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研究观察了不同剂量
一

射线照射后
,

好 一 细胞凋亡的发

生规律
。

结果表明
,

不同剂量照射后 是淋巴细胞死亡的

高峰期
,

一 汤 照射范围内
,

凋亡是 细胞死亡的主要

图 坏死前期细胞 部分胞膜溶解
,

细胞器破坏严重
,

核碎裂

方式
,

且呈现较好的量效关系 巧
、

汤 照射后
,

除凋亡外
,

坏

死可能也是 甲 细胞死亡的主要途径
。

不同

剂量照射后细胞活存率的下降规律与细胞凋亡率呈现较好的

对应关系
。

汤 照射后
,

细胞活存率 值与其他 个剂

量组比较有明显下降 其他各组均在 左右
,

而 仰 组为
,

推测该剂量对 一 细胞有较强的瞬时杀伤作用
,

其

作用机制有待进一步探讨
。

这些结果为电离辐射诱发的淋巴

细胞凋亡和坏死剂量界限方面的研究提供了参考依据
。

本研究还发现
,

促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白的比例决定了

细胞是否发生凋亡
。

本研究发现
,

经不同剂量照射后
,

任 一

细胞中
一

双
、 一

抗凋亡蛋白表达量降低
,

促凋亡蛋白

表达量升高 另文发表
,

且均呈现较好的量效关系
,

因而
,

推

测
一 、

对 和 蛋白参与了辐射诱发淋巴细胞凋亡的调

控〔
, 。
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不同细胞周期肝癌细胞 月 的表达

月

宋关斌 秦 建 赵彦华‘ 龙 勉 蔡绍哲 重庆大学生物工程学院
,

重庆 中汉冷料 重庆一中
’ ,

重庆 粼 均 中国科学院力学研究所
,

北京
〔〕 击

, ,

朋
,

孤耐
,

罗
,

甲
,

聊
月

粼拟州阵 翻 画峪
,

脚 “ 〕
,

玩 二
,

卿 了
,

姗

摘 要 探讨人肝癌细胞 一 的同步化方法及粘附分

子 尹, 在不同周期肝癌细胞上的表达
。

采用胸腺嗜陡脱氧核

昔
、

秋水仙碱顺序阻断和胸腺喃陡脱氧核昔双阻断后释放培养的方

法分别获得 期和 期的肝癌细胞
,

用流式细胞仪进行周期分析

采用抗体阻断技术和流式细胞仪检测肝癌细胞上 幼 尸, 的表达
。

结果发现未同步化 干癌细胞 。 召, 表达的荧光强度为 场

期和 期细胞的同步率分别为 和
,

幼 夕 表达的

荧光强度相应为 叨 和 的
。

得知药物胸腺哦陡脱氧核昔和秋

水仙碱能较好地将肝癌细胞同步于 期和 期 粘附分子 几

在 一 肝癌细胞上高表达
,

但表达水平呈现周期差异
。

【 石罗 押 此 。 田 叩 己

。 一 呷 , 月 目

肛 日七 邓
,

卿肠
、 二 司 日山 旧 卿 一 即 二 锹

卿
, ” 一 。弓 , 肠 哪 卜司

,

,。印 , 却 ‘

尹 ”‘ ,

、



蟒掣攀凌端鼠与工黝 叉〕年第 卷第 期

鑫热赫事妥

以维曰 衍 出吐 司 铭 “甲 且侧
〔岁

件户 召, 月〕 朋 坦 】】

卿 〕 朋 一

』越 ” 朋
,

溉
诬 尹 男 此 , 曲 ,

,

河欣二 】
·

,

一刁 仪 卯 功 出 」 场 ” 一
叮司刃 泌担 妇 朋 ” 一

图〕 犯 吐哪 闭 一 坛 呷
月, ,

面 、 已粥 改

【关键词 肝细胞癌 细胞周期 颤 风 同步化

【 油 耽
。

几

犯 卜 们

肿瘤细胞的血道转移是一个多环节
、

多步骤的复杂过

程
,

其中肿瘤细胞的粘附是肿瘤转移的决定性步骤之一
,

而

粘附分子的表达则是决定细胞粘附行为的重要因素
。

整

合素是肿瘤细胞与内皮细胞粘附过程中锁定阶段起主要介

导作用的粘附分子
,

许多恶性肿瘤的发展和转移均与整合

素的表达异常或结构改变相关
。

原发性肝癌是世界十大常见癌症之一
,

严重地危害着人

类健康
。

在我国
,

肝癌的发病率仅次于 胃癌或肺癌
,

列第二

位
。

但不同细胞周期肝癌细胞上整合素的表达情况
,

尚未见

详细报道
。

为此
,

本文从细胞周期的角度出发
,

考察肝癌细

胞的同步化方法及粘附分子 幼 夕
, 在不同周期肝癌细胞

上的表达
,

为临床上肝癌的预防和治疗提供实验依据
。

材料与方法

材料

细胞

人肝癌细胞株 一
,

购于第二军医大学
,

在本

实验室以 沙 一 书卜 小牛血清按常规方法传代培养
。

试剂

细胞培养试剂购 自德国 公司
,

秋水仙碱

为 公司进 口分装
,

胸腺嘻咙脱氧核昔 叨

购自重庆化学试剂公司
,

丽 场

咖 召
、

沮 多 代 购 自为 美国

公司
。

方法

肝癌细胞的同步化

期细胞采取胸腺嗜吮脱氧核昔和秋水仙碱顺序阻断

