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胆红素对Ｌ０２细胞凋亡以及Ｂｃｌ２及Ｂａｘ体外表达影响的研究

陈兆夷１，陈兆武２，王光明１，邓衍部１，刘有理１，黄志刚１

（１．安徽省宣城市人民医院消化内科　２４２０００；２．安徽医科大学基因重点实验室，合肥２３００２２）

　　摘　要：目的　探讨胆红素对健康人肝细胞系Ｌ０２凋亡的影响及Ｂｃｌ２、Ｂａｘ基因对凋亡过程的调节。方法　将不同浓度的

胆红素（终浓度分别为０、１００、１５０、２００、２５０、３００ｍｇ／Ｌ）作用于体外培养的健康人肝细胞Ｌ０２，采用流式细胞仪和碘化丙啶（ＰＩ）双

标等技术观察细胞的凋亡率和免疫组织化学方法检测细胞凋亡状态及凋亡相关基因Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达。结果　Ｂｃｌ２蛋白的

表达，对照组为阴性表达，低浓度组弱阳性表达，高浓度组强阳性表达。Ｂａｘ蛋白的表达，对照组可见表达，低浓度组表达增多，高

浓度组明显增多，强阳性表达。表明Ｂｃｌ２蛋白表达越强，凋亡指数越少；Ｂａｘ蛋白表达越强，凋亡指数越强。结论　Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋

白均参与了胆红素所诱导的Ｌ０２细胞凋亡的调节，并在细胞凋亡的发生、发展中起重要作用。
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　　笔者在前期研究中证明，高胆红素作用可导致Ｌ０２细胞

