
3　讨论

　　肠道是白色念珠菌感染 、播散的中心器官 , 而白色念珠菌
对肠粘膜的粘附和定植是感染和播散的重要生态学因素[1 ～ 3] 。

可见白色念珠菌感染播散机理的明确阐明有待于定植生态学

基础研究的深入。为此我们首先对正常小鼠肠道白色念珠菌

携带状况进行了调查 ,肠道真菌培养和电镜扫描检查结果均未
发现有白色念珠菌粘附与定植 ,与文献[ 4] 报道一致 ,表明在正

常生理状态下 ,实验所用健康昆明种小鼠肠道无白色念珠菌定
植 ,即白色念珠菌不是鼠体内的常居菌。为使白色念珠菌在小

鼠肠道定植成为内源性菌而存活一段时间 , 我们先喂养成年小
鼠白色念珠菌 3 d , 再用60Co γ射线作不同剂量全身照射。辐照

后第1 、3、5、7、9天肠道白色念珠菌培养结果表明:各实验组均
有白色念珠菌存在 , 且正处于增殖状态。肠道组织切片 HE、

PAS 及扫描电镜(SEM)都同样证实了这一现象存在 , 尤其是电
镜扫描更形象地展示了大量的白色念珠菌粘附于肠粘膜。 裂

区统计分析显示各小鼠间白色念珠菌定植无显著性异(P >
0.05), 认为本实验所采用的接种方法确保了小鼠间白色念珠

菌的稳定定植。

　　生理状态下 ,肠道微生态之间 、肠粘膜粘液层 、肠上皮细胞
及细胞间的紧密连接 、上皮下基底膜及肠淋巴组织等共同构成

肠道特有的抗感染屏障 ,一般不发生肠源性感染。γ射线辐射
导致肠道机械屏障的损害 、全小肠上皮内淋巴细胞数量减少和

功能降低所造成的肠粘膜免疫功能的下降可能为白色念珠菌

肠源性感染的发生提供了条件[ 5 、6] 。本实验观察到两辐射照组

白色念珠菌肠道定植量随辐射后时点的延长和辐照剂量的增

大而增多 , 而对照组却减少(P<0.01)。可见 , 60Co γ射线全身
一次性照射削弱了小鼠对抗白色念珠菌肠道定植的能力 ,促进

了白色念珠菌肠道粘附与定植。但具体机制有待深入探讨。
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奥曲肽对 SGC-7901细胞中 Bcl-2和 Bax基因的调控作用

Regulatory effects of octreotide on expressions of Bcl-2 and Bax genes in SGC-7901 cells

唐卓斌 ,刘为纹　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 ,重庆 400038)

　　我们以前研究发现奥曲肽可诱导人胃癌细胞株 SGC-7901
细胞凋亡 ,但其作用机制目前国内外未见报道。为此 , 我们就

奥曲肽对SGC-7901细胞中 Bcl-2 和 Bax基因的调控作用进行了

研究。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器
　　奥曲肽由瑞士Sandoz 药厂惠赠 ,人胃癌细胞株 SGC-7901 由
本科培养 , 逆转录试剂盒 Asccess RT-PCR System(A1250)购自

Promega公司 , TripureTM Isolation Reagent kit购自德国宝灵曼公

司 , 2400 型PCR循环仪为美国 Perkin-Elmer公司产品 , 紫外线凝
胶成像系统为美国 Bio-Rad 公司产品。

1.2　方法
1.2.1　RT-PCR检测 Bax 和 Bcl-2 mRNA 表达　　选择对数生
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长期SGC-7901细胞 , 以 4.5×108 个 L浓度接种于 6 孔培养板

中 ,每孔 1.5 ml , 待其生长至对数生长期 , 每孔加入终浓度为

1×10 -7 mol L的奥曲肽 ,继续无血清培养 6 、12 、24、48 h 后提取

RNA ,按宝灵曼 RNA 提取试剂盒说明书操作 , 设未处理的胃癌

细胞为空白对照。采用25μl逆转录反应体积 , 内含 RNA模板

2 μl、5×Buffer 5μl、dNTP 0.5μl、MgSO4 1 μl、Bax、Bcl-2、GAPDH 引

物各1.5μl、Tfl酶0.5μl、AMV酶 0.5 μl , 用水补至 25μl , 2400 型

PCR仪扩增反应参数为:48 ℃ 45 min※94 ℃ 2 min※94 ℃ 30 s ,

60 ℃ 40 s , 68 ℃ 1 min(35 cycles)※68 ℃ 7 min。 PCR扩增产物

在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳。

1.2.2　流式细胞仪检测 Bax和 Bcl-2蛋白表达　　消化收集经

1×10 -7 mol L奥曲肽作用 12 h 后的 SGC-7901细胞 , PBS 清洗两

次 ,加入 1∶100稀释的一抗 100 μl , 在 37℃恒温水浴中温育 30

min , PBS 洗 2 次 , 然后加入 1∶20 稀释的 FITC 标记的二抗 100

μl , 37℃水浴 30 min , PBS 洗两次 , 离心去上清 , 除去未结合的多

余荧光抗体。加入 1.0 ml PBS , 经 200 目滤网过滤 , 上机检测。

测量数据及图形输入计算机 , 应用相应程序软件进行资料处

理 ,测定前以鸡血红细胞标准样品调整仪器的 CV 值在 5%以
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内。设未处理的胃癌细胞为空白对照。