后释放培养的方法获得
,

其简要步骤如下 取对数生长期的

细胞加人胸腺嗜陡脱氧核昔至其终浓度
,

在 ℃
、

潮湿空气中培养
,

弃培养液
,

清洗后加人新鲜培

养液和秋水仙碱至其终浓度 留
,

继续培养
,

横向轻

摇培养瓶收集中期细胞
,

而 离心 而
,

收集细胞继续

培养
,

以 』 胰酶消化收集细胞
,

用

冷乙醇固定
。

期肝癌细胞采用胸腺哦咙脱氧核昔双阻断后释放培养

获得
,

其简要操作步骤如下 取对数生长期的细胞加人胸腺

嗜呢脱氧核昔至其终浓度
,

在 ℃
、

潮湿空

气中培养
,

弃培养液清洗后加人新鲜培养液培养
,

再

次加人胸腺嚓吮脱氧核昔至其终浓度
,

培养 弃

培养液
,

加人新鲜培养液培养
,

消化收集细胞
,

冷乙醇固

定
。

同步率检测

将收集固定的细胞分别以 液清洗
,

碘化丙咙

山山 诫
,

染色 而
,

根据周期时相细胞 含

量不同
,

利用流式细胞仪 美国 公司 检测
,

进行细胞周期

分析
。

肝癌细胞上 颤 召
, 粘附分子的表达

取一定量肝癌细胞加人 管中
,

巧图
,

离心 而
,

弃上清
。

用 液在同样条件下洗涤

细胞 次
,

倒掉上清后留约 匹 溶液
。

混匀
,

将细胞悬

液均分到两支 毗 管中
。

向一支 管中加人

汕 舀 叮 阴性对照
,

向另一 管中

加入 拼 〕 一

护 召 〔
,

于

℃冰箱中避光反应 而
。

同前方法用 液洗涤细

胞悬液 一 次
,

用流式细胞仪检测肝癌细胞上 护 召 的

表达
。

结果

肝癌细胞的周期同步结果见表
。

表 一 肝癌细胞周期同步化结果

细胞周期

期 期 期

对比

期

期

不同周期肝癌细胞上粘附分子 尸
, 的表达

,

见表

讨论

细胞增殖分裂是细胞最基本的生理活动
。

生长因子
、

激
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素及癌基因产物等均可诱导或抑制细胞的增殖
,

归根到底是

影响细胞周期的运行
。

细胞周期失控的超常快速运行
,

将导

致癌瘤 停止不前则常是细胞衰老
、

凋亡的前奏
。

因此
,

从细

胞周期的角度把握细胞的增殖
、

分裂等行为特征
,

显得尤为

重要
。

表 不同细胞周期肝癌细胞上 召
, 的表达

口表达

一

翻
,

一 卯

一
·

细胞同步化是研究细胞周期各时相形态
、

结构
、

功能等

相关性质差异的重要方法
,

体外培养细胞同步化方法有多

种
,

可根据细胞来源不同选用不 同的方法 , 〕
。

本文在初步

测量人肝癌细胞 一 周期长度的基础上
,

通过胸腺

崛咙脱氧核昔和秋水仙碱顺序阻断法以及胸腺嗜吮脱氧核

普双阻断法对该细胞进行同步
,

其 , 期和 期的同步率分

别为 伪 和
。

本研究发现
,

期的同步率低于

期的同步率
,

其原因可能与同步方法的差异有关
。

期细胞

的同步是采用胸腺啥咤脱氧核普和秋水仙碱顺序阻断于

中期
,

撤去药物后收集中期细胞培养使之进人 场 期
。

在收

集 中期细胞时
,

采取摇晃振荡细胞培养瓶
,

使 中期细胞

脱落
,

这样的操作影响因素较多
,

可能会有其它非中期细胞

脱落
,

因此导致 期细胞的百分比偏低
。

整合素是肿瘤细胞粘附过程 中起主要介导作用的粘附

分子
。

本实验从周期角度考察了肝癌细胞上 夕, 粘附

分子的表达
,

发现 幼 夕
, 在 一 肝癌细胞上高表

达
。

比较而言
, 、期肝癌细胞 召, 的表达有所降低

,

而 期肝癌细胞的相应值与未同步化实验组几乎相等
,

这种

结果反映了 召
, 在肝癌细胞上表达的周期差异

。

由于肿瘤实际上是一种细胞周期疾病
,

因此
,

各类抗癌

药物的机理多是特异地阻断细胞周期的特定阶段
。

例如阻

断 期的经基尿素
、

氨甲碟吟 阻断在 期的抗癌药有烷化

剂 环磷酞胺及卡氮芥等
、

表鬼 臼毒素以及顺式铂氨 阻断

在 期的抗癌药有紫杉醇 拟 及长春花碱
。

故在抗癌药的联合用药时
,

宜选择阻抑在不同细胞周期阶段

的抗癌药物
,

以对细胞周期的不同环节加 以阻断
,

这将更能

有效地扼杀癌细胞
。
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探讨 基因多态性与临床分型的关系
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结果表明
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精神

分裂症组 基因缺失型 明显高于对照组
。

基


