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【摘要】背景与目的：研究有机氧化剂过氧基异丙苯 &’()*和无机氧化剂过氧化氢 &(+,+*及抗氧化剂单独和联合作用对不同细胞

周期时相肝癌细胞的一氧化氮 &-,*、羰基和丙二醛 &./0*的影响。 材料与方法：同步化原发性肝癌细胞系 (+$$ 细胞 & # 1 #23 456 *，分

别设对照组 &/.7,*、’() 组 & %2!586 4 56 *、(+,+ 组 & %2!586 4 56 *、’() 9 (+,+ 组 &(+,+ 和 ’() 各 %2!586 4 56 *、:;< 0 组 & #2 !586 4 56 *、
:;< = 组 & #2!586 4 56 *、->+7?,@ 组 & %2 A586 4 56 ->+7?,@*、0, 组 &:;< 0 9 :;< = 9 ->+7?,@，其中 :;< 0、:;< = 各 % !586 4 56，->+7?,@

+% A586 456 *。分别于细胞周期 B#、7、B+ 和 . 期加入上述试剂，观察 -,、总羰基和 ./0 含量。 结果：细胞同步于 B# 期者为 C3D，7 期

为 ECD、B+ 4 . 期为 3#D。与对照组相比，复合氧化剂 &’() 9 (+,+ 组 *对 B# 期肝癌细胞的 -, 含量有刺激作用 & & F 2G 2%*，单独 :;< 0
组有显著的抑制作用 & & F 2G 2%*。复合氧化剂 &’() 9 (+,+ 组 *对 B# H . 期肝癌细胞的总羰基含量均有显著的刺激作用 & & F 2G 2%*，而

单独应用 :;< 0、:;< =、->+7?,@ 时对整个细胞周期的总羰基含量也有显著的抑制作用 & & F 2G 2%*。(+,+ 使 B+ 4. 期细胞的 ./0 含量增

加 & & F 2G 2%*，而 0, 组 ./0 含量减少 & & F 2G 2%*。 结论：细胞经同步化处理后，’() 和 (+,+ 以及 :;< 0、:;< =、->+7?,@ 对肿瘤细胞

的影响存在一定的敏感点和敏感时相，复合氧化剂 &’() 9 (+,+*和 :;< 0 对 /-0 合成前期 &B# 期 *肿瘤细胞内的氧化损伤信号分子 -,
作用显著；(+,+ 与复合抗氧化剂 &:;< 0 9 :;< = 9 ->+7?,@*作用于 /-0 合成后期 &B+ 期 *的肿瘤细胞后，细胞氧化损伤的终产物 ./0 明

显改变。

【关键词】自由基；抗氧化剂；细胞周期；调控
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$/01$23 1451/1.$67 ,88,9.3 $4 :;9<6/$47 9$4.,4.3 .56$2=5$2. .5, >5$%, 9,%% 979%, ? & @ A& A*B & :5, %,0,%3 $8 CDE 14
374956$41F,G 92%.26,G 9,%%3 >,6, ,%,0<.,G /7 HIJI <. KI L C -5<3, ! <4G >,6, G,96,<3,G /7 <4.1$M1G<4. 9$N-$24G3 #1.
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研究发现，活性氧含量变化具有调控肿瘤细胞增

殖、凋亡和杀伤的作用 W’ X，这种调控作用在细胞周期的

不同时相呈现不同的反应性。本文采用低温冷冻法使

细胞同步化，利用氧化物诱发肿瘤细胞周期不同时相

的自由基 ?或活性氧 B 反应，同时使用抗氧化剂共同培

养，研究细胞周期不同时相的细胞内源性一氧化氮

?)JB、总羰基和丙二醛 ?CDEB 的含量变化，以期为进

一步寻找活性氧对肿瘤细胞作用的敏感点提供实验

依据。

! 材料与方法

!" ! 细胞及试剂

原发性肝癌细胞系 HI((，由第四军医大学病理学

教 研 室 惠 赠 。 过 氧 基 异 丙 苯 ? 92N,4, 57G6$-,6$M1G,，
RHSB、二甲基亚砜 ?DC+JB 为 YDH 公司产品；无机氧化

物过氧化氢 ?HIJIB为上海试剂公司分装。#1.<N14 E?#1.
EB、#1.<N14 P?#1. PB、)<I+,JQ?+,B、硫代巴比妥酸 ?:YEB
均为美国 +1=N< 公司产品。

