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LAMS对肝癌细胞株Bcl-2、BaX基因蛋白的影响 
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【摘 娶】目的：研究L s对肝癌细胞株的Bel-2、BaXt因蛋白影响。方法：用M-rr~测定不 

殖的抑制作用；用TUN'EL法和免疫组化法测定不同抑制程度下凋亡细胞量和Bcl-2 B觚基因蛋白的变化．蛄果：t AMS浓 度 

与肝癌细胞增殖的抑制程度、捅亡细胞数．Bcl-2基因蛋白表达减少及Ba)(基因蛋白表达增加呈正相关．蛄论：LArdS可通过 

影ljiJBcl-2．BaX基因蛋白的表达促使肝癌细胞捅亡。 
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E仟ects of LAMS on Bcl-2、BaX gene protein of Iiver cancer celIs 
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【Abstract】 Objective：To studythe effects ofLAMS onBc1．2、BaXgene proteinofliverca／leer cells．Methods： 

MTT was used to determine the inhibiting action of the different concentrations of LAMS on liver carIcer cells． 

TUNEL method was used to determine the percentage of apoptosls cells．Immunohistochernical stzinings were 

used to analyse the changes of Bcl一2、BaX gene protein~esults：With the increase of LAMS concentration，the 

inhibiting effects on multiplication ofliver csncel"cells were decreased and the humber of apoptosis cells wea'~ 

increased，the expression of Bcl-2 gene protein was decreased and the expression of BaX gene promin was 

increased．Conclusion：LAMS can influence the expression ofBcl一2、BaX gene protein ofliver p．~gJlcer cells 
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细胞凋亡受到许多基因调控，Bcl·2、BaX是其 

中重要的一对调控基因 Bcl·2为抗凋亡基因，可 

阻止各种刺激导致的细胞凋亡。BaX为Bcl·2相关x 

基因，能促进各种因素导致的细胞凋亡，并抑制 

B~1-2的作用。细胞胞浆中的该两种基因蛋白含量间 

接反应出它们的表达程度。本文在昆布多糖硫酸酯 

(Laminarin sulphate，LAMS)使肝癌细胞增殖处于 

不同抑制状态下，检测相应Bcl·2、BaX基因蛋白含 

置变化及凋亡细胞量。以探讨LAMS对肝癌细胞Bcl 
·2、BaX基因蛋白的影响。 

l 材料与方法 

．I 实验细胞 

SMMC-7721．HepG2细胞株由奉室常规传代培养。 

．2 L^̂ 幅 

按文献[1】制各，多糖含量30*／,。使用前用I640培养液配 

作者介绍：量浦江 (1953． )，男，主管牧师 

主要研克方向：肿瘤免疫． 

成40ug／ml，0．22 m滤膜过滤。 

I 3 主要试剂 

Bcl一2、BaX鼠抗人单抗，美国s鲫衄c他∞公司产品。Bcl 
· 2，BaX免疫组化sP试剂盒，北京中山生物技术有限公司产 

品。TUNEUPOD)试剂盒，德国BoehtingerMannheim公司产 

品。 

1．4 LAMS对肝癌细胞株蜡殖抑制试验 

取对数生长期HepO2、SMMC．7721细雎以含10％新生小 

牛血清的1640培养液稀释成I X I~Iml，置96孔培养板每孔 

200 u I。37℃．5％COz培养24h。实验孔分别加4ou glml 

LAMS2uI．4uI，6uI，一式三份。再培：~24h。每孔吸弃 

上清液20 I，加5mg,'m[MTr~t20 I，继续培养24h。小心 

吸弃上清液200 1，加二甲亚砜200 I，震荡5rain．600rim 

测A值。 

I．5 凋亡细胞测定 

肝癌细胞前处理同LAMS对肝癌细胞Bcl-2、Ba)(基因蛋 

白影响，取出盖玻片按TUNEUPOD)试剂盒操作说明书进行 

细胞固定，标记．显色。中性树脂封片后，光镜四百倍放 

大，取染片上．中．下、左．右五个视野，连续记敷100+ 

细胞中，细胞核星棕黄色者所占数。计算均敷。 

I．6 LAMS,~肝癌细胞BcI-2，BaX基因蛋白影响 
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‘与对照孔比较P<0．05‘ 与对照孔比较P铷．01 

裹2 LAMs使肝癌细胞凋亡数 (x) 

+与对照孔比较P<O．0 

裹3 LAMS对肝癌细胞Bcl-2基园蛋白裹达的影响 
(积分指数) 

与其浓度成正比。 

2．2 LAMS对肝癌细胞凋亡效果，见表2． 

肝癌凋亡细胞数量随LAMS浓度增加面增多。 

2．3 LAMS对肝癌细胞Bcl-2、BaX基因蛋白的影响 

分别见表3、表4。随LAMS浓度增加，两种肝 

癌细胞胞浆中Bcl·2基因蛋白减少；BBX基因蛋白增 

加。显示LAMS对这两种基因蛋白的影响力度与其 

浓度相关。 

细胞株 对照孔
20 40 

坠!!1 
60 

讨 论 

·与对照孔比较P<0．05“与对照孔比较P<0．0 

袭4 LAMs对肝癌细胞BaX基因蛋白表达的影响 
(积分指数) 

