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(摘要) 目的 探讨熊去氧胆酸"*+,-’诱导肝肿瘤细胞株凋亡并抑制其增殖的作用和机制.方法 用噻

唑蓝法/流式细胞术/0*123法/456789:;6<=>?染色法/电镜及免疫细胞化学等方法@观察 *+,-对肝肿瘤细

胞株 A<B;#/C23DE%#和正常人肝细胞株 3:%#的生长活力/细胞凋亡/细胞周期及 C?FGHIJ:#基因表达的影响.
结果 *+,-对 A<B;#/C23DE%#细胞株具有显著的抑制生长/诱导凋亡/阻滞细胞周期于 K期/降低 HIJ:#和提

升 C?F表达的作用.结论 *+,-对A<B;#/C23DE%#细胞株有显著的抑制增殖及诱导凋亡作用@该作用可能与

*+,-阻滞细胞周期/降低 HIJ:#和提升 C?F的表达有关.
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熊 去 氧 胆 酸"*+,-’是 临 床 常 用 的 溶 石 利 胆

药@对原发性 胆 汁 性 肝 硬 化 及 慢 性 肝 炎 亦 有 良 好 疗

效.研究发现@*+,-可以预防及减少实验动物发生

结直肠癌s亦有诱导乳腺癌细胞凋亡的作用t&u.#%%E
年 Evw月@我们以 *+,-处理人肝肿瘤 A<B;#及

C23DE%#细胞@旨在探讨其抑 制 细 胞 增 殖 及 诱 导 细

胞凋亡的作用和机制.
x 材料与方法

&̂& 细胞株 及 试 剂 本 试 验 所 用 人 肝 肿 瘤 细 胞 株

C23DE%#/A<B;#及正常人肝细胞株 3:%#购自中国

科学院上海细胞生物研究所细胞库@*+,-/噻唑蓝

"e00’为 K67=?产 品@鼠 抗 人 HIJ:#蛋 白 单 克 隆 抗

体"=-H’和鼠抗人 C?F蛋白"=-H’为 yYIX7<Y<产

品@免疫组化 -C,试剂盒为 z<I9X5产品@$:氟 尿 嘧

啶"$:{*’为 K?Y9?,5]|产 品@0*123法 检 测 试 剂

盒购自华美生物工程公司.

&̂# 方法

&̂#̂& 细胞生长抑制试验 采用 e00比色法@将

对 数 生 长 的 A<B;#/C23DE%#及 3:%#细 胞 接 种 于

}~孔板@每孔体积 #%%!J/~%%%个细 胞.置 于 rD"/

$#,y#饱 和 湿 度 培 养 #E小 时 后@分 为 实 验 组 与 对

照组.实验组每孔分别加入终浓度为 %̂%$/%̂&/%̂#/

%̂E/%̂w和 &==XJG3的*+,-@对照组不加药物.$:

{*"&%=7G=J’作为阳性对照.实验组每个浓度设 r
个复孔@分别培养 #E/Ew/D#小时后@每孔加入 e00
"$=7G=J’&%!J@继续培养 E小时@弃上清@每孔 加 入

二 甲基亚砜"+eKy’&%%!J@作用 r%分钟后@酶标仪

上测吸光度 -$D%Y=值.按公式计算细胞生长抑制

%&
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率!实验组 "值#对照组 "值$%&&’()
%*+*+ 流 式 细 胞 仪!,-.(检 测 分 别 收 集 经 不 同

浓度药物作用 /0小时后的 1234+及 5678/&+细胞

%$%&9个:;5<液仔细清洗 +次:8&’乙醇 /=固定:
碘化丙啶染色 >&分钟)用 ,"-<-?@AB?C流式细胞仪

作凋亡和 DE"周期分析)
%*+*> 末 端 脱 氧 核 糖 核 苷 酸 转 移 酶 介 导 脱 氧 尿 苷

三 磷酸缺口末端标记!FGE67法( 原位检测细胞

凋亡:将 &*HIJ$&*HIJ的盖玻片置于 +/孔培养板

的孔底:取对数生长的 1234+及 5678/&+细胞接种

于培养板:每孔 +$%&/个细胞:分别加入不同浓度的

GD-"及 HK,G:培 养 /0小 时 后 取 捞 出 玻 片:/’多

聚 甲 醛 固 定 >&分 钟:其 余 步 骤 按 试 剂 盒 说 明 书 进

行)光 镜 下 观 察:细 胞 核 染 色 呈 棕 褐 色 者 为 凋 亡 细

胞)每组观察H张玻片:每张玻片取H个高倍视野:计
数 %&&&个细胞中凋亡细胞所占的百分比:即凋亡指

数!"L(:取 H张玻片的平均值代表该组的 "L)
%*+*/ 细胞形态学观察 制 作 不 同 浓 度 的 GD-"
处理 /0小时 1234+及 5678/&+:细胞爬片:倒置显

微镜下观察细胞的生长及形态变化)之后以 MCANOPK

4A2JQ?染色细胞爬片)以 1K0&&透射电镜及 <KH8&
扫描电镜观察 GD-"处理前后细胞超微结构变化)
%*+*H 免 疫 细 胞 化 学!"5-法( 以 不 同 浓 度

