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一氧化氮对胆管癌细胞增殖的影响

王立明1 ,何振平2 ,梁　平1 ,马宽生2 ,王曙光2 ,李　昆2　　(第三军医大学:1 附属新桥医院普通外科 ,重庆 400037;2 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　探讨一氧化氮在胆管癌发生与发展中的作用。方法　实验分为 3 组:①正常对照组(NQB):正常培养胆管癌
QB细胞;②NO抑制剂组(LQB):体外培养胆管癌 QB细胞 , 传代当天按 1 mmol/ L的剂量加入 L-NMMA , 3 d后取样检测;③NO促进剂

组(AQB):体外培养管癌 QB细胞 , 传代当天按 5 mmol/ L的剂量加入 L-Arg , 3 d 后取样检测 。采用紫外分光光度仪等测定胆管癌细
胞QB 内NO含量 , 同时应用3H-胸腺嘧啶脱氧核苷掺入法观察一氧化氮对 QB 增殖的影响。结果　一氧化氮抑制剂对胆管癌 QB 细

胞增殖无影响 ,一氧化氮促进剂明显抑制 QB 细胞的增殖。结论　一氧化氮对胆管癌细胞的生长具有双向作用。
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Effect of nitric oxide on proliferation of cholangiocarcinoma cell in vitro
WANG Li-ming , HE Zhen-ping , LIANG Ping , MA Kuan-sheng , WANG Shu-guang , LI Kun (Department of General Surgery , Xinqiao Hospital , Third
Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effect of nitric oxide(NO)on the genesis and development of cholangiocarcinoma.Methods　Cholangio-
carcinoma cells QB were established and cultured.The cultured QB cells were divided into 3 groups:① Normal control group (NQB);② NO

inhibitor group(LQB):QB+L-NMMA(1 mmol/ L);③ NO promotor group(AQB):QB+L-Arg(5 mmol/L).The content of NO in cultured

cholangiocarcinoma cell QB strain was detected with ultraviolet spectrometry , and the effects of NO on the proliferation of QB cells was detected with
3H-TDR incorporation 3 d after culture.Results　NO at high concentration had markedly inhibitory effect on the proliferation of cultured QB cells ,
but that at low concentration exerted no effect on this aspect.Conclusion　The results indicate that NO takes two-way roles in the growth of cholan-
giocarcinoma.
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　　胆管癌的发病率近年来呈上升趋势 ,其临床切除
率低 ,其它抗癌辅助治疗效果欠佳 ,预后较差 。现代医
学利用肿瘤细胞自身的生物学特性来对抗肿瘤取得惊

人成就 ,为临床开发新的肿瘤综合治疗手段开辟了新
天地。本实验检测胆管癌细胞内一氧化氮(Nitric ox-
ide , NO)的含量 ,观察细胞内NO的水平对细胞增殖的

影响 ,试图为临床利用胆管癌细胞自身生物学特性防
治胆管癌提供新的理论依据。

1　材料与方法

1.1　主要试剂与仪器
1.1.1　主要试剂　　NO试剂盒购自南京生物工程研究所;氚

胸腺嘧啶脱氧核苷(3H-TdR)由北京原子能研究所提供;DMEM

培养基及新生牛血清购自Serva公司;左旋精氨酸(L-Arg)和 NG-

单甲基-左旋精氨酸(L-NMMA)等试剂均为 Sigma公司产品。

1.1.2　主要仪器　　液体闪烁计数仪及紫外分光光度仪(瑞

典 LKB公司);高速低温离心机(美国杜邦公司)等;超静工作台
(苏州净化设备公司 YT-875 型);24 孔细胞培养板(美国 Costar

公司产品)等。

1.2　方法
1.2.1　标本的采集和处理　　体外培养胆管癌细胞 QB 由西
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南医院全军肝胆外科研究所建株。患者为男性, 51 岁。材料取
之其低分化肝门部胆管腺癌肝内转移灶。QB 组织学上与源癌

