
第１７卷第９期
２００８年９月

中国普通外科杂志

ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ
Ｖｏｌ．１７　Ｎｏ．９
Ｓｅｐ．　２００８

收稿日期：２００８－０８－１０；　修订日期：２００８－０８－３０。

作者简介：张树华，男，华中科技大学同济医学院附属协和医院

博士研究生，主要从事胰腺肿瘤方面的研究。

通讯作者：张树华　Ｅｍａｉｌ：ｔａｋｅｚｈａｎｇ＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

　　文章编号：１００５－６９４７（２００８）０９－０８６１－０４
·基础研究·

草氨酸盐对人胰腺癌细胞内钙含量影响的

研究

张树华，王春友，熊炯?

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 胰腺外科中心，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　探讨草氨酸盐（ｏｘａｍａｔｅ）对人胰腺癌细胞内钙含量的影响。方法　体外培养人胰腺
癌细胞 ｐａｎｃ１，用 ｏｘａｍａｔｅ干预癌细胞后 ４８ｈ，行钙离子荧光指示剂 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ染色，激光共聚焦下观

察不同浓度 ｏｘａｍａｔｅ作用下细胞内钙含量的变化。结果　ｏｘａｍａｔｅ干预４８ｈ后，细胞内钙含量随着 ｏｘａｍ

ａｔｅ浓度的升高而致荧光强度逐渐增强，呈剂量效应关系。结论　ｏｘａｍａｔｅ能增加 ｐａｎｃ１细胞内钙离

子含量，影响细胞内钙离子平衡，进而干涉细胞病理生理过程。

［中国普通外科杂志，２００８，１７（９）：８６１－８６４］
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　　钙离子是细胞内普遍存在的第二信使，参与
调节细胞众多的生理和病理过程［１］。真核细胞通

过释放细胞内钙库或钙离子内流而调节细胞内钙

离子含量。细胞膜上的钙池操纵的钙通道（ｓｔｏｒｅ
ｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍ，ＳＯＣ）是非兴奋细胞的主要钙内流
通道，而钙释放激活钙通道（ｃａｌｃｉｍｒｅｌｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｃａｌｃｉｕｍ，ＣＲＡＣ）通道则是 ＳＯＣ中比较特殊的一种，
具有对钙的高选择性，可能成为调节细胞功能紊

乱的关键靶点［２］。肿瘤细胞内 ＡＴＰ产生不足时，
可以导致细胞内钙池钙含量下降，最终激活 ＣＲＡＣ
通道而导致细胞内钙含量升高［３］。本实验采用通

过特异性抑制乳酸脱氢酶（Ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，
ＬＤＨ）活性干扰细胞 ＡＴＰ产生，检测不同浓度草氨
酸盐（ｏｘａｍａｔｅ）对人胰腺癌细胞 ｐａｎｃ１的钙含量
的影响。
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１　材料与方法

１．１　材料
人胰腺癌细胞株 ｐａｎｃ１由华中科技大学同济

医学院附属协和医院普外研究室提供。ｏｘａｍａｔｅ购
自广州伟伯化工有限公司；钙离子染剂 Ｆｌｕｏ３／
ＡＭ购自碧云天生物技术公司，激光共聚焦显微
镜采用华中科技大学同济医学院 ＯＬＭＰＵＳＦＶ５００
型。

１．２　实验方法
１．２．１　药物配制　称取１．１１０３ｇ的 ｏｘａｍａｔｅ溶于
８０ｍＬ无血清的 ＤＭＥＭ高糖培养基中，充分溶解
后，调节总体积为 ９０ｍＬ；过滤除菌后加入 １０ｍＬ
胎牛血清，制成 ０．１ｍｏｌ／Ｌ的 ｏｘａｍａｔｅ液备用。
１．２．２　 细胞培养　 含 １０％胎牛血清的高糖
ＤＭＥＭ培养基培养 ｐａｎｃ１细胞，至其对数生长期，
消化后制备单细胞悬液。在 ６孔板的每孔内加上
圆形盖玻片后，加入单细胞悬浮液；准确加入细胞

