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were treated with polyglyc01．At wk 12 after operation，

the gray value of MMP-2 and MMP-9 and the coUagen

volume fraction(CVF)were calculated by Leica

Q550CW system． RESULTS：，11le gray values of

MMP一2 for each group were(68±s 5)，(153±12)

and(90±7)，MMP-9 were(64±6)，(148±10)and

(86±6)；the CVF which contained vessels were(8．1

±O．9)％，(17．7±O．6)％and(13．0±0．8)％，re—

spectively．Under pressure-over—loaded condition，the

expressions of MMP-2 and MMP-9 of rabbits were

much higher(P<o．01)；curcumin significantly inhib—

its MMP-2，MMP-9 together with the coHagen remode·

ling．CONCLUSION：MMPs are the important factors

which promote collagen remodeling in pressure-·over--

loaded rabbits． Curcumin ameliorates heart function

through inhibiting MMPs with collagen remodeling．
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熊去氧胆酸选择性诱导人肝肿瘤细胞凋亡及抑制增殖的实验研究

韩国庆，吕敏和，孟 玫，刘 慧

(山东大学山东省立医院肝病中心，山东济南250021)
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[摘要] 目的：探讨熊去氧胆酸(UDCA)对肝肿瘤

细胞株诱导凋亡及抑制增殖的作用和机制。方法：

用四氮唑蓝法、流式细胞术、TUNEL法、Wright—Gi—

emsa染色法、电镜及免疫细胞化学等方法，观察

UDCA对肝肿瘤细胞株HepG2，BEL7402和正常人

肝细胞株L-02的生长活力、细胞凋亡、细胞周期及

Bax／bcl-2表达的影响。结果：UDCA对HepG2，

BEL7402细胞株生长的抑制作用随药物浓度增高而

增强(r2=0．96，P<0．01；r2=0．97，P<0．01；

48 h)。UDCA对HepG2及BEL7402的，c50分别为

0．92 mmol·L～，0．86 mmol·L～。UDCA

(1．0 mmol·L“)对HepG2及BEL7402的凋亡率

分别为(42±6)％及(44±4)％，明显高于对照组

(P<0．01)，并且阻滞细胞周期于S期。以UDCA

(0．8 mmol·L“)处理HepG2后bcl-2表达由

(24．3±2．4)％降低为(10．1±1．6)％，Bax表达

由(43±5)％升高为(59±3)％(P<0．01)；处理

BEL7402细胞后bcl-2表达由(21．6±1．8)％降为

(11．6±2．1)％，Bax表达由(44±4)％升高为

(59±3)％(P<0．01)。UDCA对L-02细胞无明显

作用。结论：UDCA对HepG2，BEL7402细胞株有

显著的抑制增殖及诱导凋亡作用，它可能与UDCA

阻滞细胞周期、降低bcl-2和提升Bax的表达有关。

[中图分类号]

[文献标识码】

R975．5；R735．7

A

熊去氧胆酸(ursodeoxycholic acid，UDCA)是一

种临床常用的溶石利胆药，也是治疗原发性胆汁性

肝硬化的一线用药。研究表明¨引，胆汁酸可以增强

致癌物对实验动物的致癌作用，但UDCA则可以抑

制这种作用，减少结肠癌的发生；并且UDCA对乳

腺癌细胞株也有诱导凋亡作用。国外研究显示：

UDCA可抑制化学致癌物对大鼠的致肝癌作用，并

[收稿日期]20044)6-10 [接受日期]2004-11-10

[作者简介] 韩国庆(1966一)，男，山东章丘人，主治医师，

博士，主要从事肝癌、肝炎及肝硬化方面的研究。

【联系人] 韩国庆。Phn：86_53l_680旬326。E-mail：hanguotv
@sohu．com

  万方数据



中国新药与临床杂志(Chin J New Drugs Clin Rem)，2005年3月，第24卷第3期

E-mail：xyylc@shyyxx．corn http：／／xyyl．chinajournal．net．ell http：／／zgxyylczz．periodicals．tom．cn
。193·

