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多烯紫杉醇靶向放疗增敏对结肠癌细胞凋亡

及相关蛋白表达的影响
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　　摘要：目的　探讨免疫脂质化的多烯紫杉醇在 ＬｏＶｏ细胞放射增敏过程中，对其凋亡及凋亡相关
蛋白表达的影响。方法　制备偶联癌胚抗原（ＣＥＡ）抗体的多烯紫杉醇脂质体，作用于 ＬｏＶｏ细胞后再
经 ２Ｇｙ照射，然后再进行相关检测：ＤＮＡ末端原位标记染色法（ＴＵＮＥＬ）计算凋亡指数（ＡＩ）；检测 ｐ５３
和 Ｂａｘ和 Ｂｃｌ２，Ｆａｓ，ＦａｓＬ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达。结果　多烯紫杉醇免疫脂质体联合放射组（Ａ组）ＬｏＶｏ的
ＡＩ为（４３．６±５．２）％ ，均显著高于多烯紫杉醇脂质体联合放射组（Ｂ组）（１７．７±３．９）％及单纯放射
组（Ｃ组）（１６．８±３．５）％ （Ｐ＜０．０１）。而 Ｂ，Ｃ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。Ａ组的 Ｂａｘ，
Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的表达显著高于 Ｂ组；而 Ａ组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达显著低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０１），但两组对 ｐ５３和
Ｂｃｌ２表达影响均无明显差异。结论　多烯紫杉醇经多种通路调节细胞凋亡，并能增加肿瘤细胞的放
疗敏感性。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３３１－３３４］
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　　多烯紫杉醇已经被证明具有放射增敏作
用［１－２］。脂质体作为药物载体可以提高药物的治

疗指数，但其分布缺乏选择性。研究［３］证明，多烯

紫杉醇脂质体与抗癌胚抗原（ＣＥＡ）的特异性抗体
偶联，作用于体外培养表达 ＣＥＡ的人结肠腺癌
ＬｏＶｏ细胞，可特异的与其结合并具有放射增敏作
用。本研究观察其照射后细胞凋亡过程中某些凋

亡相关蛋白的变化，以期探讨多烯紫杉醇对 ＬｏＶｏ
细胞靶向放射增敏的分子途径。

１　材料与方法

１．１　实验材料
多烯紫杉醇由浙江恒瑞药业惠赠。表达 ＣＥＡ

的人结肠癌细胞株 ＬｏＶｏ购自中科院细胞所。原
位缺如末端标记 （ＴｄＴｍｅｄｉａｔｅｄｄＵＴＰＸｎｉｃｋｅｎｄ
ｌａｂｅｌｉｎｇ，ＴＵＮＥＬ）试剂盒为德国 ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ
公司产品。鼠抗人 Ｆａｓ，ＦａｓＬ，ｐ５３，Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ单
克隆抗体均为华美公司产品。ＩｇＧＨＲＰ和 ＩｇＧ
ＦＩＴＣ羊抗鼠单抗购自中山试剂公司。流式细胞仪
（ＦＡＣＳｃａｎ，ＵＳＡ）。
１．２　多烯紫杉醇免疫脂质体的制备［４］

利用氰尿酰氯、ＰＥＧ３０００和 ＤＰＰＥ制备氰尿
酰化ＰＥＧＰＥ。将 大 豆 卵 磷 脂 与 胆 固 醇 （摩 尔
比２∶１）和 ０．５ｍｍｏｌ的氰司法部酰化ＰＥＧＰＥ与
１μｍｏｌ多烯紫杉醇充分反应，并通过 ２００ｍｍ的聚
碳酯滤膜制备脂质化多烯紫杉醇。多烯紫杉醇脂

质体与搞 ＣＥＡ抗体（１０００∶１）在０．１５ｍｏｌ／ＬＮａＣ１
（ｐＨ８．８）缓冲液中偶联。用 Ｓｅｐｈａｒｏｓｅ４Ｂ纯化多
烯紫杉醇免疫脂质体。

１．３　细胞培养及处理
将 ＬｏＶｏ细胞置于 １０％小牛血清的 ＤＭＥＭ中，

３７°Ｃ和 ５％ＣＯ２条件下培养。经 ２ｎｍｏｌ／Ｌ多烯紫
杉醇免疫脂质体或 ２ｎｍｏｌ／Ｌ的多烯紫杉醇脂质体
作用 细 胞 ２ｈ后，充 分 洗 涤 未 结 合 之 药 物，
１．３Ｇｙ／ｍｉｎ剂量率，２Ｇｙ的剂量照射后，继续培养
２４ｈ，再进行检测。未加药物单纯照射者为对照
组。

