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　　提　要　目的:研究千斤藤碱对喉癌及鼻咽癌的诱导分化作用。方法: 在体外细胞培养的基础上 ,观察细

胞形态学、细胞增殖动力学的变化。采用 ABC免疫组化结合图像分析仪及流式细胞仪的方法 ,定量检测了癌

基因 C-myc、 Bcl-2及抑癌基因 p53蛋白。结果:经无毒剂量的千斤藤碱及维甲酸处理后 ,喉癌及鼻咽癌细胞株

的细胞形态趋向良性分化 ,细胞接触抑制部分恢复 ,集落形成率和细胞增殖指数明显降低 ,癌基因 C-myc、

Bcl-2蛋白明显降低 , p53蛋白明显增高。结论:千斤藤碱及维甲酸对喉癌及鼻咽癌细胞株有诱导分化作用 ,其

机理可能是通过抑制癌基因的表达 ,增加抑癌基因的表达 ,改变细胞的形态结构和生物学特性 ,促进癌细胞的

分化。
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　　近 30年 ,喉癌及鼻咽癌患者的生存率一直在 45%

左右 [ 1 ]。因此探寻新的治疗方法一直是人们关注的焦

点 ,而近年来新兴的肿瘤诱导分化治疗为喉癌及鼻咽

癌的防治提供了新的途径。千斤藤碱 ( Stepho lidine,

ST)提取自千斤藤属植物根 ,经实验证明在体外有抑

制肿瘤细胞增殖等作用。本实验以维甲酸为对照 ,研究

了千斤藤碱对喉癌及鼻咽癌细胞株体外诱导分化作

用。

1　材料与方法

1. 1　细胞株
　　高分化鼻咽癌细胞 ( CNE-1) ,低分化鼻咽癌细胞 ( CNE-2)

购自中山医科大学肿瘤医院遗传室 ,低分化喉癌 ( Hep-2)购自

北京动物所 ,培养液为 RPMI 1640,内含 15%灭活小牛血清 ,细

胞置 CO2孵箱培养。

1. 2　药品
　　全反式维甲酸 ( All trans r etinoic acid, RA, Sigma产品 ,以

DM SO溶解 ,其终浓度为 0. 02% , DM SO≤ 0. 1%时 ,不引起细

胞生物学性状的改变 [2] )。ST由中国科学院昆明植物所赵景春

博士惠赠 ,含量约 90% , C-myc单抗、 Bcl-2单抗 ( DAKE产品 ) ,

DAB( Diaminobenzidine , 3. 3-二氨基苯联胺 , USA ) , ABC Kit

( Vecta产品 , USA)。

1. 3　体外诱导分化用药剂量的筛选细胞毒性试验
　　将 S T和 RA分别以不同浓度作用于 CN E-1、 CN E-2、 Hep-

2。每天观察各组细胞的毒性反应情况 ,苔盼蓝观察计数 ,连续

5 d。

1. 4　体外诱导分化
　　根据细胞毒性试验结果选用 S T、 RA,分别作用于 CNE-1、

CNE-2、 Hep-2,药物作用后进行以下指标检测。

1. 4. 1　细胞形态学观察　　运用倒置显微镜及透射电镜 ,按

常规制样观察。

1. 4. 2　生长曲线测定　　每天取药物处理组及对照组细胞 ,

胰酶消化后镜下计细胞数 7 d,绘制细胞生长曲线。

1. 4. 3　平板集落形成试验　　药物作用 4 d后换完全培养液 ,

继续培养 7 d后甲醇固定 , HE染色 ,倒置显微镜下计每瓶集落

数 (以≥ 50个细胞的细胞团为 1个集落 )。

1. 4. 4　细胞增殖指数 ( PI)测定　　采用流式细胞仪技术 [3 ]。

PI= ( S+ G2M) /( G0 /G1+ S+ G2M )× 100%

1. 4. 5　 ABC免疫组化法检测 C-myc及 Bcl-2基因产物　　按

常规。

1. 4. 6　图像分析和资料的数据处理　　将免疫组化片用图像

分析仪 (四川大学 )分析 ,细胞中的阳性产物在统一放大倍数

下 ,通过高分辩电视摄像机转换成图像信号显示在电视屏上 ,

再用光标仪和数字化仪测量阳性产物的黑度值 , 1个细胞选择 3

点 ,每片随机测量 10个阳性细胞 ,取平均值。

1. 4. 7　 p53及 Bcl-2基因产物的定量分析　　采用流式细胞仪

技术 [4]。

2　结果

2. 1　体外诱导分化用药剂量
　　根据细胞毒性实验 ,选择 5 d内细胞未出现毒性反应的最

大药物剂量。3株细胞的诱导剂量基本相同 ,选择 ST 4 μmo l /L ,

RA 1μmol / L作为体外诱导分化用药剂量。
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2. 2　体外诱导分化作用
2. 2. 1　细胞形态学改变　　直接倒置显微镜下观察及 HE染

