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鹅脱氧胆酸衍生物HS一1200对肝肿瘤细胞株

凋亡及增殖的影响

韩国庆。刘慧．任万华。秦成勇

(山东省立医院，山东济南250021)

【摘要] 目的探讨鹅脱氧胆酸衍生物HS-1200诱导肝肿瘤细胞株凋亡及抻制增殖的作用及机制。方法

分别用40、60及80*M的Hs-1200作用于肝肿瘤细胞株BEE7402，于作用后12、24及36 h采用胁检测细胞活
性，流式细胞术、DNA梯状条带、荧光显微镜检测细胞揭亡，Western-blot法检测bcl-2、bax、细胞色素C及caspase-3

的表达。结果HS．1200可有效地抑制BELT402生长．其作用随药物浓度提高和作用时同延长而增强，呈一定的剂

量、时间依赖性；FCM结果表明，随作用浓度和作用时间延长，凋亡率显著增加，有显著性差异(P(0．05)；Ho-

eehst33258染色结果显示细胞呈凋亡形态学改变，凝胶电泳显示典型的凋亡梯形条带，Western blot结果显示为}璐-

1200可提升k、细胞色素C及easpase-3的表达，降低bel-2的蛋白表达水平。结论HS一1200对BELT402有显著
的抑制增殖及诱导凋亡的作用，其机理可能为提升baI、细胞色素c及caspase-3的表达，降低bel-2的表达；Hs-

1200可能是一种有效的治疗肝癌的化疗药物。
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Effects of inducing apoptosis and inhibiting proliferation on hepatoma cell line by

chenodeoxycholic acid derivative HS-1200

BAN Cuo—qing，LIU Hui}REN Wan—hua，QlN Cheng-yong

(Shandong Provincial Hospital，Jinan 250021，P R．China)

Abstract：[Objectlve]To investigate effects ofinducing apoptmis aJld inhibiting proliferation∞hepatoma eel]line by

chenodeoxycholie acid(CDCA)derivative HS-1200。and to observe mechanisms 0f the effects．[Methods]‰hepatoma
cell llne BEl,7402 WIIB treated with different伽∞n枷∞s(40。60 snd舳p,m01)“CDCA derivati"HS一1200 m different

time．Atl2，24 and 36h aftertreatment．the cell viability ofhepatom cellsⅧn∞iJled by棚sassy．Apoptoais 0fhep-

attila cell line BELT402 WBIJ detected by flow cytometry，DNA ladder，and fluoremmnee microscope．The protein levels 0f

Bel-2，Bax，cytochrome C and e,asepase-3 Wem determined by Western blot analysis．[Results]HS-1200 inhibited the pro-

tiferatlon。f BELT402 cells and im effect mB dose．and time-dependent．FCM analysis of the apoptosls rates showed 8i伊越·

cant differences between the li"e日dlnent group and control group(P(n 05)．Typical DNA laddering Wilts clearly visible in

ethidlum bmmlde·stained gels，At the mofphol晒cal Study，ceils treated with HS-1200 displayed characteristic nuclear lea-

tures of apoptosis．Western blot¨tdy8is showed that HS一1200 up·regulated the protein leveh 0f bax，eytoehrome C and

eo．sepase-3 but down-regulatedthe proteinlevel of bcl．2．[Conclusicea]HS一1200 caninhibit proliferation aadinduce apopto-

8iB of BELT402 cell line by“P”g【11adng the protein levels of Bax，eytoehmrae C蚰d easepase-3 but down-regulating the pro-

teln levd 0f Bel-2，Therefore}Is-1200面glzt be 8 pnnnising chemotherapeutic agent for treating hepatocellular carcim
Key wofds：ehenodeoxycholic seid derivative；hepalomⅡl eel]】如o；apoptosis

鹅脱氧胆酸为一种初级胆汁酸，可用于治疗胆

石症并能控制血液中胆固醇浓度。近来研究表明，

鹅脱氧胆酸衍生物HS．1199和HS一1200能诱导多种

癌细胞凋亡并能抑制其增殖，如人子宫颈癌细胞⋯、

人前列腺癌细胞‘21及人骨肉瘤细胞‘33等，以HS一

[基金项目]山东省科技厅基金项目(2f105GG3202192)。

1200作用更强。2006年5月一2007年6月，我们观

察了I-IS．1200对肝肿瘤细胞凋亡和增殖的影响并探

讨其机制。

1材料

人肝肿瘤细胞株BELT402购自中国科学院上

海细胞研究所，兔抗鼠多克隆细胞色素C抗体、兔抗
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鼠多克隆bax抗体、兔抗人多克隆bcl-2和etIspase一3

