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生长抑素类似物诱导人胆管癌细胞株凋亡及对胞内游离钙的影响

陈　华 ,何振平 ,马宽生 ,王曙光　　(第三军医大学附属西南医院全军肝胆外科研究所 、西南肝胆外科医院 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨生长抑素类似物 SMS201-995(SMS)是否通过诱导人胆管癌细胞凋亡而抑制肿瘤生长 ,以及与细胞内游离

钙的关系。方法　采用人胆管癌细胞系 SK-ChA-1 ,应用 MMT 比色法 , Annexin V-FITC 技术及激光共聚焦显微镜技术等方法进行检

测和观察。结果　在 SMS 作用下 SK-ChA-1 细胞生长受抑制。 SMS 处理 SK-ChA-1细胞后 , Annexin V标记的凋亡细胞增多。细胞凋

亡的同时细胞内游离钙浓度升高。结论　SMS 可能通过诱导 SK-ChA-1 细胞[ Ca2+] i依赖性细胞凋亡 ,抑制胆管癌生长。
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Apoptosis of human cholangiocarcinoma cell line induced by somatostatin analogue and

its effect on intracellular free calcium in vitro
CHEN Hua , HE Zhen-ping , MA Kuan-sheng , WANG Shu-guang(Department of Hepatobiliary Surgery , Southwest Hospital , ThirdMiltary Medical University ,

Chonqing 430038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate whether apoptosis induced by somatostatin analogue(SMS201-995 , SMS)will inhibit the growth of human

cholangiocarcinoma and the relationship between apoptosis and intracellular free calcium in vitro.Methods　MMT assay , Annexin V-FITC and laser

scanning confocal microscopy were performed to identify the inhibitory effect of SMS on cell proliferation and the induction of apoptosis in human

cholangiocarcinoma SK-ChA-1 cells.Results　SMS significantly reduced the growth of SK-ChA-1 cells and increased the number of cells with an-

nexin V-labeling.Meanwhile the intracellular free calcium concentration was increased.Conclusion　SMS can inhibit the proliferation activity by

inducing the apoptosis mediated by increase of intracellular free calcium in SK-ChA-1 cell line.
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　　目前认为肿瘤的发生和发展是细胞增殖和凋亡异

常的结果[ 1] , 胆管癌的发生 、发展和浸润转移也与凋

亡密切相关
[ 2]
。Ca

2+
参与真核细胞跨膜信息传导 ,胞

内游离Ca2+作为第二信使 ,在肿瘤细胞凋亡过程中起

着关键作用 。我们应用探针 Fluo-3/Am并采用激光共

聚焦显微镜技术检测生长抑素类似物诱导人胆管癌细

胞系 SK-ChA-1凋亡过程中胞内 Ca
2+
浓度([ Ca

2+
] i)的

动态变化 ,以探讨生长抑素抑制胆管癌生长的机制 。

1　材料与方法

1.1　实验材料及细胞培养
　　胆管癌细胞株 SK-ChA-1 来源于低分化肝外胆管腺癌转移

性恶性腹水 ,由 Knuth A 教授惠赠。SMS201-995(SMS)由Suter 教

授惠赠。MMT购自 Sigma 公司。Fluo-3/Am , AnnexinV-FITC 试剂

盒购自晶美公司。细胞接种于 25 ml培养瓶中 , 用含 10%小牛

血清 DMEM /F12(V∶V , 1∶1)培养基 ,于 37 ℃, 5% CO2 , 湿度为

95%的 CO2 培养箱培养 , 2 ～ 3 d 更换 1 次培养液。 90%细胞融
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合时用 0.15%胰酶/0.05% EDTA(V∶V , 1∶3)消化传代。

