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#"

D个细胞#按照实验分组分别加入不同浓度

T0G/3-7-2-J

#分别孵育
"

'

!H

'

HB

'

&!M

&收取细胞#

"<D,V\Z5

洗
!

次#

#!"_

2

离心#弃去上清液(

&DS

冰乙醇固定过夜#离心#弃上清(

"<D,V\Z5

洗
#

次#加 入
T>');+# ,V

#

%&k

恒 温 水 浴

%",-2

#

#!"_

2

离心#弃上清(加入
?>'

抽提液

#,V

#室温静置
%",-2

#

#B""_

2

离心
D,-2

#弃

上清&加 入
D""

)

V"<# ,

O

"

,V

碘 化 丙 啶

$

I

1/

I

-*-0,-/*-*+

#

\A

%染液#置于
Hk

避光染色

%",-2

#流式细胞仪检测&

#<F

!

TPE\LT

检测
KCJ!,T>'

表达
!

收集不同

浓度
T0G/3-7-2-J

作用
HBM

后的
YNV

细胞#

PTAb/3

法提取各组细胞总
T>'

#电泳鉴定
T>'

纯度及含

量&根据
=)b

8

,+Y-5(1-

I

7

合成试剂盒反转录合成

(?>'

#反转录反应体系
!"

)

V

#包括细胞
T>'

!

)

O

#

D"9

"

)

VT>);-2"<D

)

V

#

D"

)

O

"

,V

随机物

#

)

V

#

#",/3

"

V*>P\!

)

V

#

D_

反转录反应缓冲液

H

)

V

#

6E6V=

反转录酶
!""9

#余用焦碳酸二乙酯

$

*-+7M

8I8

1/()1J/2)7+

#

?N\L

%处理水补足至
!"

)

V

&

%&k

反应
$",-2

#

FDk

反应
D,-2

后终止反应&产

物进行
\LT

扩增或分装稀释#放置于
a!"k

#保存

时间不超过
$

个月&

\LT

反应体系
!"

)

V

#

KCJ!

上游引物为
DoEL'XL''XP'PX'PX'XL'

'XL PPPE%o

#下游引物为
DoEPX' 'LL 'X'

'P'PPLPLXPLPLL'LE%o

&内参基因
#

;&+"5,

上游引物为
DoELPXXL'LL'L'LLPPLP'

L''PE%o

#下游引物为
DoE''PXPL'LXL'L

X'PPPLLLXLE%o

&

KCJ!

扩增片段产物长度

#"#J

I

#

#

;&+"5,

扩增片段长度
%B!J

I

&取
(?>'

!

)

V

作为模板#建立
!"

)

V

反应体系&反应条件!

FHk

变性
D,-2

#

FHk

变性
HD;

#

$"k

退火
#,-2

#

$Bk

延伸
HD;

#

H"

个循环&扩增后的产物进行琼脂

糖凝胶电泳#全自动凝胶成像仪下分析&

#<#"

!

蛋白质印迹法检测
I

E.'c!

"

I

ENTc

"

Z(3E!

"

Z-,

蛋白水平
!

收集各组细胞#提取蛋白(根据蛋白定量

结果分装蛋白#将分装好的蛋白置于沸水中煮沸变性

D,-2

#配电泳分离胶'浓缩胶#蛋白上样#电泳使蛋白

分离#转移至
\=?K

膜上#配
DS

脱脂奶粉#

%&k

烤箱

中封闭
!M

#封一抗#

Hk

过夜(

P1-;

盐酸缓冲液洗膜#

封二抗#

%&k

烤箱中
!M

#化学发光液混合#应用
'3

I

M)

A22/7+(M

系统对
\=?K

膜进行扫描及图像分析&

#<##

!

统计学处理
!

采用
5\55#F<""

统计软件进

行分析处理#所有数据均以
&

.R(

表示#两样本均数

比较采用
"

检验#多组均数比较采用方差分析#组间

两两比较选用
I

检验&检验水准$

(

%为
"<"D

&

@

!

结
!

果

!<#

!

