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丁酸钠诱导人脑胶质瘤细胞系 SHG一44凋亡的初步探讨 

詹 彦 ，支兴刚 

(重庆医科大学I临床学院神经外科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：研究短链脂肪酸盐丁酸钠对培养人脑胶质瘤细胞系SHG一44的增殖抑制和凋亡诱导。方法：通过细胞体外 

培养的方法，以2mmol／L和 4mmol／L丁酸钠处理 SHG一44细胞，用 MTT比色试验和PCNA免疫组化染色观察细胞增殖，电 

子显微镜、线粒体跨膜电位(Aq．n~检测以鉴定细胞凋亡。结果：①SHG一44细胞增殖受到明显抑制，PCNA表达减弱；② 

4mmol／L丁酸钠明显诱导 SHG一44细胞凋亡，电镜下可见细胞膜内陷自行分割包裹碎裂的核片段和部分胞浆，脱离细胞主 

体，形成凋亡小体；罗丹明 123染色示凋亡细胞／Xq~n下降。结论：丁酸钠能抑制人脑胶质瘤 SHG一44细胞的增殖，4mmol／L 

丁酸钠能诱导SHG一44细胞发生线粒体途径凋亡。 
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Effects of sodium butyrate on the growth and 

apoptosis of human glioma cell line SHG 一44 

H4『、f n．et al 

(Department ofNeurosurgery，College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of sodium butyrate，the mat important short chain fatty acids，on growth suppression 

and apoptosis of SHG一44 glioma cell line．Methods：Human glioma SHG一44 cells were treated with 2 mmol／L and 4 mmol／L sodi— 

um butyrate．The inhibition of cell growth was assessed by MTT spectropotometric analysis and immunohistochemisty methods．The 

apoptmis was observed by reverted microscope and transmission electron mi croscope．And mi tochondrial transmembrane potential Was 

detected by rhodamine 123 dyeing，which confirmed that SHG一44 cells suffered a mitochondrial path apoptosis．Results：Sodium  bu— 

tyrate treatment resulted in significant inhibition of cell growth，with proliferating cell nuclear antigen expression weakened．Further— 

more，4 mmol／L sodium  butyrate could induce the SHG一44 cells apopt~is．It Was proved that cellular membrane shrunk，vacuoles ex— 

isted in plasm，and apoptmis bodies occurred by morphologic observation．In addition，the Aq,m Was decreased in apoptosis cells after 4 

mmol／L sodium  butyrate treatm ent．Conclusion：These results indicate，in malignant glioma SHG一44 cells，sodium butyrate could not 

only suppress cell growth，but also induce apoptmis by a mi tochondrial path． 

【Key words】Butyrate；Glioma；Apoptmis 

肿瘤研究的资料显示，与肿瘤细胞的恶性增殖 

和分化受阻一样，细胞凋亡异常在许多肿瘤的发生 

都具有重要意义。由于抗凋亡信号的增加或／和促 

凋亡信号的降低，加之癌基因活性的增强或／和抗癌 

基因的丢失，肿瘤细胞周期调控往往失控，恶性增 

殖，凋亡受阻。因此，选择性的抑制肿瘤细胞增殖和 

诱导肿瘤细胞凋亡成为了目前肿瘤治疗的基本策略 

之一。本实验采用体外细胞培养的方法，就丁酸钠 

对人脑胶质瘤 SHG一44细胞增殖和凋亡的影响进 

作者介绍：詹 彦(1978一 )，男，硕士，住院医师， 

主要研究方向：脑肿瘤治疗。 

行了初步探讨。 

1 材料和方法 

1．1 细胞培养 

人脑恶性星形胶质瘤细胞系 SHG一44细胞(122代)引 

自苏州大学附属第二医院脑肿瘤研究室。细胞用含 10％小 

牛血清 RPMI 1640培养液(Hyclone，美国)，另添加抗生素 

(1o0u 青霉素、100u 链霉素)，置于37℃、5％COe饱 

和湿度的培养箱培养。2·3天换新鲜培养液，4～5天或按 

照实验需要消化传代。传代前用0．12％胰酶消化。 

1．2 药物处理 
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丁酸钠(上海化学试剂有限公司)用 10 mmol／L的 PBS 