可显著抑制肝癌细胞株的增殖活性。国内的报道提

示‘4|：牛黄酸熊去氧胆酸(TUDCA)对牛黄酸脱氧胆

酸(TDCA)诱导的HepG2细胞凋亡有抑制作用。本

研究旨在探讨UDCA对肝肿瘤细胞凋亡和增殖方

面的作用及其作用机制。

材料与方法

细胞株及试剂 人肝肿瘤细胞株BEL7402，HepG2

及正常人肝细胞株L-02购自中国科学院上海细胞

生物研究所细胞库，UDCA(标准品，含量99．99％，

每支200 mg，Sigma产品)，四氮唑蓝(MTY，Sigma
产品)，鼠抗人bcl-2蛋白单克隆抗体(mAb)和鼠抗

人Bax蛋白mAb(Oncogene产品)，免疫组化ABC

试剂金fVector产品)，氟尿嘧啶(FU，SantaCruz产

品)，TUNEL法检测试剂盒(华美生物工程公司产

品)。

细胞生长抑制实验 采用MTY比色法，将对数生

长的HepG2，BEL7402及L-02细胞接种于96孔板，

每孔200灿，6 000个细胞。置于37℃，5％C02饱

和湿度培养24 h后，实验组每孔加入UDCA，终浓度

为0．05，0．1，0．2，0．4，0．8和l mmol·L～，对照组

不加药物。FU(O．01 g·L。1)作为阳性对照。每个

浓度设3个复孔，分别培养24，48，72 h后，每：fLail

人MrI’11(5 g·L叫)10斗L，继续培养4 h，弃上清，每

：fLail人二甲基亚砜(DMSO)100斗L，作用30 min后，

酶标仪上测吸光度A570 nm值。按公式计算细胞生

长抑制率(1一实验组A值／对照组A值)x100％。

流式细胞仪(FCM)检测 分别收集经不同浓度药

物作用48 h后的HepG2及BEL7402细胞1×106

个，PBS液仔细清洗2次，70％乙醇4℃固定，碘化

丙啶染色30 min。每个药物浓度设3个重复标本。

用FACS Calibar流式细胞仪作凋亡和DNA周期分

析。

脱氧核糖核苷酸末端转移酶介导的缺口末端标记法

(terminal deoxynucleotidyl transferase mediated

nick end labeling。TUNEL)原位检测细胞凋亡 将

O．5 cm x0．5 cm的盖玻片置于24孔培养板的孔

底，取对数生长的HepG2及BEL7402细胞接种于培

养板，每孑L 2×104个细胞，分别加入不同浓度的

UDCA及Fu，培养48 h终止细胞培养，捞出玻片，

4％多聚甲醛固定30 min，其余步骤按试剂盒说明

书进行。最后在光镜下观察，细胞核染色呈棕褐色

者为凋亡细胞。每组观察5张玻片，每张玻片取5

个高倍视野(X400)，计数l 000个细胞中凋亡细胞

所占的百分比，即凋亡指数(apoptotic index，AI)，

AI=凋亡细胞数／总细胞数X 100％，取5张玻片的

平均值代表该组的A，。

细胞形态学观察 以不同浓度的UDCA处理

HepG2及BEL7402细胞48 h，制作细胞爬片，倒置

显微镜下观察细胞的生长及形态变化。之后以

Wright-Giemsa染色细胞爬片，光镜下观察。以H-

800透射电镜及S-570扫描电镜观察UCDL处理前

后细胞超微结构的变化。

免疫细胞化学(ABC法) 以不同浓度UDCA处理

HepG2，BELT402，L-02细胞48 h后，取出细胞玻片，

按说明书步骤操作，光镜下观察，正常山羊血清取代

第一抗体作用为阴性对照。每组观察4张玻片，连

续观察5个高倍视野，计算阳性细胞的百分比，取4

张玻片的平均值代表该组的阳性细胞百分率。

统计学方法 采用方差分析及回归分析，设定P<

0．05为差异有显著意义。

结 果

UDCA对肝癌细胞生长的抑制作用 MTr检测显

示，UDCA对HepG2及BEL7402的细胞增殖均有不

同的抑制作用，用bliss法计算UDCA对细胞50％

抑制率剂量(，c50)，UDCA作用HepG2及BEL7402

细胞48 h的‰分别为0．92 mmol·L～，

