
脱氧胆酸诱导正常人食管黏膜上皮细胞凋亡及其机制探讨  

    近年来有关十二指肠内容物对食道粘膜的损伤作用越来越受到国内外学者的重视，尤其是在胃食管反流病的并发症如反流性食管炎、

Barrett's食管以及食管癌的发生发展过程中所起的作用。动物实验已证实胆汁反流有明显的致癌作用[1]。在多种十二指肠反流物质中，

胆酸被认为是较严重的损伤物质。以往学者多认为亲脂性胆酸可引起食管黏膜细胞膜渗透性增高而致细胞坏亡[2]。在对肝细胞[3]和结肠

肿瘤细胞[4]的体外研究中发现，一些胆酸可诱导细胞凋亡。但是，目前有报道认为胆酸可引起食管上皮细胞内COX-2表达增加[5]，而COX-

2的高表达则会抑制凋亡[6]。所以，有必要明确胆酸是否诱导食管黏膜上皮细胞凋亡，此方面的研究尚未见报道。本实验观察脱氧胆酸

(DC)对体外培养的人正常食管黏膜上皮细胞的作用，观察其是否诱导细胞凋亡，同时对其机理进行探讨。 

    

1  材料和方法 

    1.1  材料 

    无血清的角朊细胞培养基(KSF-M)和DMEM培养基购自Gibco公司；脱氧胆酸(deoxycholate，DC)购自Sigma；Annexin V-FITC 凋亡检

测试剂盒Ⅰ 和 Fitc-结合单克隆激活的Caspase-3抗体试剂盒Ⅰ 购自 BD Biosciences。Fas、Bcl-2和Bax单克隆抗体及辣根过氧化物酶

标二抗购自中杉。动物细胞凋亡DNA Ladder提取试剂盒购自北京鼎国生物公司。 

    1.2  方法 

    1.2.1  正常食管黏膜细胞培养[7]从新鲜(仅离体数分钟)食管手术标本上选取正常黏膜部分，在4 ℃条件下Dispase消化18~24 h后，

将黏膜层撕下，放入2.5 g/L胰酶中，37 ℃消化5~10 min。将消化所得细胞用K-SFM(其中每500 ml含0.9 ml牛垂体提取物、0.438 g L-

谷氨酰胺、3 μl表皮生长因子)在37 ℃、5%CO2培养箱中培养并传代。选取第3~5代细胞进行如下实验。 

    1.2.2  凋亡的观察 

    1.2.2.1  凋亡的诱导  观察培养食管黏膜上皮细胞在250 μmol/L和500 μmol/L DC作用不同时间点的变化。实验中直接将DC溶解于

培养基中，pH为7.1~7.3。培养基中加入250 μmol/L和500 μmol/L的DC后，指示剂的颜色仍为红色，可见此浓度的DC并不能大幅度的降低

培养基pH值。 

    1.2.2.2  碘化丙啶(PI)单染色流式细胞仪(FCM)分析凋亡   采用PI染色法，FCM分析。 

    1.2.2.3  Annexin V-FITC和PI双染色FCM分析凋亡 

    离心收集培养基中悬浮细胞，胰酶消化收集贴壁生长细胞。将两细胞混合，按照试剂盒说明操作，进行Annexin V-FITC和PI双染色

后，FCM检测1万个细胞，分析早期凋亡细胞后，进行组间对照观察。 

    1.2.2.4  细胞凋亡原位检测(TUNEL试验)   按试剂盒方法进行。 

    1.2.2.5  DNA梯度降解检测   收集细胞，按试剂盒说明实验步骤提取DNA，以1%琼脂糖凝胶电泳观察。 

    1.2.3  FCM分析激活的Caspase-3   收集细胞，按照试剂盒说明操作，流式细胞仪检测检测1万个细胞，分析后进行组间对照观察。 

    1.2.4  免疫印迹法分析Fas、Bcl-2和Bax蛋白表达 

    对250 μmol/L DC作用的不同时间细胞进行免疫印迹法分析，观察3种蛋白表达。裂解细胞，提取总蛋白。制备12% SDS-聚丙烯酰胺凝

胶。采用Bio-Rad公司的垂直电泳装置进行电泳。按Bio-Rad公司转膜装置将蛋白样本转移至PVDF膜上，依次封闭，滴加一抗，二抗，DAB

显色。 

    1.3  统计学处理 

    采用χ2检验和t检验。 

    

2  结果 

    2.1  DC诱导凋亡 

    DC可诱导食管黏膜上皮细胞凋亡。在500 μmol/L混合胆酸作用2 h时，相差显微镜下即可见到一些凋亡的形态学变化(图1)，如细胞皱

缩、胞核浓缩，于4 h见部分细胞不再贴壁，而变成悬浮状态，细胞由卵圆形变为圆形。PI单染FCM分析显示，DC诱导的细胞凋亡与浓度和

作用时间正相关(图2)。500 μmol/L混合胆酸作用2 、4 h时，FCM分析显示前-G1期细胞分别达19.5%和75.3%，而250 μmol/L作用2 h仅为

1.9%，12 h达16.5%。Annexin-V结合PI双染FCM分析显示，500 μmol/L DC作用1 h时，早期凋亡细胞即达8.2%，显著高于正常的2.3%

