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　　提　要　目的: 研究阿霉素诱导的细胞凋亡 ,探讨人膀胱癌多重抗药性机制。方法: 用噻唑蓝 ( M TT )法、

光镜及电镜、 DN A凝胶电泳和原位 DN A末端转移酶标记法 ,分别对耐药细胞株 BIU-87 / ADM及敏感细胞

株 BIU-87细胞进行了阿霉素诱导的细胞凋亡研究。结果: BIU-87 / ADM细胞存活率明显高于 BIU-87细胞 ,

光镜及电镜观察到凋亡细胞形态学改变 ,凋亡细胞 DN A凝胶电泳出现 DN A断片 ,但并无典型的梯形 ( Lad-

de r)改变 , BIU-87细胞原位 DNA末端转移酶标记阳性率高于 BIU-87 / ADM细胞。结论: ①阿霉素可诱导人

膀胱癌细胞凋亡 ,而且具有明显的剂量和时间效应。②在相同条件下 ,与敏感细胞株 BIU-87相比 ,耐药细胞

株 BIU-87 / ADM中细胞凋亡明显受到抑制。③细胞凋亡对人膀胱癌多重抗药性的产生具有重要的意义。
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　　中图法分类号　 R73- 361

　　肿瘤细胞的多重抗药性 ( M ultidrug resistance,

M DR)是临床肿瘤化疗的严重障碍 ,深入研究其发生

机制及逆转途径具有重要的意义。我们应用阿霉素大

剂量冲击结合低浓度诱导敏感细胞 BIU-87,已成功地

建立了耐药细胞株 BIU-87 /ADM
[1 ] ,并进行了逆转的

实验研究 [2 ]。本研究应用原位 DN A末端转移酶标记

法 ,分别对耐药细胞株 BIU-87 /ADM及敏感细胞株

BIU-87中阿霉素诱导的细胞死亡形式进行了研究。

1　材料和方法

1. 1　细胞株及细胞培养
　　人膀胱癌 BIU-87细胞株引自北京医科大学泌尿外科研究

所。该细胞在取材前及建株过程中未接触任何抗癌药物。耐药

细胞株 BIU-87 /ADM由我室采用阿霉素大剂量冲击结合低浓

度诱导敏感细胞 BIU-87所建立 ( 1994年 )。细胞置于含 5% CO2、

37℃、饱和湿度的孵箱中培养 ,每 3天换液 1次。细胞融合时 ,用

0. 25%胰蛋白酶消化、传代。

1. 2　试剂
　　阿霉素 ( Farmitalia ,意大利 )、 M TT(噻唑蓝 , Sigma生产 )、

原位 DNA末端转移酶标记试剂盒购自德国宝灵曼公司。

1. 3　研究方法
1. 3. 1　细胞毒性测定　　采用 M TT法 [3]。应用 DG-3022A酶

联仪测定样品吸光度 (Dλ)值 ( 570 nm ) ,计算细胞存活率。

1. 3. 2　细胞形态学改变　　台盼蓝拒染确定细胞的完整性 ;