0．86 mmol·L～。药物浓度越高，产生的抑制作用越

强。药物作用24，48，72 h时，UDCA浓度与抑制率

回归方程在HepG2细胞分别为Y=53+41／og髫，r2

=0．98，F=161，P<0．01；Y=55+41 f0罾菇，r2=

0．96，F=106，P<0．01；y=58+43 log茹，r2=O．96，

F=87，P<0．01。在BEL7402细胞分别为Y=52+
42 log戈，r2=0．96，F=111，P<0．01；Y=55+

44 log戈，r2=0．97，F=117，P<0．01；Y=56+

43始菇，r2=0．98，F=209，P<0．01。UDCA对L．
02的生长无明显抑制作用，见图l，2，3。

流式细胞术(FCM)分析 UDCA作用于HepG2及

BEL7402细胞48 h后，在流式细胞DNA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

有显著意义(P<0．01)。UDCA对L-02细胞作用

48 h后，凋亡率较对照组有所提高，但差异无显著

意义(P>0．05)，见表1。细胞周期分析显示UDCA

可使HepG2和BEL7402细胞生长阻滞于s期，但对
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图1不同浓度UCDA对HepG2细胞的抑制作

用 Fig 1 UDCA inhibited the prolifera·

tion of HepG2 cell line

图2不同浓度UDCA对BEL7402细胞的抑制作

用 Fig 2 UDCA inhibited the proliferation

of BEL7402 cell line

图3不同浓度UDCA对L-02细胞的抑制作

用 Fig 3 UDCA inhibited the prolifera-

tion of L-02 cell line

L-02细胞无明显影响。

TUNEL检测结果TUNEL阳性信号为黄绿色或

黄色荧光，位于胞核，呈小圆形或颗粒状。经UDCA

处理48 h后，HepG2及BEL7402的A，比对照组明

显升高(P<0．01)，药物浓度越高，A，亦越高。FU

组与对照组比较，A，明显升高(尸<0．01)见表2。

细胞形态的改变 倒置显微镜下观察，

0．05 mmol·L“及0．1 mmol·L“浓度的UDCA处

理HepG2及BEL7402细胞，细胞形态变化不大。当

UDCA浓度I>0．4 mmol·L。1时，上述2种细胞形态

变化明显，瑞氏染色可见HepG2及BEL7402细胞

表1 UDCA诱导HepG2。BEL7402及L-02细胞凋亡的作

用(n=3，j±S)Tab 1 UDCA induced apoptosis of

HepG2，BEL7402 and L-02 cell lines

UDCA：熊去氧胆酸。经方差分析，两两比较，UDCA不同剂量组

与对照组比较：8P>0．05，。P<0．仇；UDCA 0．4，0．8，1．0 mmo|·

L。1组与0．1 mmol·L一1组比较：。P>0．05，‘P<0．01；UDCA 0．8．

1．0 mmol-L_1组与0．4 mmol·L“组比较：8P>0．05，“P<0．05．

‘P<0．01；UDCA 1．0 mmol·L“组与0．8 mmol·L“组比较：Jp>

0．05

表2 UDCA对HepG2及BEL7402细胞凋亡指数(AJ)的

影响(n=5。i±S)Tab 2 UDCA affected the AJ of

HepG2 and BEL7402 ceH lines

剂量
He。G2 BEL7402A／／

％

UDCA／mmol·L一1

0(对照) 3．3士1．1 4．2±1．6

O．2 12．5 4-1．8。 14．6±1．4。

0．4 18．8±2．4“ 12．5±2．6‘“

0．8 29±5 eft 30±6’’

