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氟腮啥咤诱导人胃癌细胞凋亡的研究
`

刘 海峰
’ `

刘为 纹 房殿春 (第三军 医大学附属西南医院消化 内科 ) 重 庆
,

4 0 0 0 3 8

提 要 目的
:

探讨 5
一

氟脉唆 陡 (5
一

f lu or
o
盯 ac !i

,
5
一
F U )诱 导人 胃癌 细胞凋 亡的规律 及在 胃癌 化疗 中的

意义
。

方法
:

应用细胞形态观察
、

琼脂糖凝胶电脉
、

流式细胞仪检测 和观察 5
一
F U 对 胃癌细胞 S G C

一
7 9 0 1 增殖

周期 的影响以 及杀伤 细胞 的方式
,

并 检测了 S G C
一
7 9 01 细胞表面 bc l

一
2

、

ba
x
蛋 白的表达情况

。

结果
: 5

一
F U 能

显著诱导 S G C
一
7 9 0 1 细胞凋亡

,

细胞 D N A 裂解片段呈现典 型的
“

阶梯状
”
排列 的条 带

。

结论
: 5

一
F U 诱导 细胞

凋亡可能是其发挥抗筋作用 的重要机制之一
,

可能与其下调 bc l
一
2 基因表达有关

。

关键词 胃肿瘤
;
细胞凋亡 ; 5

一

氟脉啥吮

中图法分类号 R 7 35
.

2 文献标识码
:

A

化 疗仍然是 目前临床上治疗肿瘤 的主要措施之

一
。

设计更加合理有效的化疗方案须深入
、

全面理解化

疗药物杀灭肿瘤细胞的机制
。

既往将化疗药物的治疗

效应归结于其损伤 D N A 或抗代谢 的基 因毒性
,

但多

数情况下
,

药物有效浓度 引致的杀灭效率不足 以解释

其实际治疗效应 lj[
。

近年来一些研究表明
,

诱导细胞凋

亡可能是化疗药物抑制肿瘤的主要机制之一川
。

因此
,

从细胞凋亡的角度研究化疗药物治疗肿瘤的机制具有

重要意义
。

为此
,

我们观察了临床上 胃癌化疗常用的

5
一

氟脉喻吮 ( 5
一

F U )体外诱导人胃癌细胞系 S G C
一

7 9 01

胃癌细胞凋亡的规律
,

并初步探讨了其内在机制
。

材料与方法

1
.

1 细胞培养

人 胃癌细胞 株 S G C
一

79 01
,

生长在 含 10 写小牛 血清 和 1%

青
、

链霉素的 R P M I 1 6 4 0 培养液 中
,

培养 箱内含 5% CO
Z ,

温度

3 7
O

C
。

1
.

2 流式细胞术分析

以 1 0 产g /m l 的 5
一
F U (南通制药总厂 )处理 SG C

一
7 9 0 1 细胞

24 h 后
,

收集细胞
,

P B S 洗 2 次
,

重新悬浮 细胞于 75 % 乙醇中
,

4o C过夜
。

P B S 洗 2 次
,

与含 1% R N A 酶 的 T ir s 一
H CI 缓 冲液

( p H 7
.

4 )共同孵育 3 0 m in
,
3 7

O

C
。

加澳 化乙 锭 ( E B )染液进行

D N A 染色
。

经荧光染色的细胞样 品通过 流式 细胞仪 F A C cS
a n

( eB ct o n
D ic ik

n s o n
)测定细胞 周期分布及凋亡率

。

设 未处理的

S G C
一
7 9 0 1 细胞为空 白对照

。

每组设 3 复孔
。

所有资料均经 B ce
-

t o n D ie k in s o n
软件收集

,

储存和分析
。

1
.

3 核酸电泳

基本按照文献〔3」的方 法进行
。

消化 收集经 药物处理 24 h

的 细胞
,

加 0
.

5 m l 裂 解 液 ( 1 0 m m o
l / L T

r is
一

H C I
,

p H 8
.

0
,

5

m m o
l / L E D T A

,

0
.

5 % SDS )及 R N A 酶 1 0 0 拌g /m l
,

3 7
O

C 水浴

保温 l h
。

加蛋 白酶 K Zo o 拜 g /m l
,

s o
O

C水浴保温 3 h
。

然后分别

用等体积 酚
、

酚 /氯仿
、

氯仿各抽提 1 次
。

加 2 倍体积无水乙 醇

和 1 / 1 0 体积 3 m ol I/
矛

醋酸钠沉淀上层水相 中的 D N A
,

一 20
O

C

过夜
。

1 2 o o o r
/m i n 离心 1 0 m i n

,

沉 淀用 7 0 %乙 醉洗 2 次
,

离

心
,

沉 淀干燥 后溶于 T E 缓 冲液
。

D N A 上样 于 1
.

5 %的琼脂糖

凝胶
,

S O V 电泳 Z h
,

E B 染 色
,

紫外灯下拍照记录
。

1
.