配制成 50mmol／L浓度溶液，调整 pH值至 7．2，高压灭菌后 

4℃冰箱中储存。SHG一44细胞分处理组和对照组，传代时 

在培养液中分别同时加入丁酸钠和等体积的PBS，丁酸钠终 

浓度分别为2 mmol／L或4 mmol／L，PBS为对照。 

1．3 生长曲线 

采用 M1vr比色法。指数期生长的SHG一44细胞以 1 

×10 密度接种子 96孑L培养板。每 24 h取一板，吸弃培养 

液后每孑L加入不含血清培养液 200t~l，并加入 5mg／ml MTT 

(Sigma，美国)20t~l，继续培养 4h后吸弃上清液，每孑L加入二 

甲基亚砜 150t~l，待结晶物充分溶解，选择 450nm波长，以二 

甲基亚砜为空白对照，在自动酶联免疫检测仪(BIO—RAD， 

美国)上测定各孑L光吸收值。 

1．4 免疫组化染色 

取指数生长期细胞，接种于预先覆有盖玻片的6孑L培养 

板中，药物处理 96h后取出盖玻片，PBS洗涤两次，95％乙醇 

固定 30rnin，自然晾干后常规免疫组化染色(S—P法)，DAB 

(二氨基联苯胺)显色。S—P试剂盒以及即用型鼠抗人增殖 

细胞核抗原(PCNA)均为福州迈新生物技术开发公司产品。 

1．5 凋亡细胞的形态学观察 

在倒置显微镜下分别观察比较对照组和处理组细胞，并 

收集药物处理 96h后的细胞，PBS洗涤后经 4％戊二醛预固 

定和 1％四氧化锇后固定，按透射电镜标本常规脱水、包埋、 

切片、染色后在电子显微镜镜(日立 H一600，日本)下观察。 

1．6 线粒体荧光探针流式术检测细胞凋亡 

药物处理 96h后，收集细胞 1×10。个，PBS离心洗涤两 

次，悬浮于 0．5mlPBS中，加入 Rho123染液(Sigma，美国)， 

终浓度为 10 mg／L，37℃避光孵育 45min。PBS洗去 Rho123 

染料后，将细胞悬液与等体积 PI染液混合均匀，37℃孵育 

15min。放人流式细胞仪(Becton—Dickinson，美国)样品室， 

激发波长488nm测定，Modfit LT2．0软件分析。 

1．7 统计分析 

记量资料用均值 ±标准差(Ir±S)表示。流式细胞仪检 

测结果采用方差分析之多个样本均数间 q检验(Newman— 

KeuIs法)，免疫组化染色分析采用成组设计的两样本均数 t 

检验。检验水平 a取 0．05，P≤0．05时，认为有显著差异 

2 结 果 

2．1 丁酸钠对 SHG一44细胞的增殖抑制 

M1vr比色试验是一种检测细胞生长 的方法。 

活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使 M1vr还原为 

难溶性的蓝紫色结晶物并沉淀在细胞中，二 甲基亚 

砜能溶解这些结晶，用酶联免疫检测仪测定其光吸 

收值高低，可以间接的反映活细胞数量的多少。以 

时间为横轴，光吸收值为纵轴绘制细胞生长曲线，可 

见 SHG一44细胞经丁酸钠处理后增殖速度显著减 

慢(如图 1)。 

0 24 48 72 96 120 

药物处理时间 (h) 