１．４　检测项目及方法
１．４．１　ＤＮＡ末端原位标记染色法（ＴＵＮＥＬ）检测
细胞调亡　取不同实验条件下处理后的悬浮 ＬｏＶｏ
细胞，４％多聚甲醛固定 ３０ｍｉｎ。ＰＢＳ缓冲液洗涤
３次。３ｍｌ／Ｌ过氧化氢 －甲醛溶液处理，室温
３０ｍｉｎ。预冷的 ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理，２ｍｉｎ，ＰＢＳ洗
涤。按药盒说明书步骤进行，每孔中分别加入

ＴＵＮＥＬ反应液 ５０μＬ，３７℃水浴 ６０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤。
各孔分别加入 ＰＯＤ液 ５０μＬ，３７℃水浴 ３０ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗涤。各孔分别加入 ５０μＬ的 ＤＡＢ过氧化氢液，
显色 １５ｍｉｎ，光镜下观察细胞凋亡情况。光镜下
计算凋亡指数（ＡＩ），计算方法：取 ５个高倍镜 ＞
视野（共 １０００个细胞），分别计数总细胞和凋亡
细胞数量，ＡＩ＝凋亡细胞数／总细胞数 ×１００％。
１．４．２　免疫组织化学（免疫组化）检测　胰酶消
化作用后的 ＬｏＶｏ细胞，置于盖玻片上，９５％酒精
固定，免 疫 组 化 染 色。分 别 用 ｓｕｒｖｉｖｉｎ，Ｆａｓ及
ＦａｓＬ，Ｂａｘ单抗孵育 １ｈ，再以生物素标记的二抗作
用 １ｈ。ＤＡＢ显色，苏木素复染。中性树胶封固，
镜检。采用高清晰度彩色全自动细胞图象 ＪＤ８０１
形态分析系统对免疫组化的彩色图像进行半定量

分析。

１．４．３　流式细胞分析　经药物和放射处理后的
ＬｏＶｏ细胞温育 ２４ｈ，制成单细胞悬液，７０％乙醇固
定 ２ｈ。取细胞悬液，分别加入 ｐ５３，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２单
克隆抗体作用１ｈ。加入 ＩｇＧＦＩＴＣ作用３０ｍｉｎ。加
碘化吡啶（ＰＩ）染色液，４°Ｃ孵育 ３０ｍｉｎ，流式细胞
仪检测。检测 ＰＩ荧光和 ＦＩＴＣ荧光信号，所测数据
用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件处理。
１．５　统计分析

用 ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行分析。数据表达
采用均数 ±标准差，两样本均数比较用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　细胞凋亡的检测结果
凋亡细胞 ＴＵＮＥＬ染色表现为细胞核呈棕黄色

染色。阳性反应产物在凋亡细胞内呈不均匀分

布，近核膜处着色较深，核中央着色较浅，核固

缩则染色质呈块状集聚（图 １）。多烯紫杉醇免疫
脂质体 ＋照射组（Ａ组）的 ＬｏＶｏ细胞凋亡率为
（４３．６±５．２）％ ，均显著高于多烯紫杉醇脂质体
＋照射组 （Ｂ组）的（１７．７±３．９）％及单纯照射
组 （Ｃ组）的（１６．８±３．５）％ （Ｐ＜０．０１）。而
Ｂ，Ｃ组间差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。

　　图１　ＬｏＶｏ细胞的 ＴＵＮＥＬ染色　Ａ组：多烯紫杉醇

免疫脂质体 ＋照射；Ｂ组：多烯紫杉醇脂质体 ＋照射

２３３
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２．２　多烯紫杉醇免疫脂质体联合放射对 Ｆａｓ、
ＦａｓＬ及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达的影响

Ａ组的 Ｆａｓ和 ＦａｓＬ积分光度值均显著高于 Ｂ
组（Ｐ＜０．０１），但 Ａ组的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ积分度值均显著
低于 Ｂ组（Ｐ＜０．０１）（图 ２）。

２．３　ｐ５３，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２蛋白的表达
Ａ组和 Ｂ组的 ｐ５３和 Ｂｃｌ２表达差异无统计

