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"摘要#
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目的
!

研究鹅去氧胆酸"

3536

$对结肠癌细胞
234.$$)

的影响!并探讨其作用机制%方法
!

采用体外细胞培养&

四甲基偶氮唑蓝"
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法$&苏木素
.

伊红染色"

28

染色$&吉姆萨染色"

9#:;+<

染色$&吖啶橙'溴化乙锭染色"

6=

'

8>

染色$和流

式细胞术检测经
3536

诱导处理对结肠癌
234.$$)

细胞的存活率&形态学变化&细胞周期&线粒体膜电位和细胞凋亡率的影响%

结果
!

试验结果表明!

3536

作用于结肠癌细胞
234.$$)

细胞株
0/?

的半抑制浓度为
%&'%0;;"@

'

A

%

%&/%%;;"@

'

A3536

处

理
0/?

后细胞抑制率达
//&0B

!且表现出细胞体积缩小&细胞核固缩和染色质凝聚等凋亡特征性的形态学改变%流式细胞仪检

测结果显示!经
3536

诱导处理后!细胞株细胞周期被阻滞于
9

1

'

7

期!线粒体膜电位降低!

%&0%%;;"@

'

A3536

处理
0/?

后

234.$$)

细胞凋亡率达
C0&CB

%结论
!

3536

对人结肠癌
234$$)

细胞株的抑制作用与其剂量有依赖性!并可能通过线粒体途

径诱导人结肠癌细胞
234.$$)

细胞株凋亡%
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结直肠癌$
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3D3

&是人类高发消化道恶性

肿瘤#近些年在我国部分地区发病率呈明显上升趋势#部分城

市低龄化明显#但其发病机制仍不明'

$

(

)因此#寻找有效治疗

3D3

的靶向药物和方法成为了全球抗肿瘤研究的一个重要课

题)鹅去氧胆酸$

J?:,"!:"K

L

J?"@#J<J#!

#

3536

&别名为
'

!

T-

!

.

二羟基
.C.

"

.

胆烷酸#为无色针状结晶#无臭#味苦#是目前世界

上用量最大的治疗胆结石药物之一#又是合成熊去氧胆酸和其

他甾体化合物的原料#由胆汁提取而来'

1.'

(

)

3536

具有降低

胆汁内胆固醇饱和度#抗菌消炎和止咳平喘等多种药理学作

用'

0

(

)近年来国外合成了
3536

衍生物用于胆结石的治疗#

细胞凋亡的诱导和抗肿瘤等方面的研究#但对于
3536

的作

用机制尤其是抗肿瘤作用的机制尚未阐明'

C

(

)因此#本研究对

3536

诱导处理结肠癌细胞
234.$$)

细胞凋亡及其作用机制

进行研究#旨在为
3536

的抗肿瘤研究提供更加科学*客观的

依据和方法#并为相关疾病的治疗提供一定的理论依据)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

人结肠癌细胞株
234.$$)

细胞#购自中科院上海

细胞库)四甲基偶氮唑蓝$

744

&*碘化丙啶$
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&购自美国

W#

P

;<

公司%青霉素
.

链霉素双抗#苏木素*伊红染液购自江苏

碧云天公司%

5787

培养基购自
9#RJ"

公司%胎牛血清$

X>W

&

购自浙江天杭生物科技有限公司%其他试剂均购自洛阳市化学

试剂厂$国产
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级&)
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细胞培养箱$型号
'$$$

&购自美国
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重庆医学
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年
/

月第
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卷第
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期
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目$
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作者简介!郭帅$
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赛默飞世尔科技公司%流式细胞仪$
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&和超

纯水仪$

7#@@#.ED:I:M:,J:

&购自美国
7#@@#

N

"M:

公司%荧光显微

镜$

[\X.)%%

&购自上海兆仪有限公司%酶联免疫反应检测仪

$

8,W

N

#M:

&购自美国
U:MS#,8@;:M

仪器有限公司)
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!

方法

@&A&@

!

细胞培养和诱导处理
!

234.$$)

细胞培养于
5787

培养液中$内含
$1B

热灭活胎牛血清和
$B

青霉素
.

链霉素双

抗#

N

2-&1

&#于
'-]

#

CB 3=

1

的培养箱培养)处理组细胞为

234.$$)

细胞培养
10?

后进行
3536

诱导处理#对照组细胞

则不加药物处理)

@&A&A

!

744

法
!

检测细胞毒性并筛选药物合适浓度
744

试验方法同文献'

)

()

3536

的浓度设计为
%&$

*

%&1

*

%&'

*

%&0

*

%&C

*

%&)

*

%&-

和
%&/;;"@

"

A

)经
WUWW$'&%

软件处理计

算
3536

对
234.$$)

细胞的半抑制浓度$或称半抑制率&#即

HC

C%

值)

@&A&B

!

苏木素
.

伊红染色$

28

染色&

!

