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"摘要##目 的$研 究!$"%二 羟 基 维 生 素 _$%!$"%
&\Z’"[<A_$(对肺腺癌细胞株Q%’5生长及凋亡的

影 响)方 法$应 用 流 式 细 胞 仪*免 疫 组 织 化 学 和

P,(W3P等方法观 察!$"%二 羟 基 维 生 素 _$ 对 人

肺腺癌Q%’5细胞株生长*细胞周期*调控细胞周期

基因 和 调 控 凋 亡 基 因 表 达 水 平 的 影 响)结 果$!

&9;H+-的!$"%二 羟 基 维 生 素_$ 对 Q%’5细 胞 的

生长有 抑 制 作 用$!&9;H+-的!$"%二 羟 基 维 生 素

_$ 作用 后 Q%’5细 胞 7! 期 比 例 由%540̂ 增 加 至

0$4"̂ $Fa&4&&!,8期比例由"*4’̂ 降至"!4!̂ $

Fa&4&!/,细 胞 凋 亡 率 由"4*̂ 增 至04"̂ $Fa

&4&!%,可明显上 调.B@+.B@-的 表 达 量$下 调JGH("
表达量,可抑制细胞周期蛋白_! 的表达量由&40*"
减至&4"&0$Fa&4&&!,同 时 抑 制 细 胞 周 期 蛋 白 依

赖性 蛋 白 激 酶’的 表 达 量 由&4*’"减 至&4!"5$

Fa&4&&")但较 低 浓 度 的!$"%二 羟 基 维 生 素 _$
上述作用不 明 显)结 论$!&9;H+-的!$"%二 羟 基

维生素_$ 可通过多种途径发挥抗肺腺癌作用)
肿瘤防治杂志!"&&%!!"""&#$!%’":!%’%
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G?HHH<=?Q%’5#,)$-’/#$299F=;1<@A;G1?9<GBH9?A1;C!

DH;MGKA;9?AEKB=C P,(W3P M?E?BLLH<?CA;;J@?E>?A1?

?DD?GA@<=CFG?CJK!!"%"\Z#"[<A_$;=HF=6BC?=;GBEG<=;9B

G?HH@#%)#01$#$\=?&9;H’-!!"%"\Z#"[<A_$@AE;=6HK<=(

1<J<A?CA1?6E;MA1;DQ%’5!B=C<=GE?B@?CA1?L?EG?=AB6?;D7!

L1B@?G?HH@DE;9%540̂ A;0$4"̂ "Fa&4&&!#!C?GE?B@?CA1?

L?EG?=AB6?;D8L1B@?G?HH@DE;9"*4’̂ A;"!4!̂ "Fa

&4&!/#!<=GE?B@?CA1?BL;LA;@<@EBA?DE;9"4*̂ A;04"̂ "F

a&4&!%#(B=C<=GE?B@?C.B@?VLE?@@<;=B=CC?GE?B@?CA1??V(

LE?@@<;=;DJGH("@<6=<D<GB=AHK!C?GE?B@?CA1??VLE?@@<;=;D6?=?

GKGH<=_!DE;9&40*"A;&4"&0"Fa&4&&!#!C?GE?B@?CA1??V(

LE?@@<;=;D6?=?3_e’DE;9&4*’"A;&4!"5"Fa&4&&!##
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##!!"%二 羟 维 生 素_$ 除 了 调 节 机 体 的 钙 磷 代 谢

外!还可对多种肿瘤细胞有抑制生长和促进分化)凋亡

的作用%!:$&!但其抗 肿 瘤 的 确 切 作 用 机 制 尚 未 完 全 阐

明*为此!我们观察了!!"%二羟基维生素_$ 对肺腺

癌细 胞 株 Q%’5的 生 长 和 细 胞 周 期 的 作 用!及 其 对

Q%’5细胞株凋亡基因.B@)抗凋亡基因JGH("和细 胞

周期调节相关基因表达水平的影响!旨在探讨其调控
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肺腺癌细胞周期和凋亡的作用及机制*

"#材料与方法

"#"#材料来源

##人 肺 腺 癌 Q%’5细 胞 株 购 于 北 京 大 学 肿 瘤 医 院(

!!"%二羟基维生素_$ 购于美国8<69B公司(P+W2!*’&
购自美国72)3\公司(.B@和JGH("免疫组化试剂盒购

于武汉博士德公司(细胞周期蛋白_!"GKGH<=_!#和细胞

周期蛋白依赖性蛋白激酶’"GKGH<=C?L?=C?=AO<=B@?’!