图 1 丁酸钠对 SHG一44细胞增殖的影响 

2．2 PCNA免疫组化染色 

PCNA蛋白定位于胞核，DAB染色呈棕黄色： 

本研 究 中，对 照 组 细 胞 PCNA 表 达 呈 强 阳 性， 

2mmol／L丁酸钠作用 96h后，PCNA表达减弱 (如 

图 2)。经医学图像分析管理系统测定分析 ，对照组 

和处理组的平均光密度分别为 0．7l±0．10和 0．19 

±0．70，有显著差异(P<0．05)。 

2．3 凋亡细胞形态学观察 

在倒置显微镜下 ，除了观察到 SHG一44细胞贴 

l。 i餐 

图2 丁酸钠对 SHG一44细胞 PCNA表达的影响 

①对照组 PCNA表达(96h，S—px 400)；②处理组 PCNA表达(96h，S—px 400) 
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壁变明显 ，胞体显著增大 ，细胞突起增多呈星形等分 

化表现外，在 4mmol／L丁酸钠组还观察到：部分细 

胞膜皱缩 ，胞浆 中出现空泡 ，细胞表面凸起呈小 泡 

状，并有小泡脱离细胞主体 ，悬浮于培养液中；细胞 

核密度增高 ，并出现颗粒样物质。 

在电子显微镜下 ，4 mmol／L丁酸钠组的许多细 

胞核中染色质凝集 ，细胞皱缩 ，胞浆出现空泡变性 ， 

部分胞浆脱落，呈现凋亡早期图像 ；并有细胞膜内陷 

自行分割包裹碎裂的核片段和部分胞浆 ，脱离细胞 

主体 ，形成凋亡小体，同时，细胞膜结构却仍然完整。 

而在 2mmol／L组则鲜有以上表现。 

2．4 细胞流式术检测细胞凋亡 

SHG一44细胞以 PI和 Rho123双重染色 ，其中 

PI为膜非通透性核酸染料 ，活细胞拒染；而 Rho123 

是亲脂性阳离子染料，由线粒体特异性吸收，其摄取 

量与线粒体跨膜电位(Mitochondrial transmembrane 

potential，△‘j】m)呈正相关。经 流式细胞 仪检测分 

析，可见 3个细胞亚群，即呈现完整细胞膜和稳态 

△tI】m的活细胞(PI—Ph0123 )；细胞膜完整但线粒 

体／Xq,m下降的凋亡细胞(PI—Pho123一)；以及细胞 

膜 和 线 粒 体 △‘j】m 均 受 损 的 坏 死 细 胞 (PI 

Pho123一)。 

经丁酸钠处理 96h后，2mrml／L丁酸钠组有 2． 

92％SHG一44细胞发生凋亡 ；而经过 4mmol／L丁酸 

钠诱导，25．05％的 SHG一44细胞发生了凋亡 ；在对 

照组则有 1．50％自发凋亡(见表 1)。显然 ，4retool／ 

L丁酸钠能明显诱导人脑胶质瘤 SHG一44细胞线 

粒体△tI】m下降，从而发生细胞凋亡。 

表 1 流式细胞仪检测丁酸钠诱导的 

SHG一44细胞凋亡(％) 

