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!!!摘要"!目的!观察蜂毒素对人肝癌细胞株_#M/I 中高迁移率族蛋白8E"*2&* 1'32N2)6&$'5M 3'T

E#_V/8E$及血管内皮生长因子X"%,:-5N,$#"O')*#N2,N&$'()* +,-)'$:X#Y@/0<X$表达的影响#探讨其抑

制肝癌细胞的作用机制% 方法!肝癌细胞 _#M/I 体外培养#经蜂毒素处理后#采用四甲基偶氮唑蓝

"V77$法了解蜂毒素对肝癌细胞增殖的影响#用 l#:)#$"<3N'))2"&&RF7<>XF方法检测 _V/8E&Y@/0<X

的表达% 结果!蜂毒素在体外能够抑制肝癌细胞的增殖活性(l#:)#$"<3N'))2"&结果显示#蜂毒素可抑制

_V/8E 的表达#且呈浓度依赖性#但对 Y@/0<X的蛋白表达无明显影响(RF7<>XF结果显示#蜂毒素在

1F.=水平均具有抑制_V/8E&Y@/0<X表达的作用% 结论!蜂毒素可降低肝癌细胞的增殖活性#并可

能通过_V/8E&Y@/0<X的表达发挥抗肝癌作用%
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!!蜂毒素"1#N2))2"$又称蜂毒溶血肽#是一种小分

子多肽类生物毒素#约占蜂毒干重的 DBa左右#是

蜜蜂毒中主要的功能物质% 有研究)E<I*显示#蜂毒素
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对肺癌&卵巢癌等多种肿瘤细胞均有杀伤作用% 既

往研究表明#蜂毒素可通过多种途径#抑制肝癌的增

殖&浸润及转移% 在此基础上#本实验进一步观察蜂

毒素抗肝癌的生物活性及对细胞内重要的信号分子

高迁移率族蛋白 8E " *2&* 1'32N2)6&$'5M 3'TE#

_V/8E$及血管内皮生长因子 X"%,:-5N,$#"O')*#N2<

,N&$'()* +,-)'$:X#Y@/0<X$的影响#为蜂毒素的抗

肿瘤的临床应用#提供实验依据%

=>材料与方法

=C=>材料>
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=C=C=!细胞株! 人肝癌细胞株_#M/

I

由长海医院

中医科实验室保存#用含 EBa胎牛血清的 ZV@V

完全培养基#在 ;Hb&DaXo

I

&完全饱和湿度条件下

常规培养#取对数生长期细胞进行实验%

=C=C?!试剂!蜂毒素为美国 ?2&1,公司产品#批

号+EIBVLBGSY% 四甲基偶氮唑蓝"V77$&二甲基亚

砜"ZV?o$购自美国 ?2&1,公司% 胎牛血清&ZV@V

培养基购自美国 /23-'公司% 小鼠抗人 _V/8E 单

克隆抗体&羊抗人 Y@/0<X多克隆抗体购自美国

FpZ公司% 7$2k'N试剂&RF7<>XF试剂盒&R>XF?5<

M#$V2T<qZ/试剂盒及相关试剂等购自美国 9"%2)$'<

&#"公司%

=C?>方法>

=C?C=!V77法检测蜂毒素对人肝癌细胞的生长抑

制作用!将_#M/

I

细胞接种于 G 孔板#每孔 EB

L 个

细胞#常规培养 IL * 后#加入终浓度为 B&E&I&L&S&

EG

"

&̂1N的蜂毒素"以 B 剂量组作为对照组$#分别

作用 IL&LS&HI *#每孔加入 V77EB

"

N继续培养 L

*#倾去培养基#每孔加ZV?oEBB

"

N#室温震荡溶解

结晶 EB 12"#于 DHB "1"吸收波长$和 G;B "1"参比

波长$处测吸光度"oZ$% 按公式计算细胞存活率+

细胞存活率 c实验组"oZ

DHB "1

doZ

G;B "1

$ 对̂照组

"oZ

DHB "1

doZ

G;B "1

$ eEBBa

=C?C?!l#:)#$"<3N'))2"&检测蜂毒素对 _#M/

I

细胞

_V/8E 和Y@/0<X蛋白表达的影响!将 _#M/

I

细

胞接种于 G 孔板#每孔 EB

G 个细胞#常规培养 IL *

后#分别加入终浓度为 B&E&I&L&G

"