3_e’#引物由上海博亚生物技术有限公司合成*引物

序列GKGH<=_!上 游 引 物$%+(GA6AG6GA66B6GGG6A6BBBBB6(
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  万方数据



$!"下游引物#%!(6BB6AA6AA6666GAGGAGB66AA($!"产物长度

’&%JL$3_e’上游引物#%!(BG666A6ABB6A6GGBAGA6($!"下
游引 物#%!(A66A6AG66A6GGABA666B($!"产 物 长 度’/*JL$

,(BGA<=上 游 引 物#%!(6A6666G6GGGGB66GBGGB($!"下 游 引

物#%!(GAGGAABBA6AGBG6GBG6BAAA($!"产物长度%’&JL$

"#6#实验方法

!#"#!#细胞 生 长#实 验 分 为&4&!%&4!和!&9;H&-
!’"%二羟基维生素_$ 组及对照组$取"]!&’ 9-:!

生长期的Q%’5细胞悬液!9-接种于*孔板上’置于

$0b%%̂ 3\" 孵箱 培 养!"1后’观 察 细 胞 贴 壁 良 好

者’分 别 加 入!’"%二 羟 基 维 生 素 _$ 至 终 浓 度 为

&4&!%&4!和!&9;H&-’对照组加入不含药物的P+W2
!*’&’收集不同时间点的细胞涂片’用 ZI染色观察细

胞形态"收集不同时间点的细胞计数’绘制生长曲线$

!#"#"# 细 胞 周 期 和 凋 亡 # 收 集 经 &4&!%&4! 和

!&9;H&-!’"%二羟基维生素_$ 作用’/1后的Q%’5
细胞及对照组细胞’用0&̂ 乙醇固定"’1’加入PXQ
酶及碘化丙啶’用流式细胞仪(美国)?G19B=(3;FHA?E
公司’IL<G@(S-型)进行细胞周期和细胞凋亡的检测$

!#"#$#.B@和JGH("的表达#用8Q)3法对Q%’5细胞

行免疫 组 织 化 学 染 色’观 察 经&4&!%&4!和!&9;H&-
!’"%二羟基维生素_$ 作用’/1后的Q%’5细胞及对

照组细胞表达.B@%JGH("的情况$

!#"#’#GKGH<=_!和3_e’9PXQ的表达#采用,E(
<f;H一步法提取经!’"%二羟基维生素_$ 处理的肺腺

癌Q%’5细 胞 的 PXQ’变 性 电 泳 法 检 测 所 提 取 的

PXQ量’常 规 进 行 P,(W3P$W3P 反 应 条 件 均 为#

5’b预 变 性!&9<=后’5’b $&@’%%b $&@’0"b
’%@’共计$&个循 环’0"b延 伸!&9<=$产 物 比 较 均

用"4%̂ 琼脂糖凝胶电泳$
以上实验均重复’次$

"#7#统计学处理

实验数据以9:cB表示’应用8W88!&4&软件处理’
多组间比较用方差分析’组间两两比较用T检验$

6#结果

68"#FKJ]细胞形态和生长

Q%’5细胞在!&9;H&-浓度!’"%二羟基维生素_$
作用下培养"C后’部分细胞形态皱缩’核浓缩成逗点状%
梭状等’胞质浓缩’甚至出现空泡’成泡沫状$提示细胞