保证每孔细胞数目均等。培养 ２４ｈ细胞贴壁后，
小心吸去培养液，加入 ｏｘａｍａｔｅ及细胞培养液，调
整 ｏｘａｍａｔｅ的 终 浓 度 为 ０，０．０２，０．０４，０．０６，
０．０８ｍｏｌ／Ｌ和 ０．１ｍｏｌ／Ｌ，培养 ４８ｈ。
１．２．３　钙含量的测定　细胞 ｏｘａｍａｔｅ干预 ４８ｈ
后，小心吸去培养液，加入 Ｈａｎｋ′ｓ液洗涤 ２次，每
孔加入 Ｈａｎｋ′ｓ液 １ｍＬ，再加入 Ｆｌｕｏ３／ＡＭ 染料
０．５μＬ，混匀；２０～３０℃染色 ５０ｍｉｎ后，吸去染色
液。加入 Ｈａｎｋ′ｓ液继续孵育 ３０ｍｉｎ后，取出圆形
盖玻片上激光共聚焦显微镜观察圈；在显微镜下

观察，随机选择细胞荧光最强的视野里适宜的

３～４个细胞观察不同浓度 ｏｘａｍａｔｅ对细胞内钙含
量的影响。激光波长为 ４８８ｎｍ，连续记录 ４ｍｉｎ，
故每一视野中的每个细胞各有 ２００个荧光度值
（图 １）。荧光强度以（ｘ±ｓ）表示。
１．３　统计学方法

应用统计软件 ＳＰＳＳ１３．０进行统计分析，Ｐ＜
０．０５表 示 有 统 计 学 意 义。描 述 性 统 计 采 用
（ｘ±ｓ）表示，采用 Ｓｐｅｒｍａｎ相关分析，单因素方差
分析（ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用 ＳＮＫ
法，其它组与对照组比较采用 Ｄｕｎｎｅｔｔｔ检验。

２　结　果

ｏｘａｍａｔｅ作用 ｐａｎｃ１细胞 ４８ｈ后，在激光共聚
焦显微镜下检测各组浓度 ｏｘａｍａｔｅ视野里细胞荧
光强度。各组细胞内钙荧光强度随 ｏｘａｍａｔｅ浓度
的增加，可见细胞荧光强度逐渐增强（图 １－２），
同时细胞数逐渐变少，细胞形态不规则。随着

ｏｘａｍａｔｅ浓度的升高，细胞内钙离子荧光强度由
０ｍｏｌ／Ｌ的（１５９２．１０±１７３．４１）逐渐升高，直至
０．１ｍｏｌ／Ｌ的（３７０７．２６±１７９．０６）（表 １），各组
浓度下钙荧光强度的差异整体分析显示差异显著

（Ｐ＜０．０５）；不同浓度 ｏｘａｍａｔｅ的钙荧光强度与
０ｍｏｌ／Ｌ比较差异均有统计学意义 （Ｐ＜０．０５）。
各组钙荧光强度行 Ｓｐｅｒｍａｎ相关分析显示 ｏｘａｍａｔｅ
浓度（０～０．１ｍｏｌ／Ｌ）与钙荧光强度存在一定的
剂量效应关系（图 ３）。

!"#$$

%&$$$

%&#$$

'&$$$

'&#$$

!&$$$

(&#$$

(&$$$

#$$

$

$&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&%$&&&&&&&&&&&&&&&&&&&!$&&&&&&&&&&&&&&&&&&&)$&&&&&&&&&&&&&&&&&&&&*+""""""""""""""""""(++"""""""""""""""""(%+"""""""""""""""""(!+""""""""""""""""""()+"""""""""""""""""(*+"""""""""""""""""%++""""""""""""""""""%%+"""""""""""""""""%!+

,-./&012

3
4
5
/
4
1
-
5
6

78%09/:-/1;+2

78%<9/:-/1&(%2

78%<9/:-/1&*2

=>?.?5/;;;+.=@AB

!;#++

%;+++

%;#++

';+++

';#++

!;+++

(;#++

(;+++

#++

+

+;;;;;;;;;;;;;;;;;;;%+;;;;;;;;;;;;;;;;;;!+;;;;;;;;;;;;;;;;;;)+;;;;;;;;;;;;;;;;;;*+;;;;;;;;;;;;;;;;;(++;;;;;;;;;;;;;;;;(%+;;;;;;;;;;;;;;;;(!+;;;;;;;;;;;;;;;;()+;;;;;;;;;;;;;;;;(*+;;;;;;;;;;;;;;;;%++;;;;;;;;;;;;;;;;%%+;;;;;;;;;;;;;;;;%!+

3
4
5
/
4
1
-
5
6

78%09/:-/1;!C

78%09/:-/1;*2

,-./;012

=>?.?5/;;;+D(.=@EB

图１　人胰腺癌细胞株ｐａｎｃ１的细胞内钙的检测
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图２　不同浓度ｏｘａｍａｔｅ对人胰腺癌细胞株ｐａｎｃ１细胞内钙的影响