4 cB l
一

2
、

ba
x 蛋 白表达的检测

消 化诱 导 处 理后 的 细胞
,

P B S 洗 2 次
,

重 新悬浮 细胞 于

70 % 乙 醇中
,

4
O

C 过夜
。

P B S 洗 2 次
,

加人 l
:

1 0 0 稀释的兔抗人

b
e
l
一
2 单克隆抗体

、

兔抗人 b
a x
多克隆抗体 ( S a n t a C r u z

) 1 0 0 拌 l
,

在 3 7
“

C恒 温水浴中温育 3 0 m in
,

P B S 洗 2 次
,

加 1 :
2 0 稀释的

F IT C 标记 的二抗 2 0 0 拜l
,

3 7
O

C
,

3 0 m in
,

P B S 洗 2 次
,

离 心去 上

清
,

除 去未 结合的多余荧光抗体
.

加人 1
.

0 m l P B S
,

经 4 00 目滤

网过滤
,

流式 细胞 仪 ( F A C S ) 测定 cb l
一
2

、
b a x 阳性率 及荧 光强

度
。

测定前以鸡血红细胞标准样品调整仪器的 C V 值在 5 % 以

内
。

设未处理的 S G C
一
7 9 0 1 细胞为空 白对照

。

每组设 3 复孔
。

1
.

5 统计学分析

采用 t 检验进行统计学处理
。

2 结果

2
.

1 5
一

F U 对 SG C
一

7 9 01 细胞的抑制效应与细 胞周期

时相的关 系

用 含 5
一

F U 的培养液 处理细胞 后
,

以流式细 胞仪测定细胞

DN A 含量
。

结果见表 1
。

表 1 5
一
F U 对 S G C

一
7 9 01 细胞周期及细胞增殖的影响

T a b 1 T h e e f f e e t s o f s
一
f lu o r o u r a e i l o n c e l l e y c l e a n d

e e l l P r o li r e r a ti o n o f SG C
一
7 9 0 1 c e ll s

C e l l e y e l e (写 )

G r o u P P l (% )

G
o
/ G z

G Z M

C o n t r o l 5 3
.

0 6士 5
.

1 7 1 7 8 9士 2
.

3 3
.

20
.

3 9士 3
.

0 5
.

3 8
.

3 0士 3
.

2 2
,
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男
,
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,

主治医 师
,

讲师
,

博 士

5一 F tJ 7 8
.

7 0士 6
.

4 3
’ 9

.

6 0士 1
.

9 2 10
.

00士 1
.

9 9 1 9
.

6 0士 2
.

1 7

P l
:

( S + G Z
M )八 G

。

/ G
, + S + G Z

M ) ; , : P < 0
.

0 5 v s e o n t r o l
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a P oP t ot ie e e l l de a t h inu te r ine e e r v ie a le a r e in om a e e
l l

s in-

due e d by s
一

flu or u or a e il
.

It nJ C
a ne e r ,

1 9 9 7
,

7 1 ( 4 )
:
6 6 8

S h ih S C
,

S t u t m
a n

0
.

C
e l l

e y e l e
一
d e P e n d e n t t u m o r n e e r o s i s

f
a e t o r a P o P t o s i s

.

C a n e e r
R

e s ,

1 9 9 6
,

5 6 ( 7 )
:
1 5 9 1

H
a le A J

,

S m i t h C A
,

S
u t h

e r la n
d L C

, e t a l
.

A p o p t o s is
:

M
o le e u

l
a r r e g u la t i o n o

f
e e

l l d e a th
.

E u r J B io e h e m
,

1 9 9 6
,

2 3 6

( l )
:
1

G
o
l
s t e in P

.

( 5 3 0 3 )
:
1 0 8 1

R
e e d J C

.

d
e a t h

.

丁C e
l l

C o n t r o
l li

n g e e
l l d e a t h

.

S
e i e n e e ,

1 9 9 7
,

2 7 5

B e l
一
2 a n d t h e r e g u la t io n o f p r o g r a

m m
e d e e ll

【B io l
,

1 9 9 4
,

1 3 1 ( 1 )
: 2 5 6
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5
一

f l u o r o u r a c i l
一
i n d u c e d a P o P t o s i s o f h u m a n g a s t r i c c a r e i n o m a c e l l l i n e

S G C
一
7 9 0 1

I
矛

i u H a i f e n g
,

I
J

i u W
e iw e n ,

F a n g D i a n e h u n ( D e p a r t m
e n t o

f G a s t r o e n e t e r o lo g y
,

s
o u t h w e s t H

o s p i t a l
,

T h i r d M i li t
a r y M

e d ie a
l

U
n iv e r s i t y

,

C h
o n g ( zi n g

,

4 0 0 0 3 8 )

A b s t r a c t O b】e C t iv e :

T
o o b s e r v e t h

e p a t t e r n o
f s

一

f l
u o r o u r a e il

一
i n d

u e e
d

a p o p t o s is o
f t h

e e e
l l

s o f g a s t r ie

c a r d i n o
m

a e e l l l in e a n d e v a l u a t e t h e r o l e o f t h e d r u g i n t h e e h e m o t h e r a p y o f t h e
m

a li g n a n e y
.

