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　　提　要　目的: 研究 Na+ / H+ 交换泵 -1( NHE-1)在肺癌细胞增殖 /凋亡调控中的作用。方法:采用荧光探

针法检则 N HE-1抑制剂双甲基氨氯吡咪 ( DM A)对人肺巨细胞癌高转移株 ( PLA-801D)细胞的酸化作用 ;以

活细胞计数法检测 DM A对 PLA-801D细胞增殖生长的抑制作用 ;采用原位细胞凋亡检测法观察 DM A诱

导 PLA-801D细胞的凋亡。 结果: 经 25μmo l /L以上 DM A处理 24 h或 50μmol / L处理 8 h以上即能酸化

PLA-801D细胞 ,其细胞内 p H( p Hi)显著降低 ,并诱导了 PLA-801D细胞的凋亡 ,肿瘤细胞的增殖生长也显

著受抑。 结论: NHE-1在肺癌细胞增殖 /凋亡调控中起重要作用 ,抑制其增强的活性可能具有一定的应用前景。

　　关键词　肿瘤细胞 ; NHE-1;细胞酸化 ;细胞凋亡 ;双甲基氨氯吡咪

　　中图法分类号　 R730. 21

　　研究表明 ,肿瘤细胞的糖代谢具有 Crabtree效

应:即使在有氧条件下糖酵解增强并占优势 ,以此提供

细胞生命活动的主要能量 ,同时产生大量的氢离子。但

细胞内酸负荷增大的肿瘤细胞能通过其表达增强的细

胞膜 Na
+ /H

+ 交换泵 -1( Na
+ / H

+
exchanger-1, N HE-

1)将过多的氢离子泵出细胞外 ,维持细胞内 pH( pHi)

的稳定 ,以利其恶性生长 [1～ 3 ]。因此 ,肿瘤细胞 pHi调

节机制可能是抗癌策略中新的良好靶点。 双甲基氨氯

吡咪 ( Dimethy l amilo ride, DM A)为 N HE-1活性抑制

剂 ,可抑制细胞内外的 H
+
和 Na

+
交换。本研究即试图

利用 DM A这一特性诱导人肺癌细胞酸化和凋亡。 探

讨 N HE-1在肺癌细胞增殖 /凋亡调控中的作用和以

pHi调节机制作为抗癌靶点的应用前景。

1　材料与方法

1. 1　人肺癌细胞株的培养
　　采用人肺巨细胞癌高转移株 PLA-801D细胞。 用 RPM I-

1640培养基 ,在充分湿化、 37℃、含 5% CO2的全自动孵箱中培

养。 指数生长期单层细胞用于实验。

1. 2　肿瘤细胞 p Hi的测定
　　参照 M aido rn等 [3 ]的方法 ,并作适当改进。

1. 2. 1　标准曲线的建立

1. 2. 1. 1　用 0. 25%胰酶和 0. 01% EDTA消化肿瘤细胞 ,用

Hanks液 ( p H7. 4)漂洗二次 ,并使之成单细胞悬液 ,细胞密度为

3. 0× 105 /ml。 以每管 2 ml移入 24支试管中 ,每管加入双羧乙

基碳氧荧光素四乙酰氧甲酯 ( BCECF-AM , Sigma产品 )至其终

浓度为 2μg /ml, 37℃孵育 30 min。

1. 2. 1. 2　用 Hanks液漂洗 3次后重新悬浮于 pH值分别为

6. 2、 6. 4、 6. 8、 7. 0、 7. 2、 7. 4和 7. 6的 KCl溶液 ( KCl 135

mmo l /L , CaCl2 1 mmo l /L , M gCl2 1 mmo l /L , 葡萄 糖 10

mmo l /L ,用 T ris-M OPS调节 37℃时的 p H至所需值 ) ,每管 3

ml (细胞密度为 2× 106 /m l) ,每一 p H值设 3管。 每管中加入

Nigericin( NGR, Sigma产品 ) ,终浓度为 1. 6μg /ml, 37℃孵育

10 min。

1. 2. 1. 3　用 RF-540荧光光度计 ( Shimadzu,日本 )测定各管在

激发波长分别为 440 nm和 495 nm、发射波长为 525 nm时的

荧光强度。

1. 2. 1. 4　用直线回归法求得肿瘤细胞 p Hi与荧光强度比值

( F IR) ( 495 nm /440 nm )间的相关系数及回归方程。

1. 2. 2　 pHi的测定　　将待测肿瘤细胞按第 1. 2. 1. 1步处理

后用 Hanks液漂洗 3次 ,然后重新悬浮于氯化胆碱溶液 (氯化

胆碱 140 mmo l / L, KCl 1 mmol /L, CaCl2 1 mmol /L, M gCl2

1 mmol /L,葡萄糖 10 mmol /L,无脂肪酸小牛血清白蛋白 0.

