
竭程度越严重!提示心脏功能越差$ 故 X?V含量测

定!对于心力衰竭患者具有早期明确的诊断价值$ 同

时在动态观察中笔者发现(通过有针对性的治疗!患

者 X?V水平明显下降!而当病情出现反复时!X?V水

平同时出现波动!提示 X?V水平测定可以作为临床

治疗效果的观测指标$ 基于 X?V对心力衰竭诊断和

预后判断的价值!笔者认为可以将 X?V含量 %"#W67

5G定义为相对安全范围!对这类患者只需要按医嘱

规范治疗即可!而将 X?V结果 o/##W675G定义为心

力衰竭高危范围!对 X?V处于高危范围内的患者!应

该规范治疗'严格监控并定期复查 X?V水平$ TN8B[\

N5N等报道了+:̂ 患者血浆X?V较正常高!且与+:̂

严重程度呈正比-:NKKEIBR 等对 &%) 名心力衰竭患者随

访了 - 个月发现!X?V水平越高!则心力衰竭预后越

差$ 就诊时 X?Vo/$#W675G!- 个月内因心力衰竭再

次入院病死率高达 /%'!与本研究结论相近
),!"#*

$

虽然 X?V水平与心力衰竭患者病情密切关联!

对疾病判断及预后均有良好指导价值$ 但是!笔者同

时发现(不同地区'不同仪器'不同测试方法!X?V结

果差异巨大!再者!基于 X?V的半衰期较短的现实!

采集标本后尽快检测显得十分必要$ 建立统一并

规范的实验检测方法!确立公认的统一室内质量控

制标准及室间质量评价体系显得重要而迫切$ 大

批量前瞻性的研究以确立对不同级别心力衰竭患

者诊断的 MLPBJJ值!依然是临床科技工作者面临的

新课题$
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异甘草酸镁对鼠源胃癌 AI,细胞系

Q:=MHK=表达的影响

董方圆!王杰军

摘!要!目的!观察异甘草酸镁"5N6RAIEL5EIB6G[M[KKFEbERNPA!Te#对鼠源胃癌细胞株 T̂ ]增生的抑制作用!并通过 5(?+

和蛋白水平检测磷脂酶 +% eU+"6KBLW eU+WFBIWFBGEWNIA+%!VD+%9/+#探讨其可能的作用机制$ 方法!以不同浓度的异甘草酸

镁处理鼠源性胃癌 T̂ ]细胞后!用 T>>法和平板克隆形成实验检测细胞增生!采用 (>;V](的方法检测 VD+%9/+5(?+水平

的变化!采用 fAIPAKR SGBP法检测 VD+%9/+蛋白水平的变化$ 结果!在所设加样量范围内!异甘草酸镁低剂量组和高剂量组与

对照组相比!鼠源性胃癌细胞株 T̂ ]的生长增生能力减弱"!4#.#)#!克隆形成率明显下降"!4#.#)#! VD+%9/+5(?+和蛋

./*.
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白表达均明显下调"!4#.#)#!并呈浓度依赖性$ 结论!异甘草酸镁可抑制鼠源胃癌细胞株 T̂ ]的增生!其机制可能与

VD+%9/+的表达下调有关$

关键词!异甘草酸镁!磷脂酶 +% eU+!胃癌

#中图分类号$! (*&).%!!!!#文献标识码$! +

6991#47/9A$5(17'C- S7/5%3#3;;0'̂'($41/(40162&;177'/(/9Q:=MHK='(AI,,1%%:'(1<"

D1)* ,$)*93$)! L$)* W("@3)&D"F$G#<")#

1-\)71%1*9! :/$)*a/")* +12F(#$%! =/$)*/$(YBBOPP! :/()$

=>74;$#4!?>@1#4'81!>BERHAIPE6NPAPFAAJJAMPIBJ5N6RAIEL5EIB6G[M[KKFEbERNPABR WKBGEJAKNPEBR NRO PFAAZWKAIIEBR BJ6KBLW eU+

WFBIWFBGEWNIA+%"VD+%9/+# BJ5LKERA6NIPKEMMNRMAKMAGGGERAT̂ ].A140/.7!+JPAKT̂ ]MAGGIPKANPAO QEPF HNKENSGAOBIABJ5N6RAIE\

L5EIB6G[M[KKFEbERNPA! QAOAPAMPAO PFAWKBGEJAKNPEBR S[T>>NIIN[NRO ]BGBR[JBK5NPEBR NIIN[! IPLOEAO PFA5(?+NRO WKBPAER GAHAGBJ

VD+%9/+S[(>;V](NRO fAIPAKR SGBPNRNG[IEI.B17C%47!]B5WNKAO QEPF LRPKANPAO 6KBLW! PFAMAGG6KBQPF KNPAIER TN6RAIEL5EIB6G[\

M[KKFEbERNPAGBQOBIA"%)

.