T0G/3-7-2-J

对
YNV

细胞活力的影响
!

LLcEB

结果显示!不同浓度的
T0G/3-7-2-J

$

#

'

D

'

#"

'

D"

'

#""

'

D""2,/3

"

V

%作用
YNV

细胞后#随着时间延长细胞

活力逐渐下降#

T0G/3-7-2-J

作用
HBM

后#

YNV

细胞

活力分别为$

F&<"RH<H

%

S

'$

F!<"R%<F

%

S

'

$

BB<"R%<&

%

S

'$

B#<"R%<#

%

S

'$

$H<"R!<F

%

S

'

$

%B<"R!<!

%

S

(随着
T0G/3-7-2-J

药物浓度增大#

YNV

细胞活力下降#并呈时间依赖性#通过计算
HB

MT0G/3-7-2-JAL

D"

为
!B%<H&2,/3

"

V

$图
#

%&

图
?

!

==>EX

检测不同浓度
<35*$')'+'7

作用

不同时间的
N!V

细胞活力

A'

1

?

!

N!V(.$$6'"7'$')

%

2"0-.).().-7

%

==>EX

"00"

%

",).#)#.").-2')4<35*$')'+'7")-',,.#.+)

(*+(.+)#")'*+0,*#-',,.#.+)

&

.#'*-0

"

-

$

"<"D:;"M<,̀ %

#

&

.R(

!<!

!

荧光染色
Y/+(M;7%%%H!

观察细胞凋亡
!

#""

2,/3

"

V T0G/3-7-2-J

作 用
YNV

细 胞
HB M

后#

Y/+(M;7%%%H!

染色对照组
Y/+(M;7

着色为淡蓝色#

细胞核内
?>'

分布均匀#核呈圆形或卵圆形#无固

+

HD

+
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第
#

期
<

徐
!

倩#等
<T0G/3-7-2-J

对人红白血病
YNV

细胞增殖'凋亡作用的研究

缩'变形$图
!'

%&实验组
Y/+(M;7

着色核由于浓集

而呈亮蓝色#细胞出现凋亡#核固缩'变形$图
!Z

%&

#""2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

组亮蓝色细胞)$

HF<!#R

#<B"

%

S

*较对照组)$

#"<"!R#<H"

%

S

*增多$

-

$

"<"D

%&

!<%

!

T0G/3-7-2-J

对
YNV

细胞线粒体膜电位的影

响
!

T0G/3-7-2-J

作用
YNV

细胞不同时间$

#!

及

!HM

%后#罗丹明
#!%

荧光强度在对照组
YNV

细

胞内均最强#随着
T0G/3-7-2-J

浓度的增加#罗丹

明
#!%

荧光强度逐渐减弱#呈剂量依赖性降低

$表
#

%&

!<H

!

凋亡蛋白
L);

I

);+E%

%

&

活性检测
!

不同浓度

T0G/3-7-2-J

干预
YNV

细胞
#!

'

!HM

后凋亡蛋白

L);

I

);+E%

"

&

活性呈现剂量依赖性升高$

-

$

"<"#

%&

见表
!

&

图
@

!

N*.(40)BBBL@

荧光染色检测
<35*$')'+'7

作用
N!V

细胞
LX4

后凋亡形态图

A'

1

@

!

8

&

*

&

)*0'02"0-.).().-7

%

N*.(40)BBBL@0)"'+'+

1

'+N!V(.$$0",).#)#.").-2')4<35*$')'+'7,*#LX4

'

!

L/271/3

O

1/0

I

(

Z

!

#""2,/3

"

VT0G/3-7-2-J71+)7,+27

O

1/0

I

表
?

!

不同浓度
<35*$')'+'7

作用
?@

及
@L4

后
N!V

细胞内线粒体膜电位的变化

D"7?

!

;')*(4*+-#'"$/./7#"+.