(P<0.01)(图3)。TUNEL检测(图4)和凝胶DNA 梯度电泳(图5)也证实DC确实诱导了细胞凋亡。 
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    图1  细胞凋亡相差显微镜观察 
    Fig.1  Phase-contrast microscopic images of apoptosis

    cells (Original magnification: ×200) 
    A: Control; B: Cells treated with 500 μmol/L deoxycholate for 4 h

    图2  PI单染FCM分析前- G1期 
    Fig.2  Flow cytometry with only PI-staining showing deoxycholate-induced cell apoptosis in Sub-G1 phase

    图3  PI和Annexin-V双染FCM分析早期凋亡细胞 
    Fig.3  Early apoptotic cells detected by folw cytometry with Annexin-V conjugated with PI staining

    图4  TUNEL检测凋亡细胞 
    Fig.4  Cell apoptosis detection with TUNEL assay

    (Original magnification: ×400) 
    A: Control; B: Cells treated with 500 μmol/L deoxycholate for 2 h



    图5  DNA梯度电泳分析 
    Fig.5  Electrophoresis for DNA ladder analysis

    N: Control; Lane 1: Cells treated with 500 μmol/L deoxycholate for 4h

    2.2  激活状态的Caspase-3变化 

    FCM分析了经500 μmol/L DC作用30 min正常食管黏膜上皮细胞，结果(图6)显示：含激活状态caspase-3的细胞较对照组明显增高

(P<0.01)。 

    图6  DC引起含激活状态Caspase-3的细胞增加 
    Fig.6  Flow cytometry of cells with anti-active caspase-3 antibodies

    A shows that the untreated cells are primarily negative for active caspase-3 (only 1.5% are positive); B shows 
that about 21.3% of the cell population treated with 500 μmol/L deoxycholate for 30 min are positive for active 

caspase-3.

    2.3  Fas、Bcl-2和Bax蛋白的表达 

    观察了250 μmol/L DC作用6和12 h时3组细胞Fas、Bcl-2和Bax蛋白表达水平的变化。结果(图7)显示，随着时间延长，Bcl-2 蛋白表

达水平下降，而Bax蛋白则上升。DC干预前后均未见Fas蛋白表达。 

    图7  Western blot分析DC干预细胞Bcl-2和Bax蛋白表达 
    Fig.7  Western blot analysis Bcl-2 and Bax expression in normal esophageal epithelial cells treated with 250 μ

mol/L deoxycholate
    Lane 1: Control cells; Lanes 2, 3: Cells treated with 250 μmol/L deoxycholate for 6 and 12 h, respectively

    

3  讨论 

    DC是胆酸中的重要成分，参与了胆汁反流时对食管黏膜的损伤。由于DC的疏水性，在水中溶解度很低，但是实验观察到其在水中溶解

的饱和度可达700 μmol/L[8]。本实验中采取将DC直接溶于培养基中进行实验，同时也证实，500 μmol/L的DC是完全可溶解的。与以往学

者多认为的亲脂性胆酸引起食管黏膜细胞膜渗透性增高而致细胞坏亡[2]不同，通过4种凋亡方法的共同检测，本实验结果示DC在250和500 



μmol/L可诱导细胞凋亡，并成浓度-时间正相关性变化。胆酸能影响培养液pH值，而pH可影响细胞的生长。然而，在DC为250和500 μmol/L

时，并不能大幅度改变培养基的pH，所以在此浓度时，我们认为胆酸对细胞的作用与培养基的pH是无关的。在对结肠癌细胞的研究发现，

DC和CDC(dihydroxy bile salt)可诱导凋亡[4]，与本实验结果相一致。 

    新近的研究表明，胆酸诱导的肝细胞凋亡与Fas 受体(CD95/Apo-1)途径相关[9]，而对结肠癌细胞的研究则显示，DC诱导细胞凋亡并

不是通过Fas途径[4]。本实验观察到DC作用后活化Caspase-3阳性细胞增多，证实DC诱导培养的正常食管黏膜细胞的凋亡中是以Caspase-3

的激活为信号途径。但是，Caspase-3的激活是多种诱导凋亡信号的共同途径，如在凋亡的Fas/FasL、线粒体和内质网三种信号途径中均有

Caspase-3的激活。本结果显示，培养的正常食管黏膜细胞及DC干预后Fas均为阴性表达，说明DC并不是通过Fas-L/Fas系统来诱导食管黏

膜细胞凋亡的。作为线粒体凋亡途径的主要物质，Bcl-2蛋白家族调节着凋亡的发生，其主要是抑制凋亡发生，其代表为Bcl-2、Bcl-xl，

而与之结合后抑制起作用的蛋白如Bax和Bad的表达增加则促进凋亡发生[10]。本实验结果发现DC干预的细胞Bcl-2减少，Bax增加，说明线

粒体凋亡途径参与了DC诱导的培养的正常食管黏膜细胞的凋亡。 

    总之，本实验结果证明， DC诱导了细胞凋亡，呈浓度时间正相关性变化。此凋亡的发生与Fas-L/Fas信号系统无关；存在Caspase-3

的激活，Bcl-2的减少和Bax的增加，即DC 诱导体外培养的正常食管黏膜细胞的凋亡与线粒体凋亡调节途径密切相关。 
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