色后光镜观察发现: 对照组与用药组前 3 d形态无明显改变 ,

5 d以后加药组细胞变细变长 ,核质比例减小 ,见图 1。

图 1　左: Hep-2细胞对照组。右: Hep-2细胞加 4μmol /L ST

5 d后。可见加药后细胞变细变长　 (× 100)

Fig 1　 Hep-2 cells become slender after treated with ST

for 5 d

stepho lidine trea ted ( right ) , without stepholidine

( left)　 (× 100)

　　透射电镜观察: 对照组细胞微绒毛多 ,核质比例大 ,核大 ,

核仁明显 ,细胞器发育不良。加药组微绒毛减少 ,细胞表面平滑

化 ,核质比例减小 ,核仁及细胞器等趋向良性分化 ,部分恢复正

常细胞的形态 ,见图 2。

图 2　左: Hep-2细胞对照组。右: Hep-2细胞加 4μmol /L ST 5

d后。加药后细胞微绒毛减少 ,表面平滑化 ,核质比减

小　 ( TEM× 4 000)

Fig 2　 Surface of cells become smooth, nucleocytoplasmic

ratio lowered after treated with ST for 5 d

stepho lidine treated ( righ t) , without stepholidine

( left)　 ( TEM× 4000)

2. 2. 2　细胞生长特性见图 3

图 3　 Hep-2(A)、CNE-1( B)、CNE-2( C) 3株细胞生长曲线

Fig 3　 Growth curves of Hep-2 (A) , CNE-1 ( B) , CNE-2 ( C) cell lines

2. 2. 3　细胞集落形成及细胞增殖指数 ( PI)结果 ,见表 1。

表 1　 ST及 RA对喉癌及鼻咽癌细胞株集落形成及 PI的影响

Tab 1 Ef fects of ST and RA on colony forming and PI (x-± s )

Group Cel l line Colon y forming PI

Con trol

S T

RA

　 CN E-1 38. 2± 12. 6　 28. 43± 0. 25　

　 CN E-2 39. 2± 4. 1 30. 63± 0. 40

　 Hep-2 36. 6± 4. 0 26. 47± 0. 25

　 CN E-1 160. 0± 9. 2* 22. 27± 0. 25*

　 CN E-2 184. 0± 11. 7* 21. 53± 0. 15*

　 Hep-2 163. 0± 6. 1* 20. 53± 0. 46*

　 CN E-1 134. 0± 7. 0* 18. 80± 0. 10*

　 CN E-2 152. 0± 9. 2* 18. 93± 0. 15*

　 Hep-2 130. 0± 4. 7* 13. 53± 0. 40*

* : P < 0. 01 vs cont rol

2. 2. 4　流式细胞仪定量检测 p53及 Bcl-2基因产物结果显示 ,

见表 2。

表 2　 ST及 RA对喉癌及鼻咽癌细胞株 p53及 Bcl-2的影响

Tab 2 Effects of ST and RA on p53 and Bcl-2 protein (x-± s )

Group Cel l line p53 Bcl-2

Con trol

S T

RA

　 CN E-1 1. 21± 0. 01　 1. 51± 0. 01　

　 CN E-2 1. 17± 0. 02 1. 54± 0. 01

　 Hep-2 1. 31± 0. 02 1. 67± 0. 01

　 CN E-1 1. 28± 0. 01* 1. 38± 0. 01*

　 CN E-2 1. 27± 0. 01* 1. 37± 0. 01*

　 HEP-2 1. 43± 0. 01* 1. 39± 0. 01*

　 CN E-1 1. 29± 0. 01* 1. 29± 0. 01*

　 CN E-2 1. 28± 0. 02* 1. 37± 0. 01*

　 Hep-2 1. 39± 0. 01* 1. 37± 0. 02*

* : P < 0. 01 vs cont rol
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2. 2. 5　 ABC免疫组化法检测 C-myc及 Bcl-2结果见表 3。