学意 义，但 Ａ 组 的 Ｂａｘ表 达 显 著 高 于 Ｂ 组
（Ｐ＜０．０１）。
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图２　Ａ，Ｂ组Ｆａｓ，ＦａｓＬ，ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白免疫组化染色
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图３　Ａ，Ｂ组ｐ５３，Ｂａｘ，Ｂｃｌ２蛋白表达的流式细胞检测

３　讨　论

结直肠癌主要治疗手段为手术治疗，辅助放

化疗已证明能提高手术切除率和术后生存率、降

低复发率［５］。然而结直肠癌是相对放射抗拒的肿

瘤，提高其放疗敏感性是一个亟需解决的问题。

多烯紫杉醇作为半合成紫杉类抗肿瘤药物具有

放射增敏作用。脂质体作为药物载体可以提高

药物的治疗指数，降低毒性，减轻变态反应。抗

体介导脂质体具有靶向性，联接抗体的脂质体较

传统的脂质体靶向结合作用更强［６］。ＣＥＡ是一种
位于肿瘤细胞膜上的肿瘤相关抗原，在大肠癌中

表达最强；ＬｏＶｏ细胞为表达 ＣＥＡ的人结肠腺癌细
胞株。研究［３］证明，将脂质化的多烯紫杉醇与抗

ＣＥＡ抗体偶联，可特异地与肿瘤细胞上的 ＣＥＡ结
合，所制备的多烯紫杉醇免疫脂质体具有特异的

寻靶功能，对体外培养的 ＬｏＶｏ细胞具有放射增敏
作用，而对照组因缺乏 ＣＥＡ抗体的靶向作用，使
药物无法与 ＬｏＶｏ细胞特异性结合。有研究［７］显

示，多烯紫杉醇主要是通过阻滞细胞于 Ｇ２～Ｍ期
而起到放射增敏的作用。本实验探讨其通过凋

亡引起 ＬｏＶｏ细胞放射敏感性改变的分子途径。
对于实验中选择的多烯紫杉醇剂量是根据其

ＬＤ５０设计的，选择的是 ２ｎｍｏｌ／Ｌ多烯紫杉醇为
ＬＤ５０的 １／５。

凋亡细胞 ＴＵＮＥＬ染色显示，Ａ组与 Ｂ组及 Ｃ
组相比，ＬｏＶｏ细胞的凋亡率明显提高。而没偶联
ＣＥＡ抗体的药物缺乏特异的结合，经因充分洗涤

后，无法发挥其增敏作用，与单纯放射组相比凋

亡率无明显差异。

流式细胞检测结果证实，多烯紫杉醇免疫脂

质体联合放射组与多烯紫杉醇非免疫脂质体联

合放射组相比对 ｐ５３和 Ｂｃｌ２表达均没有明显影
响，却显著提高了 Ｂａｘ的表达。说明多烯紫杉醇
的放疗增敏不是通过 ｐ５３途径诱导细胞凋亡而
实现的。Ｂｃｌ２与 Ｂａｘ比值降低可能是多烯紫杉
醇导致 ＬｏＶｏ细胞趋向于凋亡和放疗敏感的原因
之一。

本研究结果表明多烯紫杉醇免疫脂质体可使

Ｆａｓ和 ＦａｓＬ的表达显著上调，诱导细胞凋亡，增敏
细胞的放射效应。ｓｕｒｖｉｖｉｎ具有抑制凋亡的作用，
是预 测 大 肠 癌 发 生、发 展 及 预 后 的 新 指 标。

ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达与结直肠癌细胞的放射和化疗抗拒
程度有关［８］。结果显示，多烯紫杉醇使 ＬｏＶｏ细胞
ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达下调，减少了对细胞凋亡的拮抗，
由此可以解释诱导凋亡增加 ＬｏＶｏ细胞的放疗敏
感性。

本研究的结果表明，多烯紫杉醇通过多种信

号传导途径的分子调节细胞凋亡，增加肿瘤细胞

的放疗敏感性。此可为多烯紫杉醇增敏结直肠

癌放射治疗提供实验依据。
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席汉氏综合征右半结肠切除１例

梁勇，师龙生 ，王磊

（解放军第四七四医院 外一科，新疆 乌鲁木齐 ８３００１１）

关键词：　 垂体功能减退症；结肠切除术；病例报告

中图分类号：Ｒ５８４　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　女，７３岁。因发现右下
腹包块 １个月，间歇性腹痛 ７ｄ伴发

