
第3 2 卷第8 期
200 1年8 月

第 三 军 医 大
M E I DCA I NE

学 学 报
A C I 诱A CA I )ME L、E M l 日A R I TSE TRA E l l

V O I
.

23
,

N o

A
Ug

.

2X( ) 1 9 13

文章编号
:
1(Xx〕

~

5《 只 ( 2以 ) 1 ) 08切 13 -02 论著

三氧化二砷诱导肝癌细胞 H e

GP
Z
凋亡作用
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,

(第四军医大学唐都医院
: ’

消化内科 ; ’ 传染科 ;西安 71 003 8)

提 要
:

目的 探讨三氧化二砷 ( A吮 q )诱导肝癌细胞 H
e l城几凋亡作用

。

方法 应用普通光学显微镜
、

荧光显微镜和流式细胞

仪观察 从仇 对 eH丙 细胞株的形态学改变和诱发凋亡率
。

结果 A匆几 作用于细胞后
,

可看到较典型的细胞凋亡形态学改变
,

细

胞体积缩小
、

染色质固缩成斑块状
、

呈半月型紧贴于核膜周边
、

核碎裂
、

凋亡小体形成等
。

OA E/ B 荧光染色法显示
,

细胞凋亡率为
3

.

1% 一 9
.

1%
。

从 q 诱导 eH风 细胞凋亡作用呈时间依赖性
,

最佳浓度为 2 脚 l l o F L
。

流式细胞仪 DN A直方图上呈现典型的亚二倍

体凋亡峰
。

A趾几 主要作用于细胞周期的 q / M 期
。

结论 A兔仇 具有诱导 H
e l瓜 细胞凋亡作用

,

具有治疗肝癌的潜在价值
。
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,

A熟 q ) 治疗急性早

幼粒细胞白血病 ( Ap L )疗效满意川
,

且证实其发挥作

用的机制是诱导白血病细胞凋亡 2[]
。

A凡仇 对实体瘤

是否有治疗作用
,

目前尚不肯定川
。

我们观察 A熟 q

诱导肝癌细胞株 eH p q 凋亡作用
,

以寻找治疗肝癌的

新途径
。

NV N ) x lX() %
。

1
,

2
.

2 流式细胞仪检测 细胞培养方法同前
,

收集经 2

脚
〔〕】几 从仇 处理 的 H

e

丙 细胞
,

BP S 洗涤后
,

4 ℃ 乙醇 固定

12 h 以上
,

离心除去乙醇
,

加 NR A酶处理后
,

用碘化丙陡 ( PI )染

色
,

上流式细胞仪检测 ND A 含量和细胞周期
。

资料均经 M ult i
-

e y e le 三

1
.

2
.

3

e

软件收集
、

贮存和分析
。

普通光学显微镜观察 取对数生长期 H e

声
2
细胞

1 材料和方法

1
.

1 材料

A黝 o3 注射液 5

~
F L

,

哈尔滨医科大学附一院药剂科制

备
,

应用时用 RP M l l 6取) 培养液稀释至所需浓度
。

肝癌细胞株
H e p q

,

由军事医学科学院分子病毒学研究所提供
。

Rp M l l硼
培养液

、

小牛血清
、

叮陡橙 /澳乙锭 ( AO /E B )均购于华美公司
。

凋亡试剂盒为美国 oC ult
e r

公司产品
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 AO/ E B荧光染色及观察 按陈丽娟等川方法
。

取对

数生长期 H
e pG Z

细胞 1 x I J 接种于培养瓶
,

待细胞贴壁后
,

分

别加人 10
、

5
、
2

、

1 脚
110 F L A吮几

,

对照组加等体积培养液
,

每浓度

组设 4 个复孔
,

分别培养至 24
、

48
、

72 h
。

取细胞悬液 100 闪
,

加

人 A o/ BE 染料 4 讨混匀
,

置 1滴于载玻片上
,

覆盖玻片
,

荧光显

微镜下观察 2X() 个细胞
,

分别计数活细胞 (VN )
、

早期凋亡细胞

( VA )
、

晚期凋亡细胞 ( N丫A )及非凋亡的死亡细胞 ( NV N )
。

计算

细胞凋亡率
,

凋亡率 ( % )
二

( vA
十 卜胃 A ) (/ VA

十

vN A +

vN
十

1 x l了接种于置有盖玻片的 6 孔培养板内
,

待细胞贴壁后
,

实验

组加人 Z zL n 1O
F L A黝几

,

对照组加等体积培养液
,

分别培养至

24
、

48
、

72 h
,

终止培养
,

吸出培养液
,

取出盖玻片
,

常规 EH 染色
,

光镜下观察细胞形态并照像
。

1 2 4 统计学处理 数据以 无 士 、
表示

,

采用方差分析
。

2 结果

2
.

I A纯 q 诱导 H eP q 细胞调亡率

以 2 拜m O
F L 组最高

,

呈时间依赖性
,

见表 l
。

表 1 峨几 诱导 H e
洲毛 细胞凋亡的凋亡率 ( %

,

无 士 ,
)

,

】泊1〕 I A即pot t ic ar t e of H即心2 tn 习 t曰 初伪 A勿伪 (%
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2 细胞形态学观察
2 脚心L A处仇 作用 24 h 后

,

细胞开始出现凋亡形态学改

变
,

48
一

72 h 凋亡细胞明显增加
。

经 H E 染色后
,

见到较典型的
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