1.2.3　流式细胞仪检测胃癌细胞凋亡　　消化收集经 1 ×
10 -7 mol L奥曲肽诱导 6、12 、24 h 后的胃癌细胞 , 细胞用 PBS 清

洗2 次 ,加入 70%冷乙醇固定 24 h 以上(4 ℃)。随后清洗细
胞 ,与含 0.1%RNA 酶的 PBS 缓冲液(pH 7.4)200 μl(含 4% Tri-

ton X-100)共同孵育(37 ℃)30 min。然后用碘丙锭(PI)400μl作
细胞 DNA 染色 , 暗处 15 min 或 4 ℃过夜。 200 目尼龙膜过滤。

应用流式仪细胞 FACS 420(美国 BD公司)检测 , 观察是否存在
凋亡细胞并测定其含量 ,设未处理的胃癌细胞为空白对照。 所

有资料均经 IysisⅡ软件收集 , 储存和分析。
1.2.4　统计学方法　　实验数据以  x ±s表示 , 组间比较行 t

检验。

2　结果

　　奥曲肽作用于 SGC-7901 细胞 6、12 、24 h , Bcl-2 mRNA 表达

呈递减趋势 , 48 h 后 Bcl-2 mRNA 表达无明显变化 , 见图 1;而

Bax mRNA表达则呈递增趋势 , 见图 2。
　　奥曲肽作用于 SGC-7901 细胞 12 h 时 , Bcl-2 蛋白表达显著

低于对照组(P<0.01),而 Bax蛋白表达则显著高于对照组(P

<0.05 及 P <0.01),见表 1。

图 1　奥曲肽对 SGC-7901细胞中 Bcl-2 mRNA表达的影响

图 2　奥曲肽对 SGC-7901细胞中 Bax mRNA表达的影响

表 1　奥曲肽对 SGC-7901细胞中 Bcl-2 、Bax蛋白表达的影响

Bcl-2蛋白 Bax蛋白
组别

阳性细胞数(%) 平均荧光强度 阳性细胞数(%) 平均荧光强度

对照组 64.2 ±5.8 3.59±0.13 66.13±4.96 3.46±0.22

奥曲肽组 33.93±3.62＊＊ 4.33±0.2 87.23±8.18＊＊ 4.58±0.43＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01与对照组相比

　　经奥曲肽处理的胃癌细胞 , 用流式细胞仪分析细胞 DNA

含量分布 ,显示典型的凋亡细胞群 , 即DNA含量明显低于 G1 期

的亚G1 期细胞时 , 其数量呈现奥曲肽作用时间依赖性增强 , 即

随奥曲肽处理时间延长 , 凋亡细胞数量显著增加。 见表 2、

图 3。

表 2　奥曲肽诱导胃癌细胞凋亡

凋亡细胞数(%)
组别

6 h 12 h 24 h

对照组 - 2.57±0.27 -

奥曲肽组(1×10-7mol L) 5.24±0.61 15.57±0.97# 19.23±1.16■

#:P<0.001与对照组相比;■:P<0.001与 6 h相比

A:对照组;B:奥曲肽组

图 3　奥曲肽诱导胃癌细胞凋亡的流式细胞仪检测结果

3　讨论

　　诱导细胞凋亡可能是某些药物杀伤肿瘤细胞的途径之一 ,

Bcl-2 和 Bax 是调控细胞凋亡的一对基因 , Bax是编码 Bcl-2 相关

蛋白 X 的基因 , Bax 蛋白与 Bcl-2 有 21%的同源性 , 具有对抗

Bcl-2 蛋白抑制细胞凋亡的作用[ 1] 。 Bcl-2 和 Bax 蛋白不仅仅限

于淋巴系 ,在非淋巴系组织中也均有表达[ 2 ,5] 。 我们以前研究

结果表明奥曲肽可通过诱导 SGC-7901 细胞凋亡 , 以抑制其生

长 ,但其抑癌机制尚不清楚。我们研究结果表明 , 奥曲肽可诱

导SGC-7901 细胞凋亡 ,并且呈现作用时间依赖性增强。奥曲肽

不仅可使SGC-7901细胞中的 Bax mRNA和蛋白表达增加 ,而且

还可使Bcl-2 mRNA 和蛋白表达显著减少。我们认为 ,奥曲肽有

可能通过上调 Bax基因和下调 Bcl-2 基因的 mRNA 和蛋白表达,

以诱导 SGC-7901细胞凋亡。这可能是奥曲肽抑癌机制之一 , 为

奥曲肽应用到临床治疗胃癌提供了新的思路和实验依据。
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乌三颗粒抗肺癌细胞的实验研究