先发生凋亡，随后部分凋亡细胞发生继发性坏死，其程度与胆

红素浓度呈显著正相关［１］。关于胆红素对Ｌ０２细胞凋亡的机

制及Ｂｃｌ２与Ｂａｘ表达在其过程中的意义，笔者进行了后续研

究，现将结果报道如下。

１　材料与方法

１．１　主要试剂　胆红素、ＤＭＥＭ培养基为美国Ｇｉｂｃｏ公司产

品；小牛血清为杭州四季青生物制品有限公司产品。

１．２　主要仪器　采用倒置荧光显微镜（德国ＬＥＩＣＡ公司），

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ型流式细胞检测仪（美国ＢＤ公司）。

１．３　方法

１．３．１　胆红素标准液的配制
［２］
　精确称取胆红素２０ｍｇ，溶

于稀释血清８０ｍＬ（其中血清和生理盐水的比例是１∶２４），加

４ｍＬ二甲亚砜（ＤＭＳＯ）和２ｍＬ碳酸钠（Ｎａ２ＣＯ３）（０．１ｍｏｌ）

制成浓度为２００ｍｇ／Ｌ（３４２μｍｏｌ／Ｌ）的胆红素溶液。每次实

验前胆红素溶液均新鲜配制，所有实验步骤均在弱光下进行，

以防止胆红素转变为其同分异构体。

１．３．２　细胞培养　健康人肝细胞系Ｌ０２细胞购于南方医科

大学，Ｌ０２细胞接种于体积分数１５％胎牛血清、青链霉素各

１００Ｕ／ｍＬ和谷氨酰胺２ｍｏｌ／Ｌ的 ＤＭＥＭ 培养液中，置３７

℃、５％ＣＯ２、９５％湿度条件下的培养箱中培养，平均每２～３天

换液、传代１次，实验时使用指数生长期细胞。

１．３．３　流式细胞术检测细胞凋亡率　应用不同浓度胆红素溶

液作用１２ｈ后收集各组细胞（１×１０６／ｍＬ），０．２５％胰酶３７℃

消化细胞，至缩呈圆形，收集细胞入离心管离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，

１０ｍｉｎ），弃上清液，冰冷磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，２００μＬ

结合缓冲液轻轻重悬细胞。加入１０μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ异硫氰酸

荧光素（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ，ＦＩＴＣ），４ ℃避光孵育３０

ｍｉｎ。加入３００μＬ结合缓冲液和５μＬ浓度为２０μｇ／ｍＬ的碘

化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）轻轻混匀，立即上机检测。检测

在安徽省立医院中心实验室完成。

１．３．４　胆红素对人肝细胞Ｌ０２Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白表达的影响　

将Ｌ０２细胞（１×１０６／ｍＬ）接种于６孔板中进行细胞爬片，细

胞贴壁后应用不同浓度胆红素溶液作用２４ｈ（终浓度分别为

０、１００、１５０、２００、２５０、３００ｍｇ／Ｌ）；弃上清液后用ＰＢＳ洗２次并

用多聚赖氨酸固定玻片；每张片加１滴过氧化氢酶阻断溶液

（试剂Ａ），室温下孵育２０ｍｉｎ，以阻断内源性过氧化物酶的活

性。ＰＢＳ冲洗４ｍｉｎ３次。去除ＰＢＳ，滴加动物血清（试剂Ｂ）

封闭，室温下孵育２０ｍｉｎ，清除非特异性吸附，以降低非特异性

背景着色。擦去多余血清，滴加一抗Ｂｃｌ２（工作液），室温下孵

育３～４ｈ，ＰＢＳ冲洗４ｍｉｎ３次。滴加生物素化二抗工作液（试

剂Ｃ），室温下孵育２０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗４ｍｉｎ３次。去除ＰＢＳ，滴

加链霉菌抗生物素蛋白一过氧化酶（试剂Ｄ），室温下孵育２０

ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗４ｍｉｎ３次。去除ＰＢＳ，滴加ＤＡＢ显色液染色３
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ｍｉｎ。水洗终止，苏木素染色，自来水冲洗返蓝。脱水干燥，透

明，封片，光镜下观察，照相。判断标准：按染色强度评分：０分

为无色，１分为浅黄色，２分为棕黄色，３分为棕褐色，染色强度

需与背景色相对比。

１．４　统计学处理　采用ＰＥＭＳ３．１ｆｏｒＷｉｎｄｏｗｓ统计软件进

行分析，经方差齐性检验，各组方差齐，采用方差分析，组间两

两比较采用狇检验；各组方差不齐，采用秩和检验；判断两数值

变量间有无直线相关关系，及其相关方向和程度，采用相关分析

法检验，结果用狓±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　胆红素诱导Ｌ０２细胞凋亡率变化　经流式细胞仪检测，

凋亡的Ｌ０２细胞分布在左上区，而正常细胞为ＦＩＴＣ和ＰＩ均

低染，分布在流式细胞分析图的左下区。早期凋亡细胞以Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色为主，在流式细胞分析图的右下区，晚期凋

亡细胞则ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和ＰＩ双染色，位于流式细胞分析图

的右上区。本研究结果表明，胆红素能诱导Ｌ０２细胞凋亡，细

胞凋亡率与胆红素浓度呈浓度效应关系（图１）。相关分析表

明，细胞坏死数量与胆红素浓度之间无明显相关（狉＝０．５１５６，

犘＝０．２９５２），但细胞凋亡数量与胆红素浓度之间呈显著相关

（狉＝０．８８５２，犘＝０．０１９０）。

　　Ａ：空白对照组；Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ：１００、１５０、２００、２５０、３００ｍｇ／Ｌ胆红素