为凋亡细胞’且随培养时间的延长’其凋亡细胞所占比例

升高"而在&4&!和&4!&9;H&-浓度!’"%二羟基维生素

_$ 作用 下 培 养’"%C后 方 见 凋 亡 细 胞 率 略 有 升 高$

Q%’5细胞在!&9;H&-!’"%二羟基维生素_$ 的作用下’
于"C后可见其生长受到明显抑制’且随时间的延长其抑

制作用也更加明显’%C后用药干预组与对照组Q%’5细

胞基本铺满培养板’其计数差别逐渐不明显"而在&4&!和

&4!&9;H&-浓度下!’"%二羟基维生素_$ 对其生长的抑

制作用不明显(图!’.<6#!)$

图"#"，6K（\S）6%7 对FKJ]细胞生长的影响

9&18"#G’’(0+-’"’6K(\S)6V&+%7-*1)->+?-’3/*1
,.(*-0,)0&*-4,0(333&*(FKJ]

686#FKJ]细胞周期与凋亡

Q%’5细胞分别经过不同浓度的!’"%二羟基维生

素_$ 作 用’/1后’均 可 见 7! 期 细 胞 增 多’8期 和

7"&+期细胞减少’且在7! 峰前均可见到代表凋亡的

亚7! 峰细胞’且上述改变在浓度为!&9;H&-时最为

明显(表!’,BJ#!)$

687#9,5和<03!6的表达

对照组Q%’5细胞胞质中有少量.B@表达’呈较淡

的棕黄色着色’而!&9;H&-组’.B@的表达有明显加强’
其细胞质和细胞膜均棕黄色着色明显’而低浓度组则无

明显改变$对照组Q%’5细胞JGH("表达明显’其细胞质

有较多深棕色着色颗粒’细胞膜轻度着色’而!&9;H&-
组则JGH("表达明显减弱’仅胞质中有少量着色’低浓度

组则无明显改变(图"’.<6#""图$’.<6#$)$

68J#0I03&*%"和M%̂ J4YEF的表达

Q%’5细胞分别经过不同浓度的!’"%二羟基维生

素_$ 作用’/1后’均可见GKGH<=_!和3_e’9PXQ
表达下降’其中以浓度为!&9;H&-时作用最为明显$
经图象分析仪辉度扫描后’计算待测基因条带与,(BG(
A<=基因条带密度比值’!&9;H&-!’"%(\Z)"[<A_$ 作

用’/1可以明显降低上述基因的表达量’F%&4&%(图

’’.<6#’"图%’.<6#%"表!’,BJ#!)$

7#讨论

7!&8和7"&+期转换为细胞周期调控的重要调节

点’肿瘤细胞可顺利通过这两个调节点’造成细胞周期

失控’细胞群体处于_XQ合成活跃的8期’而分化正常

的细胞群体则主要处于_XQ合成静止的7&&7! 期*’+$
在我们的实验中’!&9;H&-!’"%二羟基维生素_$ 作用

下’肺腺癌Q%’5细胞的生长"C后即有明显抑制’细胞

被阻滞于7! 期’8期细胞数明显减少’从而造成7&"
7! 期细胞堆积’促进细胞分化或凋亡$

,$’%!,肿瘤防治杂志"&&%年!&月第!"卷第"&期##3Z2XR3QX3IPWPI[,PIQ,’\GA;J?E"&&%’[;H#!"#X;#"&

  万方数据



表"#"，6K二羟基维生素%7 对肺腺癌FKJ]细胞周期及凋亡的影响（"QR#）

项目 对照组
!!"%二羟基维生素_$ 组

&#&!&9;H"- F值 &#!&9;H"- F值 !&9;H"- F值

7! 期#̂ $ %5#0c"#’ *"#$c!#0 &#!"0 *’#0c"#! &#&"& 0$#"c$#& &#&&!
8期#̂ $ "*#’c"#! "’#0c!#/ &#"*% "$#5c!#$ &#&5& "!#!c!#0 &#&!/
7""+期#̂ $ !’#!c!#" !"#5c!#! &#!5! !!#’c!#/ &#&’0 %#0c!#$ &#&&!
凋亡率#̂ $ "#*c!#! $#0c!#$ &#"’’ ’#/c!#" &#&/% 0#"c!#/ &#&!%
3KGH<=_! &#0*"c&#!$0 &#*/’c&#"!$ &#%*! &#*$"c&#!/’ &#$&& &#"&0c&#&/" &#&&!
3_e’ &#*’"c&#!/0 &#%0*c&#!%$ &#*&% &#%’$c&#!"0 &#’!% &#!"5c&#&%" &#&&"

