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ｗｅｌｌｐｌａｔｅａｔａｄｅｎｓｉｔｙｏｆ５×１０３／ｗｅｌｌ．Ｔｗｅｎｔｙｆｏｕｒ
ｈｏｕｒｓｌａｔｅｒ，ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳａｃｃｏｒｄｉｎｇ
ｔｏｔｈｅｓｃｈｅｍｅｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄａｂｏｖｅ．Ｅａｃｈｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｈａｄ５ｄｕｐｌｉｃａｔｅｗｅｌｌｓ．５０μｌ１（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏ
２ｙｌ）３，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｆｏｒｍａｚａｎ（ＭＴＴ，５ｇ／Ｌ）ｗａｓ
ａｄｄｅｄｔｏｅａｃｈｗｅｌｌａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒａｎｏｔｈｅｒ４ｈａｔ
３７℃ｕｎｔｉｌｐｕｒｐｌｅｆｏｒｍａｚａｎｃｒｙｓｔａｌｄｅｖｅｌｏｐｅｄ．Ｔｈｅｎ
ＭＴＴｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｅｄｉｕｍｗａｓｒｅｍｏｖｅｄａｎｄ２００μｌ
ＤＭＳＯｓｏｌｕｔｉｏｎｗａｓａｄｄｅｄｔｏｅａｃｈｗｅｌｌａｎｄｓｈａｋｅｎ
ｆｏｒ５ｍｉｎａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｅａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｔ
４９２ｎｍｗａｓｒｅａｄｗｉｔｈａｎＥＬＩＳＡｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒ．Ｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄａｓ（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅ
ｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ－ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｇｒｏｕｐ）／ａｂｓｏｒｂａｎｃｅｖａｌｕｅｏｆｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．
１．３　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙ　Ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅａｓｓａｙｅｄｆｏｒＤＮＡｃｏｎｔｅｎｔｕｓｉｎｇｔｈｅｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）ｓｔａｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ．Ｂｒｉｅｆｌｙ，ａｆｔｅｒｔｈｅ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｃｏｍｐｌｅｔｅｄ，ｃｅｌｌｓ（２×１０６）ｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔ
ｅｄ，ｒｉｎｓｅｄｉｎＰＢＳｔｗｉｃｅａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈ５０
ｍｇ／Ｌｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅａｔ４℃ ｆｏｒ３０ｍｉｎｉｎｔｈｅ
ｄａｒｋ．１００ｍｇ／ＬＲｎａｓｅｗａｓａｄｄｅｄｔｏｒｅｍｏｖｅＲＮＡ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｈａｓｅｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｗｉｔｈＦＡＣＳｃａｎｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅ
ｔｒｙ．Ｍｏｒｅｔｈａｎ１００００ｅｖｅｎｔｓｏｆｅａｃｈｓａｍｐｌｅｗｅｒｅ
ａｃｑｕｉｒｅｄｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓ．
１．４　Ｂｌｏｃｋｉｎｇａｓｓａｙ　Ｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５ｍｇ／Ｌ，１０
ｍｇ／Ｌａｎｄ２０ｍｇ／Ｌｆｏｒ４８ｈ．Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｎｅｕｔｒａｌｉ
ｚｉｎｇＦａｓｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙ（０．５ｍｇ／Ｌ，Ｃｏｕｌｔｅｒ
＆Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃｈ）ｗａｓａｄｄｅｄｗｉｔｈＶＥＳｉｎｔｈｅｍｅｄｉ
ｕｍ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｓｓａｙｗａｓｔｈｅｎａｐｐｌｉｅｄｔｏｄｅ
ｔｅｃｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｉｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ　ＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａ

ｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳａｔｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ５ｍｇ／Ｌ，１０
ｍｇ／Ｌａｎｄ２０ｍｇ／Ｌｆｏｒ４８ｈ．Ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄ
ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｌｙｓａｔｅｓ
ｗａｓｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ．２０μｇｐｒｏｔｅｉｎｓａｍｐｌｅｗａｓｌｏａｄｅｄｉｎ
ｅａｃｈｌａｎｅ，ｓｅｐａｒａｔｅｄｏｎ１２％ ＳＤＳｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｇｅｌａｎｄｔｈｅｎｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｏｎｔｏｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓｗｉｔｈａｓｅｍｉｄｒｙａｐｐａｒａｔｕｓ．Ａｆｔｅｒ ｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ，ｔｈｅｙｗｅｒｅｂｌｏｃｋｅｄｆｏｒ１ｈ
ｗｉｔｈ５０ｇ／ＬｎｏｎｆａｔｍｉｌｋｉｎＰＢＳ．Ｍｅｍｂｒａｎｅｓｗｅｒｅ
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｍｕｒｉｎｅｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｙｔｏｈｕ
ｍａｎＦａｓ（１５００ｄｉｌｕｔｉｏｎ，ＪｉｎｇｍｅｉＣｏｍｐａｎｙ）ｏｖｅｒ
ｎｉｇｈｔａｔ４℃，ｗａｓｈｅｄ３ｔｉｍｅｓｆｏｒ５ｍｉｎｗｉｔｈＰＢＳ
ｂｅｆｏｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｇｏａｔａｎｔｉｍｏｕｓｅＨＲＰｃｏｎｊｕ
ｇａｔｅｄｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｙ（１１０００ｄｉｌｕｔｉｏｎ，Ｇｅｎｅ
Ｃｏｍｐａｎｙ）ｆｏｒ１ｈａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ．Ｔｈｅｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓｗｅｒｅｗａｓｈｅｄ３ｔｉｍｅｓｆｏｒ５ｍｉｎｗｉｔｈＴＢＳ，

ａｎｄｔｈｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｎｔｈｅｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅ
ｓｈｅｅｔｗａｓｖｉｓｕａｌｉｚｅｄｏｎＸｒａｙｆｉｌｍ ｗｉｔｈｔｈｅＥＣＬ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｄｅｔｅｃｔｉｏｎｓｙｓｔｅｍ．
１．６　ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅＦａｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ　
Ｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄａｎｄｔｈｏｓｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｗｅｒｅｃｏｌ
ｌｅｃｔｅｄａｎｄｗａｓｈｅｄｔｗｉｃｅｗｉｔｈＰＢＳ．ＰＥｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ
ａｎｔｉｈｕｍａｎＦａｓａｎｔｉｂｏｄｙｗａｓａｄｄｅｄａｎｄｉｎｃｕｂａｔｅｄ
ｆｏｒ３０ｍｉｎｉｎｔｈｅｄａｒｋ，ｔｈｅｎｗａｓｈｅｄ３ｔｉｍｅｓｗｉｔｈ
ＰＢＳａｎｄｔｈｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｗａｓａｎａｌｙｚｅｄ
ｗｉｔｈｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．
１．７　Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓ　ＡＮＯＶＡ ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏ
ａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｆｕｎｃｔｉｏｎｏｆＶＥＳｏｎｔｈｅｐｒｏ
ｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．Ｐｖａｌｕｅｌｅｓｓｔｈａｎ
０．０５ｗａｓｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ．

２　ＲＥＳＵＬＴＳ

２．１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
ｂｙＶＥＳ　ＶＥＳｈａｓｂｅｅｎｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙｓｈｏｗｎｔｏｆｕｎｃｔｉｏｎ
ａｓａｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙａｇｅｎｔ．Ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅａｄ
ｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＶＥＳ（Ｐ＜０．０５）．Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔ
ｓｈｏｗｅｄａｔｉｍｅａｎｄｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．Ａｔｔｈｅ
ｓａｍｅＶＥＳｄｏｓａｇｅ，ｔｈｅｌｏｎｇｅｒｔｈｅｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎ
ｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＶＥＳ，ｔｈｅｈｉｇｈｅｒｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｗａｓ
（Ｐ＜０．０５）．Ｗｅａｌｓｏｆｏｕｎｄｔｈａｔｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｗｉｔｈｔｈｅｅｌｅｖａｔｉｏｎｏｆｄｒｕｇｄｏｓａｇｅａｔａｓｅｔｔｉｍｅ
ｐｏｉｎｔ（Ｐ＜０．０５，Ｆｉｇ１）．
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Ｆｉｇ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＶＥＳｏｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙＶＥＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ　Ｃｅｌｌｃｙ
ｃｌｅｓｔｕｄｉｅｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅ ｏｆ
ＬＳ１７４Ｔｃｅｌｌｓｗａｓ０．９％．Ａｆｔｅｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＶＥＳａｔ５ｍｇ／Ｌ，１０ｍｇ／Ｌａｎｄ２０ｍｇ／Ｌｆｏｒ４８ｈ，