溶液组。

图１　　流式细胞仪检测不同浓度胆红素作用Ｌ０２细胞

１２ｈ后的凋亡的变化

２．２　免疫组织化学法检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达　Ｂｃｌ２在

３００ｍｇ／Ｌ组偶见棕黄色颗粒状，呈散在、弱阳性表达，２００ｍｇ／

Ｌ组与３００ｍｇ／Ｌ组相比较阳性细胞数增多，染色加深，呈黄褐

色表达，见封３图２～４。

Ｂａｘ主要在肝细胞胞浆呈棕黄色颗粒状；０ｍｇ／Ｌ组未见

阳性表达，２００ｍｇ／Ｌ组可见肝细胞散在、弱阳性表达，较１５０

ｍｇ／Ｌ组有所增强，阳性细胞数增多，２５０ｍｇ／Ｌ组阳性染色进

一步加深，阳性细胞多，３００ｍｇ／Ｌ组肝细胞弥漫阳性染色，染

色加深，阳性细胞数增多，见封３图５～７。

３　讨　　论

细胞凋亡是细胞有序而协调激活凋亡刺激基因和凋亡抑

制基因共同控制的过程［３］。在线粒体调控细胞凋亡的体系中，

Ｂｃｌ２、Ｂａｘ是线粒体膜蛋白中最重要的代表。Ｂｃｌ２、Ｂａｘ比例

失调可能是肝细胞凋亡增加的原因之一［４］。Ｂｃｌ２基因是目前

最受关注的与细胞凋亡相关的基因之一。Ｂｃｌ２基因蛋白表达

产物定位于线粒体膜、核膜和内质网，任其氨基酸Ｃ末端由１９

个氢基酸残基组成的疏水性片段，并借此与膜相连。通过转基

因动物和基因转染实验研究发现，Ｂｃｌ２对细胞凋亡具有明显

的抑制作用［５］。目前，已发现多种与Ｂｃｌ２同源的基因，如Ｂｃｌ

ｘｌ、Ｂｃｌｘｓ、Ｂａｘ基因等
［６］。这些基因构成了Ｂｃｌ基因家族，在体

内Ｂｃｌ２基因家族的成员可以具有两种截然不同的功能，Ｂａｘ

基因是今年来新发现的一种凋亡促进基因，属Ｂｃｌ２同一家

族。Ｂｃｌ２保护线粒体的完整性，抑制细胞色素Ｃ的释放，而

Ｂａｘ在线粒体膜上形成多聚体影响其完整性，使线粒体释放

Ｃａｓｐａｓｅ活化因子（如细胞色素 Ｃ等）并进入胞浆中，诱发

Ｃａｓｐａｓｅ家族表达引起的细胞凋亡
［７］。Ｂａｘ蛋白的氨基酸序列

有２１％与Ｂｃｌ２同源，有３种不同的编码蛋白Ｂａｘα、Ｂａｘβ及

Ｂａｘγ。Ｂａｘ基因具有拮抗Ｂｃｌ２抑制凋亡的作用。Ｂｃｌ２及

Ｂａｘ蛋白都是均一的二聚体，反应时需一个分子Ｂｃｌ２及一个

分子Ｂａｘ结合，形成异二聚体，结合后的蛋白才具有调节功

能［８］。Ｂａｘ／Ｂｃｌ２的比值，对于决定细胞接受刺激信号后存活

与否起关键作用。Ｂｃｌ２过量表达（Ｂｃｌ２Ｂｃｌ２），细胞存活；Ｂａｘ

过量表达（ＢａｘＢａｘ）细胞死亡。

本研究证实，在高浓度胆红素时Ｂｃｌ２不表达或少量表

达，肝组织出现细胞凋亡明显增加；在低浓度胆红素时，Ｂｃｌ２

大量表达，出现肝组织细胞凋亡明显减少而表明，Ｂｃｌ２的表达

起到了抑制肝细胞凋亡的作用。Ｂａｘ明显高表达时，体外胆红

素作用Ｌ０２细胞凋亡明显增多，同时，Ｂｃｌ２蛋白表达越强，凋

亡指数就越少；Ｂａｘ蛋白越强，凋亡指数就越高。表明Ｂｃｌ２和

Ｂａｘ蛋白均参与了体外胆红素作用于Ｌ０２细胞凋亡的调节，

Ｂｃｌ２起抑制凋亡的作用，Ｂａｘ起促进凋亡的作用，他们在高胆

红素时所致肝损害的发生、发展中起着重要作用。

本研究应用凋亡定性（ＤＮＡ片段、Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染

色）分析获取凋亡的直接证据和定量（流式细胞仪）对细胞凋亡

进行观察；也分别从凋亡的早期（ＰＩＡｎｎｅｘｉｎＶ双染色法）和

晚期（ＤＮＡ片段）检测；免疫组化法进一步检测胆红素处理肝

细胞２４ｈ后Ｂｃｌ２与Ｂａｘ的表达水平的变化。综合分析结果，

为高胆红素血症可以诱导健康人肝细胞的凋亡，并呈良好的剂

量效应关系。这种现在也许就可以用高胆红素血症诱导肝细

胞凋亡，部分的解释“胆酶分离”现象高死亡率的原因。与以往

