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  [摘要] 目的 探讨柠檬酸钠<sodiumcitrate CT)与三氧化二砷<As203 AS)联合应用对胃癌 SGC-7901
细胞凋亡及作用机制D 方法 用sodiumcitrate<终浓度为 5 mmol/L CT5)和As203<终浓度依次为 5 Pmol/L 
AS5)处理体外传代培养的胃癌 SGC-7901细胞株D 应用DAPI细胞核染色和流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞
周期的变化:RT-PCR法观察抗凋亡相关基因 bcl-2 表达的变化D 结果 sodiumcitrate与As203 联合应用相对
于单用sodiumcitrate或As203 可显著提高诱导胃癌细胞凋亡率<P<0.05):与空白组相比 用药后 G0 /G1 期
细胞比例下降 G2 /M期细胞比例上升 细胞周期阻滞于 G2 /M期 抗凋亡基因 bcl-2 表达明显下降D 结论 
sodiumcitrate与As203 联合应用具有协同抗胃癌细胞的作用 其机制可能与细胞周期阻滞~增强诱导胃癌细
胞凋亡以及调控凋亡相关基因的表达有关D
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  [Abstract] Objective Tostudytheanti-tumoreffectsofsodiumcitratecombined with arsenictrioxideon
human gastriccancercelllineSGC-7901 in Vitroand toexploreitspossiblemechanism.Methods Thepassaged and
cultured gastriccancercelllineSGC-7901 in Vitroweretreated with sodiumcitrate< finalconcentration was5mmol/
L CT5) and<or)As203<finalconcentration were5 Pmol/L AS5).Cellproliferation wasobserVed byfluorescentin-
VersiVemicroscopy: Cellapoptosiswasexplored byDAPIfluorescentstain then thecellapoptosisrateand phasesof
cellcycleweredetermined byflowcytometry.Theexpression ofapoptosis-related genesofbcl-2 wasobserVed byRT-
PCR.Results Sodiumcitratecombined with As203 had astrongerinhibition effecton human gastriccancercellline
SGC-7901 than sodiumcitrateorAs203<P<0.05).Compared with blank group thecellcycledistribution wasal-
tered and theration ofG0 /G1 phasecelldecreased and G2 /Mphaseincreased <P<0.05).AfterinterVened bysodi-
umcitratecombined with As203 theexpression ofbcl-2 decreased<P<0.05).Conclusion Sodiumcitratecom-
bined with As203 hasthesynergisticeffectson gastriccancercelllineSGC-7901 and themechanismsmayberelated
tocellcycleblockingand apoptosis-inducingeffectsthrough regulatingtheexpression oftherelated genes.
  [Key words] Gastriccancer: Sodiumcitrate: Arsenictrioxide: Apoptosis: bcl-2

  胃癌是我国常见的恶性肿瘤之一 发病率居各
类肿瘤的前位 每年约有 17 万人死于胃癌 几乎接
近全部恶性肿瘤死亡人数的 1/4D 随着诊疗技术~
手术方法和综合治疗措施的发展 胃癌的治愈率有
所提高 但术后 5 年生存率仍徘徊于 25%左右[1] D

柠檬酸钠<sodiumcitrate CT)是糖酵解限速酶 6-磷
酸果糖激酶-1<PFK-1)的直接抑制剂 同时亦可间
接抑制糖酵解限速酶己糖激酶<HK)D 但柠檬酸钠
对肿瘤细胞的作用研究国内外报道却较少D 本实验
组先前的实验研究表明柠檬酸钠具有明显的抗癌作
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用[2 3] D 三氧化二砷<As203)是中药砒霜的主要成
分 自上世纪 70 年代被成功应用于治疗急性早幼粒
细胞白血病后 已逐渐成为国内外研究的热点 现已
被证实As203 能够诱导肿瘤细胞凋亡