&̂1N的蜂毒素

"以 B 剂量组作为对照组$% 作用 IL *后#收集 G 孔

板内的细胞#每孔细胞加入 EBB

"

N细胞裂解液#置

于冰上裂解 E 12"( Lb#离心取上清#加上样缓冲液

沸煮 D 12" 变性#紫外分光光度计测定蛋白浓度%

十二烷基磺酸钠<聚丙烯酰胺凝胶"?Z?<>=/@$电泳

I *#转膜 E *#牛奶封闭 I *#加入一抗#Lb摇床孵育

过夜#加入二抗#室温摇床孵育 E *#暗室中辣根过氧

化酶"_F>$标记二抗 @Xg显色#常规方法显影定

影#显示特异的蛋白信号%

=C?C@ ! RF7<>XF检测蜂毒素对 _#M/

I

细胞

_V/8E 1F.=和 Y@/0<X1F.=表达的影响!取

蜂毒素作用 IL * 的 _#M/

I

细胞#7$2k'N方法提取总

F.=#定量后#按照 RF7<>XF试剂盒说明书合成-Z<

.=#其中总 F.=I

"

&#反应体系为 IB

"

N% 按照

R>XF?5M#$V2T<qZ/试剂盒说明书进行 >XF扩增+

DBb I 12"#E 个循环(KDb I 12"#E 个循环(KDb ED

:#GBb E 12"#LB 个循环% 反应在=89>$2:1HDBB 实

时荧光 >XF仪上进行#所有样本检测值均用甘油

醛<; 磷酸脱氢酶"/=>Z_$进行校准% 引物序列由

江苏省中西医结合医院设计#上海英骏生物技术有

限公司合成#具体引物序列见表 E%

表 E!目的基因上下游引物序列表

!目的基因 引物序列"Dr)';r$

/=>Z_0'$(,$O =X=7X==/==//7//7/==/X=

/=>Z_F#%#$:# /7X===//7//=//=/7///7

_V/8E 0'$(,$O /XX7XX77X//XX77X77XX7X77X

_V/8E F#%#$:# X7XXX=/777X77X/X==X=7X=XX

Y@/0<X0'$(,$O ////==//=/777//=/7X/X

Y@/0<XF#%#$:# X7/=//7=/X7X/7/X7//7/

Y@/0<Z0'$(,$O X=/X=XX7X/7=X=777X

Y@/0<ZF#%#$:# 77//X==/X=X77=X==XX7

=C@>统计学处理>采用 ?>?? ESCB 软件系统进行

统计分析#计量资料以均数f标准差"Gf/$表示#组

间比较采用方差分析#!ABCBD 为差异有统计学意

义%

?>结>果

?C=>蜂毒素对人肝癌细胞的生长抑制作用>经不

同浓度蜂毒素处理 IL&LS&HI * 后#显著降低 _#M/

I

细胞存活率#抑制细胞增殖#并且在 I [S

"

&̂1N浓

度范围内对 _#M/

I

细胞增殖抑制作用具有明显的

剂量和时间依赖性#见表 I%

?C?>蜂毒素对 _#M/

I

细胞 _V/8E 和 Y@/0<X蛋

白表达的影响!经不同浓度蜂毒素处理 IL * 后#

_#M/

I

细胞中 _V/8E 的蛋白表达水平呈下降趋

势#而Y@/0<X无明显改变#见图 E%

图 E!l#:)#$"<3N'))2"&检测蜂毒素对_#M/

I

细胞

_V/8E 和Y@/0<X蛋白表达的影响

?C@>蜂毒素对_#M/

I

细胞_V/8E 1F.=和Y@/0<

X1F.=表达的影响!经不同浓度蜂毒素处理 IL *

后#_#M/

I

细胞中 _V/8E 和 Y@/0<X的 1F.=表

达水平均呈下降趋势#与对照组相比#差异均有统计

学意义"!ABCBD$#见图 I%
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表 I!不同浓度蜂毒素对人肝癌细胞株_#M/

I

时间生长抑制效应

蜂毒素"

"

&̂1N$

细胞存活率"a$

IL * LS * HI *

B EBBCBB f;CG; EBBCBB f;CHL EBBCBB fKCDD

E

KECGL fGC;E

!

