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ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｏｃｔ．２０１４，Ｖｏｌ．３５（Ｓｕｐｐｌ）

ＧＢＥＰ诱导的ＥＣ９７０６细胞凋亡随剂量和作用时间增加而增加。同时ＧＢＥＰ抑制抗凋亡蛋白Ｂｃｌ２的表达，增加

促凋亡蛋白Ｂａｘ的表达，促进ｃａｓｐａｓｅ３的激活和ＰＡＲＰ的剪切。

【结论】　泰山银杏外种皮多糖抑制食管癌细胞的增殖，诱导细胞Ｇ１期阻滞，并激活内源性细胞凋亡。

　　关键词：银杏外种皮多糖；食管癌；细胞凋亡

犃犛４２４

灭活仙台病毒犜犻犪狀犼犻狀株诱导人乳腺癌细胞犕犇犃犕犅２３１凋亡

作用及其机制的研究

韩　寒
１，申天宇２，李　飞

３，王顺达２，李　莹
１；指导教师：石立莹

１．天津医科大学２０１１级临床七年制

２．天津医科大学２０１０级临床五年制

３．天津医科大学２０１０级临床七年制

　　【目的】　研究紫外线灭活复制缺陷的仙台病毒Ｔｉａｎｊｉｎ株致人乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１凋亡作用及其机制。

【方法】　首先制备并鉴定紫外线灭活仙台病毒Ｔｉａｎｊｉｎ株，然后用不同剂量灭活病毒感染 ＭＤＡＭＢ２３１细

胞，２４ｈ后，ＭＴＴ法检测灭活病毒对 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖的影响；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色及ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ标记流

式细胞仪检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞凋亡情况；ＪＣ１０染色流式细胞仪检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞线粒体膜电位变化；分

光光度法测定 ＭＤＡＭＢ２３１细胞内ｃａｓｐａｓｅ９、８和３活性；蛋白质印迹法检测 ＭＤＡＭＢ２３１细胞中Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、

Ｃｙｔｃ、ｃａｓｐａｓｅ９、Ｆａｓ、ＦａｓＬ、ｃａｓｐａｓｅ８和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达水平。

【结果】　ＭＴＴ检测显示灭活Ｔｉａｎｊｉｎ株能够抑制 ＭＤＡＭＢ２３１细胞增殖，且呈剂量依赖性；Ｈｏｅｃｈｓｔ染色发

现灭活病毒感染的 ＭＤＡＭＢ２３１细胞有明显形态学改变，细胞核呈致密浓染或碎块状致密浓染；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＦＩＴＣ／ＰＩ标记流式细胞仪检测显示灭活病毒组细胞凋亡率呈剂量依赖性升高，ＪＣ１０染色流式细胞仪分析显示灭

活病毒组细胞线粒体膜电位呈剂量依赖性降低，且与对照组比较均有统计学差异（犘＜０．０１）；ｃａｓｐａｓｅ活性检测显

示灭活病毒组ｃａｓｐａｓｅ９、８和３活性均呈剂量依赖性升高，与对照组比较有统计学差异（犘＜０．０１）；蛋白质印迹

结果显示高剂量灭活病毒组（ＭＯＩ８０）Ｂｃｌ２表达下调，Ｂａｘ、ＣｙｔＣ、Ｆａｓ、ＦａｓＬ、活化ｃａｓｐａｓｅ９、８和３表达上调。

【结论】　灭活仙台病毒Ｔｉａｎｊｉｎ株能够诱导人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞发生剂量依赖性凋亡，其机制与线粒

体内源性途径和死亡受体外源性途径密切相关。

　　关键词：仙台病毒Ｔｉａｎｊｉｎ株；人乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１细胞；凋亡；线粒体途径；死亡受体途径
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　　【目的】　分析ＣＸＣ趋化因子配体１４（ｃｈｅｍｏｋｉｎｅＣＸＣｌｉｇａｎｄ１４，ＣＸＣＬ１４）在结肠癌组织中的表达及其临床意

义，并探讨其过表达对结肠癌细胞增殖、细胞周期的影响。

【方法】　采用实时荧光定量ＰＣＲ、免疫组化检测４０例结肠癌及癌旁正常组织中（距肿瘤边缘２ｃｍ处）ＣＸ
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ＣＬ１４的ｍＲＮＡ和蛋白表达。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存曲线和Ｃｏｘ回归模型评估ＣＸＣＬ１４在结肠癌组织中表达的临床