组织相似 ,具有较多的微绒毛 、微管 、微丝及细胞连接 ,细胞质和
细胞膜存在角蛋白和桥粒蛋白等上皮来源特征, 生长速度快 , 群
体活力高 ,独立生存能力强 ,具有较强的致瘤性[ 1] 。本实验所用
为第 25～ 30 代细胞。将细胞悬液接种于盛有含 10%小牛血清的
DMEM 培养基的培养瓶中 , 于37 ℃、5%CO2 培养箱中培养 , 细胞
贴壁生长良好。细胞每 3 d 传代 1 次 ,传代后接种于 24孔细胞

培养板 ,按实验要求时间加样 0.1 ml/孔 , 待细胞生长汇合 80%
时, 用0.25%胰蛋白酶消化后 , 立即检测或用 DMEM 培养液制成

细胞悬液(106个/ml)置-4 ℃冰箱或液氮保存待用。
1.2.2　实验分组及治疗　　①NQB组:正常培养胆管癌 QB 细

胞 ,未加其它治疗试剂 , 作为对照;②LQB 组:体外培养胆管癌
QB细胞 , 传代当天按 1 mmol/L 的剂量加入 L-NMMA , 3 d 后取

样检测;③AQB 组:体外培养胆管癌 QB 细胞 , 传代当天按
5 mmol/ L的剂量加入 L-Arg , 3 d 后取样检测。
1.2.3　NO含量测定　　采用硝酸还原酶化学比色法 , 按试剂
盒说明书进行。其中 A 液:0.3%磺胺;B 液:6 mmol/L 萘乙烯
二胺盐酸盐;C 液:0.15%硫酸锌;D 液:4%氢氧化钠;E 剂:亚
硝酸钠。
　　取样品 0.1 ml ,加 C液 0.6 ml 、D液 0.1 ml、三蒸水 0.4 ml混

匀, 冰上孵育 60 min , 12 000 r/min 高速低温离心 2 min ,取上清 0.
6 ml ,加A液0.1 ml 、三蒸水 0.4 ml混匀 ,冰上孵育 15 min 后 ,加B

液0.1 ml混匀 ,避光室温放置 60 min , 545 nm比色 ,读 D 值。
　　标准曲线:以亚硝酸钠为标准品 ,制作标准曲线。当日配
制 1.0 mmol/ L亚硝酸钠(NaNO2)溶液(取 E剂 6.9 mg用三蒸水

定容至 100 ml),分别取该溶液0 、10、20、30、40 、50 、100、200、300、
400 、500 μl , 加三蒸水补足体积达 1 000 μl , 取每一浓度 0.1 ml ,
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按测定步骤测量 D545值 , 制成标准曲线。

1.2.4　3H-TdR 掺入实验 　　传代 72 h 对数生长期细胞 ,
0.25%胰蛋白酶消化后 , 用 10%含小牛血清的培养液制成细胞
悬液 ,接种于 24 孔板(5×104 个细胞 , 0.9 ml/孔), 培养24 h。当
细胞贴壁生长后换为等量无血清培养液 , 标记后各孔加入 0.1
ml不同浓度的 L-NMMA 及 L-Arg , 对照组加入等量 DMEM。 培
养70 h , 加3H-TdR(7.4×104Bq/孔)再培养 2 h , 弃上清 , 每孔加
0.25%胰蛋白酶 0.2 ml消化 , 多头细胞抽滤器过滤于滤纸上 ,
干燥 , 加入到放有闪烁液的计数管内过夜(12 h)激活。放入液
体闪烁计数仪内计数。

1.3　统计学处理
　　实验结果以 x±s 表示 , 采用第三军医大学数学教研室医
用统计程序包对实验数据进行统计学处理。

2　结果

　　加入 NO抑制剂 L-NMMA 后 , 体外培养胆管癌细胞 QB 中

NO水平明显下降(P<0.001),对细胞的增殖无明显影响(P >
0.05);加入 NO促进剂 L-Arg后 , 体外培养胆管癌细胞QB 中NO

水平明显上升(P<0.001), 而胆管癌细胞的增殖受到明显抑制
(P<0.01),见表1。

表 1　NO对胆管癌细胞 QB增殖的影响( x±s)

