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!摘#要" 目的!探讨沙利霉素!3AB248H>C24$对口腔鳞癌细胞增殖和凋亡的影响"并初步探讨沙利霉素对信号通路

的影响+ 方法!培养口腔鳞状细胞癌细胞系F(W+"*"将 !*"*.*K*!)*/"

&

H8B0W沙利霉素和 !$"-*"$-*-*!%*"%*.%*

K%

&

H8B0W顺铂与F(W+"* 细胞共同培养"". ?和 .K ?后用细胞计数试剂盒+K!C;BBC864:24GL2:+K"FFX+K$法检测沙

利霉素和顺铂对F(W+"* 细胞增殖的影响#%*"*.*K

&

H8B0W沙利霉素和 %*-*!%*"%

&

H8B0W顺铂与 F(W+"* 细胞共

培养 .K ?后"通过流式细胞术检测沙利霉素和顺铂对 F(W+"* 细胞周期的影响"蛋白免疫印迹法!`;3:;94 =B8:$检

测F(W+"* 细胞中天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶+/!C>3:;24;+C84:A2424GA37A9:A:;+37;C2E2C798:;A3;3+/"FA37A3;+/$*天

冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶+&!C>3:;24;+C84:A2424GA37A9:A:;+37;C2E2C798:;A3;3+&"FA37A3;+&$*脱氧核糖核酸!<;8d>+

92=846CB;2CAC2<"T@($修复酶!78B>(TM+92=83;78B>H;9A3;"M('M$*蛋白激酶c!798:;24 L24A3;c" (L:$和磷酸化蛋白

激酶c!7?837?89>BA:;< 798:;24 L24A3;c"7+(L:$的表达+ 结果!FFX+K 实验表明沙利霉素和顺铂均能显著抑制口腔

鳞状细胞癌F(W+"* 细胞增殖"且抑制作用呈时间依赖性和药物浓度依赖性"但是相对于临床一线化疗药物顺铂而

言"沙利霉素对F(W+"* 细胞增殖的抑制效果更加显著!"m%$%%!$+ 细胞周期检测表明"与加入二甲基亚砜!<2H;+

:?>B36BE8d2<;"T]5R$的对照组相比"K

&

H8B0W沙利霉素与F(W+"* 细胞共同培养 .K ?后"细胞休眠期0T@(合成前

期的F(W+"* 细胞比例明显升高!.%$.%i r!$&&i ?B$).$.)i r%$&%i""m%$%-$" T@(合成期和 T@(合成后

期0有丝分裂期的F(W+"* 细胞比例出现降低!".$/"i r"$/%i ?B$!K$*/i r%$)!i""m%$%-"/-$%!i r!$".i

?B$!)$-.i r!$/!i""m%$%-$#顺铂对F(W+"* 细胞周期没有特异性改变+ 蛋白免疫印迹法结果显示"沙利霉素在

上调F(W+"* 细胞中FA37A3;+/ 和 FA37A3;+& 蛋白表达!"m%$%-$的同时下调 M('M*(L:和 7+(L:蛋白的表达!"m

%$%-$+ 结论!相对于顺铂而言"沙利霉素对F(W+"* 细胞增殖有更强的抑制作用"并且能将口腔鳞状细胞癌 F(W+

"* 细胞周期阻滞在细胞休眠期0T@(合成前期"同时能够诱导 F(W+"* 细胞发生凋亡"这一机制可能和 (L:07+(L:

信号通路相关+
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##口腔癌是人类常见恶性肿瘤之一"每年有超过

/% 万口腔癌新发病例"占全球新发肿瘤病例数的

"$!i"口腔癌中超过 &%i是口腔鳞状细胞癌"占全

球恶性肿瘤的 !i h"i

(!)

+ 目前"中国的口腔鳞状

细胞癌发病率占恶性肿瘤总发病率的 !$-i h

-$)i

(")

+ 虽然手术治疗结合术后放射治疗*化学

治疗作为目前口腔鳞状细胞癌治疗的主要途径取得

了较好的疗效"但是由于术后局部复发和远处转移"

- 年生存率仅为 --i

(/)

+ 口腔鳞状细胞癌已经出现

了耐药的现象"顺铂等一线化疗药物并不能全面遏

制口腔鳞状细胞癌的发展(.)