DGCHE fEECGE

!!

GLCHB fIC;S

!!

I

S;CII fLCHD

!!

LCLG fICIB

!!

DCGL fBCLS

!!

L

LICKK fICDG

!!

;CD; fEC;L

!!

GCLB fBCKG

!!

S

ICBE fECBS

!!

;CKE fECLD

!!

HC;G fICSL

!!

EG

BCBG fBCBI

!!

LCLB fECDL

!!

GCIL fEC;B

!!

!注+与对照组"B

"

&̂1N$比较#

!

!ABCBD#

!!

!ABCBE

图 I!RF7<>XF检测度蜂毒素对_#M/

I

细胞_V/8E 1F.=和Y@/0<X1F.=表达的影响

=+_V/8E 1F.=相对表达水平(8+ Y@/0<X1F.=相对表达水平

与对照组比较#

!

!ABCBD

@>讨>论

原发性肝癌是临床常见的恶性肿瘤之一#其发

病率在全球实体肿瘤中居第五位#在肿瘤相关性死

因居第四位);*

% 肿瘤的增殖&浸润和淋巴转移在原

发性肝癌的发生&发展过程中非常重要#如何对其进

行定量的测定#有助于肝癌的辅助诊断&预测术后复

发及降低转移的危险%

_V/8E 是存在于真核生物细胞内的一类非组

蛋白染色体结合蛋白#它在细胞外可通过与其受体#

即晚期糖基化终末产物受体"$#-#M)'$'+,O%,"-#O

&N6-,)2'" #"O M$'O5-):#F=/@$和 7'NN样受体 "7'NN

N2Q#$#-#M)'$:#7gF:$结合#促进肿瘤的增殖&浸润&

转移)L<D*

% Y@/0<X是Y@/0家族成员#在体内具有

很强的血管生成作用#且较Y@/0作用持久#它与其

受体 Y@/0F<; 结合后#可介导淋巴管内皮细胞增

殖#具有促进肿瘤增殖&抑制细胞凋亡的作用)G*

%

有研究)H<K*显示#_V/8E 在结肠癌&肺癌及肝癌等多

种肿瘤组织中均为高表达(而 Y@/0<X也在多种肿

瘤中可检测到#其表达均亦明显高于正常组织#且与

淋巴转移相关)EB<EI*

%

近期有研究显示#_V/8E 与Y@/0<X之间可能

存在相关性% W2,"&等)E;*发现#在人肝细胞癌细胞

_XXgV; 中#:2F.=靶向作用 _V/8E 1F.=后#

Y@/0<X表达下调#且能明显抑制细胞增殖&侵袭&

浸润的能力% 有研究)EL*认为#_V/8E 可有效诱导

人单核巨噬细胞 qK;H 中 Y@/0<X的表达# 并且

Y@/0<X1F.=的表达与 _V/8E 剂量呈正相关%

在高转移率人口腔鳞癌细胞 _?X; 中#_V/8E 为高

表达#Y@/0<X并与人口腔鳞癌的浸润和转移密切

相关)ED*

% 还有研究)EG*认为#_V/8E 可能通过诱导

结肠癌组织中 Y@/0<X的表达#从而促进结肠癌的

淋巴结转移% 由此可见#_V/8E 和Y@/0<X与肿瘤

的增殖&浸润和转移等过程都密切相关%

在既往蜂毒素实验基础上#本研究初步观察其

对_V/8E 及 Y@/0<X表达的影响% 结果显示#蜂

毒素可明显抑制人肝癌细胞 _#M/

I

的增殖#降低

_V/8E 蛋白和 _V/8E 1F.=的表达#并对 Y@/0<

X1F.=的表达具有抑制作用#但不影响 Y@/0<X

的蛋白表达#由此提示#蜂毒素对肝癌细胞中Y@/0<

X的调节作用可能处于转录水平而非翻译水平% 蜂

毒素具有抑制细胞增殖&浸润及淋巴转移的作用#
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这也许是其抑制肿瘤生长的作用机理之一#但其是

否通过_V/8E 作用于 Y@/0<X的具体机制尚有待

于进一步研究%
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