1.2　观测项目
1.2.1　MTT比色分析法　　取对数生长期 SK-ChA-1 , 调整细

胞浓度至 5×104 cell/ml.用加样枪点样至 96孔板.第 1 孔为空

白对照 ,即 100 μl无血清培养液;第 2 孔为实验对照 , 90 μl细胞

悬液加 0.1 mol/L PBS 10 μl;第 3 孔为实验组 , 90 μl细胞悬液 ,

加入 SMS 10μl(SMS 用 0.1 mol/L PBS 配制), 使 SMS 终浓度为

100 ng/ ml;每孔均重复5 次。于37 ℃、5%CO2及饱和湿度条件

下培养 24、48 、72、92 h后 , 每孔加MTT 10μl ,继续孵育 4 h ,弃上

清 ,每孔加入 100 μl DMSO , 振荡 10 min , 在酶联免疫检测仪上

490 nm 波长处 , 以空白对照调零后测定各孔吸光度(OD值)。

1.2.2　Annexin V流式细胞仪检测　　取对数生长期细胞接种

于 12孔培养板过夜后 , 弃原培养液 ,加入 SMS 使培养液终浓度

为100 ng/ml ,培养 0 、6、12 、24 h ,重复 3次。消化收集细胞 , PBS

洗1 遍 , 用结合缓冲液 195 μl重悬细胞液 , 加 5 μl Annexin V-

FITC , 混匀 ,室温孵育10 min。 PBS 洗后加 190 μl结合缓冲液重

悬细胞 ,加 10 μl PI(20 μg/ml), 流式细胞仪检测。

1.2.3　激光共聚焦测定胞浆内游离[ Ca2+i] 　　Fluo-3/Am 的

激发波长为 488 nm , 发射波长为 525 nm ,本实验采用波长为 488

nm 的激光束发光 ,采用 I、D、Q(Ion Domain Quantify)软件对新选

定的区域进行荧光强度的数据采集并处理。数据输入到 Mi-

crosoft Excel 5.0 作进一步分析处理。细胞的处理:取对数生长

期细胞 , 经消化 、吹散 、重悬于 10%小牛血清 DMEM 培养液 , 调
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整细胞浓度为5×104cell/ml。取2 ml加入内置盖玻片的 6 孔培

养板内 ,培养 24 h 后加入含 SMS (100 ng/ml)的培养液 , 于 0、6、

12 、24 h 等时相点终止培养进行检测。钙敏染料 Fluo-3/Am 的

负载及观察:①培养终止时 , 弃上清 ,用无血清 DMEM/F12培养

液洗3 遍。 ②加含 5 mol/L Fluo-3/AM 的无血清 DME/ F12 培养

液 ,37 ℃避光孵育 60 min。 ③取出盖玻片 , 激光共聚焦显微系

统下观察荧光物质的分布及强度 ,并记录结果 。

1.3　统计学处理
　　两组间均数比较用 t检验。

2　结果

2.1　SMS对胆管癌细胞体外生长的影响

　　如表 1所示。与对照组相比较 , SMS 处理后 , SK-ChA-1 细

胞生长在不同时间均明显受到抑制。

表 1　SMS对胆管癌细胞体外生长的影响( x±s)

Tab 1　Effects of SMS(100 ng/ml)on growth of SK-Ch-A1 cells( x±s)

Group 24 h 48 h 72 h 96 h

Control 0.367±0.021 0.593±0.015 0.754±0.013 0.857±0.011

SMS(100 ng/ml) 0.295±0.037＊ 0.482±0.016＊＊ 0.617±0.024＊＊ 0.716±0.016＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs control