表１　不同浓度ｏｘａｍａｔｅ的钙荧光强度（ｘ±ｓ）

浓度 ０ｍｏｌ／Ｌ ０．０２ｍｏｌ／Ｌ ０．０４ｍｏｌ／Ｌ ０．０６ｍｏｌ／Ｌ ０．０８ｍｏｌ／Ｌ ０．１ｍｏｌ／Ｌ

钙荧光强度 １５９２．１０±１７３．４１ １７８５．７２±１５３．７８ ２３９４．３１±３８４．９５ ３１２３．２６±４０９．０９ ３２１１．１５±４０９．３３ ３７０７．２６±１７９．０６

　　注：整体比较，Ｆ＝５１６０．８６３，Ｐ＜０．０５；组间比较，Ｐ＜０．０５
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图３　不同浓度ｏｘａｍａｔｅ的钙荧光强度　　Ｓｐｅｒｍａｎ相关分
析：ｒ＝０．９１４，Ｐ＜０．０５，两者相关具有统计学意义

３　讨　论

多种机制导致大多数肿瘤细胞缺血缺氧，其

有氧氧化障碍，而无氧糖酵解增强，这一现象称

为瓦博格效应（Ｗａｒｂｕｒｇｅｆｆｅｃｔ）［４］。由于肿瘤细胞

不同与正常细胞的能量代谢方式，越来越多的研

究采用特异性抑制无氧糖酵解中的关键酶治疗

肿瘤，取得了一定的效果［５］。Ｋｏ等［６］通过特异性

抑制体外培养的肝癌细胞系的己糖激酶，细胞死

亡率高达 １００％。ＰｅｌｉｃａｎｏＨ等［７］认为抑制肿瘤

３６８
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细胞糖酵解会导致其 ＡＴＰ的严重缺乏，且能更为
有效地杀伤糖酵解水平高的肿瘤，改善肿瘤化疗

耐药，具有极好的临床前景。

细胞内钙离子对维持机体生命活动极为重

要，参与调控细胞的许多生理活动，包括肌肉收

缩、能量代谢、分泌以及细胞分裂。当细胞受到

应激时，会通过多种机制调节钙离子浓度，其浓

度的变化势必引起细胞功能的变化。细胞内钙

升高，一方面可导致钙依赖性酶激活而诱导凋

亡；另一方面可以导致线粒体摄入钙而使线粒体

钙超载［８］。线粒体的膜间腔内存在多种凋亡启动

因子，线粒体钙超载，导致内膜的跨膜压降低和

通透性转换孔开放，引起线粒体外膜肿胀破裂，

释放上述因子，诱导细胞凋亡。

ＬＤＨ是糖酵解的关键酶，其催化细胞内丙酮
酸氧化生成乳酸。特异性抑制细胞内 ＬＤＨ，势必
引起丙酮酸堆积，而丙酮酸是有氧氧化和无氧氧

化的分叉点。Ｂａｋｏｗｓｋｉ和 Ｐａｒｅｋｈ最近报道了细胞
能量代谢的中间产物和细胞内钙稳态的相关性，

指出能量代谢的中间产物丙酮酸可以减少 ＣＲＡＣ
通道的失活而调节其活性，导致细胞内钙离子含

量升高［９－１０］。本实验结果也显示，ｏｘａｍａｔｅ干预后
细胞内钙含量随其浓度升高而升高，且成剂量 －
效应关系。

综上所述，由于肿瘤细胞无氧糖酵解系其惟

一的能量代谢方式，特异性抑制无氧糖酵解，可

以抑制其生长甚至杀伤肿瘤细胞。ｏｘａｍａｔｅ通过
特异性抑制 ＬＤＨ活性，使细胞内钙含量增高，进
而可能导致细胞凋亡增加。由于其除了干扰肿

瘤细胞能量代谢外，还可通过影响细胞内钙含

量，而有可能启动凋亡或坏死途径，能更大程度

地杀伤肿瘤细胞。目前，糖酵解抑制剂的实验研

究和临床研究正在不断地深入，而其也极有可能

成为新的治疗胰腺癌的策略。
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第８期 胆道外科及胆道肿瘤 第１１期 甲状腺、乳腺外科

第９期 胰腺外科及胰腺肿瘤 第１２期 微创外科及其他
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