"因此寻找更高效的药

物治疗口腔鳞状细胞癌显得十分迫切+ "%%& 年发

现沙利霉素可以选择性地杀死乳腺癌肿瘤干细胞"

其效果比临床常用乳腺癌化疗药物紫杉醇高出 !%%

倍以上(-)

+ 此后的研究表明"沙利霉素能够有效抑

制卵巢癌())

*鼻咽癌(*)

*乳腺癌(K)和肺癌(&)等多种肿

瘤细胞的增殖并促进其凋亡"但沙利霉素对于口腔鳞

状细胞癌的作用尚不清楚+ 本研究旨在观察沙利霉

素对口腔鳞状细胞癌的细胞增殖*细胞周期和凋亡的

影响"并在分子水平初步探讨沙利霉素作用的机制+

$%资料与方法

$$$#材料与试剂

沙利霉素(溶于二甲基亚砜!<2H;:?>B36BE8d2<;"

T]5R$后"配置成所需浓度的溶液)*顺铂和 T]5R

购于美国 52GHA公司#胎牛血清!E;:AB=8Q24;3;96H"

Dc5$和磷酸缓冲盐溶液 ! 7?837?A:;=6EE;93AB24;"

Mc5$购自美国 Y2=C8公司# 'M]P+!).% 培养基购于

美国N>CB84;公司#细胞计数试剂盒+K!C;BBC864:24G

L2:+K"FFX+K$*放射免疫沉淀分析!9A<282HH64879;+

C272:A:284 A33A>"'PM($裂解液*蛋白浓度测定试剂盒

!=2C24C?84242CAC2<"cF($购自上海碧云天生物技术

公司#细胞周期检测试剂盒购于上海七海生物公司#

兔抗人多克隆抗体天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白

酶+/ !C>3:;24;+C84:A2424GA37A9:A:;+37;C2E2C798:;A3;3+

/"FA37A3;+/$*天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶+&

! C>3:;24;+C84:A2424G A37A9:A:;+37;C2E2C 798:;A3;3+&"

FA37A3;+&$*脱氧核糖核酸 ! <;8d>92=846CB;2CAC2<"

T@($修复酶!78B>(TM+92=83;78B>H;9A3;" M('M$*

蛋白激酶c!798:;24 L24A3;c"(L:$和磷酸化蛋白激

酶c!7?837?89>BA:;< 798:;24 L24A3;c"7+(L:$购自英

国 (=CAH公司#二抗抗体购自北京索莱宝科技公

司#人口腔鳞癌细胞系 F(W+"* 购自美国模式培养

物集存库+

$$&#细胞培养

人口腔鳞状细胞癌F(W+"* 细胞复苏后"使用含

!%i!体积分数$胎牛血清的 ']MP+!).% 培养基在

/*j*-i FR

"

!体积分数$的细胞培养箱中培养"每 "

天更换 ! 次培养基+ 当细胞达到 K%i融合度时"用

%$"-i!质量分数$胰蛋白酶消化细胞进行传代培养+

$$'#FFX+K 检测细胞增殖

取对数生长期 F(W+"* 细胞"Mc5 洗涤后用

%$"-i胰蛋白酶消化细胞"调节细胞浓度+ 以每孔

-$% k!%

/个细胞接种于 &) 孔培养板中"每孔加入

!%%

&

W培养液+ ". ?后Mc5洗涤"沙利霉素实验组

中分别加入 !*"*.*K*!) 和 /"

&

H8B0W的沙利霉素#

顺铂实验组中分别加入 !$"-*"$-*-*!%*"%*.% 和

K%

&

H8B0W的顺铂"另外设置无药物处理组为阴性

对照"孔内不含药物和细胞的培养基为空白调零组"