675G# NRO FE6F OBIA"/##

.

675G# 6KBLW QAKAIGBQAK"!4#.#)#! PFAKNPAIBJMGBRAJBK5NPEBR QAKAOAMKANIAO

"!4#.#)#! NRO PFAGAHAGBJVD+%9/+5(?+NRO WKBPAER "!4#.#)#QAKAOAMKANIAO.,/(#%C7'/(!TN6RAIEL5EIB6G[M[KKFEbERNPAMNR

ERFESEPWKBGEJAKNPEBR BJ5LKERA6NIPKEMMNRMAKMAGGGERAT̂ ]PFKBL6F OBQR ;KA6LGNPER6BJAZWKAIIEBR BJVD+%9/+.

D13 E/;.7!TN6RAIEL5EIB6G[M[KKFEbERNPA- 9KBLW eU+WFBIWFBGEWNIA+%"VD+%9/+#- 9NIPKEMMNKMERB5N

!!在全世界范围内!胃癌的病死率在恶性肿瘤中位

列第 % 位!我国的胃癌患者占全世界胃癌发病总数的

/%'!该病种相关分子机制的研究是目前肿瘤领域研

究中 的 热 点
)"!%*

$ 磷 脂 酶 +% " WFBIWFBGEWNIA+%!

VD+%#是一大类能水解 CR ;% 位脂键的结构和功能

不同的酶!由激活的单核细胞'巨噬细胞及中性粒细

胞分泌释放!在机体内具有产生炎性介质'细胞信号

传递等多种作用! 特别是胞质型 VD+%"MVD+%#在胃

肠道系统的急'慢性炎症中!其活性均有增高!并在许

多炎性介质表达激活的网络调节中起着关键作

用
)&!/*

$ eU+VD+% "VD+%9/+#是 MVD+% 中含量最高

的亚型
))!-*

!其表达的升高与肿瘤侵袭'转移相关
)**

$

有研究发现!与正常胃黏膜组织相比!在炎症和早期

胃癌组织中 VD+%9/+表达升高!通过干预 VD+% 表

达对逆转胃癌的恶性表型和治疗可能具有重要意

义
)$!,*

$ VD+% 的抑制剂甘草酸是中药甘草的主要成

分之一!具有抗菌消炎'抑制肿瘤'抗病毒'抗氧化等

多种作用
)"#!""*

$ 异甘草酸镁是第 / 代甘草酸制剂!

已被用于治疗慢性肝炎'肝硬化!但在胃癌中的治疗

作用尚无相关研究$ 本研究采用不同浓度异甘草酸

镁作用于鼠源胃癌细胞株 T̂ ]!观察其对细胞增生

和 VD+%9/+表达的影响!为异甘草酸镁在胃癌中的

治疗提供实验依据$

材料与方法

".细胞株(鼠源胃癌细胞株 T̂ ]购自中科院上海生命科

学研究所细胞资源中心$

%.主要试剂((VTe"-/# 培养基'胎牛血清"9ESMB公司#-

PKEbBG"eRHEPKB6AR 公司#-(>试剂盒'V](试剂盒 ">ǸN(N公

司#- VD+%9/+抗体"CNRPN]KLb公司#-VD+%9/+和
%

;NMPER

上下游引物"上海生工技术有限公司设计'合成#-T>>和二

甲基亚砜 "3TC2#"CE65N公司#$

&.药品(异甘草酸镁纯品由正大天晴药业股份有限公司

提供!储存在 /m冰箱中备用!加药时先用 V(Te"-/# 培养基

溶解!母液浓度为 "#5675G!#.%%

.

5微孔滤器过滤后!用前在

培养基中稀释到所需浓度$

/.T>>法测定药物对细胞增殖的抑制作用(T̂ ]细胞以

每孔 " n"#

/

个!体积 "##

.

G接种于 ,- 孔板!&*m')']2

%

温

箱内培养 %/F 后各组分别加入不同浓度异甘草酸镁工作液!

分为 & 组"#'%)'/##

.

675G#每组 ) 个副孔!培养 *%F 后向每孔

加 %#

.

GT>>溶液 ")5675G#!置于温箱中孵育 /F 后!小心移

除上层液体!再加入 ")#

.