FU／o．01 g·L一1 24土3。 26．4±2．2‘

UDCA：熊去氧胆酸。经方差分析，两两比较，UDCA不同剂量

组、Fu组均与对照组比较：。P<0．Ol；UDCA 0．4，0．8 mmol·L“组

与0．2 mmol·L“组比较：“P>0．05，1P<0．01；UDCA 0．8 mmol·

L“组与0．4 mmol·L-1组比较：1P<0．0l

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、核固缩、核碎裂等。电镜观察：

经UDCA处理HepG2及BEL7402后，扫描电镜显示

细胞体积皱缩、外观不规则、微绒毛减少甚至消失；

透射电镜显示胞浆浓缩、染色质聚集、可见凋亡小体

形成。见图4。

Bax与bcl-2基因的表达 bcl-2和Bax阳性信号均

为棕褐色，略呈细颗粒状，主要定位于细胞质，簇状

和(或)片状分布(见图5)。以浓度为0．4 mmo]·

L“或0．8 mmo]·L“的UDCA处理HepG2及

BELT402细胞48h后，bcl-2表达明显下降(P<

0．05)；Bax表达则显著增强(P<0．05)。UDCA浓

度越高，Bax／bcl-2比值越大。UDCA处理L-02细胞

后，Bax及bcl一2表达无明显改变。见表3。

讨 论

肿瘤发生与细胞凋亡及增殖异常有密切关系。
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表3 UDCA对bcl-2及Bax表达的影响(n=4，孟±s)Tab 3 UDCA affected the expression of bcl-2 and Bax

UDCA：熊去氧胆酸。经方差分析，两两比较，UDEA不同剂量组与对照组比较：。P>O．05，‘P<0．05，。P<O．01；UDCA 0．4，0．8 mmol·

L-1组与0．2 mmol·L-l组比较：dp>0．05，。P<O．05‘P<O．01；UDCA0．8 mmol·L’1组与0．4 mmol·L-l组比较：8P>O．05，“P<0．05

图4 UDCA(0．4 mmol·L。1)处理HepG2细胞船h

细胞形态的变化 Fig4 The morphologic changes

of H印G2 treated、with UDCA(0．4 mmol·L1)

①凋亡细胞染色质边集(Wright染色)；②凋亡小体(wright染

色)；③凋亡细胞表面微绒毛消失(扫描电镜)；④凋亡细胞染

色质边集(透射电镜)；⑤凋亡小体(扫描电镜)