光镜及透射电镜观察凋亡细胞的形态学改变。

1. 3. 3　 DNA断裂的检测　　应用原位 DN A末端转移酶标记

法 ( In situ DNA nick end labeling , TUNEL ) [4]。细胞生长片原

位冷丙酮固定 10 min, PBS漂洗 5 min× 3, 20 mg / L蛋白酶 K

消化 30 min, PBS漂洗 5 min× 3,甲醇、过氧化氢 ( 0. 03% ) 15

min, PBS漂洗 5 min× 3,滴加 DN A末端转移酶及 FITC标记

dU TP, 37℃湿盒内孵育 1 h; PBS漂洗 5 min× 3,滴加 HRP(辣

根过氧化物酶 )标记的抗 FITC抗体 , 37℃湿盒内保温 1 h; DAB

暗处显色 5 min,终止显色 ,脱水、封固 ,镜下观察、摄像。阳性细

胞为胞核呈棕黄色 ,不着色为阴性。同时应用 PBS代替 DN A

末端转移酶 ,作为阴性对照。

1. 3. 4　细胞凋亡指数 ( Apopto tic index , AI)　　每张玻片选

取 5个阳性着色最明显的视野 (× 400) ,计数 500个细胞中的阳

性百分率。

1. 3. 5　 DNA凝胶电泳 [5]　　分别收集不同浓度阿霉素作用

的 BIU-87及 BIU-87 / ADM细胞 , PBS缓冲液冲洗 2遍 ,培养瓶

中加入 1 ml细胞裂解液 ( p H8. 0, EDTA 10 mmo l /L , T ris-HCL

10 mmol /L, SDS 0. 5% ,蛋白酶 K 0. 15 g /L ) , 50℃反应 3 h,酚 /

氯仿抽提 ,离心取上清 ,加入 1 /10体积的 NaAc 0. 01 mol /L

M gCl2,再加入等体积的无水乙醇沉淀过夜 ,离心沉淀 DN A,

75%乙醇清洗 , TE液重悬 DN A,加入 RNAase达到 200 mg /L

(贮存液 10 mg /L ) ,重新提取和沉淀 DN A。DNA沉淀溶解于 20

μl TE液 ( pH8. 0)中 , 1. 5%琼脂糖凝胶电泳 ,紫外灯下观察、摄

影。

1. 4　统计方法
　　取 3次试验的平均值 ,所有数据以 x-± s表示 ,两个样本率

比较用 t检验。

2　结果

2. 1　细胞存活率
　　应用 M T T法测定了相同时间内 ( 72 h)不同浓度的阿霉素

对 BIU-87及 BIU-87 / ADM细胞存活率的影响 ,见图 1,分别用

阿霉素 0. 1 mg / L和 1 mg / L作用 72 h , BIU-87细胞存活率分别

下降为 65. 28%及 19. 38% ;而 BIU-87 / ADM细胞存活率则为

93. 95%及 29. 93%两株细胞比较差异显著 ( P < 0. 01)。
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图 1　 BIU-87 /ADM和 BIU-87细胞生存率的比较

Fig 1　 Cell survival rate to adriamycin in BIU-87

and BIU-87 /ADM cells

2. 2　凋亡细胞的形态学改变
　　相差显微镜下观察发现: BIU-87细胞经 0. 1 mg / L阿霉素

作用 6 h ,细胞体积缩小、胞浆固缩、胞核变小 ,胞膜完整 ;而

BIU-87 / ADM细胞改变明显。电镜显示: BIU-87细胞表面微绒

毛消失、细胞核沿核膜内侧边缘固缩 ,部分细胞核膜消失 ,核染

色质聚集。而 BIU-87 /ADM细胞在 0. 1 mg /L阿霉素作用下 ,

未出现上述改变。只有在阿霉素浓度增加到 1 mg /L ,始出现上

述细胞凋亡改变 ,随阿霉素作用时间的延长 ( 24 h )及剂量的增

加 (阿霉素为 10 mg /L ) ,上述改变明显加重 ,并出现核碎裂、胞

膜完整性的破坏。

2. 3　细胞凋亡指数 ( AI)

　　图 2显示出 BIU-87及 BIU-87 /ADM细胞在不同的阿霉素

药物浓度作用 ( 48 h )后 ,所诱导的凋亡细胞与阿霉素有明显的

剂量依赖关系 ;而且在阿霉素作用的 2、 12、 24,两者的 AI差异

显著 ( P < 0. 01)。

　　图 3显示了 1 mg /L阿霉素分别作用于 BIU-87及 BIU-87 /

ADM细胞不同时间所诱导的细胞凋亡指数。说明阿霉素诱导

的细胞凋亡有明显的时间效应 ,而且在阿霉素作用的 2、 12、 24

h,两者的 AI差异显著 ( P < 0. 01)。

图 2　不同浓度阿霉素诱导的细胞凋亡指数 ( AI)

Fig 2　 Apoptotic index( AI) induced by adriamycin

at dif ferent concentrations

图 3　 1 mg /L阿霉素诱导的细胞凋亡指数 ( AI)

Fig 3　 Apoptotic index( AI) induced by 1 mg /L adriamycin

2. 4　 DN A电泳

　　 0. 1 mg /L阿霉素作用于 BIU-87细胞 48 h即出现 DN A断

片 ,阿霉素为 1 mg /L及 10 mg /L ,上述改变明显。而 BIU-87 /

ADM 细胞只有在 1 mg /L及 10 mg /L阿霉素作用下 ,始有

DN A改变出现 ,见图 4、 5。

图 4　 BIU-87细胞总 DNA电泳结果

Fig 4　 Gel electrophoresis of BIU-87 cells

total DNA

1. M a rker: λDN A /EcoRI+ Hinder Ⅲ 　 2.　 10 mg /L

adriamycin fo r 48 h　 3.　 1 mg /Ladriamycin fo r 48 h　
4.　 0. 1 mg /L adriamycin fo r 48 h　 5. To tal DNA o f

untr eated BIU-87 cells

图 5　 BIU-87 /ADM细胞总 DNA电泳结果

Fig 5　 Gel electrophoresis of BIU-87 /ADM cells

total DNA
1. 10 mg /L adriamycin for 48 h　 2. 1 mg / L adriamycin

fo r 48 h　 3. M a rker: λDN A/ EcoRI+ Hinder Ⅲ 　
4. 0. 1 mg / L adriam ycin fo r 48 h