!" # 细胞培养及分组

用含 ’AZ小牛血清的 [SC\’]^A 培养基进行传代

培养，当细胞密度达到 ’ _ ’A] L N% 时，进行分组 ?每组设

Q 瓶平行样 B。以低温培养法即细胞于 Q‘ a培养 ’ 5
后，立刻放入 ^ a冰箱中使细胞同时进入 K’ 期，阻止

D)E 继续合成，经过 ^ 5 后取出，获得同步化肝癌细

胞。根据流式细胞技术测得 HI(( 细胞周期为 II 5，分

别于 K’、+、KI、C 期 ?依次为同步化后第 II、QA、Q^、

Qb 5B，按下列实验分组加入氧化剂和抗氧化剂，孵育后

收集细胞，用生理盐水清洗、*AA = 离心 Q 次，按细胞

’ _ ’A] LN% 定容于 ’A N% 生理盐水中，备用。

实验共分 b 组。对照组，A& ’ N% DC+J；RHS 组，

A& ’ N% RHS?*A !N$% L N% B； HIJI 组 ， A& ’ N% HIJI

? *A !N$% L N% B；R O H 组，加 HIJI、RHS 各 A& A* N%
? *A!N$% LN% B；#1. E 组，#1. E A& ’ N% ? ’A!N$% LN% B；#1.
P 组 ，#1. P A& ’ N% ? ’A !N$% L N% B； +, 组 ，)<I+,JQ

A& ’ N% ? *A 4N$% L N% B；EJ 组，共加入 A& ’ N% ?#1. E O #1.

P O +,：#1. E、#1. P 各为 * N$% LN%，+, 为 I* 4N$% LN% B。各

组试剂均加入 A& ’ N% 的 DC+J 溶液中。

!" $ 生化指标的测定

!" $" ! 氧化硝酸盐偶氮显色法测定一氧化氮

%&’(含量

每 组 分 别 取 ’A] L N% 细 胞 混 悬 液 A& ’ N% 加 入

A& ’* NN$% L c 硫酸锌 A& ] N% 混匀，再加双蒸水 A& ^ N%，
加 ^Z )<JH A& ’ N% 混匀，冰上孵育 ]A N14，’I AAA =
离心 I N14。取上清 A& ] N% 加双蒸水 A& ^ N% 及 A& QZ磺

氨 A& ’ N%，冰上孵育 ’* N14，之后加 ] NN$% L c 荼乙烯二

胺盐酸盐 A& ’ N% ! 室温放置 ’ 5，测 JD*^* 值，标准曲线

法计算含量，单位为!N$% L c。

!" $" # 二硝基苯肼法测定总羰基含量

每组取 A& * N% 细胞悬液，再加含 b& A N$% L c 盐酸

胍的磷酸缓冲液、I， ;̂ 二硝基苯肼 ? ( d ’B 混合液 I& *
N%，于 I* a反应 QA N14 ，测定 JDQb‘ 值计算含量，计算

公式为：

总羰基含量 e JDQb‘ _ ^& Q^b!N$% LN% 细胞悬液。

!" $" $ )*+ 法测定 ,-+ 含量

每组取 IAA!% 裂解后的细胞悬液，加入 ’AZ三氯

醋酸 Q N% 混匀，室温静置 ’A N14，Q AAA 6 L N14 离心

’A N14，取上清 I N%，加入 A& ]‘Z :YE I N% 混匀，

’AA a孵育 ’A N14，流水冷却至室温，于波长 *Q* 4N 处

比色，测定 JD 值。

!" . 统计学方法

采用 +S++ ’’& * 软件进行统计分析，多组之间采用

单因素 E)J#E，两组之间采用 ’ 检验，"e A& A* 为检验

水准。

# 结 果

#" ! 一氧化氮 %&’(含量测定结果

结果见表 ’。

#" ! 总羰基 %)/01234567 (含量测定结果

对细胞总羰基含量的影响测定结果见表 I。

#" $ 丙二醛 %,-+(含量的测定结果

! " ! !