##注!F值为!!"%二羟维生素_$ 组与对照组比较"

;,<8"#G’’(0+-’"!6K#\S$6V&+%7-*1)->+?,*.,C-C+-5&5-’3/*1,.(*-0,)0&*-4,0(333&*(FKJ]#"QR#$

2A?9 3;=AE;H
!!"%#\Z$"[<A_$6E;FL

&#&!&9;H"- F>BHF? &#!&9;H"- F>BHF? !&9;H"- F>BHF?
7!L1B@?#̂ $ %5#0c"#’ *"#$c!#0 &#!"0 *’#0c"#! &#&"& 0$#"c$#& &#&&!
8L1B@?#̂ $ "*#’c"#! "’#0c!#/ &#"*% "$#5c!#$ &#&5& "!#!c!#0 &#&!/
7""+L1B@?#̂ $ !’#!c!#" !"#5c!#! &#!5! !!#’c!#/ &#&’0 %#0c!#$ &#&&!
QL;LA;@<@EBA?#̂ $ "#*c!#! $#0c!#$ &#"’’ ’#/c!#" &#&/% 0#"c!#/ &#&!%
3KGH<=_! &#0*"c&#!$0 &#*/’c&#"!$ &#%*! &#*$"c&#!/’ &#$&& &#"&0c&#&/" &#&&!
3_e’ &#*’"c&#!/0 &#%0*c&#!%$ &#*&% &#%’$c&#!"0 &#’!% &#!"5c&#&%" &#&&"

##2678%,1?F>BHF?<=C<GBA?@A1?C<DD?E?=G?J?AM??=A1?!!"%#\Z$"[<A_$6E;FLB=CA1?G;=AE;H6E;FL#

Q#对照组Q%’5细胞.B@阴性表达$)#!!"%二羟 基 维 生 素_$ 组 Q%’5

细胞.B@阳性表达"

图6#对照组及"，6K二羟基维生素%7 干预组FKJ]细胞

9,5的表达（LF#M@JAA）

Q%X?6BA<>??VLE?@@<;=;D.B@<=G;=AE;H6E;FLQ%’5G?HH@&)%W;@<A<>?

?VLE?@@<;=;D.B@<=!!"%#\Z$"[<A_$6E;FLQ%’5G?HH@#

9&186#GXC)(55&-*-’9,5&*FKJ]0(335<(+>((*+?(0-*+)-3

1)-/C,*."!6K#\S$6V&+%71)-/C#LF#M@JAA$

Q#对照组 Q%’5细 胞JGH("强 阳 性 表 达$)#!!"%二 羟 基 维 生 素 _$组

Q%’5细胞JGH("弱阳性表达"

图7#对照组及"，6K二羟基维生素%7 干预组FKJ]细胞

<03!6的表达（LF#M@JAA）

Q%8AE;=6HKL;@<A<>??VLE?@@<;=;DJGH("<=G;=AE;H6E;FLQ%’5G?HH@&)%-;M(

6EBC?L;@<A<>??VLE?@@<;=;DJGH("<=!!"%#\Z$"[<A_$6E;FLQ%’5G?HH@#

9&187#GXC)(55&-*-’<03!6&*FKJ]0(335<(+>((*+?(

0-*+)-31)-/C,*."!6K#\S$6V&+%71)-/C#LF#M@JAA$
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Q!&4&!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$ 干 预 组&)!&4!&9;H"-!#"%
$\Z%"[<A_$ 干预组&3!!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$ 干预组’