‘与对照孔比较P铷05”与对照孔比较P<0．01 

以古l0％新生小牛血清的1640培养液将HepG2、SMMC- 

7721细胞稀释成1 X 10~／ml，置内放盖玻片的6孔培养板，每 

孔2000 I、37℃、5％C02培养24h。分别加 40 u ml的 

LAMS加 I、40 u1，60 i。继续培a~J4h 取出盖玻片，按 

Bcl-2、Bax免疫组化试剂盒操作说明书进行染色、圈定。 

结果判断 400倍放大视野下，Bcl-2、Bax．~因蛋白表达 

阳性的细胞胞浆中可见棕黄色颗粒或不规则块状物。计数染 

片的上、中 下、左、右五区域各lO0／ff细胞，求出平均阳 

性百分率。反应强度根据细胞胞浆中擦黄色颗粒或不规则块 

状物量及颜色深度分为强阳性 (+++)、阳性 (++)、弱阳 

性 (+)及阴性 (-)四级，分别计数为3，2，1及0分。求积 

分撇 (积分指数=阳性细胞百分率X强度计分)。 

2 结 果 

2．1 LAMS对肝癌细胞增殖的抑制程度，见表1 

随LAMS浓度增加，实验孔的光密度 (OD)降 

低。说明LAMS对该两株肝癌细胞增殖的抑制程度 

LAMS是一具有多种生物功能的多糖酯。有文 

献 报导体内、外实验证实LAMS具有抑制肿瘤细 

胞增殖的作用，但其分子机制未见报道。作者在不 

同剂量LAMS造成的肝癌细胞增殖抑制状态下，检 

测其凋亡细胞数量变化，Bcl·2、BaX基因蛋白表达 

变化。探讨LAMS调控肝癌细胞Bcl-2、Bn)(基因表 

达与促使其凋亡及抑制其增殖的关系。 

Bcl·2是抗凋亡基因，且与肿瘤的发展密切相关 

。 它通过其转录产物Bcl·2基因蛋白，参与细胞内 

抗氧化作用和抑制钙离子跨膜运动而调控细胞凋亡 
”

。 BaX是Bcl·2的相关x基因，它通过与Bel-2形成 

异二聚体而发挥其抑制作用 。肿瘤细胞的永生性 

与Bcl·2基因过度表达，BaX基因表述下调有关。逆 

向调控肿瘤细胞该组基因的表达是促使其凋亡的重 

要途径。 

本实验显示LAMS可导致两株肝癌细胞Bd-2基 

因蛋白表达减少、BaX基因蛋白表达增加，且变化 

程度随LAMS剂量增加而加大，与此同时两株肝癌 

细胞株凋亡细胞数量增加，增殖受抑制程度加大。 

说明LAMS使该两株肝癌细胞凋亡和增殖受抑制与 

逆向调控其Bcl-2 BaX基因表达有关。 
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害，尤其是来自于纹状体内的逆行性6-OHDA细胞 

毒性，也可以损伤多巴胺能神经元。提示除黑质之 

外，纹状体区损伤可以作为PD的动物模型原发病变 

部位。 

6-01-1DA与多巴胺竞争摄取位点，可以产生氧 

自由基，造成线粒休呼吸链NADH脱氢酶，细胞色 

素C氧化酶的阻滞，引起细胞凋亡或坏死，国内有 

人在6-OHDA注射造成的PD模型中发现DA能神经 

元缺失后，才有胶质细胞增生，所以6一OHDA动物 

模型的病理特点与人类PD病理相似。 

6-OHDA注入动物，c脑一侧纹状体通路中，能 

造成注射侧纹状体区内多巴胺丧失 及D：受体超 

敏 。本实验发现，在黑质致密部组PD动物模型 

鼠，黑质多巴胺神经元缺失只有达90％以上时阿扑 

吗啡才可诱导旋转行为出现，而在黑质旁部和纹状 

体部组PD鼠未能引出其旋转行为，说明阿扑吗啡诱 

导的旋转行为与黑质多巴胺细胞损害程度有关。苯 

丙胺诱导的旋转行为在各种损伤程度的PD鼠均出 

现，表明苯丙胺诱导旋转行为的产生与黑质多巴胺 

损伤程度关系不明显，只要黑质多巴胺神经元缺失 

50％以上时既可产生。实验结果显示黑质致密部组 

PD动物模型鼠的黑质多巴胺神经元缺失达96％，阿 

扑吗啡与苯丙胺诱导的旋转行为均为阳性，相当重 

度损伤模型 黑质致密体旁部组PD模型鼠的黑质多 

巴胺神经元缺失达84％，苯丙胺诱导的旋转行为阳 

性，相当中度损伤模型。纹状休区组PD模型鼠的黑 

质多巴胺神经元缺失达62％，苯丙胺诱导的旋转行 

为阳性，相当轻度损伤模型。 

应用6-OHDA不同部位及剂量的注射，可以建 

立不同程度损伤的帕金森病动物模型鼠，为帕金森 

病的药物及毒性机制研究提供了条件。且为黑质细 

胞，转基因细胞移植治疗及研究黑质纹状体系统在 

接受促生长因子及神经保护介质治疗后，其神经元 

再生和功能恢复提供了实验模型。 
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