GD-"处 理 1234+R5678/&+R7K&+细 胞 /0小 时

后:取 出 细 胞 爬 片:按 试 剂 盒 说 明 书 步 骤 操 作:正 常

山羊血清取 代 第 一 抗 体 作 为 阴 性 对 照:光 镜 下 观 察

BI@K+和 5?S阳 性 性 细 胞!细 胞 质 内 棕 黄 色 细 颗 粒:
簇状和#或片状分布()每组观察 /张玻片:每张观察

H个高倍视野:计算阳性细胞的百分比:取 /张玻片

的平均值代表该组的阳性细胞百分率)
%*+*9 统计学方法 采用 T检验:设定 UV&*&H为

有显著性差异)
W 结果

+*% GD-"对肝癌细胞的抑制作用 .FF检测显

示:GD-"对 1234+及 5678/&+的 细 胞 增 殖 均 有

不 同 的 抑 制 作 用:药 物 浓 度 越 高:作 用 时 间 越 长:产

生的抑制作用越强)GD-"对 7K&+的生长无明显抑

制作用)
+*+ 不 同 浓 度 GD-" 作 用 /0小 时 1234+R

5678/&+凋亡率比较 见表 %),-.分析GD-"作

用于 1234+及 5678/&+细胞 /0小时后:在流式细

胞 DE"组方图上可见凋亡细胞呈特征性的凋亡峰

!亚二倍 峰(:药 物 浓 度 越 高:细 胞 凋 亡 率 亦 越 高:与

对照组相比:差异有显著性!UV&*&H()GD-"对7K

&+细胞作用 /0小时后:凋亡率较对照组提高:但差

异无显著性!UX&*&H(),"-<-?@A?C流式细胞仪细

胞 周 期 分 析 显 示:GD-"可 使 1234+和 5678/&+
细胞生长阻滞于 <期)
+*> 不 同 浓 度 GD-" 作 用 /0小 时 1234+R

5678/&+的 "L比较 见表 +)经 GD-"处理 /0小

时后:GD-"检测 1234+及 5678/&+的 "L比对照

组 明 显 升 高!UV&*&H(:并 且 药 物 浓 度 越 高:"L越

高)
表 % 不同浓度 GD-"作用 /0小时 1234+R5678/&+

细胞凋亡率比较!YZ[(

GD-"

!JJ\@#7(

凋亡率!’(

1234+ 5678/&+

&!对照组( +*H0Z&*+9 +*&+Z&*%>
&*% 0*>9]%*HĤ _*+9Z+*&%̂
&*/ %_*/HZ>*++̂ %8*+/Z%*90̂
&*0 >9*+HZ9*>9̂ >8*>9ZH*+Ĥ
%*& /+*>9ZH*9Ĥ //*+8Z/*>_̂

注‘与对照组比较:̂ UV&*&H

表 + 不同浓度 GD-"作用 /0小时 1234+R5678/&+
细胞 "L比较!YZ[(

GD-"

!JJ\@#7(

"L!’(

1234+ 5678/&+

&!对照组( >*+9Z%*% /*%HZ%*9
&*+ %+*HZ%*0̂ %/*9Z%*/̂
&*/ %0*0Z+*/̂ %+*HZ+*9̂
&*0 +0*9ZH*/̂ >&*%Z9*+̂
HK,G!%&JN#J@( +>*HZ>*+̂ +9*/Z+*+̂

注‘与对照组比较:̂ UV&*&H

+*/ 细胞形态改变 倒置显微镜下观察:经浓度为

&*&H及 &*%JJ\@#7 GD-" 处 理 的 1234+及

5678/&+细胞形态变化不大)当 GD-"a&*/JJ\@#

7时:上 述 两 种 细 胞 形 态 变 化 明 显:瑞 氏 染 色 可 见

1234+及 5678/&+细 胞 有 较 为 典 型 的 凋 亡 形 态 学

变化!细胞浆有较多空泡形成:染色质凝集R核固缩R
核碎裂等()扫描电镜显示:经 GD-"处理的 1234+
及5678/&+细胞体积皱缩:外观不规则:微绒毛减少

甚 至 消 失b透 射 电 镜 显 示 胞 浆 浓 缩:染 色 质 聚 集:可

见凋亡小体形成)
+*H 不 同 浓 度 GD-" 作 用 /0小 时 1234+R

5678/&+R5?S与 BI@K+基因的表达比较 见表 >)浓

度 为 &*/或 &*0JJ\@#7的 GD-"处 理 1234+及

5678/&+细胞 /0小时后:BI@K+表达明显下降!UV
&*&H(:5?S基因表达显著增强!UV&*&H()GD-"浓

度越高:5?S#BI@K+比值越大)GD-"处理7K&+细胞

后:5?S及 BI@K+表达无明显改变)
%%
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表 ! 不同浓度 "#$%作用 &’小时 ()*+,-./01&2,-

