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摘要　目的: 研究细胞毒类化疗药——顺铂诱导人颊癌细胞凋亡发生的规律以及凋亡分子A po21 的表达。探讨口

腔癌化疗的细胞凋亡机制。方法: 以建株人颊癌细胞系BcaCD 885 为对象, 采用光镜、电镜以及流式细胞术等手段观

察顺铂诱导颊癌细胞凋亡的形态特征及规律, 同时检测顺铂对颊癌细胞A po21 表达的影响。结果: 顺铂作用后的颊

癌细胞出现典型的凋亡细胞形态学特征; 顺铂诱导颊癌细胞凋亡呈现时间及剂量依赖性效应关系; 顺铂能上调颊

癌细胞A po21 的表达。结论: 细胞凋亡可能是顺铂杀灭颊癌细胞的重要机制,A po21 在顺铂诱导颊癌细胞凋亡中可

能起着关键性调节作用。

关键词　顺铂　颊癌细胞　细胞凋亡　凋亡分子

　　细胞凋亡 (apop tosis) 是细胞在生理或病理条

件下主动启动相关凋亡基因而发生的一种死亡形

式。近来的研究表明, 大多数化疗药物均可通过细

胞凋亡途径杀灭肿瘤细胞。从细胞凋亡角度来重新

审视恶性肿瘤的化学药物治疗, 对进一步揭示化疗

的作用机制, 提高临床化疗疗效具有重要意义 1 。

顺铂为一种广泛应用于口腔癌临床化疗的细胞毒

类药物, 当其进入癌细胞后可直接造成DNA 损伤。

这种DNA 损伤能诱导细胞周期的停滞和凋亡的发

生, 然而, 细胞又是如何将损伤信号转变为凋亡信

号至今尚不清楚。本实验以建株人癌细胞系为对

象, 建立化疗药物作用下肿瘤细胞凋亡模型并采用

光镜、电镜以及流式细胞术 (flow cytom etry, FCM )

等手段探讨顺铂诱导人颊癌细胞凋亡的规律及分

子机制。为研究肿瘤细胞凋亡的有关机制奠定实验

基础。

1　材料和方法

1. 1　肿瘤细胞及培养

人颊癌细胞系BcaCD 885 由华西医科大学口腔医学院

建株并提供, 细胞解冻后培养于含 15% 小牛血清的

R PM I1640 (G IBCO 公司产品) 培养基中, 37℃恒温水育孵

箱中密闭培养, 实验前 24 h 半量换液, 014% 台盼蓝染色,

活细胞数在 95% 以上。

1. 2　药物处理

体外加顺铂 (锦州制药厂) 浓度参考公式“60×临床用

药量ö5000×2×103 (Λgöm l)”进行计算, 加药至培养瓶后的

终浓度为所设计的浓度, 终止药物作用采用 H ank s 液充分

洗涤 3 次。设计不同浓度的顺铂作用组, 20、15、10 Λgöm l 分

别相当于体内大剂量、常规剂量及小剂量。药物作用 12 h

后再培养 24 h, 0125% 胰蛋白酶消化, 离心收集细胞, FCM

分析凋亡率。再以 15 Λgöm l 顺铂分别作用 2、4、6、12、24 h

后, 培养 24 h。对照组加等量的培养液, 离心收集细胞, FCM

分析凋亡率。

1. 3　FCM 检测

消化、离心收集颊癌细胞, 0101 molöL PBS 洗涤, 70%

乙醇固定, 4℃过夜, 50 Λgöm l 碘化丙啶 (Sigm a 公司) 染色,

FA CS2ESP 型流式细胞仪 (Coulter 公司) 检测, 氩离子激光

激发波长 488 nm。结果经电脑处理并打印出各组细胞DNA

含量分布组方图及各细胞周期所占百分比, 计算凋亡率。根

据文献 3 介绍的方法计算增殖指数 (p ro liferation index, P I)