细胞凋亡(apoptosis)是区别于细胞坏死的另一种细

胞死亡方式，其形态及生物化学改变具有自身特点。

本研究MTY实验结果显示UDCA对HepG2及

BEL7402细胞增殖有明显的抑制作用，并且UDCA

浓度越高，对细胞增殖的抑制作用亦越强。流式细

胞术及TUNEL的结果表明，UDCA可诱导HepG2

及BEL7402细胞凋亡，药物浓度越高，凋亡越明显。

通过光镜及电镜观察，UDCA可诱导HepG2及

BEL7402细胞出现典型的凋亡形态学改变。

细胞分裂增殖的实质就是不断通过细胞周期来

实现DNA的复制，而细胞周期由严格有序的4个时

图5 UDCA(0．4 mmol·L以)处理BEL7402细胞档h

后bcl-2及Bax的表达 Fig 5 The expression of

bcl-2 and Bax in BEL7402 treated wim UDCA(0．4

mmol·L。1) ①x寸Ngt bcl-2的表达；②UDCA处理后

bcl-2的表达；③对照组Bax的表达；④UDCA处理后Bax的表

达

期组成，即G1一S—G2-÷M，当细胞周期发生障碍

时，细胞增殖将受到抑制。本研究中流式细胞仪检

测结果显示，HepG2及BEL7402细胞株经UDCA处

理后，细胞周期发生变化，使细胞增殖阻滞于s期。

这可能是UDCA抑制HepG2及BEL7402细胞株增

殖诱导凋亡的一个重要机制。

bcl-2家族是目前公认的一类与细胞凋亡相关

的基因，许多研究表明，bcl-2过度表达能抑制多种

因素诱导的多种细胞凋亡；Bax过度表达不仅可使

多种细胞发生自发凋亡，而且也可促进许多因素诱

导的多种细胞凋亡”'6J。本研究显示UDCA处理

HepG2及BEL7402后，Bax表达增强，bcl一2表达减

少，Bax／bcl-2升高，并且UDCA浓度越高，Bax／bcl-2

升高越明显。这与本研究中UDCA可诱导HepG2

及BEL7402细胞凋亡，并且随UDCA浓度升高，凋

亡率越高的结果相一致。该结果提示Bax／bcl-2升

高，可能是UDCA诱导HepG2及BEL7402细胞凋亡

的机制之一。
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MrlT及流式细胞术检测未发现UDCA对正常

肝细胞株L-02有抑制增殖及诱导其凋亡的作用，说

明UDCA抑制细胞增殖及诱导凋亡的作用具有选

择性。这种选择性可能与UDCA能够影响肝肿瘤

细胞株HepG2及BEL7402的细胞周期和Bax／bcl-2

的表达，但对L-02细胞却无明显影响有关。

UDCA对细胞增殖及凋亡的影响可能通过许多

种机制，本研究仅对其影响细胞周期和调节Bax／

bcl-2的表达两个方面进行了初步探讨。

上述研究表明，UDCA可能通过影响HepG2及

BEL7402细胞的增殖周期和调节Bax／bcl-2的表达

等机制，抑制癌细胞增殖、诱导癌细胞凋亡。而对

L-02细胞的增殖及凋亡则无明显影响。UDCA临床

应用已久，其价格低廉，安全性好，本研究结果为临

床上使用该药防治肝癌提供了理论及实验依据。
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[ABSTRACT] AIM：To investigate the effect of in—

ducing apoptosis and proliferative inhibition on hepato—

ma cell lines by ursodeoxycholie acid(UDCA)，and

its mechanisms． METHODS：UDCA effects on eell

proliferation，apoptosis，cell cycle and the expression

of Bax／bcl-2 genes for two human hepatoma cell lines

HepG2 and BEL7402．and normal human hepatic eell

line L旬2讯vitro were detected by applying MTr as—

say，flow cytometry，TUNEL(terminal deoxynucleoti—

dyl transferase mediated nick end labeling)assay，

WHght—Giemsa staining．electron microscopy and im—

munocytochemistry． RESULl['s：UDCA could strong-

ly inhibit the proliferation of HepG2 and BELT402 cell

lines，and with the concentration of UDCA increasing，

the effect of proliferative inhibition would become more

obvious(r2=0．96，P<0．01；r2=0．97，P<0．01；48

h)．ne阳50 responses to HepG2 and BELT402 were

O．92 mmol·L～。0．86 mmol·L～。respectively．

’rhe apoptosis rates(UDCA 1．0 lnnlol·L“)of

HepG2 and BEL7402 were(42 4-6)％and(44±

4)％，respectively with higher significance than that

of L旬2(P<0．01)．UDCA could arrest cell cycle to

S phase．Treated HepG2 with UDCA(0．8 nunol·

L“)。the expression of bcl-2 decreased from(24．3±

2．4)％to(10．1±1．6)％and the expression ofBax

increased from(43 4-5)％to(59 4-3)％(P<

O．01)，while treated BEL7402，the expression of bcl一

2 decreased from(21．6 4-1．8)％to(11．6 4-

2．1)％．the expression of Bax increased from(44 4-

4)％to(59±3)％(P<0．01)．UDCA had no obvi—

OU8 effect on L-02 cell line． CONCLUSION：UDCA

may be selectively inhibit proliferation and induce ap—

optosis of HepG2 and BEL7402 cell lines by blocking

cell cycle and regulating the expression of Bax／bel-2

genes．
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