论 著
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&’()* &# + &, -
.(/0’(1
.23
2,4,

. 5 2
6708
670 9
+:
84

;< ,# = ;< ;>#
;< ,% = ;< ;,?
;< ,@ = ;< ;@>
;< ,A = ;< ;,%B

;< ;C = ;< ;#,BD

;< ,@ = ;< ;#>
;< ,> = ;< ;>%
;< ,> = ;< ;,#

;< ,% = ;< ;,?
;< ,> = ;< ;,A
;< ,C = ;< ;>C
;< ,A = ;< ;#$
;< ,@ = ;< ;,,
;< ,@ = ;< ;#A
;< ,> = ;< ;>,
;< ,% = ;< ;,?

;< ,@ = ;< ;,#
;< ,A = ;< ;>C
;< ,@ = ;< ;>;
;< ,% = ;< ;#$
;< ,> = ;< ;,%
;< ,% = ;< ;#>
;< ,> = ;< ;,#
;< ,% = ;< ;,A

;< ,@ = ;< ;,%
;< ,> = ;< ;#C
;< #$ = ;< ;,$BE

;< ,% = ;< ;,;
;< ,@ = ;< ;#$
;< #% = ;< ;#%BD

;< ,@ = ;< ;,,
;< ,@ = ;< ;#C

表 + 药物对不同时相细胞%&含量的影响

’,-./ + ’0/ /11/234 51 20/672,.4 58 %& 51 2/..4 78 9711/:/83 ;0,4/4

.(F*B’:G H70I D(/0’(1 ! B& J ;< ;%； D(F*B’:G H70I . 5 2 K’()* !
E& J ;< ;%；D(F*B’:G H70I 84 K’()* ! D& J ;< ;%<

&’()* &# + &, -
.(/0’(1
.23
2,4,

. 5 2
6708
670 9
+:
84

,< #, = ;< ,,
>< @C = ;< >CB

#< ;@ = ;< #?BE

>< %A = ;< @%B

#< >; = ;< ,ABD

#< ;; = ;< #ABD

;< AC = ;< #@BD

,< ,? = ;< >C

#< #> = ;< #A
#< A@ = ;< ,;BE

#< >$ = ;< ##E

>< >% = ;< >$B

#< ;; = ;< ,,D

#< ;@ = ;< #>D

;< @C = ;< ;CBD

#< C@ = ;< >>B

#< C, = ;< #$
,< ,? = ;< >@BE

,< ,? = ;< #,BE

,< $? = ;< ,?B

#< >% = ;< ,AB

#< >% = ;< #>B

;< AC = ;< ##BD

#< >% = ;< >#B

#< @A = ;< #?
,< A; = ;< >$BE

#< $# = ;< #,B

#< $, = ;< >;B

;< ?% = ;< ##BD

#< >$ = ;< ,%
;< $# = ;< ;?BD

#< ?# = ;< ,$

表 < 药物对不同时相细胞总羰基含量的影响

’,-./ < ’0/ /11/234 51 20/672,.4 58 ’=2,:-58>. 51 2/..4 78 9711/:/83
;0,4/4

.(F*B’:G H70I D(/0’(1 ! B& J ;< ;%； D(F*B’:G H70I . 5 2 K’()* !
E& J ;< ;%；D(F*B’:G H70I 84 K’()* ! D& J ;< ;%<

&’()* &# + &, -
.(/0’(1
.23
2,4,

. 5 2
6708
670 9
+:
84

#< %@ = ;< >@
#< ?A = ;< @%
>< >@ = ;< %,BE

#< ,? = ;< @@
>< ;C = ;< @#BD

#< ?% = ;< >>
#< ,# = ;< >?
#< ;; = ;< ,@

#< C% = ;< ,,
#< >C = ;< >?E

,< @@ = ;< ,AE

>< %A = ;< %@B

,< @@ = ;< ,;D

#< ,C = ;< >C
#< @A = ;< @>
#< @% = ;< ,C

,< ;, = ;< @,
,< ?C = ;< @AE

C< @@ = ;< %CBE

?< A? = ;< %CB

#< >@ = ;< >,
#< $@ = ;< ,$
,< @# = ;< >#D

#< ,$ = ;< ,;B

#< @$ = ;< >A