&

*).+)'"$'+N!V(.$$0)#.").-2')4-',,.#.+)(*+(.+)#")'*+0*,<35*$')'+'7,*#?@*#@L4

,̀ %

#

&

.R(

P1+)7-2

O

7-,+"

"

M

L/271/3

T0G/3-7-2-J+

Z

"$

2,/3

+

V

a#

%

# D #" D" #"" D""

#! %B"RD#

%H"RH"

""

!F$R%B

""

!HDR%!

""

!"#R!$

""

#%HR!D

""

FBR!#

""

!H H##RDD

%"!R%!

""

!D$R%#

""

#F&R!F

""

#H!R!H

""

#"%R!!

""

D$R#B

""

!!

""

-

$

"<"#:;(/271/3

O

1/0

I

表
@

!

不同浓度
<35*$')'+'7

作用
N!V

细胞
?@

和
@L4

后凋亡蛋白
="0

&

"0.EB

和
="0

&

"0.EQ

活性变化

D"7@

!

="0

&

"0.EB"+-EQ

&

#*).'+"()'6')

%

(4"+

1

.*,N!V(.$$0",).#)#.").-2')4-',,.#.+)(*+(.+)#")'*+0*,<35*$')'+'7,*#?@*#@L4

,̀ %

#

&

.R(

P1+)7-2

O

7-,+"

"

M

L/271/3

T0G/3-7-2-J+

Z

"$

2,/3

+

V

a#

%

# D #" D" #"" D""

#! "<#HDR"<"#"

"<#FBR"<"#H

""

"<!!#R"<"#$

""

"<!&DR"<"!"

""

"<%H"R"<"!%

""

"<H#"R"<"!B

""

"<D!%R"<"%D

""

!H "<#D#R"<"##

"<!!DR"<"#F

""''

"<!B&R"<"!#

""''

"<%#DR"<"!&

""''

"<%D&R"<"%#

""''

"<HD#R"<"%H

""''

"<DBFR"<"%F

""''

!!

""

-

$

"<"#:;(/271/3

O

1/0

I

(

''

-

$

"<"#:;#!M

O

1/0

I

!<D

!

T0G/3-7-2-J

对
YNV

细胞凋亡的影响
!

孵育

"

'

!H

'

HB

'

&!M

不同浓度下
T0G/3-7-2-J

对
YNV

细胞

周期的影响结果显示#随着
T0G/3-7-2-J

药物浓度的

增加及作用时间的延长#

X

"

"

X

#

期细胞比率逐渐上

升#

X

!

"

6

期比率减少&

#""2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

作

用细胞
HBM

后#

X

"

"

X

#

期细胞比率)$

&%<#R

%<$

%

S

*明显高于对照组)$

HD<!R%<"

%

S

*&见

图
%

'表
%

&

+

DD

+
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图
B

!

流式细胞术检测
<35*$')'+'7

对
N!V

细胞周期的影响

A'

1

B

!

=.$$(

%

($.2"0-.).().-7

%

,$*2(

%

)*/.)#

%

",).#N!V(.$$02.#.)#.").-2')4<35*$')'+'7

'

!

L/271/3

O

1/0

I

(

Z

!

#""2,/3

"

VT0G/3-7-2-J71+)7,+27

O

1/0

I

表
B

!

不同浓度
<35*$')'+'7

对
N!V

细胞周期的影响结果

D"7B

!

=4"+

1

.0*,N!V(.$$(

%

($.",).#)#.").-2')4-',,.#.+)(*+(.+)#")'*+0*,<35*$')'+'7

,̀ %

#

&

.R(

!

L+33(

8

(3+ L/271/3

T0G/3-7-2-J+

Z

"$

2,/3

+

V

a#

%

# D #" D" #"" D""

X

"

"

X

#

HD<!R%<"

HF<#R%<"

""

DH<$R%<H

""

DF<BR%<H

""

$&<HR%<$

""

&%<#R%<$

""

B"<HR%<&

""

X

!

"

6 !B<"R!<#

!#<DR#<F

""

#&<HR#<B

""

#!<%R#<&

""

B<HR#<#

""

H<$R"<F

""

%<$R"<H

""

!!

""

-

$

"<"#:;(/271/3

O

1/0

I

!<$

!