抗体为Santa Cruz公司产品，Western blot显色试剂

盒为Cell Sigma公司产品，二甲基亚砜(DMSO)、四

甲基偶氮唑蓝(MTr)购于Sigma公司，RPMI一1640

培养基为Gibco公司产品。鹅脱氧胆酸衍生物Hs一

1200由山东省医学科学院药物研究所合成室参照

文献”1合成提供。

2方法

2．1 细胞培养将BEL7402细胞培养于含10％胎

牛血清的RPIVII-1640培养渡，常规培养传代，至细胞

贴壁融合80％～90％备用。

2．2细胞增殖抑制试验(I～ITI"试验) 将对数生长

期BEL7402细胞配成3．0 X 104个／ml单细胞悬液，

每孔200山，接种于96孔板中，培养24 h。吸去培

养液，实验组每孔加入HS一1200，终浓度分别为40、

60、80斗M．对照组不加药物。每个浓度设3个复孔，

分别培养12、24、36 h后，每孔加入MTT(5 mg／ml，

用0．01％的P13S配制)，置37℃继续培养4 h。弃去

孔内液体，加人二甲基亚砜(DMSO)100¨L／孔，避光

室温下振荡20 rain，在酶标仪(Bio Rad产品)上测定

各孔吸光度(A)，测定波长为570 nm。细胞生长抑

制率=(1一A实验／A对照)×100％。

2．3细胞凋亡试验各组处于对数生长期的细胞

经不同药物浓度处理24 h后，0．25％的胰酶消化收

集，冷PBS洗涤，悬浮成单细胞悬液，细胞浓度为l

×106个／ml，分别取100斗l细胞悬液，加入5一膜

联蛋白v一异硫氰酸荧光素(Annexin V—FrrC)、10

山(5 mg／L)碘化丙啶(PI)，室温避光反应30 rain，

加入反应缓冲液400止，流式细胞术对凋亡细胞进

行定量检测。

2．4细胞DNA检测将观察组(HS一1200 40、60、

80斗M处理24 h)和对照组(不加HS一1200对照组)

5 x105个细胞，分别移人1．5 ml EP管中，4气2 000

r／rain离心5 mln，弃上清，加20“l细胞裂解液，充

分混匀后，再加10山RNA酶A，37℃水浴孵育1 h，

加蛋白酶K 20‘Ll(10mg／m1)，50℃孵育2 h。取20

一DNA样品加入2％琼脂糖凝胶中，35 V电泳4 h，

凝胶电泳扫描仪照相。

2．5 凋亡细胞形态学观察 ①荧光tfoeehst33258

染色，用0．25％胰酶消化细胞，调整细胞数为4×

105"b／ml，离心弃上清液，细胞悬浮于100 uJ

DMEM培养基后．加入20山的0．5 mg／ml Ho-

eehst33258储存液，室温放置10 min，荧光显微镜观
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察凋亡细胞形态学变化。②不同浓度药物处理细胞

后，收集细胞，加入蛋白裂解液吹打混匀．按照试剂

盒(美国Aetive Motif公司)说明抽提蛋白质，采用蛋

白测定斌剂盒(美国Pierce公司)测定蛋白浓度，取

100 pg蛋白行12．5％的聚丙烯酰胺电泳，将蛋白转

至PVDF膜，5％脱脂奶粉室温阻断2 h，分别加入一

抗(I：1 000)孵育过夜；滤膜经缓冲液清洗3次后再

与二抗室温下孵育1 h。缓冲液清洗3次后，应用增

强的化学发光法显影，暗室曝光于x线片，显影定

影。

2．6统计学方法采用SPSSl2．0软件处理，结果

以；±s表示，组间和组内采用t检验和方差分析，检

验水准q=O．05。

3结果

3．1细胞增殖抑制试验见表1。
表1 不同浓度Hs-12013作用对BELT402

细胞的生长抑制率(％，i±s)