[4]  抑制肿瘤
细胞增殖D 我们选择将sodiumcitrate与As203 联合
应用于人胃癌细胞株 SGC-7901 以进一步观察两者
联合应用是否具有协同作用 并初步探讨其作用
机制D
1 材料与方法
1.1 材料
1.1.1 细胞株 人胃癌细胞株 SGC-7901 购于湘雅
医学院细胞库 倍增周期 24 hD
1.1.2 试剂 RPMI-1640<Hyclone公司):新生胎
牛血清<杭州四季青生物工程材料有限公司):胰蛋
白酶<美国 Gibcobrl公司):柠檬酸钠 <sodiumcit-
rate CT)~三氧化二砷 <AS203 AS ) 购于 Sigma
Aldrich公司:细胞凋亡 DAPI染色试剂盒~Annexin
V-FITC凋亡检测试剂盒~细胞周期检测试剂盒购于
南京凯基生物科技发展有限公司:RNA总提取试剂
盒<离心柱型)购于天根生化科技<北京)有限公司:
cDNA逆转录试剂盒由立陶宛MBI公司提供:bcl-2~
GAPDH基因引物由英潍捷基<上海)贸易有限公司
<Invitrogen)设计~合成D
1.1.3 仪器 倒置相差显微镜<日本0lympus公司
CKX41):流式细胞仪<美国 BD公司 FASCalibur):
PCR仪为美国Thermo公司产品:凝胶成像系统为美
国Bio-Rad公司D
1.2 实验方法
1.2.1 细胞培养和分组加药 人胃癌细胞株 SGC-
7901 复苏后 在 37 C~5%C02 条件下培养于含
15%胎牛血清的 RPMI-1640 中 传代至指数生长期
进行实验D 每株细胞各取 12 个培养瓶<75 cm2) 每
瓶加入<0.5 ~1.0) >106 个细胞 24 h 后观察细胞
贴壁生长良好后 将 12个培养瓶分为 4 组 即空白对
照组~CT5 mmol/L组~AS 5 Pmol/L组~CT5 mmol/L
合用AS 5 Pmol/L组 每组 3 瓶D 用细胞培养液配
制含CT5 mmol/L~AS 5 Pmol/L和CT5 mmol/L合
用AS 5 Pmol/L的培养液D 每组分别加入相应的含
药物培养液 对照组仅加入培养液D 培养 24 h~48 h
后每组各取 3 瓶细胞用于实验D
1.2.2 细胞凋亡 DAPI染色 将分别收获的细胞
以细胞涂片离心机制备细胞涂片 用无水乙醇固定
晾干 滴适量DAPI染液<1 Pg/ml)染色 避光15 min 
去离子水漂洗 晾干 封片后置于 ZeissAxiovert200

倒置相差荧光显微镜<德国卡尔~蔡司公司)下进
行观察拍照<200 >)D
1.2.3 流式细胞仪凋亡检测<Annexin V-FITC/PI
staining) 各组培养 24 h~48 h 及用无 EDTA的
0.25%胰酶消化细胞后 PBS液清洗 2 遍 离心弃上
清 细胞样本均分 3 份D 加入细胞凋亡检测试剂盒
中的 bindingbuffer500Pl缓冲液重悬细胞 5 PlAn-
nexin V-FITC和 5 PlPI标记细胞置于黑暗处 15 min
孵化后 使用 BD流式细胞仪行凋亡检测用分析软
件行cellouest样本分析 样本最少细胞数 1 >104