TPE\LT

检测
KCJ!,T>'

表达
!

不同浓

度
T0G/3-7-2-J

作用
YNV

细胞
HBM

后#实验组

KCJ!,T>'

表达比对照组减低#并随着药物浓

度的增加呈逐渐减低趋势$图
H

%#对照组和
D

'

#"

'

D"

'

#""

'

D""2,/3

"

V T0G/3-7-2-J

组
KCJ!

,T>'

相 对 表 达 量 分 别 为 $

"<FBR"<"F

%'

$

"<B%R"<"&

%'$

"<$DR"<"$

%'$

"<D!R"<"H

%'

$

"<%!R"<"%

%'$

"<#!R"<"#

%&

图
L

!

<DEP=<

检测不同组细胞
4-,@/<M8

表达结果

A'

1

L

!

/<M8$.6.$*,4-,@2"0/."03#.-

7

%

<DEP=<'+."(4

1

#*3

&

6

!

6)1̂+1

(

#

!

L/271/3

O

1/0

I

(

!

!

D2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

(

%

!

#"

2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

(

H

!

D"2,/3

"

V T0G/3-7-2-J

(

D

!

#""2,/3

"

V

T0G/3-7-2-J

(

$

!

D""2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

!<&

!

蛋白质印迹法检测
I

E.'c!

"

I

ENTc

"

Z(3E!

"

Z-,

蛋白表达
!

与对照组$

"M

%相比#

#""2,/3

"

V

T0G/3-7-2-J

作用
YNV

细胞
"

'

!H

'

HBM

后#

YNV

细

胞
I

E.'c!

'

I

ENTc

'

Z(3E!

蛋白表达逐渐下降#

Z-,

蛋白表达增加$

-

$

"<"#

#图
D

%&

图
S

!

<35*$')'+'7

作用
N!V

细胞后
&

E\8>@

#

&

E!<>

#

K($E@

及
K'/

蛋白表达变化

A'

1

S

!

=4"+

1

.0*,

&

E\8>@

&

&

E!<>

&

K($E@

&

"+-K'/

&

#*).'+

.5

&

#.00'*+0'+N!V(.$$0",).#)#.").-2')4?RR+/*$

'

V<35*$')'+'7

""

-

$

"<"#:;"M

O

1/0

I

(

''

-

$

"<"#:;!HM

O

1/0

I

<,̀ %

#

&

.R(

+

$D

+
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期
<

徐
!

倩#等
<T0G/3-7-2-J

对人红白血病
YNV

细胞增殖'凋亡作用的研究

B

!

讨
!

论

.'cE5P'P

转导通路在细胞生长'分化'免疫

功能和造血中发挥重要生理病理作用&

.'c!E

5P'PD

信号通路在多种组织及细胞系中异常表达

和活化#并与肿瘤的增殖'分化'凋亡'血管新生及肿

瘤侵袭有密切关系)

#

*

&骨髓增殖性肿瘤患者大多存

在
KCJ!=$#&K

突变#此突变作为一种组成性激活

酪酸激酶#在缺乏细胞因子的情况下自发性激活

.'c!E5P'PD

信号通路)

HED

*

&

YNV

细胞是
KCJ!

=$#&K

突变阳性人红白血病细胞#

KCJ!=$#&K

突

变可使
.'c!E5P'PD

信号通路活化#进而使细胞异

常表达&

@̂0

等)

$

*通过干扰
T>'

$

;-T>'

%阻断

.'c!E5P'PD

#发现
KCJ!=$#&K

突变的骨髓增殖

性肿瘤细胞增殖明显受到抑制#认为
KCJ!=$#&K

具有促进细胞增殖及抑制凋亡作用&

T0G/3-7-2-J

是选择性
.'c#

"

!