图J#"，6K二羟基维生素%7 作用下FKJ]细胞

0I03&*%"基因表达量

Q!7E;FLBDA?EAE?BA9?=A;D&4&!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$&)!7E;FL

BDA?EAE?BA9?=A;D&4!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$&3!7E;FLBDA?EAE?BA(

9?=A;D!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$#

9&18J#G’’(0+-’"#6K$\S%6V&+%7-*+?((XC)(55&-*-’

0I03&*%"1(*(-’FKJ]0(335

Q!&4&!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$ 干 预 组&)!&4!&9;H"-!#"%
$\Z%"[<A_$ 干预组&3!!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$ 干预组’

图K"，6K二羟基维生素%7 作用下FKJ]细胞M%̂J基因表达量

Q!7E;FLBDA?EAE?BA9?=A;D&4&!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$&)!7E;FL

BDA?EAE?BA9?=A;D&4!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$&3!7E;FLBDA?EAE?BA(

9?=A;D!&9;H"-!#"%$\Z%"[<A_$#

9&18K#G’’(0+-’"#6K$\S%6V&+%7-*+?((XC)(55&-*-’

M%̂ J1(*(-’FKJ]0(335

##GKGH<=_!’3_e’复合物在细胞7!"8期转换过

程中 发 挥 重 要 作 用&可 使 磷 蛋 白LPJ的 8?E*&!和

8?E00$发生磷酸化而释放其结合的转录因子I".#从

而促进相关基 因 的 转 录#推 动 细 胞 周 期 由 7! 进 入8
期(%)*我们通过P,(W3P证 实#!&9;H"-!#"%二 羟

基维生素_$ 干预可明显下调肺腺癌Q%’5细胞的GK(
GH<=_!+3_e’表达量#使细胞阻滞于7& 期*而!#"%
二羟基维 生 素_$ 下 调GKGH<=_!+3_e’表 达 量 的 机

制尚不清楚*有学者报道#与维生素_能够诱导3_e
的抑制蛋白L!*+L"!和L"0升高有关(*)*

!#"%二羟基维生素_$ 可促进细胞凋亡(!)*我们

通过 ZI染色观察到#部分Q%’5细胞出现胞质凝缩+

核固缩及染色质凝集表现#同时利用流式细胞仪检测

到代表凋亡的亚7! 峰的细胞#且其 促 凋 亡 作 用 随!#

"%二羟基维生素_$ 浓度升高而加强#!&9;H"-浓度

时其促凋亡作用最为明显*
目前认为#哺乳动物的细胞凋亡主要由两条通路

构成*一条通 路 称 为 死 亡 受 体 通 路#由 死 亡 配 体$如

.B@-%与对应的死亡受体$如.B@%结合后启动#导致其

受体三 聚 化#激 活 胞 内 大 量GB@LB@?酶#放 大 死 亡 信

号#造成细胞凋亡($)*肿瘤细胞.B@低表达#使其凋亡

受到抑制*在我们的实验中#Q%’5细胞.B@低表达#
在!#"%二羟基维生素_$ 作用’/1后.B@表达量明

显增加#可能为其促进凋亡的机制之一*另一通路称

为线粒体通路#JGH("蛋 白 家 族 在 其 中 起 了 主 要 作 用*

JGH("主要功能就是直接抑制线粒体膜的渗透性#从而

减少促凋亡因子的释放#进而发挥抗凋亡作用(0)*肿

瘤细胞JGH("异常表达使其凋亡受到抑制#Q%’5细胞

也观察到JGH("的 表 达#且!#"%二 羟 基 维 生 素_$ 的

作用使JGH("的 表 达 明 显 减 弱#从 而 增 加 了 线 粒 体 膜

的渗透性#促凋亡因子大量释放#促进细胞的凋亡*
由此可见#!#"%二 羟 基 维 生 素_$ 能 抑 制 肺 腺 癌

Q%’5细胞增生#调控细胞周期#促进细胞凋亡#可望在

临床抗肺腺癌治疗中发挥重要作用*
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