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【摘* 要】目的：研究金喜素（.:?:6/=3A）对体外原代培养的人

食管癌细胞增殖与凋亡作用的影响及可能的机制- 方法：原

代培养人食管癌细胞，H.. 法检测金喜素对食管癌细胞增殖

作用的影响；吖啶橙染色观察凋亡细胞形态学变化；流式细胞

仪定量检测金喜素处理细胞后细胞凋亡情况；底物裂解法检

测金喜素对食管癌细胞半胱天冬酶#)（ =39?39/#)）活性的影

响- 结果：金喜素处理细胞 (+ ; 后，可明显抑制癌细胞增殖，

并呈浓度依赖性；金喜素处理的食管癌细胞经吖啶橙染色可

检测到大量凋亡细胞，流式细胞仪检测其凋亡率为（))N ( O
,N +）P ，而未经金喜素处理组几乎未检测到凋亡细胞；金喜素

处理食管癌细胞后其 M39?39/#) 活性较未处理组显著增高-
结论：金喜素可抑制体外原代培养的食管癌细胞增殖，并通

过促进 M93?39/#) 活性而诱导细胞凋亡-
【关键词】托泊替坎；食管肿瘤；细胞，培养的；细胞分裂；脱噬

作用；=39?39/#)
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EF 引言

金喜素即 &#二甲基氨基#!"#羟基喜树碱，是近年

来临床上用于治疗晚期肺癌的新型化疗药物，它能抑

制拓扑异构酶!（.STS!）的活性，使 >UR 断裂而发

挥独特的抗癌作用［!］- 已有研究表明金喜素对肺癌、

乳腺癌、卵巢癌等均有治疗作用，但目前关于其对食

管癌的治疗方面报道较少，其抗食管癌的作用及机制

尚未明确- 由于肿瘤细胞原代培养基本保留了原有

肿瘤组织的生物学特性，本实验采用原代培养的人食

管癌细胞，观察金喜素对其增殖与凋亡作用的影响，

并观察了金喜素处理细胞后半胱天冬酶#)（M39?39/#
)）的活性变化，以初步探讨金喜素抗癌作用及其机

制-

GF 材料和方法

GH GF 材料F 取食管癌患者手术切除新鲜标本，患者

术前未行化疗或放疗，经病理证实为食管鳞癌- QT#
HV !,(" 培养基、胎牛血清（W4X=: 公司）；金喜素为

美国史克必成公司产品- H.. 和吖啶橙（美国 C4D23
公司）- RAA/Y4A Z 凋亡检测试剂盒（[4:J494:A 公司）-
M39?39/#) 检测试剂盒（M0:A6/=; 公司）-
GH IF 方法

!N $N !* 人食管癌细胞原代培养* 取手术切除的新鲜

肿瘤组 织，迅 速 移 入 含 适 量 双 抗 液（ 内 含 青 霉 素

!"" """ I \ ]、链霉素 !"" 2D \ ]）的 F3A^L9 液中洗涤 $
次，去除其表面的凝血块以及肿瘤周围坏死组织及非

肿瘤组织等，然后移至含 QTHV !,(" 培养液的无菌平

皿内用眼科剪剪碎肿瘤组织，加入 $N ’ D \ ] 胰蛋白酶

消化 !’ 24A，$"" 目不锈钢滤网过滤制成肿瘤单细胞
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悬液，离心（!""" # $ %&’，!" %&’）后弃上清液加 ()’*+,
液洗 - 次，离心（!""" # $ %&’，!" %&’），加入适量含

!." %/ $ / 胎牛血清的 0123 !45" 培养液制成单个细

胞悬 液，台 盼 蓝 染 色，活 细 胞 计 数，细 胞 存 活 率 达

6"7以上，按试验需要调节细胞浓度，接种于培养板

中8
!9 -9 -: 2;; 实验: 调整细胞浓度为 5 < !"= $ /，加入

64 孔细胞培养板中，每孔 -"" !/，置 >=? ." %/ $ /
@A- 培养箱中培养 5 B 后，加入不同浓度的金喜素

（-" %C $ /，5" %C $ / 和 D" %C $ / ），同时设空白对照

（不含肿瘤细胞）调零及对照组（ 含肿瘤细胞但不加

金喜素），继续培养 5D B，离心后吸弃上清，每孔加入

2;;（. C $ /）-" !/，继续培养 5 B 后，每孔加入 E2F
GA!"" !/，振荡 !. %&’ 后室温静置，酶标仪 .=" %%
处读取 ! 值" 肿瘤细胞抑制率 # 实验组 ! 值 $ 对照组