衡量细胞的分裂增殖活动, P I=
S+ G2M

G0öG1+ S+ G2M
×100%。

1. 4　A po21 (又名 Fas, 或CD 95)表达测定

15 Λgöm l 顺铂作用颊癌细胞 6 h 后分别于第 18 h、42 h

收集细胞, PBS 洗涤后加 Fas2PE 单抗 ( Imm uno tech 公司) ,

每样本同时设自身对照, 加入 IgG2PE, 25℃下作用 15 m in

后于 FCM 上检测, 计算单细胞阳性蛋白标记荧光强度。

1. 5　形态学观察

15 Λgöm l 顺铂 37℃下作用 12 h 后常规行吉姆萨染色

及透射电镜标本制备。
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2　结　　果

2. 1　形态学变化

顺铂处理后颊癌细胞, 经吉姆萨染色光镜下见

胞浆浓缩, 核致密、固缩裂解并见凋亡小体形成 (图

1) ; 透射电镜下见细胞体积缩小, 胞核浓缩边集于

核膜下, 核仁消失, 胞质内细胞器退变, 胞膜上出现

小泡但连续性完整, 呈现凋亡细胞特征 (图 2)。未

经药物处理的颊癌细胞核大而均匀染色, 核仁清晰

可见, 胞质内细胞器完整 (图 3, 4)。

2. 2　顺铂诱导颊癌细胞凋亡的时间- 效应关系

经 FCM 分析, 15 Λgöm l 顺铂作用颊癌细胞不

同时间后凋亡率及细胞周期分布见表 1, 顺铂能明

显地诱导人颊癌细胞凋亡, 随着作用时间的延长,

凋亡细胞发生率不断增加。当药物作用达 12 h 后

凋亡发生率与对照组相比有统计学差异 (P <

0101) , 同时, 细胞各周期所占百分比也相应地发生

变化, G0öG1 期细胞增多, S 期细胞数减少 (P <

0105) , 颊癌细胞的增殖指数明显下降 (P < 0101)

(表 1)。另外, 从DNA 组方图上可见到 G0öG1 期前

亚二倍体凋亡峰 (A p) (图 5)。
表 1　15 Λgöm l 顺铂作用不同时间

对人颊癌细胞周期的影响

组别
细胞周期分布 (% )

凋亡细胞　　G0öG1 　　S 　　G2+ M
P I值
(% )

空白
对照组 　　4. 8 　　39. 9 　　41. 3 　18. 8 　60. 1

2 h 组 5. 4 56. 7 34. 2 9. 1 43. 3

4 h 组 7. 4 47. 2 39. 9 12. 9 52. 8

6 h 组 9. 4 46. 0 42. 7 11. 3 54. 0

12 h 组 20. 333 82. 83 9. 13 8. 1 17. 233

24 h 组 22. 633 74. 63 14. 23 11. 2 2. 433

注: 与对照组相比, 经卡方检验, 33 P < 0101, 3 P < 0105

图 5　DNA 组方图　可见 G0öG1 期前凋亡峰 (Ap)

2. 3　顺铂诱导颊癌细胞凋亡的剂量- 效应关系

以 10、15、20 Λgöm l 3 种浓度顺铂作用颊癌细

胞 12 h 后凋亡发生率依次增加, 但各组间凋亡发

生率及细胞周期各时相百分比无统计学差异 (P >

0105) (表 2)。
表 2　不同浓度顺铂作用 24 h 后对颊癌细胞周期的影响

组别
细胞周期分布 (% )

凋亡细胞　　G0öG1 　　S 　　G2+ M
P I值
(% )