Tab 1　Effects of NO on proliferation of cholangiocarcinoma

QB cells( x±s)

Group n NO(μmol/ml) 3H-TdR(Bq/well)

NQB 10 13.30±0.14 128.52±8.89
LQB 10 6.57±0.11＊＊ 130.81±10.30

AQB 10 34.74±0.18＊＊ 47.59±3.85＊

＊:P<0.01 , ＊＊:P<0.001 vs NQB

3　讨论

　　近年来的研究发现 ,一氧化氮作为传统介质和调
节介质 ,与多种疾病 ,特别是与肿瘤的发生和发展密切
相关[ 2 ,3] 。目前有关肿瘤与NO关系的研究非常活跃 ,
但临床上有关NO与胆管癌的相关研究尚属罕见。
　　现代医学已经证实NO在细胞内信息传递方面起
着十分重要作用[ 4] ,并很快在生理学 、神经科学和免疫
学等许多领域证明了 NO既兼有第二信使和神经递质
的性能 ,又是杀伤肿瘤细胞的效应分子[ 5 , 6] 。目前普
遍认为 ,细胞内NO的作用依赖于 NO的生成量 ,小量
NO主要参与机体的正常活动 ,对人体血压的正常调
节 、神经传导 、学习和记忆及抗感染防御等生理功能有
一定的调节作用[ 7] 。本实验发现体外培养胆管癌细胞
QB中低浓度 NO对细胞增殖无明显影响 ,与上述报道
相一致 。大量资料表明 ,细胞内高水平的 NO 主要引

起细胞毒作用 ,与组织的损伤有关。它不仅是入侵微
生物的细胞毒 ,而且对产生 NO的细胞和邻近细胞也

有毒性[ 8] 。有人报道 ,利用体内肿瘤免疫模型 ,将肿瘤
细胞接种裸鼠和肿瘤免疫小鼠的腹膜下 ,免疫小鼠的
腹膜MФ代谢 L-Arg 生成NO的能力大于裸鼠 ,间接表
明高水平的NO能抑制肿瘤生长[ 9] 。本实验也发现胆
管癌细胞内高水平的 NO 能明显抑制胆管癌细胞增
殖 ,表明胆管癌细胞内高浓度的 NO 在抗肿瘤方面具

有积极意义。
　　胆管癌细胞内高浓度的 NO对肿瘤细胞增殖的抑
制效应可能通过以下途径:①与肿瘤细胞内高浓度的
氧自由基相互作用 , 快速反应生成过氧亚硝基
(ONOO-),迅速灭活NO ,而ONOO-进一步分解成毒性

更大的羟自由基(·OH)和二氧化氮(NO2),引起明显的
组织损伤 ,甚至组织坏死[ 10] ;②引起细胞核酸亚硝酰
化 ,破坏DNA双螺旋结构 ,抑制核糖核苷酸还原酶 ,进
而抑制 DNA合成 ,使细胞生长受到限制[ 11] ;③抑制某
些与细胞呼吸有关的关键酶的活性 ,使细胞无法正常
生长 。NO可与某些含亚铁卟啉的铁原子结合 ,形成亚
硝酰铁络合物 ,导致线粒体的 NADPH;泛醌氧化还原
酶 、琥珀酸;泛醌氧化还原酶以及三羧酸循环中乌头酸
灭活 ,引起线粒体呼吸抑制和靶细胞铁离子丧失[ 12] 。
　　值得一提的是 ,本研究发现 NO 对体外培养胆管

癌细胞生长具有双相作用 ,高水平的 NO 对胆管癌细
胞的增殖起抑制作用 ,这一作用受外源性 NO促进剂

L-NMMA的调节。此现象是否同时存在于临床胆管癌
标本 ,有待于进一步研究证实 。
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