个D 每株细胞测试前分别进行空白~Annexin V-
FITC及 PI三组阴性对照测试D 以上操作重复 3
遍D
1.2.4 流式细胞仪细胞周期检测 各组细胞在培
养 24 h~48 h及用无EDTA的胰酶消化细胞后<1 000
rpm 5 min)收集细胞 具体操作按试剂盒说明书D
加入 100 PlRNaseA 37 C水浴 30 min:再加入 400 Pl
碘化丙锭<PI)染色混匀 4 C避光 30 minD 样本在
美国BD流式仪上检测 每份样本分析 2 >104 个细
胞事件 通过ModFit软件分析数据D 以上操作重复
3 遍D
1.2.5 逆转录聚合酶链反应<RT-PCR)检测 bcl-2
上游引物 5 -CCTCGCTGCACAAATACTCC-3 :下游
引物 5 -GAGAATGTTGGCGTCTTGTT-3  扩增条件
当 94 C 5 min预变性 94 C 30 s 58 C 45 s 72 C
1 min 35 个循环:72 C 7 min 延伸D 扩增片段为
180 bpD 选择GAPDH作为内参照质控指标 上游引
物 5  -GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3  : 下游引物
5 -TCACACCCATGACGAACAT-3  扩增条件与 bcl-
2 基因相同D 扩增片段为 401 bpD PCR扩增产物采
用2%琼脂糖凝胶电泳 核酸燃料H染色 以DNA-
600Marker作为对照 在紫外光下显影 扫描成像 记
录结果D
1.3 统计学方法 应用统计学软件 SPSS17.0 进行
数据统计学分析 计量资料用均数 1标准差< X 1S)
表示D 组间比较采用重复测量方差分析及单变量方
差分析 两两比较采用 SNK-g 检验D P<0.05 为差
异有统计学意义D
2 结果
2.1 细胞核形态学改变 通过荧光显微镜观察CT
5mmol/L~AS 5Pmol/L~CT5mmol/L合用AS 5Pmol/L
组 24 h后 表现为细胞核蓝染 体积缩小 染色质浓
聚~深染 核碎裂成大小不等的碎片 可见多个凋亡
小体:48 h后 核碎片增多 凋亡小体数量增加D 对
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照组只见零星凋亡D 结果见图 1 中D1-1~D2-1D
2.2 流式细胞仪凋亡和周期检测 两株细胞分别
经CT5 mmol/L~AS 5 Pmol/L和CT5 mmol/L合用
AS 5 Pmol/L处理 24 1~48 1 后,经流式细胞仪检
测,细胞明显被阻滞于G2/M期,G2/M期细胞上升:
G0/G1 期显著减少,细胞分裂受到抑制,凋亡率增
加D 对照组未见到明显的亚二倍体峰,各实验组均
检测到典型的亚二倍体峰D 四组比较见表 1 及图
1D1-2,D2-2D 各实验组凋亡率与对照组相比显著升

高,同一时间段CT5 mmol/L合用AS 5 Pmol/L组的
凋亡率显著高于单用 CT5 mmol/L或 AS 5 Pmol/L
组<P<0.05):同一细胞同一药物浓度 48 1 与 24 1
两两比较差异亦有统计学意义<P<0.05)D 实验结
果显示,柠檬酸钠与三氧化二砷联合用药后对胃癌
细胞凋亡率有增加作用D 根据检测结果用以下公式
计算出细胞凋亡率:凋亡率<%) =右上象限<晚期
凋亡细胞) +右下象限<早期凋亡细胞)D 四组比较
见表 2 及图 1D1-3~D2-3D

 D1-1:24 1细胞形态学图:D1-2:24 1流式细胞仪凋亡检测图:D1-3:24 1流式细胞仪检测周期图:D2-1:48 1细胞形态学图:D2-2:48 1流式细

胞仪凋亡检测图:D2-3:48 1流式细胞仪检测周期图

图1 胃癌细胞株 SGC-7901经citrate和AS203 处理后24 1~48 1的细胞形态学~流式细胞仪凋亡检测图及流式细胞仪周期检测图

表 1 四组胃癌细胞株 SGC-7901 加药处理后细胞周期变化比较 n=3,<*x:s>]

 组 别
24 1 48 1

G1 G2 S G1 G2 S
对照组 76.30 :2.14 3.70 :1.46 20.10 :5.32 78.40 :3.07 4.10 :1.54 17.50 :5.30
CT5 mmol/L组 64.50 :5.63A 14.80 :2.13A 20.70 :3.15 50.30 :3.29A 30.30 :3.46A 19.40 :3.52
AS 5 Pmol/L组 60.00 :5.28A 20.50 :1.82A 19.50 :4.27 48.80 :3.25A 32.30 :3.52A 19.90 :3.55
CT5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组 45.70 :4.92AA# 32.80 :4.63AA# 21.50 :3.00 32.60 :3.76AA#* 44.70 :4.18AA#* 22.70 :2.35

