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要"目的
!

探讨双氢青蒿素对
NF>4,

表达的影响!及其对胆管癌患者癌细胞凋亡的诱导作用$方法
!

随机抽选
'*,*

年
%

月至
'*,&

年
,'

月保存的胆管癌细胞系
_\"-(-

!将其划分为对照组和观察组进行试验!分别采用常规培养和双氢青蒿素培养!并

就两组癌细胞的
NF>4,

表达情况及凋亡情况进行统计%比较和分析$

!

结果
!

统计学对比显示!观察组
N"M,4**,

%

N"M,4'*,

在

培养
,'

%

'&

%

&.<

的表达均明显高于对照组!组间差异均有统计学意义"

!

#

*/*+

#$

N"M,4**'

在
,'

%

'&<

的表达差异无统计学意

义"

!

$

*/*+

#!但在
&.<

时明显高于对照组!差异有统计学意义"

!

#

*/*+

#$并且在培养
%

%

,'

%

'&

%

&.

%

)'<

时的凋亡率均明显高

于对照组!差异存在统计学意义"

!

#

*/*+

#$结论
!

双氢青蒿素对
NF>4,

的表达具有明显的上调作用!且能够有效诱导胆管癌细

胞凋亡$
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胆管癌是胆管上皮细胞的发生成瘤性转变而形成的恶性

肿瘤#发病率相比其他肿瘤少见#但在东亚地区#尤其是泰国呈

高发趋势*胆管癌是肿瘤科临床上的一种危害严重的恶性肿

瘤(

,

)

*目前#临床上对胆管癌的发病原因尚不十分清楚#其临

床常见原因主要归结于胆管结石'胆管囊性扩张症'华支睾吸

虫以及原发性硬化性胆管炎等*它的症状表现复杂#主要有黄

疸'胆道出血'胆囊肿大'二便异常'胆道感染'肝脏损伤等

等(

'4(

)

*胆管癌在世界不同地区发病率有较大不同*胆管细胞

癌在原发性肝癌类型中占第二位#全世界范围来总体发病率约

为
,&/-R

#在日本为
+R

#在韩国釜山为
'*R

*虽然胆管癌生长

缓慢#且转移发生较晚#但由于大多数患者明确诊断时已是晚

期#已无法行根治性手术#化疗及放疗效果也不佳#因此胆管癌

的预后很差#治疗效果不理想*目前全世界在胆管癌发病分子

机制及治疗的研究方面尚无重要的进展*因此#寻求新的分子

治疗靶点从而改善胆管癌的治疗效果是相关研究的首要任务*

青蒿素是由我国学者'诺贝尔奖获得者屠呦呦带领的科研

团队从中草药植物青蒿中发现#并作为特效药被应用于疟疾的

治疗#效果显著*近年来#国内外研究发现#青蒿素及其衍生物

具有不少其他的药理活性#比如抗细菌脓毒症'放疗增敏'抗菌

增敏及抗肿瘤作用等#其中它表现出的抗肿瘤作用已受到广泛

关注*近年研究者们又合成出了许多青蒿素的衍生物#双氢青

蒿素$

$Y5

%则是其中之一#其拥有比青蒿素更好的活性*目

前双氢青蒿素在抗肿瘤方面机制的研究还没有重大的突破#主

要观点集中在其抗肿瘤机制与
$Y5

抗疟机制相似及其可促

进肿瘤细胞凋亡从而起到抗肿瘤的作用(

&4)

)

*另外有研究表

明#

$Y5

对癌症的抑制是通过铁传递蛋白受体
#D̀,

而实现

的(

.

)

#结合早前动物实验已经表明
#D̀,

最终会引起
NFM4,

的

变化从而影响细胞凋亡(

-

)

*

+

(.,'

+

国际检验医学杂志
'*,)

年
.

月第
(.

卷第
,%

期
!
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已有的研究还表明在胆管癌细胞中#抗凋亡蛋白
NF>4,

处

于高表达量的状态#表明
NF>4,

的表达失调与胆管癌的发生密

切相关(

,*

)

*这为临床在胆管癌的诊治研究上提供了新的思

路*在胆管癌细胞中
NF>4,

较正常细胞表达异常增高#胆管癌

的发生与
NF>4,

的表达失调密切相关*本研究则观察了
$Y5

对人胆管癌细胞
_\"-(-

是否有确切的诱导凋亡作用#探讨

$Y5

对
NFM4,

表达的影响以及
$Y5

诱导
_\"-(-

凋亡的

可能机制*

本文随机选择
'*,*

年
%

月至
'*,&

年
%

月以来#广州市海

珠区第一人民医院保存的胆管癌细胞系
_\"-(-

若干#将其进

行平均分组#对照组采用常规方法进行培养试验#观察组采用

双氢青蒿素进行培养试验#并对比'统计和分析两组细胞的

NF>4,

表达情况及凋亡情况*现将具体结果进行汇报*

@

!