激酶抑制剂#现

已应用于临床#口服单剂量为每日
D

"

!"",

O

#能够

被迅速吸收#在
#

"

!M

内达到最大血药浓度)

&

*

&其

通过抑制
.'c

"

5P'P

的磷酸化发挥作用&在

KCJ!=$#&K

突变阳性的骨髓增殖性肿瘤动物模型

中#

T0G/3-7-2-J

可明显逆转脾肿大#减少循环中炎性

细胞因子的水平#优先消除肿瘤细胞#显著延长生存

期而未抑制骨髓及免疫功能)

BEF

*

&一项在欧洲九国

进行的开放'随机化
L@6K@TPE

$

期研究结果显

示#

T0G/3-7-2-J

在治疗
HB

周后#

!B<DS

患者脾脏体

积至少缩小至原体积的
%DS

)

#"

*

&

i0-27t;EL)1*),)

等)

##

*研究显示#不同浓度
T0G/3-7-2-J

能剂量依赖性

抑制
KCJ!=$#&K

阳性
Z)

"

K%

细胞活力#其
AL

D"

为

#!&2,/3

"

V

&本研究结果显示
T0G/3-7-2-J

作用于

人
KCJ!=$#&K

阳性红白血病
YNV

细胞后#细胞

活力随着时间及浓度的加大而下降#

HBMAL

D"

为

!B%<H&2,/3

"

V

&荧光染色显示
T0G/3-7-2-J

作用

YNV

细胞后#细胞形态出现明显凋亡改变&

X

"

"

X

#

期细胞呈剂量依赖性增加#

X

!

"

6

期细胞减少#考虑

T0G/3-7-2-J

诱导
YNV

细胞
X

"

"

X

#

期周期阻滞&

在细胞凋亡过程中#线粒体膜渗透性转换通道

开放#线粒体膜电位减低#释放细胞色素
L

#导致凋

亡蛋白
L);

I

);+E%

的激活#从而诱导细胞凋亡)

#!

*

&

线粒体膜电位在细胞凋亡早期就开始下降#并早于

?>'

片段化&本实验结果表明#

#

"

D""2,/3

"

V

的

T0G/3-7-2-J

作用
YNV

细胞
#!

'

!HM

#线粒体膜电位

水平进行性降低#呈剂量依赖性减低&

L);

I

);+E%

"

&

蛋白活性逐渐增加#从而诱导细胞凋亡&

ZLVE!

家族是细胞凋亡通路中重要的调节蛋

白#根据功能可以分为抗凋亡
ZLVE!

亚家族和促凋

亡
Z'U

亚家族以及促凋亡
ZY%

亚家族$也称
ZY%E

/23

8

蛋白%&

Z-,

作为
ZY%

亚家族成员之一#在细

胞凋亡的启动和调节上具有重要的作用#并已被证

实与
.'c!

信号通路有关)

#%

*

#可通过结合
Z(3E!

蛋

白促进凋亡
Z)G

和
Z)̂

样蛋白释放#诱导细胞凋亡&

通过
;-T>'

抑制
:5)

基因后#细胞凋亡明显减少&

Z-,

受多种刺激调节#包括
\A%cE'cPEK@U@E%'

和
NTc#

"

!

的
6'\

激酶途径#这两条通路均可被

.'c!E5P'PD

活化)

#HE#D

*

&本研究结果显示#

#

"

D""

2,/3

"

VT0G/3-7-2-J

作用于
YNV

细胞
HBM

后#

KCJ!,T>'

及
I

E.'c!

蛋白表达水平呈剂量依赖

性减低#

I

ENTc

蛋白表达亦降低#

Z(3E!

活性减低#同

时
Z-,

表达上调#表明
T0G/3-7-2-J

通过抑制
.'c!

通路阻断
NTc#

"

!

#抑制
Z-,

磷酸化#

Z-,

蛋白降

解减少#

Z-,

活化增强#进而抑制细胞增殖#诱导肿

瘤细胞凋亡)

#H

#

#$E#&

*

&

综上所述#

T0G/3-7-2-J

可通过抑制
.'c!

及

NTc#

"

!

的
6'\c

激酶途径抑制人红白血病
YNV

细胞增殖及促进肿瘤细胞凋亡#这为
T0G/3-7-2-J

治

疗骨髓增殖性肿瘤及白血病提供了实验依据&
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