10 Λgöm l 　　15. 8 　　62. 2 　　26. 5 　11. 3 　37. 8

15 Λgöm l 23. 1 60. 5 32. 1 7. 4 39. 5

20 Λgöm l 25. 3 57. 9 30. 4 11. 7 42. 1

注: 经卡方检验 P > 0. 05

2. 4　顺铂诱导颊癌细胞A po21 表达

15 Λgöm l 顺铂作用颊癌细胞 6 h 后再分别培

养 18 h 和 24 h, FCM 检测得单细胞A po21 蛋白表

达荧光强度值 (表 3) , 与对照组相比, 顺铂作用后

的颊癌细胞A po21 表达增强, 分别增加了 58% 和

62%。
表 3　15 Λgöm l 顺铂作用不同时间中颊癌细胞Apo-1 表达

组别 单细胞Apo21 表达
(荧光强度值, xθ±s) n

对照组 1. 133±0. 625 4645

18 h 组 1. 789±0. 758 5759

42 h 组 1. 830±0. 737 6771

3　讨　　论

凋亡细胞具有如下形态学特征: 细胞皱缩, 核

染色体浓缩密集于核膜下, 核碎裂崩解成多个小块

连同萎缩退变的细胞器被膜性结构包裹形成凋亡

小体, 胞膜可内陷或突起成小泡但连续性完整, 胞

浆无溶解性破坏 4 。本实验通过光镜和电镜观察到

顺铂作用后的颊癌凋亡细胞特征, 从形态学角度证

实顺铂可以诱导人颊癌细胞发生凋亡。

凋亡细胞于核小体间断裂导致部分染色质缺

失形成亚二倍体细胞型是 FCM 检测凋亡细胞的工

作原理。本研究观察了不同浓度和不同作用时间下

顺铂对颊癌细胞凋亡的诱导率, 结果表现为时间及

剂量依赖性效应关系。 2～ 24 h, 凋亡率依次从

514% 增加到 2216% ; 而不同浓度顺铂组虽表现为

随浓度加大凋亡率不断提高的效应, 但各剂量组间

并无统计学差异。因此, 从诱导癌细胞凋亡角度考

虑, 对人颊癌应用顺铂化疗时小剂量持续给药可能

更为合理。当然, 任何一种化疗药在诱导不同癌细

胞系细胞凋亡时会产生不同的结果。有学者认为,
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这种差异可能与不同部位肿瘤的化疗敏感性有

关 5 。由此提示, 建立化疗药敏试验的凋亡指标, 对

口腔癌临床化疗方案的选择具有指导意义。

顺铂作为一种细胞毒类化疗药进入细胞后与

DNA 结合形成DNA 加合物从而造成DNA 损伤,

此时, 野生型 p53 被启动, 积极参与损伤修复和凋

亡的诱导 6 。本文结果表明, 顺铂可将人颊癌细胞

阻止于 G0öG1 期, 特别是随着作用时间的延长表现

得更加明显, 从而抑制了DNA 合成和细胞的增殖。

细胞被阻止于G0öG1 期是DNA 损伤后细胞主动参

与的自我修复, 主要由野生型 p53 介导, 对损伤不

能修复的细胞便启动下游相关凋亡基因从而使之

进入凋亡过程。关于颊癌细胞中p53 分子的表达情

况及其在凋亡中的调控机制有待进一步深入研究。

A po21, 即凋亡分子21, 是最先发现与凋亡发生

有关的物质而得名, 后经研究证实, 其分子结构完

全等同于 Fas 抗原, 是一种分子量为 48 kD 的跨膜

糖蛋白, 属肿瘤坏死因子受体家族成员, Fas 与其配

体 FasL (Fas ligand) 的结合可诱导 Fas 表达细胞发

生凋亡, FasöFasL 系统是介导细胞凋亡发生的重

要途径之一 7 。据报道, 经化疗药处理后的某些肿

瘤细胞会出现 FasöFasL 表达的增加, 并且与肿瘤

细胞的凋亡发生有关, 因此, 化疗药诱导肿瘤细胞

凋亡可能通过对 FasöFasL 的上调作用, 借助 Fas

凋亡途径完成凋亡过程 8 。本实验以顺铂处理颊癌

细胞后测得 Fas 表达强度的增加, 说明顺铂作用下

的颊癌细胞凋亡很可能通过 FasöFasL 这一分子机

制得以实现。由顺铂造成的损伤信号经野生型 p53

分子感应并启动相关基因从而导致 Fas 表达增强,

由此转化成凋亡信号 2 。有学者通过体内实验发

现, 小剂量顺铂可激活巨噬细胞、N K 细胞等免疫

细胞的杀瘤活性, 其功能相当于一种潜在的生物反

应调节剂 9 。如此, 小剂量顺铂联合局部应用凋亡

诱导分子 FasL 可望成为一种新的抗癌治疗方法。

(本文图 1～ 4 见中心插页 13)　　
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Exper imen ta l Study on Apoptosis and Apo-1 Expression

of Bucca l Carc inoma Cel l (BCC) Induced by C ispla tin
J iang Hongbin, L iao X iaoyi, L i Pong

Colleg e of S tom atolog y , W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences

Abstract
Objective: To study apop to tic characteristics and exp ression of apop tosis mo lecule A po21 (Fas, CD 95) on buccal carcinom a

cell (BCC ) induced by cyto tox ic drug cisp latin and exp lo it the apop to tic m echan ism s of o ral cancer chemotherapy. M ethods:

H um an BCC line BcaCD 885 w as used as in vitro study object. M orpho logical features of apop to tic BCC induced by cisp latin w ere

observed by use of ligh tm icroscopy and electronm icroscopy, m eanw h ile, apop to tic rates (A R ) w ere analysed by the flow

cytom etry. Results: ①Condensation and crack of nucleus and apop to tic bodies appeared in apop to tic BCC; ②T here ex isted tim e
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and dosage dependen t A R , and A R w ere respectively 514% , 714% , 914% , 2013% and 2216% after BCC had been acted by 15