实验组*对照组*空白调零组均设置 ) 个复孔+ 加药

培养 ". ? 和 .K ?"吸弃培养基后每孔加 !%

&

W的

FFX+K 液继续培养#. ?后选择 .-% 4H波长"用酶标

'/%&'苏雷震"等#沙利霉素对口腔鳞癌细胞增殖和凋亡的影响



仪!Z?;9H8公司"美国$测定各孔光密度值"根据光

密度值评估沙利霉素和顺铂处理后的细胞存活率+

$$(#流式细胞术检测细胞周期

取对数生长期的 F(W+"* 细胞消化*计数"! k

!%

)

0孔接种于六孔板中培养 ". ? 后"沙利霉素实验

组分别加入 "*. 和 K

&

H8B0W的沙利霉素"顺铂实验

组分别加入 -*!% 和 "%

&

H8B0W的顺铂"对照组加入

与实验组等量的培养基"培养 .K ?"胰酶消化后收集

细胞"! %%% 90H24 离心 - H24"弃上清液"加 Mc5 洗

涤细胞 " 次" 并用预冷的 *%i!体积分数$乙醇固

定". j冰箱内过夜+ 分析前用Mc5洗涤样本 " 次"

加入终浓度为 -% HG0W的'@(酶及碘化丙啶". j

避光孵育 /% H24后上机检测细胞周期的分布+

$$)#蛋白免疫印迹

将浓度为 "*. 和 K

&

H8B0W的沙利霉素和T]5R

与F(W+"* 细胞共同培养 .K ? 后"弃培养液"加入

'PM(裂解液后在冰上收集细胞"在 . j下离心

!!" %%% 90H24"!% H24$+ 利用 cF(法测定蛋白浓

度"将蛋白质!-%

&

G$进行十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳!38<26H<8<;C>B36BEA:;78B>AC9>BAH2<;

G;B;B;C:987?89;323"5T5+M(YO$"并用湿转法将蛋白

转移到聚偏氟乙烯 ( 78B>!Q24>B2<;4;EB6892<;$"

MSTD)膜上+ -i!质量分数$脱脂奶粉室温封闭

" ?后"将一抗 (L:*7+(L:*FA37A3;+/* FA37A3;+& 和

M('M!! q! %%% 稀释$. j下孵育过夜+ ZcZ5 缓冲

液!:923=6EE;9;< 3AB24;"a2:? :a;;4+"%$漂洗 / 次后加

入二抗!! q/ %%%稀释$室温下孵育 ! ?"加入增强荧

光发光试剂显影"使用图像成像系统分析各条带+

$$U#统计学分析

数据采用 5M55 !*$% 统计软件进行分析"实验

数据均以均数r标准差表示+ 组间生长抑制率的差

异性比较采用单因素方差分析"细胞周期变化以及

蛋白表达差异则通过 W;Q;4;方差齐性检验组间的

方差齐性"方差齐采用单因素方差分析 !R4;+aA>

(@RS($"组间两两比较采用 W5T+G法检验""m

%$%- 认为差异具有统计学意义+

&%结果

&$$#沙利霉素显著抑制口腔鳞状细胞癌 F(W+"*

细胞增殖

通过FFX+K 细胞增殖实验检测沙利霉素及顺

铂对F(W+"* 细胞增殖的影响"发现顺铂和沙利霉

素均对F(W+"* 细胞的增殖有明显的抑制作用!图

!$"且抑制作用呈现药物浓度和时间依赖+ 沙利霉

素处理 ". ?和 .K ? 后"F(W+"* 的半抑制浓度!?ABE

HAd2HAB24?2=2:89>C84C;4:9A:284" ,$

-%

$ 值 分 别 为

!*$&K r%$."$

&

H8B0W和!"$&K r%$"&$

&

H8B0W"明

显低于顺铂处理组 ". ?和 .K ?的,$

-%

值(!!-$*- r

!$!.$

&

H8B0W"!)$-* r%$/"$

&

H8B0W)"这些结果

表明"沙利霉素对 F(W+"* 细胞的增殖抑制作用较

顺铂更强!"m%$%%!$+

图 $%沙利霉素!($和顺铂!c$对F(W+"* 细胞增殖的影响

M#?8;1$%Z?;A4:2+798B2E;9A:284 ;EE;C:38E3AB248H>C24 !($ A4<

C237BA:24 !c$ 84 F(W+"* C;BBB24;3

#

&$&#沙利霉素对F(W+"* 细胞周期的影响

对沙利霉素处理 .K ?的F(W+"* 细胞进行碘化

丙啶染色"随后通过流式细胞仪检测细胞周期变化+

如图 "(所示"与对照组相比"沙利霉素处理组F(W+

"* 细胞在 T@(合成期和 T@(合成后期0有丝分裂

期比例明显减少"但在细胞休眠期0T@(合成前期

比例显著增加 ! .%$.%i r!$&&i" -"$*"i r

!$)!i" )/$!-i r!$)/i和 ).$.)i r%$&%i"