意义。为分析ＣＸＣＬ１４对结肠癌细胞的直接影响，本研究进一步构建过表达ＣＸＣＬ１４的慢病毒，转染 ＨＴ２９结肠

癌细胞，通过蛋白质印迹法检测转染后 ＨＴ２９结肠癌细胞中ＣＸＣＬ１４的蛋白表达，利用ＣＣＫ８试剂盒、流式细胞

技术检测过表达ＣＸＣＬ１４对结肠癌细胞增殖能力的影响及细胞周期分布的改变。

【结果】　ＣＸＣＬ１４ｍＲＮＡ和蛋白水平在结肠癌组织中的表达水平较正常组织明显降低（犘＜０．０５）。临床相

关性分析表明，ＣＸＣＬ１４表达下调与淋巴结转移及肿瘤的临床病理分期有关（犘＜０．０５），与年龄、性别、浸润程度、

肿瘤标志物等未见显著相关性（犘＞０．０５）；其中有淋巴结转移的结肠癌肿瘤组织ＣＸＣＬ１４的相对表达量明显低于

无淋巴结转移肿瘤组织（犘＜０．０５），病理分期属Ⅲ、Ⅳ期的结肠癌肿瘤组织ＣＸＣＬ１４的相对表达量也明显低于病

理分期属Ⅰ、Ⅱ期标本（犘＜０．０５）。ＫａｐｌａｎＭｅｉｅｒ生存分析显示，ＣＸＣＬ１４蛋白低表达的患者５年生存率显著性

降低（犘＜０．０１）。成功构建过表达ＣＸＣＬ１４的慢病毒，ＣＸＣＬ１４慢病毒转染的 ＨＴ２９结肠癌细胞能明显上调ＣＸ

ＣＬ１４表达；ＣＣＫ８细胞增殖试验显示，ＣＸＣＬ１４慢病毒转染 ＨＴ２９结肠癌细胞上调ＣＸＣＬ１４表达后，细胞活力明

显受到抑制 （犘＜０．０１）；细胞周期分析显示，ＣＸＣＬ１４过表达结肠癌细胞在Ｇ０／ＧＩ期的细胞百分数显著高于对照

组（犘＜０．０５），而Ｓ期的细胞百分数显著低于对照组（犘＜０．０５）。

【结论】　ＣＸＣＬ１４可作为一个潜在的抑癌基因参与结肠癌的发生、发展过程，并为结肠癌的防治及预后评价

提供一种新的候选靶点及临床辅助指标。

　　关键词：ＣＸＣＬ１４；结肠癌；慢病毒；细胞增殖；细胞周期；生存分析
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　　【目的】　血管生成（ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ）是肿瘤生长与转移过程中的重要环节。本文采用斑马鱼胚胎血管生成模型

研究甘草中黄酮类化合物的抗血管生成作用及其分子机制。

【方法】　首先在斑马鱼胚胎血管生成模型中研究４种甘草黄酮类化合物（异甘草素、光甘草定、甘草查尔酮Ａ

和甘草素）的抗血管生成作用。随后，选用上述作用较强的化合物处理人肺腺癌细胞系Ａ５４９制备条件培养液，采

用ＥＬＩＳＡ法检测条件培养液中重要的促血管生成因子２０羟二十烷四烯酸（２０ｈｙｄｒｏｘｙｅｉｃｏｓａｔｅｔｒａｅｎｏｉｃａｃｉｄ，２０

ＨＥＴＥ）和血管内皮生成因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）含量的变化，同时采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室模

型检测血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）迁移。最后，在小鼠肝癌 Ｈ２２和乳腺癌４Ｔ移植瘤模型中进一步验证其作用。

【结果】　在以上４种甘草黄酮类化合物中，异甘草素和光甘草定的抗斑马鱼胚胎血管生成作用相当，但明显

强于甘草素和甘草查尔酮Ａ。异甘草素可浓度（５、１０和２０μｍｏｌ／Ｌ）依赖性抑制内皮细胞迁移，抑制率最高可达

７４．８％。异甘草素还可浓度（５～２０μｍｏｌ／Ｌ）依赖性抑制 Ａ５４９细胞２０ＨＥＴＥ和 ＶＥＧＦ分泌，抑制率分别可达

７２．４％和７２．３％。异甘草素２５．０和５０．０ｍｇ／ｋｇ可显著抑制小鼠肝癌Ｈ２２和乳腺癌４Ｔ移植瘤的生长和血管生

成。

【结论】　４种甘草黄酮类化合物均对斑马鱼胚胎血管生成具有显著抑制作用，但异甘草素和光甘草定的作用

明显强于甘草素和甘草查尔酮Ａ。异甘草素可显著抑制人脐静脉内皮细胞迁移，其机理可能与抑制２０ＨＥＴＥ和

ＶＥＧＦ分泌有关。下一步有待采用人肝癌和乳腺癌裸鼠移植瘤模型进行研究。

　　关键词：甘草；黄酮类化合物；血管生成；肿瘤；血管内皮生长因子；２０ＨＥＴＥ
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