表 3　 ST及 RA对喉癌及鼻咽癌细胞株 C-myc及 Bcl-2的影响

Tab 3　Effects of ST and RA on C-myc and Bcl-2 (x-± s )

Group C-myc Bcl-2

Con trol

S T

RA

　 CN E-1 102. 6± 6. 9 96. 0± 6. 2　

　 CN E-2 99. 0± 5. 5 98. 6± 5. 6

　 Hep-2 101. 6± 6. 8 102. 0± 8. 6

　 CN E-1 85. 2± 6. 8* 90. 3± 5. 8*

　 CN E-2 82. 5± 7. 0* 91. 1± 6. 2*

　 HEP-2 91. 9± 6. 2* 88. 3± 6. 8*

　 CN E-1 83. 9± 6. 1* 88. 2± 6. 0*

　 CN E-2 82. 8± 5. 8* 88. 7± 6. 1*

　 Hep-2 94. 6± 4. 4* 89. 2± 7. 5*

* : P < 0. 01 vs cont rol

3　讨论

　　研究表明:体外实验与体内实验相比有其优越性 ,

且与体内实验有较好的一致性 ,是研究分化诱导剂的

主要方法。实验选用全反式 RA作为阳性对照是因为

RA是被公认的疗效较好的广谱分化诱导剂 ,在治疗

癌前病变如: 口腔粘膜白斑、喉乳头状瘤中 ,均有成功

的报道
[5 ]
。

　　细胞分化包括形态分化和功能分化 ,所以细胞形

态学改变是细胞分化的表型特征 ,也是基本特征之

一 [6 ]。 ST和 RA均可诱导喉癌及鼻咽癌细胞株发生形

态改变:细胞变细变长 ,微绒毛减少 ,细胞核、浆比例减

少 ,细胞器趋向良性分化。

　　细胞无限制的快速生长繁殖是恶性肿瘤细胞的主

要特征之一。表现在接触抑制消失 , DN A合成增强。细

胞生长曲线可见喉癌及鼻咽癌细胞株经 ST处理后细

胞生长明显受到抑制 ,倍增时间延长。对照组在培养 6

d已长满的情况下 ,不断继续重叠生长 ,第 7天细胞数

继续上升 ,加药组第 7天细胞数几乎不增长 ,处于平台

期。这说明 ST及 RA在抑制细胞生长的同时有诱导

细胞良性分化作用 ,细胞接触抑制部份恢复。细胞集落

形成率和克隆形成率一样 ,与细胞恶性程度有很高符

合率 ,即细胞恶性程度与细胞集落或克隆形成率成正

相关。 本实验显示经 ST及 RA处理的 CN E-1、 CNE-

2、 Hep-2细胞的集落形成率是对照组的 30%～ 50%

左右 ,这也说明 RA抑制 Hep-2细胞生长的同时可能

有促进其分化的作用。

　　近年的研究表明 ,细胞分化与癌基因之间的关系

十分密切 ,我们用 ABC免疫组化及流式细胞仪检测了

癌基因 , C-myc、 Bcl-2及抑癌基因 p53蛋白的表达 ,发

现抑癌基因 p53蛋白表达明显增加 , C-myc、 Bcl-2蛋

白表达明显降低 ,说明 ST及 RA可能通过抑制癌基

因的表达而抑制细胞增殖、诱导细胞分化。

　　本实验从以上方面证明 , ST和 RA对喉癌及鼻咽

癌细胞株细胞具有较好的诱导分化作用 ,且两者差异

无显著意义。其诱导分化的机理可能和癌基因 C-myc、

Bcl-2表达的减少 ,抑癌基因 p53表达的增加有关。 我

们认为: S T可能成为一种有前途的、高效低毒的分化

诱导剂 ,具有良好的临床应用前景。
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Study of stepholidine and retinoic acid induced dif ferentiation of cell

lines of laryngeal and nasopharyngeal carcinoma
Wang Jian, Zhao Liansan, Lin Daicheng , Tang Hong , Liang Chuanyu, Liu Chong ( Depa rtm ent of Oto rhino-

la ryngolog y , Southw est Hospital, Third M ilitary Medical Univ er sity , Chongqing , 630038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te stepho lidine ( ST) and retinoic acid ( RA) induced differ entiation of

the cell lines o f lar yngeal and na sopha ryngeal carcinoma. Methods: Afte r the cultured car cinoma cell lines
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w ere t reated with S T o r RA fo r 5 days, th e morpho lo gic changes o f the cells w ere obse rv ed with

optical and t ransmission elec tron micro scopy. In addition, th e expression o f oncogene and ca rcinoma sup-

presser g ene w as determined with ABC imm unohistochemistr y, flow cy tomet ry and image ana ly sis. Resul ts:

