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　　摘要：目的　检测维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用，
并分析凋亡诱导分子 Ｆａｓ表达的变化。方法　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７［雌激素受体阳性，ＥＲ（＋）］

以 ＶＥＳ刺激 １２，２４ｈ和 ４８ｈ，ＶＥＳ浓度为 ５μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬ，用 ＭＴＴ法测定 ＶＥＳ对细胞

增殖的抑制作用；以流式细胞仪分析细胞周期和细胞表面 Ｆａｓ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法检测 ＶＥＳ作

用后 Ｆａｓ蛋白水平的变化。结果　ＶＥＳ对 ＭＣＦ７乳腺癌细胞具有显著的抑制作用，并表现为时间和

剂量依赖关系。ＭＣＦ７乳腺癌细胞的自然凋亡率为 １．２％；５μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬ的 ＶＥＳ作

用 ４８ｈ后凋亡率分别升高至 １１．２％，１６．４％和 ４１．２％。ＶＥＳ作用后乳腺癌细胞 Ｆａｓ蛋白水平和细

胞表面 Ｆａｓ表达升高。结论　ＶＥＳ对 ＥＲ（＋）乳腺癌细胞具有显著的增殖抑制作用，并诱导细胞凋

亡，其机制与细胞表面 Ｆａｓ表达上调有关。
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　　维生素 Ｅ琥珀酸酯（ｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＶＥＳ）