ｔｈｅａｐｏｐｔｏｔｉｃｒａｔｅｒｏｓｅｔｏ１５．９％，４６．７％ ａｎｄ
６４．５％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｆｉｇ２）．
２．３　Ｂｌｏｃｋｉｎｇａｓｓａｙ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄ
ｔｏｆｉｎｄｏｕｔｗｈｅｔｈｅｒＦａｓｍｅｄｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｓｗｅｒｅｉｎｖｏｌｖｅｄ
ｉｎＶＥＳｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｔｈｅｃｏａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＶＥＳｗｉｔｈｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇａｎｔｉｂｏｄｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｂｌｏｃｋｅｄ
ＶＥＳｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ（Ｆｉｇ３）．

Ｆｉｇ２　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＬＳ１７４Ｔｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＶＥＳ５ｍｇ／Ｌ，４８ｈ；Ｃ：ＶＥＳ１０ｍｇ／Ｌ，４８ｈ；Ｄ：ＶＥＳ２０ｍｇ／Ｌ，４８ｈ

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＦａｓｎｅｕｔｒａｌｉｚｉｎｇ

ａｎｔｉｂｏｄｙｏｎＶＥＳｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ

２．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＶＥＳｏｎＦａｓｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌ　Ａｆｔｅｒｔｈｅ
ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆＶＥＳａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ
ｆｏｒ４８ｈ，Ｆａｓｐｒｏｔｅｉｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｉｎｔｈｅｗｈｏｌｅｃｅｌｌｌｙ
ｓａｔｅｓｓｈｏｗｅｄａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｉｎＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａ
ｎａｌｙｓｉｓ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＦａｓｐｒｏｔｅｉｎｉｎｃｒｅａｓｅｄ１．１，

１．８ａｎｄ３．９ｆｏｌｄｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ（Ｆｉｇ４）．
２．５　ＶＥＳｉｎｃｒｅａｓｅｓｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅＦａｓｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　Ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｍａｉｎｌｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙ ｍｅｍｂｒａｎｅＦａｓ
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维生素Ｅ琥珀酸酯对人大肠癌细胞的生长抑制和凋亡诱导作用

张　伟１，朱大乔２，徐昕昀３，张军初３，王伟军３，王　强３

（１．第二军医大学长征医院微创外科，上海２００００３；２．第二军医大学护理系临床护理教研室，上海２００４３３；３．第二军医大学长

征医院普通外科，上海２００００３）

［摘要］　目的：检测维生素Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）对人大肠癌细胞的生长抑制和凋亡诱导作用并分析此种作用的可能机制。方

法：ＶＥＳ分别以５、１０和２０ｍｇ／Ｌ浓度作用于人大肠癌细胞株ＬＳ１７４Ｔ，１２、２４以及４８ｈ后应用 ＭＴＴ法检测ＶＥＳ对大肠癌

细胞的生长抑制作用。应用流式细胞仪分析不同浓度 ＶＥＳ处理４８ｈ后大肠癌细胞的细胞周期并计算凋亡率；以 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋

白印迹法和流式细胞术检测ＶＥＳ处理后肿瘤细胞Ｆａｓ蛋白水平和细胞表面Ｆａｓ表达的变化。结果：ＶＥＳ能够显著抑制人大

肠癌细胞的增殖并表现为剂量和时间依赖关系。以５、１０和２０ｍｇ／ＬＶＥＳ作用４８ｈ后，肿瘤细胞的凋亡率由０．９％分别升高

至１５．９％、４６．７％和６４．５％。Ｆａｓ中和性抗体能够明显阻断ＶＥＳ介导的凋亡。ＶＥＳ处理后，细胞Ｆａｓ蛋白水平升高。流式细

胞仪检测细胞表面Ｆａｓ平均荧光强度由５．４３升高至９．８８、１３．２１和１８．０。结论：ＶＥＳ能够诱导人大肠癌细胞的生长抑制和

凋亡。调控凋亡诱导分子Ｆａｓ的表达是主要机制之一。其作用主要与肿瘤细胞表面Ｆａｓ分子表达的上调有关。

［关键词］　维生素Ｅ琥珀酸酯；结直肠肿瘤；细胞凋亡
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