Λgöm l cisp latin fo r 2, 6, 12 and 24 hours, moreover, there w as sign ifican tly difference (P < 0101) among the 122hour group, the

242hour group and the con tro l group; ③Cell cycle of BCC w as apparen tly arrested at G0öG1 by cisp latin (P < 0105) ; ④A po21

exp ression of BCC w ere enhanced 58% and 62% respectively after it w as induced by 25 Λgöm l cisp latin fo r 18 and 42 hours (P <

0105). Conclusion: A pop tosis m ay be an importan t m echan ism of BCC k illed by cisp latin, and A po21 m ay p lay a ro le in the

p rocess of apop tosis induced by chemotherapy drugs.

Key words: 　buccal carcinom a cell　　apop tosis　　cisp latin　　apop to tic mo lecule

治疗残髓炎 97 例临床分析

王海龙　瞿百玲

　　残髓炎是牙髓经过治疗后残余的生活牙髓发生的炎

症。多见于干髓治疗术后并发症。作者从 1992 年以来治疗

97 例残髓炎患牙 101 个, 现总结分析如下。

1　临床资料

本组共诊治 97 例患者, 男性 52 例, 女性 45 例, 年龄 18

～ 62 岁, 共 101 个患牙。其中前磨牙 34 个, 上颌磨牙 42 个,

下颌磨牙 25 个。所有患牙均作过牙髓治疗, 其中干髓术 83

个患牙, 占 82118% ; 去髓术 7 个患牙, 占 6193% ; 治疗方法

不明的患牙 11 个, 占 10189%。症状表现为自发痛 39 个牙,

温度刺激痛 72 个牙, 咬合痛 58 个牙。该病发生距原治疗的

间隔时间为 5 d～ 4 年, 多数在半年内。所有患牙去除充填

物后, 在根管的不同部位出现探痛, 大部分患牙有叩痛或不

适感, 冷试验不敏感。

本组病例采用重新失活或局麻下拔髓, 同时配合安抚、

止痛、消炎, 待症状消失后, 重新作牙髓治疗或根管治疗。术

中 1 周复诊。术后 1 月、6 月、1 年、2 年复诊或随访观察。

疗效标准: 术后症状消失, 无叩痛, 不松动, 功能正常, X

线片示牙周、根尖周正常者为痊愈。无自觉症状或偶感不

适, 叩痛轻微, X 线片示牙周无明显变化者为好转。出现自

发痛、咬合痛, 松动度和牙周袋深度增加, X 线片示根尖周、

牙周出现明显稀疏区, 以及牙折, 凡有任何一项即为失败。

2　结　　果

本组 97 例残髓炎 101 个牙术后疗效见表 1。

97 例 101 牙残髓炎经重新治疗, 6 牙失败, 其主要原因

有: ①适应证选择不当 (2 例) , 牙周情况差, 为牙髓牙周联

合疾病, ②未按时复诊治疗, ③牙体缺损过多, 未做全冠修

复, 导致牙折 (2 例) , 并继发根部龋坏。

表 1　97 例残髓炎 101 个患牙术后疗效 (牙数)

观察时间
(月)

痊愈

　n 　　% 　

好转

　n 　　% 　

失败

　n 　　% 　
合计

1 　89 88. 12 　10 9. 90 　 2 1. 98 101

6 94 93. 07 3 2. 97 4 3. 96 101

12 95 94. 06 1 0. 99 5 4. 95 101

24 95 94. 06 0 0 6 5. 94 101

3　讨　　论

残髓炎为牙髓炎的一种类型, 症状不典型。自发痛常为

隐痛、钝痛。患者多以冷刺激痛为主诉, 但对冷刺激又不敏

感。这种主诉与检查结果不甚相符的现象是残髓炎的特点

之一。由于炎症可能累及根尖周, 患牙常伴有咬合痛或咬合

不适感, 这是残髓炎的另一特点。残髓炎多为干髓术后的并

发症。干髓治疗引起残髓炎的可能原因有: ①缺乏组织学愈

合的充分证据。②干髓剂存放过久, 药效下降。③药物未放

在根管口。对于曾作过牙髓治疗, 而又出现自发痛、冷热刺

激痛和咬合痛者, 不论其距原始治疗间隔的时间长短, 在排

除其它牙患后, 应考虑残髓炎的可能。
(1999205231 收稿)

作者单位: 610031　成都市第三人民医院口腔科 (王海龙) , 成

都铁路局中心医院口腔科 (瞿百玲)
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