1% , p H7. 4)中 ,细胞密度为 2× 106 /ml,每管 3 ml, 37℃孵育 10

min后按第 1. 2. 1. 3步测定 F IR,将该比值代入上述第 1. 2. 1. 4

步求得的回归方程中求得 pHi。

1. 3　 DM A对 PLA-801D细胞的酸化作用

　　用不同终浓度 ( 0、 25、 50、 100、 150μmo l /L )的 DM A(购自

Sigma公司 )与常规培养的 PLA-801D细胞共孵育 24 h后收获

细 胞并测定其 pHi。 选取最适浓度的 DM A(本研究选 50
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μmo l /L)分别与肿瘤细胞共孵育 0、 8、 24、 48 h后测定肿瘤细胞

p Hi。

1. 4　 DM A对 PLA-801D细胞增殖生长的抑制

　　用 0. 25%胰酶分离细胞 ,用培养基悬浮成单细胞液 ,细胞

密度 1× 105 /ml,接种于 24孔培养板 ,每孔 2 ml,在 CO2孵箱内

常规培养。实验分 2组: 处理组于接种后 12 h加入 DM A(终浓

度为 50μmo l /L ) ,此后每隔 24 h取 3孔细胞进行活细胞计数 ,

余下各孔细胞更换新的培养基和 DM A。 对照组除以等量溶剂

代替 DM A外 ,其余操作与处理组相同。

1. 5　细胞凋亡检测
　　肿瘤细胞直接生长在置于培养皿内的盖玻片上 ,与 DM A

( 50μmo l /L )共孵育 0、 8、 24和 48 h后观察细胞生长情况 ,同时

用 p H试纸监测培养基的 p H值 ,使 p H保持在 7. 1～ 7. 2。并收

集盖玻片作原位细胞凋亡检测 ,其检测采用宝灵曼提供的细胞

原位凋亡检测试剂盒 ( AP Kit) ,按说明书介绍的步骤操作。

1. 6　统计学处理
　　资料用 x-± s表示 ,用 t检验作组间差异显著性检验 ,部分

资料进行直线回归分析。

2　结果

2. 1　荧光强度比值与 pHi的关系
　　两者呈显著直线相关 ,r= 0. 9895( P < 0. 001) ,其回归方

程为 Ŷ = 7. 8356+ 1. 6845X ,见图 1。

图 1　 PLA-801D细胞 pHi与 FIR的关系

Fig 1　 Correlation between pH i and FIR of

PLA-801D cells

2. 2　 DM A对 PLA-801D细胞的酸化作用

　　 DM A 25μmo l /L以上处理 24 h或 50μmol /L处理 8 h以

上即能明显酸化肿瘤细胞 , p Hi明显降低 ( P < 0. 05～ 0. 01) ;

50μmo l /L以上时增加浓度并不能使 pHi进一步降低 ( P >

0. 05) ,呈现平台效应 ,见表 1、 2。

表 1　不同浓度的 DMA处理 24 h对 PLA-801D细胞的酸化作用 ( x-± s )

Tab 1　 Acidif icat ion ef fect of DMA on PLA-801D cells at 24 h af ter treatment(x-± s)

DM A concent ration

0μmol /L 25μmol /L 50μmol /L 100μmol /L 150μmol /L

p Hi of PLA-801 D cel ls 7. 14± 0. 03 6. 82± 0. 04* 6. 51± 0. 05** 6. 46± 0. 01** 6. 48± 0. 02**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs base va lue

表 2　 50μmol /L DMA不同处理时间对 PLA-801D细胞的酸化作用 (x-± s )

Tab 2　 Acidif ication eff ect of 50μmol /L DMA on PLA-801D cells in dif f erent time after treatment(x-± s )

Treatm ent time

0 h 8 h 24 h 48 h

p Hi of PLA-801 D cel ls 7. 19± 0. 08 6. 80± 0. 06* 6. 60± 0. 04** 6. 52± 0. 05**

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs base va lue

2. 3　 DM A对 PLA-801D细胞增殖生长的抑制

　　与对照组比较 , DM A处理组的活细胞数显著减少 ,生长受

到显著抑制 ( P < 0. 05～ 0. 01) ,见表 3。

表 3　 50μmol /L DMA对 PLA-801D细胞增殖生长的抑制作用 (x-± s )

Tab 3　 Inhibitory ef fect of 50μmol /L DMA on prolif eration of PLA-801D cells(x-± s )