3　讨论

　　近年来 ,有关多重抗药性的发生机制研究较多 ,主
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要有: mdr1基因表达增强 ;拓扑异构酶Ⅱ ( TopoⅡ )含

量及活性下降 ;细胞内谷胱甘肽硫转移酶增多 ,细胞解

毒功能增强等 [5 ]。鉴于上述机制大多只能解释部分肿

瘤细胞多重抗药性的产生 ,本研究则试图从细胞凋亡

的角度探讨膀胱癌多重抗药性的发生机制。随着细胞

凋亡研究的深入 ,人们发现许多化疗药物是通过诱导

肿瘤细胞凋亡来发挥抗癌效应的:细胞凋亡是一种主

动的细胞死亡形式 ,主要表现为形态学变化及 DN A

的断裂 ,前者包括胞浆固缩、体积变小、胞核致密及形

成凋亡小体。后者主要是由于细胞内核酸内切酶的激

活 ,在核小体之间切断 DN A,形成大量 200 bp倍数的

DN A断片 ,电泳可出现梯形改变 ( DN A Ladder) ,但并

非所有的凋亡细胞均有 DN A梯形改变
[6 ]。

　　结果发现:①阿霉素可诱导人膀胱癌细胞凋亡 ,且

具有明显的剂量和时间效应。②在相同条件下 ,与敏感

细胞株 BIU-87相比 ,耐药细胞株 BIU-87 /ADM中细

胞凋亡明显受到抑制。DN A凝胶电泳出现 DN A断

片 ,但并无典型的 DN A Ladder。据 Dong
[7 ]
等报道淋

巴瘤来源的细胞系 ( B细胞和 T细胞 )凋亡出现典型

的 DN A Ladder,而上皮细胞系 ( Hela和 AA8 )发生细

胞凋亡后 ,其 DN A凝胶电泳无典型的 DN A梯形改

变 ,而是出现 DN A涂片样改变 ( Sm earing )。原因在于

激活细胞的 Ca
2+ 、 Mg

2+依赖的核酸内切酶 ,从而产生

典型的 DN A Ladder是非必需的 ,认为凋亡的上皮细

胞 DN A电泳改变不同于其它细胞类型。 Hagimo to

等
[8 ]
在观察肺损伤上皮细胞凋亡的研究中亦发现凋亡

细胞 DN A电泳出现 DN A Sm earing改变 ,而无典型

的 DN A Ladder。DN A电泳对早期细胞凋亡的观察价

值不大 ,因为只有在凋亡细胞达到一定数量才能检出

DN A改变 ,而且无法定位 ,仅能定性。作者应用原位

DN A末端转移酶标记法可将 FITC标记的脱氧尿苷

三磷酸 ( dU TP)掺入到 DN A断片的 3′-羟基末端 ,可

以检测凋亡细胞。该方法定位准确 ,亦可定量检测凋亡

细胞 ,尤其是对早期凋亡细胞的检测阳性率高 ,敏感性

强 ,结合细胞的形态学变化 ,特异性较强。TUN EL阳

性细胞胞核黄染 ,提示 DN A的断裂 ,并见核固缩 ,胞

浆不着色。比较同样条件下阿霉素诱导的敏感细胞株

BIU-87及耐药细胞株 BIU-87 /ADM的凋亡指数 ( AI)

发现: 后者的 AI明显低于前者。提示: 细胞凋亡在耐

药细胞株 BIU-87 /ADM中明显受到抑制。

　　阿霉素是蒽环类抗生素的一种 ,属于拓扑异构酶

Ⅱ抑制剂。阿霉素可抑制拓扑异构酶Ⅱ的催化作用 ,与

拓扑异构酶Ⅱ -DN A形成拓扑异构酶Ⅱ -DN A-药物共

价复合物 ,抑制 DN A断点的重接 ,造成 DN A不可逆

的断裂 [9 ]。本研究发现 ,阿霉素是通过诱导人膀胱癌细

胞凋亡来发挥抗癌效应的 ,其作用有明显的剂量及时

间效应。由此推测阿霉素造成的 DN A不可逆的断裂

可能是诱发细胞凋亡的重要契机。而且 ,我们发现在

BIU-87 /ADM细胞中 ,细胞凋亡明显受到抑制。BIU-

87 /ADM细胞的多重抗药性是应用阿霉素诱导形成

的 ,本研究已证实阿霉素可诱导 BIU-87细胞凋亡 ,推

测 BIU-87 /ADM细胞多重抗药性的形成过程可能是

BIU-87 /ADM细胞凋亡逐步受到抑制的过程。BIU-

87 /ADM细胞凋亡明显受到抑制 ,是否与某些凋亡相

关基因的表达发生改变有关尚有待进一步研究。
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Induction of apoptosis by adriamycin in multi-drug resistant human blad-

der cancer cell lines
Wang Xiangw ei , Yang Tang jun, Wang Zehou, He Bin, Jin Huansheng , Zen Yi, Liu Suying ( Depa rtment of U rol-

ogy , Xinqiao Hospital, Third Milita ry M edica l Univ ersity, Chongqing , 400037)