是维生素 Ｅ的一种衍生物，对多种恶性肿瘤细胞具

有强效的增殖抑制作用而对正常细胞影响很小［１］。

这种选择性抑制肿瘤细胞生长的作用，以及其对人

体的低毒性使之成为一种很有前途的肿瘤预防及

治疗药物。
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乳腺癌是妇女最常见的恶性肿瘤之一，常采用

包括手术、化疗、放疗和内分泌等多种治疗手段的

综合治疗。如何提高乳腺癌术后辅助治疗的效果

倍受关注。本实验旨在检测新的凋亡诱导药物 ＶＥＳ

对雌激素受体阳性［ＥＲ（＋）］的 ＭＣＦ７乳腺癌细

胞的生长抑制和凋亡诱导作用，分析其对凋亡诱导

分子 Ｆａｓ蛋白的凋控作用，了解 ＶＥＳ诱导肿瘤细胞

凋亡的可能机制。

１　材料与方法

１．１　材料

人乳腺癌细胞株 ＥＲ（＋）的 ＭＣＦ７，受赠于上

海肿瘤医院乳腺中心；ＶＥＳ为 ＳＩＧＭＡ公司产品；ＭＴＴ

为 ＡＭＲＥＳＣＯ产品；ＰＥ标记的抗人 Ｆａｓ抗体和抗人

Ｆａｓ抗体购自晶美公司；酶标二抗购自基因公司；

ＥＣＬ发光试剂盒为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；Ｆａｓ中和性

抗体为 Ｃｏｕｌｔｅｒ＆Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司产品。

１．２　实验方法

ＭＣＦ７细胞以含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

培养基于 ３７℃，５％ＣＯ２的条件下培养。ＶＥＳ以无

水乙 醇 溶 解，实 验 浓 度 为 ５μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ和

２０μｇ／ｍＬ；无水乙醇在培养基内的终浓度 ＜２‰。

作用时间分别为 １２，２４ｈ和 ４８ｈ。

１．３　检测项目及方法

１．３．１　ＭＴＴ法检测 ＶＥＳ抑制乳腺癌细胞的增殖　

乳腺癌细胞以 ２×１０４／ｍＬ接种于 ９６孔板，每孔

２００μＬ，每组设 ６个复孔。接种细胞 ２４ｈ后加入药

物。药物处理结束后每孔加入 ５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，继

续 于 ３７℃ 孵 箱 培 养 ４ｈ后，吸 去 上 清；加 入

ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，震荡 ５ｍｉｎ后于自动酶标仪上进行

比色；测定波长为 ４９２ｎｍ吸光值（Ａ）。计算药物对

乳腺癌细胞的生长抑制率。抑制率（％）＝（对照

组平均 Ａ值 －实验组平均 Ａ值）／对照组平均 Ａ值

×１００％。

１．３．２　流式细胞仪分析细胞周期　乳腺癌细胞以

５×１０４／孔接种于 ６孔板；以 ５μｇ／ｍＬ，１０μｇ／ｍＬ和

２０μｇ／ｍＬＶＥＳ处理 ４８ｈ后收集细胞并离心弃去培

养液制成单细胞悬液；７０％冰乙醇固定后加入碘化

丙啶（ＰＩ），４℃黑暗处静置 ３０ｍｉｎ后上机分析细胞

周期和凋亡率。每个标本分析 １００００个细胞，用

随机所附软件对测量值进行分析。

１．３．３　阻断试验　为检测 Ｆａｓ在 ＶＥＳ诱导乳腺癌

凋亡过程中的作用，本实验采用 Ｆａｓ中和性抗体进
行阻断试验。在 ＶＥＳ以上述 ３种浓度刺激的同时
加入 ０．５μｇ／ｍＬＦａｓ中和性抗体，共同作用 ４８ｈ，随
后收集细胞以流式细胞仪分析乳腺癌细胞凋亡率

的变化。

１．３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法检测 Ｆａｓ蛋白水平　上
述 ３种浓度的 ＶＥＳ作用 ４８ｈ后，裂解细胞分离提取
蛋白并定 量。每条 泳道 加入 ２０μｇ蛋白样品后，
１２％ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白，并以半干式电转仪将蛋
白转移 至 硝 酸 纤 维 素 膜 上；５％ 脱 脂 牛 奶 封 闭
３０ｍｉｎ，加入 １∶５００稀释的抗人 Ｆａｓ抗体，于 ４℃孵
育过夜；ＰＢＳ漂洗 ３遍后加入 １∶１０００稀释的酶标
二抗与膜孵育 １ｈ；ＴＢＳ漂洗 ３遍后以 ＥＣＬ发光试剂
盒显色，ＮＩＨ软件分析蛋白条带灰度。
１．３．５　流式细胞仪检测细胞表面 Ｆａｓ表达　ＭＣＦ
７细胞以 ５×１０４／孔接种于 ６孔板，培养 ２４ｈ后按
上述浓度加入 ＶＥＳ作用 ４８ｈ；处理结束后收集细胞
离心去除培养液，加入 ＰＥ标记的抗人 Ｆａｓ抗体于黑
暗处静置 ３０ｍｉｎ；ＰＢＳ漂洗 ３遍后流式细 胞仪分析

荧光强度。

１．４　统计学处理
实验数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；用方

差分析进行统计学处理。

２　结　果

２．１　ＶＥＳ对 ＥＲ（＋）乳腺癌细胞的生长抑制作用
不同浓度和作用时间的 ＶＥＳ对 ＭＣＦ７细胞均

具有显著的生长抑制作用（Ｐ ＜０．０５），而且呈剂
量和时间的依赖关系（附表）。

附表　ＶＥＳ对 ＭＣＦ７细胞的生长抑制作用

分组 吸光值 抑制率 （％）

空白对照组 ０．７９９±０．０２４ ０

ＶＥＳ处理组

浓度（μｇ／ｍＬ） 时间（ｈ）

５ １２ ０．７０２±０．０３１ １２．１４

１０ １２ ０．６６７±０．０２３ １６．５２

２０ １２ ０．６０４±０．０２５ ２４．４０

５ ２４ ０．６６３±０．０１５ １７．０２

１０ ２４ ０．４３３±０．０２５ ４５．８０

２０ ２４ ０．３２１±０．０１９ ５９．８２

５ ４８ ０．６２１±０．０３３ ２２．２８

１０ ４８ ０．３７７±０．０１３ ５２．８１

２０ ４８ ０．１８９±０．００７ ７６．３５

　　注：与空白对照组比，Ｐ＜０．０５

０８６
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２．２　ＶＥＳ对乳腺癌细胞的凋亡率的影响
ＭＣＦ７细胞的自然凋亡率为 １．２％。５μｇ／ｍＬ，