对照组和处理组细胞$

%&';;"@

"

A3536

&培养
0/?

后#取出长有细胞的盖玻片用磷

酸盐缓冲液$

U>W

&漂洗
'

次#每次洗
$;#,

)

(CB

乙醇固定
1%

;#,

#温
U>W

漂洗
'

次#每次
$;#,

)苏木素染色
$%;#,

#自来

水洗
';#,

)在
$B

的氨水中碱化
C;#,

#自来水洗
1

次#每次
1

;#,

)超纯水洗
1

次#每次
$;#,

)

$B

的伊红中染色
C;#,

#

(CB

乙醇中洗
C;#,

#无水乙醇中浸泡
$%;#,

#在等量乙醇和

二甲苯中置
';#,

)转移至二甲苯中透明
1

次#每次
C;#,

)中

性树脂封片#光学显微镜下观察拍照)

@&A&C

!

吉姆萨染色$

9#:;+<

染色&

!

对照组和处理组细胞

$

%&';;"@

"

A3536

&培养
0/?

后#取出长有细胞的盖玻片#用

U>W

漂洗
'

次#每次
$;#,

)

(CB

乙醇固定
1%;#,

#温
U>W

漂

洗
'

次#每次
$;#,

)

9#:;+<

染液染色
$%

$

'%;#,

#超纯水洗#

摇床脱色
$

$

$%;#,

$视情况而定&)

(%B

甘油封片#光学显微

镜下观察拍照)

@&A&D

!

吖啶橙"溴化乙锭双荧光染色$

6=

"

8>

染色&

!

对照组

和处理组细胞$

%&';;"@

"

A3536

&培养
0/?

后#取出长有细

胞的盖玻片#

U>W

漂洗
'

次#每次
$;#,

)加
$

$

1

滴
6=

"

8>

工作液#滴加时避光#荧光显微镜下观察拍照)

@&A&E
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流式细胞仪的相关检测

@&A&E&@

!

UV

单染法测细胞周期
!

流式细胞仪测细胞周期试验

方法参考文献'

)

()

3536

处理浓度为
%

*

%&1

和
%&0;;"@

"

A

)

@&A&E&A

!

线粒体膜电位的检测
!

应用流式细胞仪检测脱氧胆

酸对
234.$$)

细胞线粒体膜电位的影响#

D?"!<;#,:$1'

荧光

强度值反映的是线粒体膜电位的高低)试验方法参考文献

'

-

(#诱导处理组细胞为
%&1

*

%&'

和
%&0;;"@

"

A3536

#流式

细胞仪检测)

@&A&E&B

!

6,,:K#,̂.XV43

"

UV

双染法检测细胞凋亡率
!

收集

对照组和不同浓度$

%&$

*

%&1

*

%&'

*

%&0;;"@

"

A

&

3536

处理
0/

?

的
234.$$)

细胞#加入
$(C

%

A6,,:K#,̂.XV43

结合液重悬

细胞#再加入
C

%

A6,,:K#,̂.XV43

#室温避光孵育
$%;#,

)离

心后加入
$(%

%

A6,,:K#,̂.XV43

结合液重悬细胞#再加入
$%

%

AUV

染色液#过
1%%

目滤网后进行流式细胞仪$

P

G<F<:<+

L

.

3

L

H:

47

01%%.%$0%

&检测)其中#

6,,:K#,̂.XV43

为绿色荧光#

UV

为红色荧光)

@&B

!

统计学处理
!

采用
WUWW$'&%

进行统计学分析#计量资

料用
/_B

表示#组间比较采用
;

检验%计数资料用率表示#组

间比较采用
!

1 检验#检验水准
!

%̀&%C

#以
@

$

%&%C

为差异有

统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

3536

显著抑制
234$$)

细胞的生长和增殖
!

744

法

检测结果显示#

3536

对人
3D3234.$$)

细胞的生长有明显

的抑制作用#并呈剂量依赖性$

@

$

%&%C

&#见图
$

)经
3536

处

理
0/?

后#

234.$$)

细胞抑制率由
$C&'B

上升到
//&0B

)对

试验数据进行处理#可得到
3536

处理
0/?

的
HC

C%

为
%&'%0

;;"@

"

A

)

图
$

!!

3536

对
234.$$)

细胞的抑制作用

A&A

!

3536

处理后
234.$$)

细胞的形态学变化
!

28

和
9#.

:;+<

染色结果显示#经
%&' ;;"@

"

A3536

处理
0/?

后#

234.$$)

细胞表现出典型的凋亡形态!细胞数量明显减少#细

胞体积变小#细胞核固缩和染色质凝聚$图
1>

*

5

&)

6=

"

8>

染

色结果显示#细胞核着绿色呈固缩状或圆珠状的为早期凋亡细

胞#核染色质为橘红色并呈固缩状或圆珠状为晚期凋亡细胞)

结果表明#

3536

处理后
234.$$)

细胞表现出典型的凋亡形

态特征$图
1X

&)

A&B

!