"m%$%-$" 这说明 F(W+"* 细胞以剂量依赖性方式

诱导细胞休眠期0T@(合成前期细胞周期阻滞"但

是.

&

H8B0W和 K

&

H8B0W沙利霉素处理后"F(W+"*

细胞周期没有显著改变!"n%$"$+ 如图 "c所示"

与对照组T@(合成期!/K$K-i r%$&&i$相比"顺

铂处理组在T@(合成期比例明显增加!-K$).i r

"$-&i"&/$)*i r!$%/i".)$/.i r/$""i$" 但

是没有药物浓度依赖性+ 实验结果整体表明顺铂对

F(W+"* 各个细胞周期均有影响"不存在细胞周期特

异性"并且无药物浓度依赖性+

&$'#沙利霉素诱导口腔鳞状细胞癌 F(W+"* 细胞

凋亡

对沙利霉素处理 .K ? 后的 F(W+"* 细胞进行

`;3:;94 =B8:检测"图 / 中结果显示"沙利霉素在上

调口腔鳞状细胞癌 F(W+"* 细胞中 FA37A3;+/ 和

FA37A3;+& 蛋白表达 !"m%$%-$的同时能够下调

M('M蛋白的表达!"m%$%-$"这一结果表明沙利霉

素诱导F(W+"* 细胞凋亡"同时沙利霉素也可诱导

T@(修复酶 !M('M$ 裂解+ 为了解沙利霉素在

F(W+"* 细胞凋亡中的分子基础"通过 `;3:;94 =B8:

检测了 (L:和 7+(L:蛋白"结果显示 .

&

H8B0W和 K

'.%&'
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&

H8B0W沙利霉素处理后 (L:和 7+(L:蛋白的表达 均降低"7+(L:蛋白更为显著!"m%$%-$+

(E:;9;d783;< :8%" "" ." K

&

H8B0W3AB248H>C24!($ A4< %" -" !%" "%

&

H8B0WC237BA:24!c$ E89.K ?8693" :?;C;BBC>CB;8EF(W+"* aA3<;:;C:;< =>

EB8aC>:8H;:9>A33A>$

图 &%沙利霉素和顺铂对F(W+"* 细胞周期的影响

M#?8;1&%OEE;C:8E3AB248H>C24 A4< C237BA:24 84 F(W+"* C;BBC>CB;

#

'%讨论

本研究显示沙利霉素能够有效抑制口腔鳞状细

胞癌F(W+"* 细胞的增殖"且抑制作用呈现时间与

药物浓度依赖性+ 与口腔癌临床一线化疗药物顺铂

相比"沙利霉素对于口腔鳞状细胞癌 F(W+"* 细胞

的增殖抑制作用更加明显!"m%$%%!$+ 为了进一

步研究沙利霉素对于口腔鳞状细胞癌 F(W+"* 细胞

的增殖抑制作用"本次研究对沙利霉素作用后的

F(W+"* 细胞周期进行了检测"结果显示与对照组相

比"沙利霉素处理组 F(W+"* 细胞在 T@(合成期和

T@(合成后期0有丝分裂期比例明显减少"但在细

胞休眠期0T@(合成前期比例显著增加"这说明沙

利霉素能将 F(W+"* 细胞阻滞在细胞休眠期0T@(

合成前期"这与 MA9A16B2等(!%)关于沙利霉素对卵巢

癌细胞周期阻滞的结果相符+ 但我们的研究显示 .

&

H8B0W和 K

&

H8B0W沙利霉素处理后 F(W+"* 细胞

周期变化差异没有统计学意义"这表明 .