１０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬＶＥＳ刺激 ４８ｈ后 ＭＣＦ７细胞

的 凋 亡 率 分 别 为 １１．２％，１６．４％ 和 ４１．２％
（图１）。

图 １　ＶＥＳ对乳腺癌细胞凋亡率的影响

２．３　阻断实验
加入 Ｆａｓ中和性抗体与 ＶＥＳ共同作用于乳腺癌

细胞后，ＶＥＳ诱导的凋亡被阻断，与未经中和性抗
体处理的细胞间存在差异（Ｐ＜０．０５）（图２）。

　　１：空白对照组；２：ＶＥＳ５μｇ／ｍＬ，４８ｈ；３：ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ，

４８ｈ，４：ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ，４８ｈ

图 ２　阻断实验结果

２．４　ＶＥＳ对乳腺癌细胞 Ｆａｓ蛋白水平的影响
与未经药物处理的对照组细胞相比，５μｇ／ｍＬ，

１０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬＶＥＳ作用 ４８ｈ后乳腺癌细胞
Ｆａｓ蛋白水平分别升高 ２．３，２．７和 ２．９倍（图 ３）。

　　１：空白对照组；２：ＶＥＳ５μｇ／ｍＬ，４８ｈ；３：ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ，

４８ｈ，４：ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ，４８ｈ

图 ３　ＶＥＳ对乳腺癌细胞 Ｆａｓ蛋白水平的影响

２．５　ＶＥＳ对乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ表达的影响

不同浓度 ＶＥＳ作用 ４８ｈ后 ＭＣＦ７细胞表面 Ｆａｓ

平均荧光强度显著增强，由对照组的 ５０．０７升高至

５４．７２，７１．６８和 ８６．８４。

３　讨　论

ＶＥＳ在维生素 Ｅ的衍生物中活性最强，但对正

常细胞相对无毒性，具有选择性抗肿瘤细胞生长的

作用［１］。自 １９９５年首次报道 ＶＥＳ能诱导人 Ｂ淋巴

瘤细胞凋亡以来［２］，进一步的体外研究［３～５］证明，

ＶＥＳ作为一种潜在的肿瘤细胞生长抑制剂，对 ９０％

的人类恶性肿瘤，如乳腺癌、前列腺癌、胃癌、肺癌

和子宫内膜癌等都具有显著的凋亡诱导作用。本

实验结果表明，ＶＥＳ对 ＥＲ（＋）的 ＭＣＦ７乳腺癌细

胞具有强效的增殖抑制作用，并且表现为时间和剂

量的依赖关系。除了显著抑制乳腺癌细胞的增殖

外，ＶＥＳ还表现出强效的凋亡诱导作用。从流式细

胞仪分析细胞周期的结果看，ＶＥＳ作用后 ＭＣＦ７细

胞的凋亡率明显升高，提示 ＶＥＳ对 ＭＣＦ７乳腺癌细

胞的生长抑制作用主要通过诱导细胞的凋亡。

近来研究［６，７］表明，ＶＥＳ可通过影响细胞多条

信号传导途径诱导肿瘤细胞凋亡。其抗肿瘤作用

涉及到抑制肿瘤细胞 ＤＮＡ合成；调控 Ｆａｓ表达诱导

细胞凋亡，阻断细胞周期；诱导细胞分化，促进具有

生物活 性的 转 化 生 长 因 子 β（ＴＧＦβ）的 分 泌 及

ＴＧＦβＩＩ型受体的表达；以及影响细胞内的第二信

使系统，抑制蛋白激酶 ＰＫＣ活性等。而其中调控

Ｆａｓ蛋白表达的途径倍受关注。Ｆａｓ是细胞表面死

亡受体，属于肿瘤坏死因子受体超家族成员；当细

胞膜表面的 Ｆａｓ抗原与其特异性抗体或 Ｆａｓ配体结

１８６
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合后即触发细胞凋亡。有研究［３］表明，ＶＥＳ能促进