脾l∞040ⅡM组l&75±1．25’’刀．岱±1．07。’ 36．76±1．52‘‘

IN-1200 6D山I组29．51±1．2l‘ 弛，45±1．嚣‘ 50 29±1 81‘

ItS-1200踯“M组 46，5±1．26．且54，41±lf酽．^67．2±1．09‘4
对照组 2．58±0．415 2．64±0．51 2．82±n72

注：与对照组比较，。P<O．01；与ttS一1200 60“M组比较，‘P(

0．05．4P‘O．01

3．2 HS-1200对BELT402凋亡的影响FCM检测

结果表明，BEL7402细胞经HS一1200 40、60、80¨M 3

个浓度作用24 h的凋亡率分别为(11．42±

0．54)％、(21．36±0．28)％、(42．25±0．52)％。对

照组的凋亡率为(1．09±0．05)％。BELT402细胞经
60 p,lVl HS一1200分别作用24 h、36 h、48 h的凋亡率

分别为(21．36±0．28)％、(29．82±0．31)％、

(37．15±0．45)％，随作用浓度和作用时同的延长，

凋亡率显著增加。实验组与对照组之间及不同浓度

组之间，有显著性差异(P<o．05)；各时间组与对照

±112：间及不同时间组之间也有显著性差异(户<n 05)。

说明HS一1200作用BELT402细胞后，可明显诱导细

胞凋亡。

3．3细胞DNA BELT402细胞琼脂糖凝胶电泳呈

现典型的凋亡梯形带，而对照组仅显示基因组DNA

(见图1)。Hoechst 33258荧光染色显示对照组细胞

发出微弱的绿色荧光，细胞核无明显的形态学改变，

各实验组均发现有细胞核浓缩聚集，核碎裂，有凋亡

小体形成并发出较强的绿色荧光。
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体膜通透性降低，阻止凋亡启动因子如细胞色素C

释放，具有很强的抗细胞凋亡作用；而促凋亡蛋白如

bax或bak，则与抗凋亡蛋白作用相反，具有很强的

促细胞凋亡作用"]。bax与hcl-2的比值的升高较

单纯bax升高，对于药物诱导的凋亡来说更为重

要M】。许多研究表明细胞色素c从线粒体释放是诱

导细胞揭亡的重要一步H】。细胞色素c释放到胞

质后可引发c*,pase活化级联，导致细胞凋亡。本结

果显示，BEL7402经HS．1200处理后bax、细胞色素

c及caspase-3蛋白表达水平升高，而bcl_2蛋白水

平表达下降，因而bax与hcl-2的比值明显升高，导

致细胞色素C升高，引发caspsse-3活性升高，导致

围1髓口402笔：要意耋箸：：兰，理24“后 珊肥篡三簖述，Hs．1200能够显著抑制肝肿瘤细胞DNA琼脂糖凝胶电泳结果
昂上川“’⋯⋯。阻F业咱r¨训⋯¨田刈”凸

洼：M为DN^标志物；0．3分别为对照组厦隅．1200维度40、60、 增殖并诱导其凋亡，其机制可能为提升bax与bcl-2

80州组 的比值，促使细胞色素C释放，；l发caspase活化级

3．4细胞bax、细胞色素C及caspase-3表达情况 联，引起细胞凋亡。本研究结果为鹅脱氧胆酸衍生

见表2。 物用于肝癌化疗提供了理论基础。

表2不同浓度HS·1200作用24 h后BEL7402 (参考文献】
的western blot结幂f相对值，i±$)

洼：与对照组比较，’P‘0．∞

4讨论

近来国外研究表明，HS-1200在体外实验中能

诱导多种肿瘤细胞凋亡。本实验研究结果证实其对

BEL7402有明显的抑制作用，其抑制率具有明显的

药物浓度依赖性和时间依赖性，即可有效抑制肝肿

瘤细胞活性。出现典型的细胞凋亡形态学改变及梯

形电泳图谱，表明HS-1200可引起BEL7402凋亡。

越来越多证据表明线粒体参与细胞凋亡，面线

粒体膜通透性转换在凋亡调节中起了重要作用”’。

线粒体膜通透性可为bel-2家族中相关成员所调节。

抗凋亡蛋白如bel-2和bcI-xL，具有恢复跨膜电位和

调节线粒体膜通透性转换孔功能的作用，可使线粒
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