&

H8B0W沙

利霉素能够将 F(W+"* 细胞阻滞在细胞休眠期0

T@(合成前期"并且沙利霉素还有其他途径能够抑

制F(W+"* 细胞增殖+ 同时本次研究对顺铂作用后

的F(W+"* 细胞周期进行了检测"实验结果显示顺

铂对F(W+"* 各个细胞周期均有影响"不存在细胞

周期特异性"并且无药物浓度依赖性+ 通过回顾文

献"发现我们的结果与亓放等(!!)在 !&&& 年提出顺

铂为细胞周期非特异性化疗药物这一观点相符"并

且与徐志巧等(!")于 "%!/ 年主编的-实用肿瘤临床

药物手册.内描述顺铂为细胞周期非特异性药物的

结论一致+ 凋亡是抑制肿瘤生长的一个重要方式"

钾离子在细胞凋亡的过程中扮演着十分重要的角

色"而沙利霉素作为一种离子载体能够有效降低细

胞间的钾离子水平(!/)

+ 回顾既往文献发现"@66+

:24;4等(!.)在 "%%) 年提出多种肿瘤内出现 (L:通

路的激活并在抑制凋亡中起到重要作用"另外

U;84G等(!-)于 "%%K 年在研究中提出活化的天冬氨

酸特异性半胱氨酸蛋白酶+& 和 FA37A3;+& 均在细

胞凋亡中起作用"并且 FA37A3;+& 在诱导凋亡中作

用更加明显"所以本次实验通过 `;3:;94 =B8:检测

凋亡蛋白FA37A3;+/ 和FA37A3;+& 的同时"检测与其

相关的重要蛋白如 M('M" (L:和 7+(L:进一步佐

证沙利霉素诱导 F(W+"* 细胞凋亡+ 实验结果发

现沙利霉素作用于 F(W+"* 细胞后"FA37A3;+/ 和

FA37A3;+& 蛋白表达发生了上调"同时引起了 T@(

修复酶!M('M$的裂解"这提示沙利霉素能够诱导

F(W+"* 细胞发生凋亡+ 另外本次实验发现沙利霉

素能够降低 (L:和 7+(L:蛋白的表达"且 .

&

H8B0W

和 K

&

H8B0W沙利霉素对降低 7+(L:蛋白表达更加

显著"因此推测沙利霉素诱导 F(W+"* 细胞发生凋

亡的机制可能与降低 (L:和 7+(L:蛋白表达水平

相关+

'-%&'苏雷震"等#沙利霉素对口腔鳞癌细胞增殖和凋亡的影响



(" Z?;;d79;33284 8EFA37A3;+/" FA37A3;+&" M('M" (L:A4< 7+(L:798:;24 a;9;<;:;C:;< =>̀ ;3:;94 =B8:AE:;9;d783;< 3AB248H>C24 E89.K ?8693# c"

Z?;9;BA:2Q;;d79;33284 8EFA37A3;+/ 798:;24# F" FA37A3;+& 798:;24# T" M('M798:;24# O" (L:798:;24# D" 7+(L:798:;24#

%

"m%$%-" ?B$C84:98B

G9867$M('M" 78B>(TM+92=83;78B>H;9A3;# (L:" 798:;24 L24A3;c$

图 '%沙利霉素对F(W+"* 细胞凋亡以及凋亡信号通路的影响

M#?8;1'%OEE;C:8E3AB248H>C24 84 :?;A787:8323A4< :?;32G4AB24G7A:?aA>8EA787:832384 F(W+"* C;BBB24;3

#

##综上所述"本实验证实沙利霉素能够有效抑制

口腔鳞状细胞癌 F(W+"* 细胞的增殖"并且能将

F(W+"* 细胞阻滞于细胞休眠期0T@(合成前期"同

时沙利霉素能够通过下调 (L:和 7+(L:蛋白表达并

激活FA37A3;+/ 和FA37A3;+& 蛋白"促进T@(修复酶

!M('M$的裂解来诱导 F(W+"* 细胞的凋亡"这为今

后口腔鳞状细胞癌的治疗提供了新的思路+
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