 与同一细胞株~同一时间的对照组比较,AP<0.05:与同一细胞株~同一时间的CT5 mmol/L组比较,AP<0.05:与同一细胞株~同一时间的

AS 5 Pmol/L组比较,#P<0.05:与同一细胞株 24 1的CT5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组比较,*P<0.05D
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表 2 四组胃癌细胞株 SGC-7901加药处理后
  凋亡率变化比较[n=3,<*x:s>]

 组 别
时间

24 h 48 h

对照组 6.44 :0.21 5.81 :0.80

CT5 mmol/L组 18.47 :0.23A 30.69 :0.43A

AS 5 Pmol/L组 16.39 :0.56A 28.35 :0.46A

CT5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组 43.37 :2.15AA# 86.77 :5.31AA#*

 与同一细胞株~同一时间的对照组比较,AP<0.05:与同一细胞

株~同一时间的CT5 mmol/L组比较,AP<0.05:与同一细胞株~同

一时间的AS 5 Pmol/L组比较,#P<0.05:与同一细胞株 24 h 的 CT

5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组比较,*P<0.05D

2.3 逆转录聚合酶链反应<RT-PCR) RT-PCR电
泳条带灰度分析半定量比较发现,实验组 bcl-2 基因
相对表达量比对照组下降:同一时间段CT5 mmol/L
合用AS 5 Pmol/L组的基因相对表达量较单用 CT

5 mmol/L或AS 5 Pmol/L组下降<P<0.05):实验
结果提示随着药物作用时间的增加,基因相对表达
量下降D 四组基因相对表达量比较见表 3,图 2D
表 3 四组胃癌细胞株 SGC-7901加药处理 24 h~48 h后

  bcl-2 的相对表达量比较

 组 别
灰度值

24 h
bcl-2/GAPDH

48 h
bcl-2/GAPDH

对照组 0.87 :0.96 0.90 :0.07

CT5 mmol/L组 0.69 :0.11A 0.57 :0.20A

AS 5 Pmol/L组 0.65 :0.09A 0.54 :0.08A

CT5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组 0.47 :0.04AA# 0.31 :0.07AA#*

 与同一细胞株~同一时间的对照组比较,AP<0.05:与同一细胞

株~同一时间的CT5 mmol/L组比较,AP<0.05:与同一细胞株~同

一时间的AS 5 Pmol/L组比较,#P<0.05:与同一细胞株 24 h 的 CT

5 mmol/L+AS 5 Pmol/L组比较,*P<0.05D

1:Marker:2:对照组:3:CT5 mmol/L组:4:AS 5 Pmol/L组:5:CT5 mmol/L合用AS 5 Pmol/L组  

图 2 胃癌细胞株 SGC-7901经CT5 mmol/L~AS 5 Pmol/L和CT5 mmol/L合用AS 5 Pmol/L处理 24 h~48 h后的PCR电泳图

3 讨论
3.1 柠檬酸钠是糖酵解限速酶-6-磷酸果糖激酶-1
<PFK-1)的抑制剂,能够抑制肿瘤细胞的糖酵解,阻
止细胞的能量供应,进而抑制肿瘤细胞的生长D 在
本实验组之前 Zang等[2]的研究已证明柠檬酸钠能

够抑制恶性胸膜间皮瘤细胞的生长D Lu 等[3]关于

柠檬酸钠对胃癌细胞凋亡的研究也证实了柠檬酸钠

能够抑制胃癌细胞的生长和细胞发生了线粒体途径

的凋亡D 近年来的大量研究表明,小剂量的三氧化
二砷可抗肿瘤,现已证实三氧化二砷能够抑制白血
病[4] ~乳腺癌[5] ~胆管癌[6]等恶性肿瘤细胞的增殖D
本实验表明柠檬酸钠与三氧化二砷联合用药对胃癌