Incubation time

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h

Cel l count of con trol group 2. 0± 0. 2 5. 13± 0. 5 11. 15± 0. 8 16. 93± 1. 0 21. 83± 0. 8 26. 85± 1. 3

Cel l count of t reatmen t group
　　　 (× 105 /ml )

2. 0± 0. 2 3. 37± 0. 6△ 3. 95± 0. 4△△ 3. 60± 0. 4△△ 3. 50± 0. 5△△ 2. 90± 0. 6△△

△: P < 0. 05,△△: P < 0. 01 vs contro l g roup
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2. 4　原位细胞凋亡检测
　　细胞核染上紫蓝色者即为凋亡细胞。 结果显示 50μmol /L

DM A处理 8 h即可检测到少量凋亡的肿瘤细胞 ,处理 24 h后

可检测大量的凋亡细胞 ,见图 2。

图 2　 50μmol /L DMA处理 24 h后检测到大量的凋

亡细胞　 ( AP× 100)

Fig 2　 A large number of apoptotic tumor cells were

found at 24 h af ter administration of 50

μmol /L DMA　 ( AP× 100)

3　讨论

　　本研究所采用的荧光探针法是目前较好的离体肿

瘤细胞 p Hi的测定方法之一。 其原理如下: 荧光素

BCECF在波长 495 nm的光波激发下发射出的波长

525 nm的光波强度与 pH值呈正相关 ,而激发光波长

为 440 nm时 ,发射波 ( 525 nm )强度与 pH值无关。非

离子形式的 BCECF-AM能迅速通过胞膜扩散到细胞

内 ,随之被胞内非特异性脂酶水解成离子形式的

BCECF。后者难以穿透细胞膜而被扣押在细胞内、并

能被激发出高强度的荧光。氢离子通道剂 N GR通过

催化 K+ /H+和 Na+ /H+ 的跨膜交换 ,可使 H+ 顺利进

出细胞 ,从而使细胞内外 pH值相等
[3 ]

,因而作标准曲

线时每组氯化钾溶液的 pH值即为该组肿瘤细胞的

pHi。 用 FIR代替荧光强度可以消除可能的极少量的

荧光素外漏对 p Hi测定值的影响 ,使该方法更趋完善

可靠。 本结果显示 p Hi与 FIR呈显著正相关 , r =

0. 9895( P < 0. 001) ,足以作为测定 pHi的标准曲线。

　　本实验结果表明 50μmo l /L的 DM A能明显酸化

PLA-801D细胞 ,同时明显抑制了肿瘤细胞的增殖生

长 ;在作用 8 h后 , p Hi下降至 6. 80,可检测到少量凋

亡细胞 ;在作用 24 h后 , p Hi降至 6. 60时 ,可检测到

大量的凋亡细胞。而本实验检测的群体细胞的平均

pHi ,因而推测肿瘤细胞的 p Hi需降至 6. 60时才会诱

导细胞凋亡。而在 DM A作用 8 h后 ,有少量的细胞个

体 pHi低于群体平均值 6. 80,达到 6. 60,故也发生了

凋亡 ,文献 [4]也有类似报道。 DM A诱导 PLA-801D

细胞酸化和凋亡的机制为 DM A通过与 N HE-1膜外

段 Na
+
结合位点竞争性结合 ,直接抑制了 N HE-1活

性 ;同时也可能通过抑制 DN A、蛋白质和 ATP的合

成 ,对 N HE-1活性起到了间接抑制作用
[5 ]

, N HE-1被

抑制后细胞内过多的 H
+
不能排出细胞外 ,导致 p Hi

下降。由于 Na+ 结合位点是有限的 , DM A占据所有

Na
+ 结合位点后 ,则再增加 DM A浓度 ,其酸化作用也

不能明显增强 ,即表现为本研究所见的平台效应。 此

外 , N HE-1还是重要的信号转导蛋白 ,并在细胞有丝

分裂的启动中有重要作用 ,这与 DM A抑制 PLA-

801D的增殖生长也有关系。 DM A诱导的细胞内酸化

可激活酸性核酸内切酶 ( DNaseⅡ ) ,将基因组 DN A在

核小体间降解 ,终致细胞凋亡
[2、 4、 6、 7 ]

。 DNaseⅡ催化的

DN A降解的片段带有 5′羟基 ( -OH)和 3′磷酸基 ( -P)