! 值 < !""7 8
!9 -9 >: 吖啶橙（HA）染色: 将细胞接种于多聚赖氨

酸（体积比 !I !"）处理过的玻片上，以 D" %C $ / 金喜

素处理细胞 5D B，取未处理组（ 对照组）和处理组细

胞爬片，以 6." %/ $ / 乙醇固定 !. %&’，!" %/ $ / 乙酸

作用 >" ,，- < !" J5 %KL $ / HA 染液染色 ! %&’，"9 !
%KL $ / @)@L- 处理 - %&’，1MG 封片，荧光显微镜下观

察并拍照8
!9 -9 5: H’’NO&’ PFQ3;@ $ 13 双标记流式细胞术检测

食管癌细胞凋亡: 在细胞凋亡早期，由于细胞膜失去

对称性，使磷脂丝氨酸（1G）从胞膜的内侧暴露于胞

膜外8 H’’NO&’ PFQ3;@ 是一种标记有荧光素的钙依

赖性磷脂结合蛋白，1G 有很强的亲和力，可特异地与

1G 结合，但细胞仍保持膜的完整性，可更加灵敏地检

测出早期凋亡细胞，并计算出凋亡阳性细胞百分率8
以 D"" %C $ / 金喜素处理细胞 5D B，收集未处理组（对

照组）和处理组细胞，调节细胞密度为 ! < !"4 $ /，加

入 H’’NO&’ PFQ3;@ 和 13 各 . !/，5? 避光染色 !"
%&’，染色后立即上机检测8
!9 -9 .: R),S),NF> 活性检测: 取上述两组细胞各 . 例

制备单细胞悬液，倒置显微镜下计数细胞，每组取细

胞数约为 - < !"4，5"" % 离心 !" %&’，弃上清，加入 ."
!/ 预冷的细胞溶解缓冲液中，冰浴 !" %&’，低温高速

离心后吸取上清，加入 R),S),NF> 底物 ETPEFSUH.
!/，>=?水浴孵育 ! B，于紫外分光光度计测 5". ’%
波长处样品吸光度值8 酶的相对活性用处理组与正

常组的吸光度值之比表示，设正常组的活性为 ! 8
: : 统计学处理：所有数据均以 & ’ ( 表示，组间比

较 采 用G1GG!! 9 "软 件 进 行 方 差 分 析 及GUV F)检

验8

!" 结果

!# $" 金喜素对食管癌细 胞 增 殖 的 影 响 " 金 喜 素

-" %C $ /，5" %C $ / 和 D" %C $ / 处理细胞 5D B 后，细胞

存活率 分 别 为（DD9 > W 69 -）7、（=49 5 W D9 .）7 和

（4!9 6 W 69 = ）7，各 组 间 有 显 著 差 异 性（ * # 6，

+! "9 "!），随着金喜素浓度的增高，细胞存活率显

著下降8
!# !" 吖啶橙（%&）染色凋亡细胞形态学特征 " HA
染色后荧光显微镜下观察 EUH 呈黄绿色，正常细胞

核表现为黄绿色荧光深浅不一的结构样特征，凋亡细

胞核染色质固缩，体积缩小，表现为黄绿色强荧光染

色8 金喜素处理组可检测到大量典型的凋亡细胞，而

未处理组仅偶见凋亡细胞（Q&C !）8

H：UK#%)L C#KXS；M：;KSKYNR)’ Y#N)Y%N’Y C#KXS8

Q&C !: ;ZS&R)L )SKSYKY&R %K#SBKLKC&R)L [N)YX#N, K[ N,KSB)CX, R)’RN#
RNLL, &’\XRN\ ]Z YKSKYNR)’ ]Z )R#&\&’N K#)’CN ,Y)&’&’C: <-""
图 !: 吖啶橙（HA）染色观察食管癌凋亡细胞形态学特征

!# ’" 金喜素对食管癌细胞凋亡的影响" 流式细胞仪

检测结果显示（Q&C -），> 区为正常细胞分布，5 区为

凋亡细胞分布，对照组细胞集中在 > 区，在 5 区无分

布；金喜素处理细胞后在 5 区出现大量细胞，其凋亡

率为（>>9 5 W 49 D）7 8
!# (" 金喜素对食管癌细胞 )*+,*+-.’ 活性的影响 "
金喜素处理细胞后其 R),S),NF> 活性较对照组显著增
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高，设对照细胞活性为 !，金喜素处理组 "#$%#$&’( 活