材料与方法

@/@

!

材料
!

随机抽选
'*,*

年
%

月至
'*,&

年
%

月期间#广州

市海珠区第一人民医院保存的若干胆管癌细胞系
_\"-(-

*

将其平均分成对照组和观察组#均采用
,**a

"

CM

青链霉素
d

,*R

新生小牛血清
d !̀NK4,%&*

培养基进行细胞培养#并进

行细胞换液和传代*

@/A

!

方法

@/A/@

!

NF>4,

表达检测
!

采用实时荧光定量
!"̀

法对两组

_\"-(-

细胞在培养
,'

'

'&

'

&.<

的
NF>4,

表达情况进行检测*

@/A/A

!

癌细胞凋亡检测
!

采用台盼蓝染色法对两组
_\"-(-

细胞在培养
%

'

,'

'

'&

'

&.<

及
)'<

的凋亡情况进行细胞生物学

观察*

@/B

!

统计学处理
!

通过
H!HH,'/*

软件对两组
_\"-(-

细胞

的
NF>4,

表达及凋亡情况进行统计学分析#

NF>4,

表达水平的

比较采用
;

检验#凋亡率的比较采用
!

' 检验*

!

#

*/*+

#则有

统计学意义*

A

!

结
!!

果

A/@

!

两组
NF>4,

表达的情况分析
!

,'<

时#两组中的
N"M,4

**,

和
N"M,4'*,

表达均有明显升高#且观察组明显高于对照

组#差异有统计学意义$

!

#

*/*+

%#

N"M,4**'

均略有降低#但

差异无统计学意义$

!

$

*/*+

%&

'&<

时#两组中的
N"M,4**,

和
N"M,4'*,

表达均持续升高#观察组仍明显高于对照组#差

异有统计学意义$

!

#

*/*+

%#

N"M,4**'

均略有回升#但变化不

大#差异无统计学意义$

!

$

*/*+

%&

&.<

时#

N"M,4**,

和

N"M,4'*,

表达均下降#但观察组仍明显高于对照组#差异有

统计学意义$

!

#

*/*+

%#

N"M,4**'

均明显升高#且观察组明显

高于对照组$

!

#

*/*+

%#见表
,

*

表
,

!!

两组的
NF>4,

表达情况比较#

EUC

$

培养时间 检测项目 对照组 观察组
; !

*< N"M,4**, ,U*/, ,U*/, *

$

*/*+

N"M,4**' ,U*/, ,U*/, *

$

*/*+

N"M,4'*, ,U*/, ,U*/, *

$

*/*+

,'< N"M,4**, ,/+U*/' 'U*/, +/&))'

#

*/*+

N"M,4**' */.U*/, */-U*/' ,/*-++

$

*/*+

N"M,4'*, ,/%U*/, '/*U*/, %/-'.'

#

*/*+

'&< N"M,4**, '/'U*/' (/+U*/' ,,/'+.(

#

*/*+

N"M,4**' */-U*/, ,/,U*/' '/,-*-

$

*/*+

N"M,4'*, (/%U*/( &/%U*/( +/))(+

#

*/*+

&.< N"M,4**, 'U*/' (/,U*/, ,'/*&--

#

*/*+

N"M,4**' &U*/' +/&U*/, ,+/((%'

#

*/*+

N"M,4'*, (U*/, &U*/' ,)/('*+

#

*/*+

A/A

!

两组的癌细胞凋亡率比较
!

对照组在培养
%

'

,'

'

'&

'

&.

'

)'<

时的
_\"-(-

细胞凋亡率较低#且无明显改变#前后比差

异无统计学意义$

!

$

*/*+

%&观察组随时间的延长
_\"-(-

细

胞凋亡率持续上升#且明显高于对照组#组内及组间比较差异

均存在统计学意义$

!

#

*/*+

%#见表
'

*

表
'

!!