　　 Abstract　Objective: To study the induction of apoptosis and explor e the mechanism of multi-drug resis-

tance o f human bladder cancer. Methods: M T T assay , optical micr oscopy , elect ron mic roscopy , DN A a-

ga rose gel electr ophor esis and in situ DN A nick end labeling w ere used to detect the apoptosis in BIU-87 /

ADM and BIU-87 cells. Results: Cell surv iv al rate w as significantly higher in BIU-87 / ADM cells than in

BIU-87 cells. Classical apopto tic morpho lo gica l changes w ere found in both cell lines and DNA fra gmenta tion

was show n by agaro se gel electropho resis. Apopto tic index de tec ted by in situ DNA nick end labeling was

high er in BIU-87 cells than in BIU-87 / ADM cells. Conclusion: ① In bo th cell strains, apopto sis is induced by

adriamycin in a dose- and time-dependent manne r. ② Apopto sis is appar ently inhibited in BIU-87 / ADM cells

as compared to BIU-87 cells. ③ Apoptosis may play an impo rtant ro le in the development of multi-drug resis-

tant human bladder cancer.

　　 Key words　 multi-resistance; apopto sis; in situ DN A nick end labeling

静脉留置针在肝硬化腹水引流中的应用

Retaining needle of the vein for drainage of ascites due to cirrhosis

张晓荣
 
　　 (第三军医大学附属大坪医院消化内科 ) 重庆 , 400042

　　腹腔穿刺排液是一种古老的治疗腹水的方法 [1 ]。以往腹腔

穿刺均用金属针头接橡皮管进行引流 ,不易固定 ,术者操作麻

烦 ,且需多次穿刺 ,增加患者痛苦及医源感染的机会。我科自

1995年以来 ,对 32例肝硬化顽固性腹水患者 ,采用静脉留置针

头进行腹腔穿刺 ,取得较好效果 ,现将操作方法介绍如下。

1　一般资料

　　本组 32例中 ,男性 28例 ,女性 4例 ,年龄 25～ 70岁。均选用德

国贝朗公司产一次性浅静脉留置针 (内径 1. 2 mm /18 GOD ,长

45 mm)。

　　穿刺部位选择及方法: 嘱患者排空尿液 ,取半卧位 ,背部垫

橡皮巾。向患者讲解配合方法 ,嘱其均匀呼吸 ;穿刺点多选在左

侧 ,脐与髂前上棘连线的内 2 /3与外上 1 /3交界处 [2]。常规皮肤

消毒 ,术者戴无菌手套 ,铺无菌巾 ,直接取留置针接空针。抽取

麻药行局部麻醉达腹膜壁层 ,待进入腹腔 ,回抽注射器可抽出

腹水后 ,左手固定套针 ,取掉空针 ,抽出针芯 ,留置套管柄接 1次

性引流袋 ,胶布固定好套针柄 ,进针处覆盖无菌纱布 ;调节引流

速度 ,放液不易过快 , 1次性放液量不易过多 ,不超过 3 000

ml [3]。注意观察患者面色、血压、脉搏、呼吸变化。放液完毕后 ,

消毒针柄及连接处 ,取掉引流袋 ,用肝素帽封口 ,无菌纱布包扎

连口固定。可定时放腹水。本组 32例患者 ,留置套管时间最长 12

d,最短 3 d。

2　讨论
　　对顽固性腹水 ,需多次引流的患者 ,用常规穿刺引流 ,会造

成患者痛苦 ,增加医源性感染的机会。用此法留置套管时间长 ,

引流通畅 ,便于腹腔用药 ,能迅速解除患者的腹胀不适 ,改善心

功能 ,明显缩短住院时间 ,减少住院费。对继发性食道静脉曲张

破裂出血的张力性腹水患者 ,做腹水引流后 ,可使门脉压力暂

时降低 ,有助于预防再出血 [1]。此法便于固定 ,对于能下床活动

患者 ,不影响其自主活动 ,深受患者欢迎。操作中应严格无菌技

术 ,每日消毒进针部位 ,更换敷料。打开肝素帽后应严格消毒 ,

方接引流袋 ,肝素帽用 75%酒精浸泡 ,引流结束后 ,肝素帽可继

续使用。此法安全可靠 ,无一例并发症发生 ,值得推广。

　　关键词　静脉留置针 ;肝硬化 ;腹水

　　中图法分类号　 R575. 2; R473. 5
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