After th e trea tment of S T or RA , th e carcinoma cells became w ell-differentia ted, their contact inhibition was

pa rtially recovered and the co lonyfo rming ra te significantly dec reased. The contents o f the oncogenes C-myc

and Bcl-2 w ere remarkably decr ea sed wh ereas that o f the t umo r suppresse r g ene p53 incr ea sed. Conclusion:

ST and RA can induce the differ entiation of th e cell lines of lar yngeal and na soph ryngeal ca rcinoma through

inhibi ting the expression o f oncogenes and improv ing the expression o f ca rcinoma suppresse r g ene.

　　 Key words　 induced differ entiation; steph olidine; pro to-oncogene; tumo r suppresser gene

博士生论文摘要

犬严重烟雾吸入伤早期机械通气治疗的实验研究
 

Experimental study of early mechanical ventilation after severe smoke

inhalation injury in dogs

陶国才
  
　杨宗城　 黎　鳌　　 (第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ) 重庆 , 630038

　　吸入性损伤是烧伤死亡的主要因素之一 ,急需研究出切实

有效的治疗手段 ,目前有关机械通气治疗烟雾吸入伤尚缺乏较

系统深入的研究。为此 ,本研究采用动物实验对比观察了 4种通

气模式 (压力控制、压力控制+ 呼气末正压、压力支持+ 持续气

道正压、压力控制反比通气 )在犬严重烟雾吸入伤早期连续 24

h进行机械通气治疗过程中对呼吸动力学、血流动力学、氧供

求平衡、肺表面活性物质、体液因素、肺组织细胞能量负荷及膜

流动性等多种指标的影响 ,探讨对肺水肿和肺不张的发生、发

展、机体氧供求平衡影响的作用机理以及加重肺组织损伤的可

能性 ,试图摸索出相对安全可靠的治疗方案。研究结果表明 ,本

实验所采用的通气模式及参数对烟雾吸入伤早期血流动力学

无明显不良影响 ,并可不同程度地增加心输出量 ;伤后 24 h内

对肺血管通透性无明显影响 ,未能阻止肺水肿的发生、发展 ,但

也没有加重或促进肺水肿的形成 ;通过肺表面活性物质、机械

性扩张等复杂的作用机理不同程度地改善肺通气换气功能 ;通

过增加潮气量 ,减少呼吸频率 ,有利于改善肺顺应性 ,减少死腔

/潮气量比 ,增加有效通气量 ;减缓肺动脉分流和呼吸指数的增

加幅度 ,减轻减缓肺泡萎陷及肺不张的发生 ,显著提高组织供

氧 ;减轻、减缓低氧血症和病理性氧耗 /氧供依赖关系的发生、

发展进程 ;并且短期内未对机体造成明显损害。建议在被怀疑

或确诊的烟雾吸入伤患者早期尚未出现明显的血气指标改变

之前尽早给予合理的机械通气。其中以压力支持+ 持续气道正

压的治疗效果较佳。建议在烟雾吸入伤后尽早常规预防性使用

压力支持+ 持续气道正压通气 ,采用参数为 PIP= 1. 5 k Pa ( 16

cm H2O) , PEEP /CPAP 0. 588 k Pa ( 6 cm H2O)。烟雾吸入伤早期

单纯机械通气治疗尚存在一定局限性 ,必须结合其它治疗措

施 ,才可望逆转烟雾吸入伤对机体所造成的损害 ;另一方面 ,也

有利于进一步发挥机械通气的效能。

　　关键词　烟雾吸入伤 ;机械通气 ; PEEP; CPAP;反比通气

肺不张 ;肺水肿 ;低氧血症 ;灼伤

　　中图法分类号　 R644

(收稿: 1996-11-13;修回: 1996-12-03)

(编辑　王　红、沈锡庚 )
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