末端 ;而细胞核内存在的染色质相关多聚核苷酸激酶 /

3′磷酸酶却能将它们转化为 5′-P和 3′-O H末端 ,这是

凋亡过程中特征性的生化事件 [4 ]。 原位细胞凋亡检测

法正是利用这一特征事件而设计的 ,因而是灵敏、早期

和特异的细胞凋亡检测方法。

　　 Maidorn等
[3 ]
的结果显示单用氨氯吡咪 ( AM L,

100μmo l /L )及其衍生物 ( 10μmol /L DM A等 ) ,或在

细胞外 pH( p He) 7. 0时与 N GR( 0. 25μg /m l)合用 6 h

对体外培养的肿瘤细胞均无毒性作用 ;只有在 pHe <

6. 4且与 NGR合用时 , AM L及其衍生物才能增强

N GR的非特性细胞毒性作用。其结果与本实验不一

致 ,原因可能是前者药物处理时间过短、药物浓度较低

和所用的检测方法 (相对集落形成率 )不够敏感。

　　本结果表明单用 DM A能酸化肺癌细胞并诱导其

凋亡 ,提示 N HE-1在肺癌细胞增殖 /凋亡调控中起重

要作用。 抑制肿瘤细胞增强的 N HE-1活性以诱导肿

瘤细胞凋亡可能具有一定的应用前景。
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Induction of the acidif ication and apoptosis of human lung cancer cell

line through inhibition of Na
+ /H

+
exchanger-1 with dimethyl amiloride

W u Guoming , Li Weiliang , Huang Gui jun, Qian Guisheng ( Depa rtment o f Respirato ry Diseases, Xinqiao Hospital,

Third M ili ta ry M edica l Univ er sity , Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: T o study the ro le of Na+ /H+ exchanger-1 ( N HE-1) in modulation o f pr olifer a-

tion /apopto sis o f lung cancer cells. Methods: The acidifica tion, inhibition and apopto sis of human lung cancer

cell line PLA-801D induced by dimethyl amiloride ( DM A) , one o f the N HE-1 inhibitor s, wa s determined

with BCECF, a fluor escent probe, living cell count and in situ tailing respectively. Results: Ther e w as obvi-

ous acidifica tion of PLA-801D cells incubated with DM A a t a vo lume mo re than 25μmo l /L fo r 24 h o r 50

μmol /L fo r 8h and the int racellula r p H ( p Hi ) of the tumo r cells declined significantly ( P < 0. 05-0. 01) .

M eanwhile, apopto sis o f PLA-801D cells w as induced and pro lifera tion o f them markedly inhibited. Conclu -

sion: NHE-1 may play an impo r tant ro le in modulation of pro lifera tion /apoptosis of lung cancer cells and in-

hibition of the enhanced N HE-1 activ ity o f the tumo r cells may be an anticancer str ateg y.

　　 Key words　 tumo r cell; N HE-1; acidification; apopto sis; dimethy l amilo ride

28例老年肺癌临床误诊原因分析 个案与短篇

Analysis of the misdiagnosis of lung cancer in 28 senile patients

谭晓明 　　 (第三军医大学附属西南医院肿瘤科 ) 重庆 , 400038

李小兵　　 (第三军医大学基础医学部生物化学教研室 )重庆 , 400038

　　肺癌是当前世界各国常见的恶性肿瘤之一 ,早发现、早诊

断、早治疗对延长患者生存期甚为重要 [1, 2]。重庆市垫江县人民

医院肿瘤科近几年共收治 60岁以上肺癌患者共 94例 ,其中误

诊 28例 ,现将误诊原因分析如下。

1　临床资料

　　本组误诊病例共 28例 ,其中男 20例 ,女 8例 ;病变部位左

肺 17例 ,右肺 11例 ;其中鳞癌 19例 ,腺癌 7例 ,小细胞肺瘤 2

例。 误诊疾病及例数如下: 肺炎 9例 ,慢性支气管炎 3例 ,肺结

核 6例 ,结核性胸膜炎 2例 ,颈淋巴结核 1例 ,腰椎病 1例 ,颈

椎病 1例 ,内耳眩晕症 1例 ,脑梗塞 1例 ,喉炎 2例 ,腹痛待诊 1

例。

2　讨论

　　分析本组 28例误诊原因如下:①病史询问不够: 临床医生

对老年肺癌的早期症状 ,综合表现认识不足 ,缺乏老年肺癌的

概念。对可疑患者询问病史不详细、不细致 ,未引起足够的临床

重视。②缺乏全面客观分析:对临床上出现的某些症状 ,过早的

(下转 483页 )

479

第 20卷第 6期

1998年 12月
　

第　三　军　医　大　学　学　报

　 AC TA ACADEM IAE M EDICINAE M IL IT ARIS TERTIAE 　
　

Vol. 20, No. 6

Dec. 1998

 谭晓明 ,男 , 40岁 ,进修生 ,现在重庆市垫江县人民医院肿瘤科