2.2　SMS诱导胆管癌细胞凋亡
　　Annexin V-FITC 和 PI 双标法显示 ,见图 1 ,未加 SMS 时细胞

凋亡数为(2.5±0.7)%, SMS 作用 6 h 即见凋亡细胞明显上升

为(22±5.2)%,随时间延长而逐步升高;12 h 凋亡细胞占(39±

7.1)%, 24 h达到最高值(58±9.6)%。结果表明 , SMS 可诱导

SK-ChA-1细胞凋亡。

图 1　SMS作用于 SK-ChA-1细胞的 Annexin V-FITC检测结果

Fig 1　Annexin V-FITC assay on SK-ChA-1 cells with SMS treatment

2.3　SMS 诱导 SK-ChA-1 细胞凋亡过程中胞内游离

[Ca
2+
] i的变化

　　应用激光共聚焦检测胞内游离[ Ca2+] i ,图 2 显示 , SK-ChA-

1 细胞静息时胞浆内[ Ca2+] i为 136±16 nmol/ L ,在 SMS 诱导细

胞凋亡后 6 h , [ Ca2+] i 明显升高(241 ±19 nmol/ L), 12 h 胞内

[ Ca2+] i达峰值(386±23 nmol/ L), 24 h 胞内[ Ca2+] i浓度(332±

19 nmol/L)略有下降 ,但仍维持在较高水平。

图 2　SMS诱导胆管癌细胞凋亡过程中对胞浆内游离[ Ca2+] i的影响

Fig 2　Change of intracellular free calcium in SK-ChA-1cell s after SMS

induced apoptosis with laser scanning confocal microscopy

3　讨论

　　近年来 ,生长抑素对肿瘤生长的抑制作用正日益
受到关注[ 3] 。实验研究发现 ,生长抑素作为抑制因子
不仅可以抑制内分泌产生激素 ,还可以抑制细胞的增
殖[ 4] 。生长抑素必须与受体结合而发生作用 ,应用新
的标记受体配基 ,先后在胃癌 、大肠癌 、胰腺外分泌细
胞癌测得生长抑素受体(Somatostatin Recptor , SSR)。
Dancygier 等[ 5]证实胆管上皮细胞有 SSR存在 ,表明胆
道组织也是生长抑素的靶组织之一 。本实验应用 SMS

作用于一株 SSR(+)的人胆管癌细胞系 SK-ChA-1 ,结
果表明 ,SMS可抑制胆管癌SK-ChA-1细胞的生长 。
　　细胞凋亡是一种受基因调控的细胞主动死亡方
式 ,与肿瘤的形成和进展密切相关。本实验应用 An-
nexin V-FITC 染色流式细胞仪检测发现 , SMS 作用于

SK-ChA-1细胞 6 h 即可见凋亡细胞数明显增加 ,随着
SMS作用时间的延长 ,凋亡细胞明显增多 。表明 SMS

诱导细胞凋亡有一定的时效关系。
　　细胞外信号分子一般不进入细胞 ,而是通过与胞
膜上特异受体结合 ,引起胞膜变化 ,产生胞内信号分
子 ,将信号传至胞核 ,引起基因及蛋白质变化 ,最终调
节细胞功能 ,此过程称为信号传导通路 。胞浆内信号
传导主要包括 3条信号通路 ,即腺苷酸环化酶系统 ,肌
醇脂质系统和钙-钙调蛋白系统 。Ca2+ 、cAMP 、1P3和
蛋白酶C等信号分子是3条通路的主要信号分子 。其
中Ca2+在信号传导中起着重要作用 ,是各条信号途径
的枢纽 。胞内 Ca2+升高会改变转录因子 ,从而导致基
因表达发生变化 ,而启动凋亡

[ 6]
。胞内[ Ca

2+
] i 增加

后 ,可与ATP 一起作用于染色质 ,使原来折叠的很紧
的染色质变得松散 ,暴露出水解部位 ,以便 DNase 水

589第 5 期　　　　　　　陈　华 , 等.生长抑素类似物诱导人胆管癌细胞株凋亡及对胞内游离钙的影响 　　　　　　　　　



解。现已明确 ,大多数细胞胞内[ Ca2+] i 升高可以诱
导细胞凋亡[ 7] 。因此 ,本研究重点选择细胞内 Ca2+在

胆管癌细胞凋亡信号传导机制中的作用 。本实验研究
显示:SMS作用于SK-ChA-1细胞6 h后胞内[ Ca2+] i明
显上升 ,12 h时胞内[Ca2+] i浓度最大 , 24 h 时略有下