.34与 5678,基因的表达比较9:;<=

"#$%

9>>?7@0=

()*+,9A=

5678, .34

./01&2,9A=

5678, .34

29对照组= ,&B!;,B& &,BC;DB& ,EBC;EB’ &&BD;!B’
2B, EFB&;EBD &,BD;!BC ,2BE;EBF &’B&;,BD
2B& E&B,;,BEG D!BC;,BDG E!BD;EB’G DCB!;!B’G

2B’ E2BE;EBCG FB&;!B,G EEBC;,BEG D’BF;!B,G

注H与对照组比较IGJK2B2D

L 讨论

肿 瘤 发 生 与 细 胞 凋 亡 及 增 殖 异 常 有 密 切 关 系M
细 胞 凋 亡 是 区 别 于 细 胞 坏 死 的 另 一 种 细 胞 死 亡 方

式I其 形 态 及 生 物 化 学 改 变 具 有 自 身 特 点M本 研 究

NOO试验结果显示I"#$%对 ()*+,及 ./01&2,
细胞增殖有明显的抑制作用I且"#$%浓度越高-作
用时间越长-对细胞增殖的抑制作用越强MP$N 及

O"Q/0检 测 结 果 表 明I"#$%可 诱 导 ()*+,及

./01&2,细胞凋亡I药物浓度越高I凋亡越明显M光

镜 及 电 镜 观 察 发 现I"#$% 可 诱 导 ()*+,及

./01&2,细胞出现典型的凋亡形态学改变MNOO及

P$N 检测未发现 "#$%有抑制正常肝细胞株 082,
增殖及诱导其凋亡的作用I并对082,细胞534@5678,
表达无影响I说明 "#$%抑制细胞增殖及诱导凋亡

的作用具有选择性M细胞分裂增殖的实质就是不断

通过细胞周期来实现 #Q%的复制I而细胞周期由严

格有序的 &个时期组成I即 +ERSR+,RNM本研究

中 P$N 检测结果显 示I()*+,及 ./01&2,细 胞 株

经"#$%处理后I细胞周期发生了变化I使细胞增殖

阻 滞 于 S期I这 可 能 是 "#$% 抑 制 ()*+,及

./01&2,细 胞 株 增 殖 诱 导 凋 亡 的 一 个 重 要 机 制M

5678,家 族 是 目 前 公 认 的 一 类 与 细 胞 凋 亡 相 关 的 基

因I包 括 作 用 相 反 的 ,个 亚 类HT促 进 细 胞 凋 亡 的

.34-56784-53U和 53V等WX抑制细胞凋亡的 5678,-

567847等I其中对 5678,和 .34的研究最为广泛M当

.34@5678,比 例 较 高 时I细 胞 趋 向 凋 亡I反 之 则 细 胞

凋亡程度降低M许多研究表明I5678,过度表达能抑制

多种因素诱导的多种细胞凋亡W.34过度表达不仅可

使多种细胞 发 生 自 发 凋 亡I而 且 也 可 促 进 许 多 因 素

诱导的多种细胞凋亡Y,Z&[M本研究显示I"#$%处理

()*+,及 ./01&2,后I.34表达增强I5678,表 达 减

少I.34@5678,升 高I且 "#$%浓 度 越 高I.34@5678,
升高越明显M这与本研究中"#$%可诱导()*+,及

./01&2,细 胞 凋 亡I并 且 随 "#$%浓 度 升 高I凋 亡

率 越高的结果相一致M提示 .34@5678,升 高 可 能 是

"#$%诱导 ()*+,及 ./01&2,细胞凋亡的机制之

一M上述研究表明I"#$%可能通过影响 ()*+,及

./01&2,细胞的增殖周期和调节 .34@5678,的表达

等机制I抑制癌细胞增殖I诱导癌细胞凋亡M而对 08
2,细胞的增殖及凋亡则无明显影响M本研究结果为

临床使用该药防治肝癌提供了理论及实验依据M
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.超诊断睾丸微石症 ,例报告
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张 勇
9胜利石油管理局胜利医院 ,D12DD=

睾丸微石症临床少见I其与精液异常不育有密切关系M近

年来I在男性不育精液异常患者中I我们应用高灵敏度实时超

声显像仪-探头频率 E2N(lI直接探查阴囊-精索静脉I发现 ,

例睾丸微石症患者M现报告如下M
例 EH年龄 !2岁I婚后 D年未育I平时身体健康M精液检

查量稀少I未见存活精子I动度 2级M.超检查见双侧睾丸大

小形态正常I两侧睾丸内均见弥散钙化点W精索静脉曲张M彩

色多普勒检查见反流信号M诊断为睾丸微石症M
例 ,H年龄 ,’岁M结婚 !年未育I平时身体健康M精液检

查 数 量 正 常I精 子 成 活 率 低 EDAI动 度 ,级I畸 形 率 大 于

D2AM.超检查见双侧睾丸大小-形态正常I右侧睾丸内见密

集的点状强回声I左侧睾丸内见散在稀疏强回声W精索静脉曲

张M彩色多普勒检查见反流信号M诊断为睾丸微石症M
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