#< %$ = ;< >?E

>< #> = ;< >@B

>< ;$ = ;< %>B

#< ?? = ;< @%
#< %? = ;< >$
#< $% = ;< ,>
#< >A = ;< ,#

表 ? 药物对不同时相细胞)@"含量的影响

’,-./ ? ’0/ /11/234 51 20/672,.4 58 )@" 51 2/..4 78 9711/:/83 ;0,4/4

.(F*B’:G H70I D(/0’(1 ! B& J ;< ;%； D(F*B’:G H70I . 5 2 K’()* !
E& J ;< ;%；D(F*B’:G H70I 84 K’()* ! D& J ;< ;%<

对细胞 -L8 含量的影响测定结果见表 >。

! 讨 论

细胞周期 M D:11 DND1: O 是指各次细胞分裂之间的间

隙，每一细胞周期可分成 @ 期：&#M间隙 # 期 O、+MLP8 合

成期 O、&,M间隙 , 期 O及 -M有丝分裂期 O。肿瘤细胞同步

化作用就是人为的将肿瘤细胞阻止于某一特定时相，施

加不同干预作用后释放 M如低温释放 O 等方法可以使绝

大多数细胞同时进入某一分期，进而有利于寻找肿瘤细

胞周期不同时相的敏感点，对于研究肿瘤的发生和抑制

机制具有重要作用，为进一步筛选有效的抗癌手段和减

少副作用提供线索 Q, R。

大量研究表明，相同因素作用于细胞及核酸时，与

细胞周期的敏感时相 M点 O 密切相关。+:K’: 等 Q> R采用自

由基电子顺磁共振技术，对 2:SB 等细胞中的自由基的

水平与细胞生长阶段之间的相关性研究结果表明，自由

基或活性氧对肿瘤细胞作用在细胞周期中存在敏感作

用时间点。另外，国内外研究也表明抗氧化剂具有调控

氧化损伤作用 Q@ T% R，因此，探讨不同的活性氧在肿瘤细

胞周期中是否存在敏感时相，对研究肿瘤代谢和抗癌机

制，寻找有效的抗癌药物，无疑具有重要意义。本研究

中，我们采用低温同步化技术使培养肿瘤细胞同步化，

分别施加氧化与抗氧化等干预因素，以氧化损伤相关的

信 号 因 子 一 氧 化 氮 MP4O、 膜 损 伤 指 标 总 羰 基

MUVDB’E(/N1 O和终反应指标丙二醛 M-L8O为观测指标，利

用流式细胞技术分别测定 &# 期、+ 期、&, 期及 - 期的细

胞反应性，结果表明，细胞经同步化处理后，.23 和 2,4,

以及 670 8、670 9、+: 对肿瘤细胞的影响存在一定的敏

感点和敏感时相。

研究发现，在不同细胞系中，既存在相对高活性的

精氨酸酶和低活性一氧化氮合酶 MP4+O，也存在相对较

低的精氨酸酶活性和极高的 P4+ 活性的情况 Q? R。P4 本

身作为自由基，在细胞内发挥着重要的信号转导作用，

因而容易受到氧化剂和抗氧化剂的影响。本研究发现与

对照组相比，复合氧化剂 M.23 5 2,4,O会刺激 &# 期肝癌

细胞 P4 生成增加；而此期加入 670 8 对其生成有显著

的抑制作用 M & J ;< ;%O M表 #O，提示肿瘤细胞在 &# 期对

活性氧敏感，胞内受到氧化刺激的信号分子增加，从而

可能诱发细胞凋亡。

由于细胞膜结构中广泛存在多糖物质，机体代谢紊

乱引起氧化应激的同时，也会引起羰基应激，细胞内反

应性羰基化合物 MW.4O 大量增生，细胞的总羰基含量就

会增多 QA R，预示着自由基对蛋白分子的损伤加速。本实

验中，与对照组相比，复合氧化剂 M.23 5 2,4,O对 &#X -
期肝癌细胞的总羰基含量均有显著的刺激作用，总羰基

均显著增加 M & J ;< ;%O，而抗氧化剂 670 8、670 9、+: 单

独应用时对整个细胞周期的总羰基含量也有显著的抑

制作用 M & J ;< ;%! 670 8 在 + 期，670 9 在 +、- 期除外 O
M表 ,O，说明活性氧对肿瘤细胞的膜损伤并未存在敏感

相。另外还发现，复合抗氧化剂 M670 8 5 670 9 5 +:O并不

比它们的单独作用强，只在 &, 期对细胞总羰基有显著

抑制作用，提示抗氧化剂之间还可能存在拮抗作用。

丙二醛 M-L8O 是常用而重要的细胞氧化损伤的标

志物。-L8 含量增加，说明氧化应激作用增强，使细胞

含有的不饱和双键断裂，进而造成细胞损伤 QC R。本实验

中，2,4, 和复合氧化剂 M.23 5 2,4,O 对 &, Y - 期肝癌细

胞的 -L8 含量增高有显著的刺激作用 M & J ;< ;%O，亲

! " ! #
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脂性氧化剂 /01 对细胞周期各时相均无显著影响，提