Inhibitory effects of Wusan granule on lung carcinoma in vivo and in vitro
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　　以何首乌 、三七等研制而成的乌三颗粒于 2001 年获国家

药品监督管理局新药临床研究批准 , 本课题通过体内外试验 ,

观察了该方药对小鼠移植性 Lewis 肺癌的抑制和对人巨细胞肺

癌株(A-2)3H-TdR 掺入的影响 , 同时观察了对植物血凝素
(PHA)诱导小鼠淋巴细胞转化作用的影响 ,以探讨该方药对肺

癌的抑制作用以及对免疫功能的调整作用 ,结果报告如下。

1　实验材料及方法

1.1　体内抑瘤实验
　　Lewis 肺癌瘤株 , 由四川省抗菌素工业研究所药理研究室

提供 。乌三颗粒 ,由重庆华森制药有限公司提供。 C57 6 纯种

小鼠50只 , 体重(20±2)g ,由华西医科大学实验动物中心提供 ,

分为肿瘤模型组 , 5-氟脲嘧啶(5-Fu)阳性药物组 , 中药高 、中 、低
剂量组 ,每组 10 只。每只 C57 6纯种小鼠右前腋皮下接种 Lewis

肺癌组织匀浆 0.2 ml。接种次日 ,阳性药物组腹腔注射5-Fu(25

mg kg),隔日 1 次 ,中药组按 16.2、8.1 、2.7 g kg的高 、中 、低剂量
等体积(0.4 ml 次)灌服;模型组予灌服等容积生理盐水。 10 d

后 ,脱颈处死动物 , 剥离肿瘤 ,计算肿瘤抑制率。

1.2　体外抑瘤实验
　　人巨细胞肺癌瘤株(A-2), 由北京医科大学北京市肿瘤研
究所提供。1640 培养基由美国 GIBCO 公司提供。 A-2 细胞培

养于含 20%小牛血清的 RPMI-1640 的培养液内。 采用对数生

长期细胞 ,稀释成 1×106个细胞 ml , 接种于 24 孔板中 , 分别按

表 2 ,分组加入测试药物 ,每个剂量复孔 , 重复 3次。

1.3　淋巴细胞转化实验
　　昆明种小鼠 50只 , 分为正常对照组 , 阳性药物组(鱼腥草

素片), 中药高 、中 、低剂量组 ,每组 10 只。连续给药8 d。前3 d
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同时每只小鼠肌肉注射 PHA 10 mg kg , 末次给药 24 h 后 , 由尾
静脉采血涂片观察 ,计算出 200 个淋巴细胞中母细胞及过渡态

细胞的百分率。

2　结果

2.1　对小鼠移植性 Lewis肺癌的抑制作用

　　实验结果显示 , 5-Fu 和中药组对小鼠体内 Lewis 肺癌均有

明显抑制作用 ,其中中药高 、中剂量组与肿瘤模型组比较其抑

瘤率达 40%～ 57%, 见表 1。

表 1　对小鼠体内 Lewis肺癌的抑制作用

组别 n 瘤重(g) 抑瘤率(%)

中药(16.2 g kg) 10 0.87±0.53 57.6＊

中药(8.1 g kg) 10 1.14±0.47 44.4＊

中药(2.7 g kg) 10 1.39±0.55 22.2

5-Fu(25 mg kg) 10 0.58±0.40 71.7＊＊

对照 10 2.05±0.61

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01与对照组比较

2.2　对体外人巨细胞肺癌株(A-2)
3
H-TdR掺入的影响

　　表 2 显示 , 5-Fu、长春新碱(VCR)、顺柏(DDP)及中药在

0.5～ 8 mg ml均可明显抑制人巨细胞肺癌株(A-2)3H-TdR掺入

含量 ,与对照组比较有显著差异(P <0.01)。

表 2　对人巨细胞肺癌株3H-TdR掺入的影响

组别 n cpm 相当率(%)
对照 6 6 326.17±337.19 100

5-Fu(24μg ml) 6 3 805.83±777.98 60.2＊＊

VCR(0.5μg ml) 6 4 161.67±840.00 65.8＊＊

DDP(5μg ml) 6 2 149.67±356.30 34.0＊＊

中药(0.5 mg ml) 6 2 797.33±823.59 43.2＊＊

中药(1 mg ml) 6 2 812.17±454.53 44.5＊＊

中药(4 mg ml) 6 954.00±50.42 15.1＊＊

中药(8 mg ml) 6 260.67±99.12 4.1＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 与对照组比较
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