M e t h o d s :
T h e

e
f f

e e t s o
f s

一

f l
u o r o u r a e il

o n t h e g r o w t h
e y e

l
e a n

d
a p o p t o s i s o

f t h
e e e l l

s o f S G C
一
7 9 0 1 e e

il li
n e w e r e o

b
s e r v e

d

w i t h e e
l l m

o r p h
o
l
o g y

, e
l
e e t r o p h

o r e s is o n a g a r o s e g e
l

a n
d f l o w e y t o m

e t r y a n
d t h

e e x p r e s s i o n o
f b

e
l
一
2 a n

d b a x

p r o t e in i n t h
e e a r e in o m

a t o u s e e l ls a
l
s o e x a m in e

d
.

R e s u l ts
:

5
一

f l
u o r o u r a e i l i n d

u c e
d

s ig n i f i
e a n t a p o p t o s i s o f

S G C
一
7 9 0 1 c e

ll
s a n

d i n t e r n u c
l
e o s o m a

l D N A f r a g m
e n t a t i o n

d i s p la y e
d t h

e e h r a e t e r i、 t ie l a dd e r 一 I id e
、

a r r a n g e
m

e n t

o f t h e e le c t r o p h o r e t ie b a n
d

s
.

T h
e e x p r e s s i o n o f b

e l
一
2 w a s d o w n r e g u la t e d

.
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线 回归相关系 数
r
~ 0

.

9 9 6
,

用直线 回归方程将所测样 品 A 值

代人计算得样品
s

IL
一
ZR 含量

。

2 结果

健康献血员 血清
s I L

一
ZR 含量

:

10 例男性献血员血 清
s I L

-

ZR 含量为 ( 1 2 6
.

2 土 7 6
.

4 ) p m o
l / L ; 1 0 例女性 献 血员 为 ( 1 4 2

.

3

士 7 3
.

7 ) p m ol / L
,

两者相差不显著 ( P > 0
.

0 5 )
。

全部 20 例健康

献血员血清
s

lL
一
ZR 含量为 ( 134

.

2 士 76
.

5 ) pm ol / L
。

喉癌患者血

清
s I L

一
ZR 含量为 ( 2 5 1

.

3士 1 6 4
.

1 ) p m
o
( /L

,

与献血员 比较
,

P <

0
.

0 5
,

差别显著
。

程度
、

临床分 型及分期的喉庙患 者血清
s
IL

一
ZR 水平 比较

,

发现

均具有 明显 的相关趋 势
。

我们认为
,

血 清
s
I-L Z R 作为一种钟瘤的相关 物质

.

检测其

水平变化
,

可作 为临床 上喉癌患者的血清学监测指标之一
。

关键词 喉癌
; s

I L
一
ZR

中图法分类号 R 739
.
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3 讨论

文献 z1[ 报道
,

肺
、

胃
、

宫颈
、

乳腺等 实体肿 瘤患 者血清
s
I L

-

ZR 水平显著高于正常人
,

在发生转移的患者增高更为明显
。

我

们的实验结果表 明
:

喉癌患者血清 中
s

IL
一
ZR 明显高于正常人

。

其升高 的机制大多数学者认 为可能与 活化 m I L
一
ZR P 5 5

蛋 白阳

性细胞数 目增加 引起
s I L

一
ZR 释放增多有关

。

另一方面
,

喉癌患

者细胞免疫功能低下
,

而其
s
IL

一
ZR 水平却显著增高

,

这很可能

是 因为
s
I L

一
ZR 与 IL

一
2 结合使 I L

一
2 廓清加速

,

活化 的 T 淋 巴细

胞静 息下来
.

其次大量的 盯 L
一
ZR 从 细胞膜 上脱落

,

使 活化 的淋

巴细胞功能处于衰竭状 态所致闭
。

李 光宇等闭对不同病理 分化

L a i K N
,

F
r e P M D

,

M P h i l S H
,

et a l
.

阮 l
u
b l

e
i
n t e r le u

k i
n -

2 r e e e P t o r s i n P a t i
e n t s w it h

n o s o p h
a r y n g e a

l
e a r e in o m a

.

C a n e e r ,

1 9 9 1
,

6 7 ( 8 )
:
2 1 8 0

L i s s o r i P
,

B a r n i S
,

R o v e ll i F
, e t a l

.

T h e b i o lo g ie a l s ig n if i
-

e a n e e o f s o l u b le in t e r le u
k i

n 一
2

r e e e p t o r s i n s o l id t u m o r s
.

E
u r

J C a n e e r ,

1 9 9 0
,

2 6 ( 1 )
:
3 3

马玲 国
,

刘学仁
.

可溶 性 白细胞 介 素 2 受体 与头颈肿 瘤
,

国

外医学
.

耳鼻喉科学分册
,
1 99 4

,
1 8 ( 1 ) :

14

李光宇
,

郑 敏
.

喉 癌病人血 清可溶性 白细胞介素 卫受体 的

实验性 研究及 临床意义
.

临床耳 鼻咽喉科杂志
,

1 99 4
,

8 ( 2 )
:

7 2

( 收稿
;
1 9 9 8

一
0 9

一
1 9 ;
修 回

;
1 9 9 9

一
0 5

一
1 9 )

(编辑 张大春 )