Ｆａｓ蛋白的合成，使 Ｆａｓ活性成分移向细胞表面，并

能上调细胞膜表面 Ｆａｓ表达，从而恢复乳腺癌细胞

对 Ｆａｓ介导凋亡的敏感性。Ｔｕｒｌｅｙ等［８］也发现 ＶＥＳ

具有促进 Ｆａｓ蛋白合成的作用，应用拮抗 Ｆａｓ的中

和抗体能阻断 ＶＥＳ对乳腺癌细胞的凋亡诱导作用。

因此目前认为，Ｆａｓ凋亡诱导途径是 ＶＥＳ诱导肿瘤

细胞凋亡的主要机制［７］。

本实验结果显示，ＶＥＳ作用后乳腺癌细胞 Ｆａｓ

蛋白水平升高，同时流式细胞仪分析结果也提示乳

腺癌细胞表面 Ｆａｓ表达上调，与此相对应的是细胞

凋亡率的升高；而应用 Ｆａｓ中和性抗体后，ＶＥＳ诱导

的乳腺癌细胞凋亡被明显阻断。据此认为，ＶＥＳ对

ＭＣＦ７细胞的增殖抑制作用主要通过诱导细胞的

凋亡，其中细胞表面的凋亡诱导分子 Ｆａｓ表达的上

调在此过程中起重要作用。
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《临床医院感染学》（修订版）征订启事

为迎接“医院管理年”和准备医院分级评审，由卫生部殷大奎、于宗河、王羽等领导主审，中南大学湘雅医院医院

感染控制中心（全国医院感染监控管理培训基地）徐秀华教授主编的《临床医院感染学》修订版（１９９８年初版）将于

２００５年 ７月正式出版发行。修订版增加了以下内容：１．新出现传染病的发生背景与影响及其感染控制，如 ＳＡＲＳ、艾

滋病、猴痘、克雅病、尼派病毒感染等；２．潜在威胁的生物武器，如可能产生生物恐怖的传染病（炭疽、鼠疫、天花、霍

乱等）及其感染控制；３．新的研究进展，如全身炎症反应综合征和脓毒血症、医院感染控制计划评价与成本 －效益分

析、美容手术后感染、试管婴儿术相关感染等；４．新的知识，如部分医院感染的特殊情况判断、ＷＨＯ和美国 ＣＤＣ指南

等；５新的医院感染管理法律法规知识，如《传染病防治法》、《医疗废物管理条例》及配套文件、《抗菌药物临床应用

指导原则》、《医务人员预防艾滋病职业感染指导原则》、《内镜清洗消毒技术操作规范》、《医疗机构口腔诊疗器械消

毒技术规范》等。

本书包括理论与实践两部分，不仅可作为医院感染管理专职人员实践工作的工具书，也是临床各科感染性疾病

诊断治疗的参考书，适合各级各类临床医师及护理、检验人员阅读。本书由湖南科学技术出版社出版发行，售价定为

１４８元／本，加寄 １５％邮汇费，合计 １７０元／本（订购 ２本以上者，邮汇费酌减为 １０％）。

联系地址与联系人：长沙市湘雅路 ８７号中南大学湘雅医院医院感染控制中心（全国医院感染监控管理培训基

地），邮编 ４１０００８，联系人：龚瑞娥、王曼平、吕一欣，电话：０７３１－４３２７４２９，传真：０７３１－４３２７２３７。

《临床医院感染学》编委会

全国医院感染监控管理培训基地

２００５年 ８月
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