性为对照组的（)* + , -* .）倍/

0：1234#5 6327%；8：92%2:&"#; :3&#:4&;: 6327%/
<=6 >? 92%2:&"#; =;@7"&@ #%2%:2$=$ 2A &$2%B#67$ "#;"&3 "&55$ @&’
:&":&@ CD A52E "D:24&:&3
图 >? 流式细胞仪检测金喜素诱导的食管癌细胞凋亡

!" 讨论

喜树碱是从植物喜树树皮中提取出来的 ! 种五

环生物碱/ 其抗肿瘤活性与抑制拓扑异构酶!的作

用有关，9FGF!在 H10 的复制转录和重组中均起重

要的作用，喜树碱类化合物能抑制 9FGF!的活性，

使 H10 单链断裂，抑制 H10 复制，发挥独特的抗癌

作用［>］/ 其中金喜素作为喜树碱衍生物已在临床上

多种肿瘤化疗中显示了较好的抗肿瘤活性/ 目前食

管癌治疗以手术切除为主，并与放疗、化疗及其他疗

法相结合，即所谓的综合疗法，其中化疗在综合治疗

中的作用和地位日趋明显/ 但目前大多数实体肿瘤

的化疗效果并不理想，而且多数抗肿瘤药物的毒副作

用较大/ 因此开发高效抗肿瘤药物并进行准确快速

的药敏试验对提高化疗效果非常重要/
我们采用 I99 法观察金喜素对食管癌细胞增殖

的抑制作用，结果显示金喜素处理细胞 )J B 后，可明

显抑制癌细胞增殖，并呈浓度依赖性/ 由于不同实体

肿瘤细胞的部位、生物学特性不同，不同药物的作用

机制、药效也不同，实验采用肿瘤细胞原代培养即从

供体获得肿瘤组织后的首次培养，其优点是基本上保

留了体内肿瘤细胞的生物学性状/ 因此，细胞实验所

得结果可供临床用药参考/
肿瘤细胞是由于细胞程序性生长分化被阻断而

过度增殖的细胞，肿瘤的生成是细胞增殖和凋亡失衡

的结果，凋亡与肿瘤的发生、发展和转归有密切的关

系［(］/ 多种抗癌药可引起一个共同的肿瘤细胞死亡

模式即凋亡/ 因此，研究抗癌药促进凋亡的作用及其

机制，将可能为克服肿瘤细胞抗药性，提高化疗药物

的选择性开拓新的思路/ 本实验在体外观察了金喜

素对食管癌细胞凋亡作用的影响，结果表明金喜素可

有效地诱导食管癌细胞凋亡/ 细胞凋亡受多种机制

调节和制约，凋亡发生机制中最关键的环节之一是

K#$%#$& 的激活，K#$%#$& 为半胱氨酸天冬氨酸特异性

蛋白酶，简称为半胱天冬酶，其中 K#$%#$&’( 是最重要

的凋亡执行者之一［)］，在凋亡的执行阶段，负责对全

部或部分关键性蛋白的酶切，"#$%#$&’( 一旦被激活，

细 胞 凋 亡 的 发 生 将 不 可 逆 转/ 已 有 研 究 证 明，

K#$%#$&’( 的激活是凋亡发生不可逆转的一步/ 我们

观察到金喜素处理细胞后，可明显促进 "#$%#$&’( 活

性，进而有效地诱导了食管癌细胞凋亡/
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王小仲

·期刊文摘·重组人骨形态发生蛋白诱导气管软骨再生的剂量效应

［李小飞，张? 涛，程庆书，刘? 锟，卢? 强，汪? 健/ 中华实验外科杂志，>--)；>!（(）：(U! P (U>］

? ? 目的：观察重组人骨形态发生蛋白（ 3B8IG）’> 诱导犬自体原位气管移植段软骨再生过程中的剂量效应/ 方法：) 组小鼠气

管移植段各环间软组织中植入 3B8IG’> 胶原缓释系统，其 3B8IG’> 含量分别为 !，>，U 和 !- 46/ 将移植段气管原位移植，) EN 后

观察标本大体和组织学改变，并将测得的新生软骨面积进行比较/ 结果：3B8IG’> 植入组移植段环间均有不同程度的软骨再生，

随植入物中 3B8IG’> 含量的增加，新生软骨面积分别为：（!.YJ* ! , ))+* -），（>(Y)* ! , )))* (），（(---* . , )JJ* (），（(!JJ* ( ,
(JJ* (）%=T&5/ ) 组新生软骨面积差异有显著性（ 8 [ U* >)Y，- \ -* -!）/ 结论：3B8IG P > 诱导气管移植段软骨再生的作用具有剂

量效应/
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