示许多外来化合物，如抗癌药所造成的细胞氧化应激，

是由于其水溶性的具有氧化作用的残基引起的。在培养

细胞中加入复合抗氧化剂 2345后，与对照组相比，在 67

期呈现一定抑制作用 2 & 8 9& 9*5 2表 :5。
以上研究结果提示，在本实验条件下复合氧化剂

2/01 ; 07475 和 #<. 3 对肿瘤细胞 =)3 合成前期 26’

期 5 细胞内的氧化损伤信号分子 )4 作用显著；0747 与

复合抗氧化剂 2#<. 3 ; #<. > ; +,5 作用于 =)3 合成后

期 267 期 5 的肿瘤细胞后，细胞氧化损伤的终产物 ?=3
明显改变。氧化剂与抗氧化剂对细胞膜损伤 2@ABCDE$FG% 5
的影响存在于整个细胞周期，并未发现敏感时相。本实

验为更深入地探讨肿瘤细胞代谢和外来化合物的作用

机制，同时为研究抗癌药物与抗氧化药物的合理应用提

供了依据。
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*& 观察细胞数

观察细胞数应根据被检物质诱发 ?) 形成的作用强度、假阳性率的出现频率的程度等来决定。?)@ 用作化合物毒理安全性评价

时，一只动物一般应观察 ’999 c 7999 个 1/> 细胞。

\& 给药剂量

一般来说在化合物毒性评价中，量效反应关系的研究十分重要，因此用药剂量组设置应考虑这一因素。在决定所给药物如何设置

剂量组别时，可根据实验目的，采用等差或等比方法分组，选择恰当的公差或公比数。诱发 ?) 形成作用的效应，常出现于狭小剂量范

围内，如果公比数设置为 ’9 而决定给药剂量组别，诱发 ?) 形成的效应很可能落在被检化合物的受试剂量范围之外，因而有检测不出

被检化合物的诱发 ?) 形成作用抑或观察不到量效反应关系。一般来说，选用公比数为 7 的等比数量组给药，设置 : 或 K 个用药剂量

组比较合适。

在被检化合物 ?) 形成实验中，应充分考虑的最重要因素是给药剂量及组别设定。作为急性短期实验考虑时，最大耐受剂量的给

药实验是十分必要的，多数化合物诱发 ?) 形成的效应，出现在接近该化合物的致死剂量附近。以骨髓为观察靶器官的红细胞 ?) 诱

发试验，应该使用尽可能大的最大耐受剂量，动物的最大耐受剂量常与用药途径有关。以 [=*9 值为例，相同实验条件下不同给药途径

的同一化合物的 [=*9 值是有差别的，选择被检化合物的最大耐受剂量时应考虑这一因素，尽可能地参照文献资料的数据。

当然，也会有例外发生，有些被检化合物确在远远低于最大耐受量的剂量水平即表现出诱发 ?) 形成的效应，在实际工作中，被检

化合物的用药剂量与组别设置均应根据预试验来决定。

M& 对照组

?)@ 应设置阴性对照与阳性对照组，这两个对照组的设置，对检验所用实验动物是否符合要求、被检化合物用药剂量是否适当、

标本制备是否达到要求等实验技术问题，是十分重要的。此外，文献报道实验动物饲养环境的变化也可诱发 ?) 出现，因此必要时可考

虑设置实验对照组。

阴性对照组给予被检化合物配制的溶媒剂，阴性对照组 1/> 的 ?) 出现频率在不同品系的动物都应在 9& 7d左右。阳性对照组动

物给予已知的阳性诱发 ?) 形成的诱变剂，阳性对照的设置，对于检验实验方法的灵敏度、用药剂量与途径是否合适、标本制作是否符

合要求等实验技术问题，是必不可少的。
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