3536

对
234.$$)

细胞周期的影响
!

3D3234.$$)

细

胞经
%&1

*

%&0;;"@

"

A

的
3536

作用
0/?

后#

234.$$)

细胞

在各时相的分布发生了显著的变化#见表
$

)其中#

9

1

"

7

期细

胞比例增加$

@

$

%&%C

&#

W

期细胞比例明显减少$

@

$

%&%C

&#见

图
'

)

表
$

!!

3536

对
234.$$)

细胞周期的影响

组别
9

%

"

9

$

期$

B

& 标准差
W

期$

B

& 标准差
9

1

"

7

期$

B

& 标准差

对照组
C)&('C1- )&1C01 1-&$-'%C '&10$0 $C&'C)%$ 1&$%C

%&1;;"@

"

A3536

处理组
'(&0$C%$ 0&%'C- $)&-111) 1&0$C% 0'&1)0($ 1&$%'

%&0;;"@

"

A3536

处理组
1(&(/'1C '&0-0$ $/&(0%)) 1&-0%0 C%&(1/1( '&/-0

%-$'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期



图
1

!!

3536

对
234.$$)

细胞形态的影响$

a0%%

%

图
'

!!

3536

对
234.$$)

细胞周期的影响

A&C

!

3536

对
234.$$)

细胞线粒体膜电位的影响
!

检测结

果显示#随着
3536

浓度的增加#绿色荧光强度降低%随着

3536

处理浓度的增加#细胞的荧光峰逐渐向左移动#线粒体

吸附
D?"!<;#,:$1'

的能力下降#荧光强度逐渐减弱#细胞线

粒体膜电位出现降低和崩塌#见图
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应用流式细胞仪

检测脱氧胆酸对
>93./1'

细胞凋亡率的影响发现#在一定浓

度范围内#随着浓度的升高#细胞凋亡率逐渐升高#其中在
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的
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作用下细胞凋亡率达到
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#早期凋亡

率达到
1-&C1B

$

@

$

%&%C

&#见表
1

*图
C

)

表
1

!!

3536

对
234.$$)

细胞凋亡率的影响$

B

%

组别
正常

细胞率

早期

凋亡率

晚期

凋亡率

坏死

细胞率

对照组
(%&1$ %&(C %&11 /&)1

%&1;;"@

"

A3536

处理组
)/&'( $/&$0 -&/$ C&))

%&0;;"@

"

A3536

处理组
'%&C- 1-&C1 1)&(/ $0&('

!!

6

!对照组%

>

!

%&1;;"@

"

A3536

处理组%

3

!

%&0;;"@

"

A3536

处理组)

图
0

!!

流式细胞术检测线粒体膜电位

$-$'

重庆医学
1%$)

年
/

月第
0C

卷第
1'

期



!!

6

!对照组%

>

!

%&1;;"@

"

A

处理组%

3

!

%&0;;"@

"

A3536

处理组)

图
C

!!

流式细胞术检测细胞凋亡情况
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细胞凋亡在肿瘤发生*发展和治疗中具有重要作用#目前

诱导肿瘤细胞的凋亡成为肿瘤治疗研究中的一个主要目标与

常用手段'
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)本试验选用结肠癌
234.$$)

细胞为试验材料#

研究了
3536

对
234.$$)

细胞的增殖抑制作用及诱导其凋

亡的作用)本研究证实了
3536

能够有效地抑制结肠癌

234.$$)

细胞的增殖#并且呈现剂量依赖性)这也同前人用

其他药物作用于结肠癌细胞的结果一致'
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)同时#形态学检

测也表明
3536

可诱导
234.$$)

细胞产生明显的凋亡现象)

凋亡的早期表现是线粒体膜电位的降低)经
3536

诱导

处理后的
234.$$)

细胞线粒体膜电位降低#且随着药物浓度

的升高#低荧光强度细胞所占比例越来越多)提示
3536

可

能具有通过线粒体途径诱导
234.$$)

细胞凋亡的生物学效

应)此外#流式细胞术检测细胞凋亡率的结果表明
3536

诱

导
234.$$)

细胞凋亡具有浓度依赖性)

细胞周期的调控是抑制肿瘤细胞生长的一个有效的方法#

许多抗癌药物将细胞周期阻滞在
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)本研究发

现#

3536

能够有效地把
234.$$)

细胞阻滞在
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期#并可

能通过线粒体途径诱导
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细胞凋亡#说明
3536

可通

过抑制
234.$$)

细胞的周期进程从而抑制肿瘤细胞的生长增

殖#而对于具体凋亡机制的确定还需要更进一步的研究和探

讨)因此#深入探索脱氧胆酸诱导人结肠癌
234.$$)

细胞凋

亡的机制#对于进一步研究人结肠癌细胞凋亡发生的机制及抗

肿瘤的研究具有非常重要的指导意义和实际应用意义)
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