对于肝脏衰竭的发生是肝细胞的急性大量死亡不能为细胞增

生所补偿的结果的认识有所改变。本研究结果提示，高胆红素

血症的时候，凋亡是肝细胞的第一反应，而坏死则往往出现于

细胞凋亡之后，肝细胞的凋亡过程对随之出现的肝细胞坏死的

行程起着至关重要的作用。也许可以试着从抑制细胞凋亡这

个源头来治疗肝衰竭。在胆红素到达一定水平时，给予积极的

预防凋亡等治疗以防止肝细胞进一步坏死。通过对Ｂｃｌ２、Ｂａｘ

基因的进一步深入研究，有望为探讨胆红素诱导Ｌ０２细胞凋

亡的发生机制以及在高胆红素血症所指肝损害发生、发展中所

其的作用提供理论依据。
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ｋｇ。有研究表明，静脉注射右旋美托咪啶０．５μｇ／ｋｇ对疼痛的

治疗作用具有封顶效应，同时，注射时间不应该小于１０ｍｉｎ，速

度过快可能会相应增加心动过速、心动过缓和高血压的发

生［５］。静脉注射咪达唑仑的剂量为（０．０５ｍｇ／ｋｇ），此剂量能

够维持年龄３０～７０岁的腰部麻醉患者手术中适当镇静和遗

忘，而不影响手术期间血流动力学和呼吸的抑制。

本研究结果表明，静脉注射右旋美托咪啶延长罗哌卡因腰

部麻醉感觉阻滞的时间，增加最高感觉阻滞的平面，但是对于

这种作用机制并不清楚。脊髓上作用，或是直接镇痛作用，还

是血管收缩作用均可能是其潜在的机制。另外，与延长感觉阻

滞作用相比，运动阻滞作用的持续时间并未受到影响。可能的

原因是相同浓度的右旋美托咪啶对运动神经纤维的抑制作用

要轻于对感觉神经纤维的阻滞。这个结论与静脉注射可乐定

得出的结论一致［６］。一些研究报道咪达唑仑可能通过神经传

导通路发挥镇痛效应，但是这种作用与给药途径相关。只有经

硬膜外或蛛网膜下腔给药才会发挥镇痛效果，全身性用药且不

能［７］。但是根据以往的研究结果表明，右旋美托咪定的抗痛效

应与给药途径无关。本研究发现，静脉注射咪达唑仑不能加强

罗哌卡因腰麻的镇痛作用，而腰麻前静脉注射右旋美托咪定能

够提供临床协同效应。

咪达唑仑可能会引起手术中一些患者的不良反应，表现为

躁动而非合作，这可能会给手术的操作带来困难。在本研究中

并未发现这种异常现象。接受右旋美托咪啶的患者很容易唤

醒且合作［８］。右旋美托咪啶组仅２例表现为过度镇静，而咪达

唑仑组有６例。

静脉注射右旋美托咪定对血流动力学可能会产生一种双

向变化，首先表现为高血压和心动过缓。当中枢效应占主导作

用时，血压和心率会轻度降低。但本研究并未出现这种双向效

应和明显的循环抑制，原因与慢速注射和手术前的扩容治疗有

关，还可能与本研究对象均为健康患者相关［９］。因此，需要对

一些有胃肠道疾病和其他合并症的患者展开进一步研究。有

研究表明，右旋美托咪定几乎不会引起或程度较轻的呼吸抑

制。然而使用镇静剂量的咪达唑仑可以产生呼吸暂停和氧饱

和度的降低。在本研究中整个手术期间未观察到任何患者出

现呼吸频率、ＳｐＯ２ 和ＥｔＣＯ２ 的改变。

本研究采用患者术后需要首次镇痛药治疗的时间，而非

ＶＡＳ评分来评价静脉注射右旋美托咪啶对术后疼痛的影响。

镇痛药治疗的标准是使 ＶＡＳ评分≤３分。在本研究中，２４ｈ

的ＶＡＳ评分各组之间未显示任何差异，但是，手术前给予右旋

美托咪啶延长镇痛药治疗的时间，且降低镇痛药的需要量。

综上所述，静脉注射右旋美托咪啶延长罗哌卡因腰麻感觉

阻滞的时间，增加最高感觉阻滞的平面。另外，与咪达唑仑组

或生理盐水组相比，静脉注射右旋美托咪啶推迟术后首次需要

镇痛药治疗的时间，且降低镇痛药的需要量。同时，静脉注射

右旋美托咪啶可以提供和咪达唑仑相当的手术中镇静作用。
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