两组的癌细胞凋亡率比较#

R

$

培养

时间
对照组

观察组

,*

#

C6M '*

#

C6M &*

#

C6M .*

#

C6M

!

%< * * * * *

$

*/*+

,'< +/* ,*/* ,-/* ((/* +)/*

#

*/*+

'&< (/* ,./* &*/* +./* .&/*

#

*/*+

&.< ,/* ()/* +*/* ),/* -*/*

#

*/*+

)'< '/* &./* )+/* .'/* -%/*

#

*/*+

B

!

讨
!!

论

!!

近年来#随着人们生活方式和社会环境的不断变化#胆管

癌的发病率也越来越高#并呈现出逐年增长的趋势(

,,

)

*由于

胆管癌的确诊时间较晚#患者大多已经错过最佳治疗时机#无

法进行根治性手术治疗#且放疗'化疗的效果不理想#使得临床

上胆管癌治疗的预后效果较差(

,'

)

*因此#如何采用新的分子

治疗靶点提高胆管癌的治疗效果是临床治疗中的重要任务*

青蒿素#是由我国的学者从青蒿中提取发现的一种药物#多用

于治疗疟疾#并取得了理想的治疗效果*根据国内外多家医疗

研究机构证实#青蒿素具有抗菌增敏'放疗增敏'抗细菌脓毒

症'抗肿瘤等多种药理活性(

,(

)

*而双氢青蒿素#是一种常见的

青蒿素衍生物#它的活性较强#对红内期的疟原虫具有较强的

灭杀功能#且能够对人体肿瘤的生长起到较为明显的抑制作

用*近些年来#经过相关卫生医疗组织研究#双氢青蒿素对

NF>4,

具有靶向调控作用#具有抗癌的功效(

,&

)

*本研究显示#

采用双氢青蒿素作用胆管癌细胞
_\"-(-

后#其
NF>4,

基因转

录产物中的
N"M,4**,

和
N"M,4'*,

在
,'

!

'&<

的
C̀ P5

表

达呈明显上升趋势#

'&<

后开始下降#但在全过程中均明显高

于常规作用的细胞#组间比较存在明显差异$

!

#

*/*+

%*

N"M,4**'

在
,'

!

'&<

的
C̀ P5

表达无明显变化$

!

$

*/*+

%#但在
'&<

后激增#且明显高于常规作用细胞#组间差异

存在统计学意义$

!

#

*/*+

%*在
%

'

,'

'

'&

'

&.

'

)'<

时#

_\"-(-

细胞凋亡率呈持续上升趋势#最高到得了
-%/*R

#且各时间点

的凋亡率均明显高于常规作用细胞#组内及组间比较差异均具

有统计学意义$

!

#

*/*+

%*这就表明#双氢青蒿素能够有效上

调
NF>4,

的表达#从而促使
_\"-(-

细胞的凋亡#并且作用的

时间越长#其对癌细胞的抑制及凋亡作用越大*通过已有研

究#发现
NF>4,

在胆管癌细胞中有着明显的表达异常#这为通

过以
NF>4,

为靶点的进一步研究打下了坚实的基础*诱导

NF>4,

表达的细胞信号通路众多#从已有研究中发现
PT4

%

\

"

C1̀4'-@

"

NF>4,

及
$P5E;C;

:

8

"

NB>8

"

NF>4,

这两个细胞信号

途径与胆管癌凋亡发生有着密切的关系#这为胆管癌找出更有

效的胆管癌治疗方案奠定了基础*
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畸形精子症的治疗一般先药物治疗#多次无效可考虑辅助生殖

技术$

5̀ #

%治疗(

-

)

*可见#精子体内体外完成受精功能的前

提是有较好的正常精子形态和结构*本研究显示精浆锌水平

与各项精子形态学参数均无相关性$

!

$

*/*+

%#与有关报道一

致(

,%

)

*精浆锌主要来源于精液中的前列腺液#反映的是前列

腺功能#其检测主要用于前列腺炎和男性不育的体外诊断(

)

)

*

而前列腺炎中的白细胞可能对精子具有一定的损伤作用#对于

精浆锌是否影响精子质量#目前结论不一#由于精子是睾丸中

产生并在附睾储存#与前列腺并无直接关系#射精后#前列腺液

与精子及其他附属性腺分泌液一同排出体外#故前列腺液中的

锌对精子的成熟和形态结构是否有影响尚未可知*总之#精子

发生是一个复杂过程#其形态缺陷机制还有待进一步明确*
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