形态"放大倍数!
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荧光检测

细胞在凋亡过程中%会出现染色体固缩%细胞核

发生核小体间的断裂%荧光染料
O'05/:;!!!Q#

可

作为荧光探针与
X?J

分子结合%可见细胞核片发
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生段化&从图
!

可以看出空白组未出现凋亡细胞%

而加药组明显出现了凋亡现象%且随着药物浓度的

增加%凋亡细胞数目明显增多"均为随机拍照图#&

图
!
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染色检测细胞凋亡"箭头所指为凋亡细

胞%放大倍数!
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IH5R

是细胞周期蛋白
@I@

家族的重要调控

因子%研究表明
IH5R

在多种肿瘤细胞中出现过度

表达的现象%其和肿瘤的增殖及转移密切相关&

42V?J

干扰
IH5R

后%肿瘤细胞生长明显减缓(

T

)

%这

也提示我们
IH5R

可以作为肿瘤治疗的一个靶点&

KOJ6RTRQD$

是
J7K

的类似物%其具有和
IH5R

结

合的最佳空间构型而竞争性的抑制
IH5R

和
J7K

的结合(
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)
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处理肿瘤细胞后%显著抑

制多种肿瘤细胞增殖%并通过诱导
5+:

N

+:06!

和

KJVK

的剪切促使肿瘤进入凋亡(

#

)

&
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结
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本文通过研究进一步发现
KOJ6RTRQD$

对多

种肝癌细胞具有较高的杀伤力%结合其对肝正常细

胞具有较高的安全性%可见抗癌新药
KOJ6RTRQD$

!

在今后的肝癌治疗中具有潜在的应用价值&同时%研

究表明
IH5R

可以通过调控
5/a$

而提高肿瘤的耐药

能力%我们接下来将利用
KOJ6RTRQD$

联合抗肿瘤药

物对肝癌细胞进行杀伤研究%以期通过
KOJ6RTRQD$

提高肿瘤细胞的敏感性而实现药物治疗的协同作用&
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