组 别 —PI—Ph
o 123 ~ P I P ho12 3- PI+

L
Pho123 

3 讨 论 

丁酸是食物中纤维成分在肠道菌丛的发酵作用 

下产生的短链脂肪酸，和乙酸、丙酸一起被认为是最 

主要的三种短链脂肪酸。我们在先前的研究中已经 

发现，2mmol／L丁酸钠能诱导 SHG一44细胞 由分 

化不良向分化良好发生明显演进_1 J。在本研究中， 

我们又发现丁酸钠对人脑胶质瘤细胞的凋亡诱导作 

用。虽然多种药物能诱导细胞凋亡，但由于丁酸是 

正常人体代谢产物，不良反应少，在动物实验中即使 

以高浓度给药也来发现可知的药物毒性 2，因而引 

起了广泛的关注。 

本研究采用丁酸钠对人脑胶质瘤 SHG一44细 

胞进行了持续处理 ，结果显示：SHG一44细胞的生 

长随丁酸钠浓度 的增加而减慢 ，免疫组化染色显示 

PCNA表达明显减弱。PCNA是一种 细胞周期蛋 

白，主要表达在 S期 ，作为 DNA聚合酶 的附属因 

子 ，促进 DNA聚合酶延伸 DNA，直接参与细胞增殖 

过程的 DNA复制 ，其表达反映了细胞的增殖活性。 

PCNA表达减弱从细胞周期蛋白水平证实了 SHG 
一

44细胞增殖抑制。这 和我们先前研究 中核仁组 

成区嗜银蛋白表达减弱和细胞周期阻滞是一致的： 

在本研究中，4mmol／L丁酸钠诱导 SHG一44 

细胞 96h后 ，25．05％的细胞发生了凋亡：在电子显 

微镜下可见典型的凋亡小体 ，从形态上证实丁酸钠 

诱导 SHG一44细胞发生凋亡。而在 PI和 Rho123 

双重染色后通过流式细胞仪检测到凋亡细胞所伴有 

的／Xq~m下降则显示了丁酸钠诱导SHG一44细胞凋 

亡的线粒体途径，或者说至少体现了线粒体功能紊 

乱在其中的重要性。 

△tI】m的维持 依赖于线 粒体膜 通透性转运 孑L 

(Mitochondrial permeability transition pore，MPT)， 

在生理情况下 ，MPT呈周期性开放，使线粒体外室 

的质子进入基质 ，从 而防止质子在外 室过度蓄积。 

丁酸钠使 MPT受到破坏 ，呈持续开放状态 ，产生 

△tI】m和呼吸链脱偶联 、GSH(还原型谷胱甘肽 )耗 

竭、基质 Ca2 外流以及线粒体膜问蛋白的释放等严 

重后果 ，这些 因素又进 一步 导致 MPT 的开放 和 

△ m的破坏 。MFI"的开放破坏了线粒体基质和外 

室之问的离子平衡 ，使线粒体基质处于高渗状态，后 

者导致线粒体容量失调，进而引起线粒体外膜的破 

坏。线粒体外膜的物理性损伤导致定位于线粒体外 

室的 Caspase活化物——细胞色素 C以及凋亡诱导 

因子 (Apoptosis—inducing factor，AIF)的释放：在 

ATP的参与下，细胞色素 c结合并活化凋亡活化因 

子一1和Caspase一9，活化的 Caspase一9作为始动 

Caspase则 进一步触 发 Caspase级联 放大 反应，而 

AIF可直接活化下游 Caspase，从而迅速导致凋亡的 

发生_3_3。 

关于细胞凋亡调控机制 ，目前研究发现细胞凋 

亡受一系列凋亡相关基因的调控 ，其中最重要的就 

是 Bcl一2基 因家族。Bcl一2基因家族 主要可分为 
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两类 ：以Bd一2、Bd—XL为代表的凋亡抑制基因和 