热５ｄ入院。患者于３０年前因产后大

出血导致席汉氏综合征，一直服用强

的松及甲状素片治疗。体查：一般情

况尚可，典型席汉氏综合征体征。右

下腹可触及一大小约５ｃｍ×５ｃｍ×４ｃｍ

包块，质硬，边界清，活动度可，有轻

压痛、无反跳痛，余无阳性体征。红

细 胞：３．４２×１０１２／Ｌ，血 红 蛋 白：

１０５ｇ／Ｌ；促甲状腺激素：６．１０ＩＵ／ｍＬ，

血游离三碘甲状腺原氨酸１．３９ｎｑ／ｍＬ，

血 游 离 甲 状 腺 素 ０．２６ｎｑ／ｄＬ；

Ｋ＋３．３９ｍｍｏｌ／Ｌ， Ｎａ＋ １３１ｍｍｏｌ／Ｌ，

Ｃｌ－９９ｍｍｏｌ／Ｌ；总蛋白 ４８ｇ／Ｌ，清蛋白

２５ｇ／Ｌ，清 球 比 值 １．００，血 糖

５．２ｍｍｏｌ／Ｌ；腹部 ＣＴ：考虑为结肠癌；

　　收稿日期：２００７－０１－２２。

　　作者简介：梁勇，男，河北东光人，新

疆乌鲁木齐解放军四七四医院外一科住院

医师，主要从事胃肠外科方面的研究。

　　通讯作者：梁勇　Ｅｍａｉｌ：ｌｉａｎｇｙｏｎｇ

０５１８＠１２６．ｃｏｍ

心、肺功能及各项化验检查未见明显

异常。术 前 给 予 口 服 强 的 松：早

５ｍｇ，晚 ２．５ｍｇ；优甲乐 １２．５ｍｇ／ｄ；纠

正钾、钠、血糖至正常水平，同时补充

适量人血白蛋白、血浆，纠正低蛋白

血症。术前 ２ｄ给予抗生素，充分准

备后全麻下行“剖腹探查、右半结肠

切除术”。术后住监护病房，除按结

肠术后常规处理外，监测血糖 １次／１

～２ｈ，电解质 ２次／ｄ，随时调整氯化

钠、葡萄糖用量。手术当天、术后 １，

２，３ｄ分别给予氢化考的松 ２００，１００，

１００，５０ｍｇ静脉点滴，术后第 ４天改

术前口服剂量。患者恢复顺利，治愈

出院。病理报告：结肠溃疡。随诊 ２

个月康复好。

讨论　席汉氏综合征是由于各
种原因（产后大出血，产褥热或 ＤＩＣ）

引起垂体门脉系统缺血、缺氧，坏死、

萎缩。体内多种激素缺乏使之不能

满足人体基础或生理、应激等情况的

需要所致的临床综合征群。可出现

甲状腺功能低下、肾上腺功能不足、

促性腺激素及泌乳素不足的表现，多

需长期服用相应激素维持。此类患

者内分泌功能紊乱，易造成患者内环

境不稳定，发生低钠、低钾、低血糖

等。且营养状态不佳，体质弱。手术

耐受能力差，术后并发症发生率高，

尤其是可能发生致命的垂体危象、卒

中。故围手术期处理极为重要。笔

者的体会是：（１）术前全面检查，充分

准备，需调整钾、钠、血糖至正常水

平。贫血和低蛋白血症应基本纠正，

使席汉氏综合征症状、体征明显缓

解，且无其他手术禁忌；（２）尽可能

减少应激反应程度，术中麻醉平稳，

保证治疗效果的情况下，手术力求简

单，术后镇痛；（３）术前、术后采用口

服或静滴注补充甲状腺素和皮质激

素，维持正常代谢。并使用抗生素；

（４）注意保暖，并观察体温变化；（５）

术后除按术后常规处理外，要严密监

测生命体征及血糖（１次／１－２ｈ），电

解质（２次／ｄ），并随时调整糖、盐用

量，保证各项监测指标正常，维持内

环境稳定；（６）控制体液量和补液速

度，既要防止补液不足，更要防止补

液过量，尤其注意循环、呼吸稳定。
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