降 ,但仍维持在较高水平 。结合 Annexin V-FITC 染色
流式细胞仪检测结果分析 ,随着细胞[ Ca2+] i内流的
明显增加 ,可明显见到凋亡细胞数明显增加 ,表明
[Ca2+] i与SMS诱导 SK-ChA-1细胞凋亡有关。Annex-
in V-FITC染色流式细胞仪检测结果显示 ,随着 SMS作

用到 24 h时凋亡细胞仍在增加 ,而此时胞内[ Ca2+] i
已在降低 , 推测 SMS 可能尚通过其他信号途径调节

SK-ChA-1细胞凋亡 ,这有待今后进一步研究。
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对某军队院校 1999-2001年地方入伍新生体检结果分析

Analyses on physical examination of civilian students just enrolled in a military univer-
sity during 1999-2001

田晓川 ,曹长源 ,田　妮 ,王文邦　　(笫三军医大学卫生处 ,重庆 400038)

　　新学员体检资料是掌握院校新学员健康状况的第一手资

料 ,通过分析 3 年来地方入伍新学员的体检资料 , 可进一步掌
握报考军校应届高考毕业生身体素质方面的某些基本情况及

变化趋势 , 为今后军队院校体检工作提供参考 , 为新生入伍后
的卫生保健工作提供有价值的资料。

1　对象与方法

1.1　对象
　　某军队院校 1999-2001 年 682 名地方入伍新学员。

1.2　方法
　　按照《中国人民解放军院校招收学员体检标准》对体检结

果进行分析 ,数据处理采用 SPSS 软件χ2 检验。

2　结果

2.1　3年体检结果的变化趋势
　　1999-2001 年体检人数 682 名 , 完全合格者 663 名 , 合格率
97.21%;2000 年最低(96.63%);2001 年最高(98.06%), 变化幅

度不大 ,无显著性差异(χ2=1.034 P >0.05),见表 1。

2.2　不合格原因
　　3 年来地方入伍新学员(高考生)入校复检不合格的前 3 位

　　作者简介:田晓川(1972-),男 ,重庆市人 ,医师 ,主要从事预防保健方面的研

究。电话:(023)68752151

　　收稿日期:2002-01-20;修回日期:2002-03-25

原因依次是病毒性肝炎(47.37%)、胸部疾患(肺结核和慢性呼

吸道疾病)(26.32%)、视力不良(21.05%), 见表 2。

2.3　视力低下状况
　　通过对这 3 年体检资料分析 , 发现视力低下率有显著变
化 ,将单眼裸眼视力低于 5.0 视为视力低下。其1999-2001 年新

学员视力低下率有逐年上升趋势 , 各年份变化幅度较大 , 有显

著性差异(χ
2
总=24.19 P<0.01), 见表 3。

表 1　某军校 1999-2001年地方入伍新学员体检合格情况

年份 受检人数 合格人数(%) 不合格人数(%)

1999 226 219(96.90) 7(3.10)

2000 208 201(96.63) 7(3.37)

2001 258 253(98.06) 5(1.94)

合计 682 663(97.21) 19(2.79)

表 2　某军校 1999-2001年地方入伍新学员入学体检不合格原因比较

例数 百分比(%)
不合格
原因 1999 2000 2001 合计 1999 2000 2001 合计

肝炎 5 4 0 9 71.43 57.14 0 47.37

胸部疾患 0 2 3 5 0 28.57 60.00 26.32

视力不良 1 1 2 4 14.29 14.29 40.00 21.05

其它 1 0 0 1 14.29 0 0 5.26

合计 7 7 5 19 100.00 100.00 100.00 100.00
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