细胞的抑制和凋亡优于单用柠檬酸钠或三氧化二

砷,作用具有协同性,且随药物作用时间延长而凋亡
率增加D
3.2 关于柠檬酸钠和三氧化二砷对肿瘤的抑制作
用的可能机制,认为 bcl-2 是典型的抑制肿瘤细胞凋
亡基因D 周军等[6]的研究表明三氧化二砷作用于

肿瘤细胞后 bcl-2 表达下降D 细胞凋亡时,线粒体的
结构和功能发生重大变化,并释放细胞色素 C

<cytC)促凋亡因子入细胞浆后激活Caspases凋亡蛋
白酶[7] D 被激活化后的 Caspases能特异性地切割
开某些与细胞活性相关的蛋白质,使得:<1)细胞周
期阻碍:<2)细胞内环境平衡遭到破环,并损伤其修
复机制:<3)细胞从周围的组织结构膜脱落:<4)维
持细胞结构的物质解体破坏,引发细胞的凋亡[8] D
而 bcl-2 的抗凋亡作用主要是抑制细胞色素 C从线
粒体释放及Caspases的激活D
3.3 本实验显示,柠檬酸钠联合三氧化二砷可诱导
胃癌细胞凋亡,联合用药组细胞凋亡率显著高于各
单用药组,且随着联合用药作用时间的延长而增加D
另外,本实验联合用药后,胃癌 G0 /G1 期细胞比例

降低,G2 /M期细胞比例相对升高,细胞分裂受到抑
制D bcl-2 原癌基因是目前研究最多的与细胞凋亡
关系密切的基因,我们的实验结果表明,SGC-790 细
胞 bcl-2 基因大量表达,经联合用药处理后,较单药
组更为明显的下调 bcl-2 基因,这可能是柠檬酸钠联
合三氧化二砷诱导人胃癌细胞株 SGC-7901 凋亡的
分子机制D
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  [摘要] 目的 探讨中老年人群肾动脉粥样硬化缺血性肾病的相关因素 为早期诊断和早期干预创造
条件D 方法 以 2007-01 ~2007-12 在我院进行健康体检~年龄为 40 ~85 岁的中老年人群 3 000 名为研究对
象 通过问卷调查方式及健康体检资料进行资料搜集 调查肾动脉粥样硬化缺血性肾病患者及人群的知晓率 
并分析中老年人群中发病情况~病因构成比~临床特点~治疗现况和各种独立危险因素D 结果  1)患者知晓
率为 3.29% 人群知晓率为 0.70%D  2)患病率为 5.07% 随着年龄增长 患病率明显增加Z男性与女性之间
患病率差异无统计学意义D  3)临床特点主要表现为高血压 83.56%)和肾功能减退 63.16%)Z主要合并症
为冠心病 63.82%)~脑血管疾病 27.63%)~颈动脉粥样硬化 55.92%)~糖尿病 29.61%)~血脂代谢异常
 53.29%)D 结论 肾动脉粥样硬化缺血性肾病患者及人群知晓率低Z随着年龄增长 患病率明显增加Z独立
危险因素包括吸烟~高龄~冠状动脉病变严重程度~收缩期高血压~脑血管病~颈动脉粥样硬化~糖尿病~高低密
度脂蛋白胆固醇血症等D
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  [Abstract] Objective Toinvestigatetherelated factorofischemierenaldiseasein middleand elderlypopu-
lation toprovidethepossibilityforearlydiagnosisand detection.Metho s Theresearch objectincluded 3 000 em-
ployeesand retirees aged from40 ~85 years) fromthePhysicalExamination centerofourhospitalfromJan toDec
in 2007.Theirrelated datawerecolleted byusingguestionnaireand surveyingmedicalexamination information. 1)
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