以 Bax、Bcl—XS为代表的凋亡诱导基因。研究认 

为，Bcl一2发挥抑制凋亡的作用必须通过与其同系 

物 Bax结合成异源二聚体 Bcl一2／Bax来实现。若 

异源二聚体 Bcl一2／Bax比例大于同源二聚体 Bax／ 

Bax，则细胞凋亡被抑制，反之细胞发生凋亡。Bcl一 

2表达的下调和 Bax表达的增高同样能导致细胞凋 

亡。另外 ，丁酸钠还能直接影响 Bcl—XL的表达。 

在只表达 Bcl_XL的间皮瘤 ，丁酸钠通过下调 Bcl— 

XL的表达同样诱导了凋亡的发生 4j。可见 ，Bcl一2 

基因家族和丁酸引起的肿瘤细胞凋亡密切相关。 

根据最新 的研究 表明[5--7]，Bcl一2的表 达和 

MPT的重要组分 PBR(Peripheral benzdiazepine re— 

cepter)的表达在时间上密切相关。Bcl一2和 Bcl— 

XL能够抑制MPT开放和维持zXq~n，进而阻止线粒 

体内细胞色素 C和 AIF的释放。Bcl—XL也能特 

异的结合细胞色素 c，从而降低胞浆内细胞色素 c 

的可利用性。相反，Bcl—XS则阻止 Bcl—XL和细 

胞色素 C的结合。我们认为，这可能就是丁酸钠通 

过 Bcl一2基因家族调控 SHG一44细胞发生线粒体 

途径凋亡的机理所在。 
一 个非常值得关注的问题是，对于肿瘤细胞，在 

经过丁酸钠的处理后到底是向成熟分化还是发生凋 

亡呢?比如，为什么2mrnol／L的丁酸钠更多的是诱 

导 SHG一44细胞分 ¨，而 4mmol／L的丁酸钠却 

是诱导细胞凋亡呢?对此 目前并没有明确的解释， 

有待进一步研究证实。 
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(上接第272页)中度贫血、消瘦体形、精神欠佳 、皮肤无色素 

沉着及黄染，胸颈部数枚蜘蛛痣，无瘀点瘀斑，颈腋腹股沟扪 

及多个蚕虫大小活动的肿大淋巴结，甲床、睑结膜、舌质苍 

白，肝大，右肋下 4cm，剑下 5cm，质中，脾达左侧腹股沟，超 

过正中线2cm，质硬无叩压痛、表面光滑。实验室检查肝功： 

白 22．7／，79．7g／L，其余正常。肾功、尿常规正常，血： 

W13C2 ．3×10 ／L RBC3．28×10l ／L PL1_71×10 ／L 

Hb82g／L。B超肝大，脾长径 29．8cm。免疫学检测 Kala— 

azar诊断试条 Dipshck法检测黑热病抗体阳性(为两条带，与 

阳性对照一致，图略)，骨髓涂片见红细胞内外均存在利一杜 

小体(图略)。 

2 治疗方案 

用葡萄糖酸锑钠(0．6克伎 )治疗两个疗程，其间间隔 7 

天。第一疗程 10天：1～10天，每日1支，第二疗程 7天：每 

日1支。用药过程中心电监护，观察心电图无异常。在第一 

疗程治疗过程中，患者仅感右下腹间隙性、痉挛性疼痛，可自 

行缓解。在第二疗程最后两天，腹痛加重，不能忍受，停药休 

息两天后缓解，最终完成治疗。治疗结束时复查：肝功白僻  

30，9／103，6g／L，肾功、尿常规正常，血图：WBC 4，3×10 ／L， 

RBC3，78× 1012／L
，PLT 71×10 ／L，Hb 106g／L。B超脾长 

3 讨 论 

黑热病是由利什曼原虫引起的慢性地方性传染病，在流 

行病学上大致分为三种不同类型，即人源型、犬源型、自然疫 

源型，分别以印度地中海盆地，中亚细亚荒漠内的黑热病为 

典型代表，我国由于包括平原，山丘、荒漠三种不同类型的地 

区，故三种不同类型的黑热病在国内都能见到。中华白岭作 

为主要传播媒介，四季散发，10岁以下儿童发病率高，成人 

少见。典型黑热病表现为长期不规则发热、消瘦、贫血、肝脾 

进行性肿大，全血细胞减少。但由于生态的变化、人口流动 

性增加，在不是疫区的地方出现病例，发病初期，症状不典 

型，如果认识不足，很容易漏诊和误诊。本例患者先后到过 

甘肃、新疆，以长期间隙发热、出汗、乏力等症状为突出症状， 

后来半年上述症状好转，随后多汗、乏力加重，不能坚持劳 

动。从发病到确诊共 13月，辗转多家医院，患者的临床表现 

和体征较典型，延误诊断的根本原因是认识不足。由于该病 

早期临床症状不典型，后期临床表现无特异性，表现错综复 

杂，加之近年社会人口流动性大，非疫区至疫区的机会增多， 

故对非疫区长期无明原因发热者，均应警惕该病。锑剂治疗 

期间可因毒作用导致严重后果，需密切监测。 
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