G3TC2充分溶解孔内紫色结晶$ 酶

标仪上测量波长 /,%R5!吸光度"+#值$

).平板克隆形成实验(取对数生长的 T̂ ]细胞!胰酶消

化成单个细胞!悬在 "#'胎牛血清的培养基中!将细胞悬液作

梯度倍比稀释!接种于 - 孔板中!每孔 %## 个细胞!轻轻转动!

分散均匀!置 &*m')']2

%

温箱内培养 %/F 后各组分别加入

不同浓度异甘草酸镁工作液!分为 & 组"#'%)'/##

.

675G#置于

&*m')']2

%

温箱内培养!经常观察!当出现肉眼可见克隆

时!终止培养!弃上清液!用 VXC 小心清洗 & 次!加纯甲醇溶液

)5G固定 ")5ER 后加适量 9E5AIN应用染液染 &#5ER!然后流水

缓慢洗去染液!空气干燥$ 将培养皿倒置并叠加一张带网格

的透明胶片!用肉眼直接计数克隆!计算克隆形成率!重复 &

次实验!取平均值!具体计算公式如下(克隆形成率"'# j克

隆数7接种细胞数 n"##'$

-.(>;V](检测异甘草酸镁作用不同时间 VD+%9/+

5(?+的水平(T̂ ]细胞以 " n"#

-

个铺 - 孔板 &*m')']2

%

温箱内培养 %/F 后各组分别加入 #'%)'/##

.

675G浓度的异甘

草酸镁工作液后置于 &*m')']2

%

温箱内培养!*%F 后收集

各组细胞!>KEbBG"5G吹打混匀!经氯仿抽提!异丙醇沉淀!

3YV]水溶解等步骤后获得细胞总 (?+$ 测定 (?+纯度

.)*.

!!医学研究杂志!%#"/ 年 "" 月!第 /& 卷!第 "" 期 !论!!著!!



"+%-#7+%$# o".$#之后进行 (?+定量$ 反转录反应体系()

nSLJJAK%

.

G! (>ARb[5ATEZ#.)

.

G! VKE5AKTEZ#.)

.

G! (?+

)##R67(?+浓度!OO:

%

2补足至 "#

.

G$ 冰上加样完成后离心!

(>;V](反应条件为 &*m!")5ER-,$m!)5ER!得到反转录产

物 M3?+后扩增 VD+%9/+!以
%

;NMPER 为内参$ 引物序列如

下(VD+%9/+)t;+99++++99>]++>9]]9]];&t"上游引

物#!&t;9]]]]+9+]+]]]+>]++9+;)t"下游引物#-

%

;

NMPER )t;9>9+]9>>9+]+>]]9>+++9+;&t"上游引物#!&t

;9>++]+9>]]9]]>+9++9]+];)t"下游引物#$ 扩增产

物经 ".)'琼脂糖凝胶电泳后!成像分析$

*.fAIPAKR SGBP法检测 T̂ ]细胞 VD+%9/+蛋白水平(

T̂ ]以 ) n"#

)

接种于 - 孔板中!&*m')']2

%

温箱内培养

%/F 后各组分别加入不同浓度异甘草酸镁工作液!分为 / 组

"#'%)'/##

.

675G#$ *%F 后加入含有蛋白酶抑制剂的 (eV+裂

解液每孔 -#

.

G于冰上静置 "#5ER 后提取总蛋白!采用 X]+法

检测蛋白浓度后加入上样缓冲液!"##m煮沸 ) 0"#5ER 变性!

"#'的分离胶进行 C3C ;V+9Y电泳!每孔上样总蛋白约 &#6!

后进行转膜!)'脱脂奶粉室温封闭 "F!>XC>洗膜后加入

VD+%9/+及
%

;NMPER 抗体!用 )'XC+稀释!稀释比例别为

"p"###!/m摇床过夜!>XC>洗膜后二抗室温孵育 "F!稀释比

例为"p&###!Y]D化学发光剂倒在 VU3̂ 膜 )5ER 后进行显影$

$.统计学方法(采用 CVCC "&.# 软件进行统计学分析!实

验数据资料用均数 <标准差 "H<2#表示!T>>'克隆形成实

验'(>;V]('fAIPAKR SGBP法均采用 #检验进行数据分析$ !

4#.#) 为差异有统计学意义$

结!!果

".不同浓度的异甘草酸镁可抑制鼠源胃癌细胞

株 T̂ ]的增殖(T>>实验结果表明!异甘草酸镁低剂

量组 " %)

.

675GTe组 # 和异 甘草 酸镁高剂量组

"/##

.

675GTe组#与对照组相比细胞增生能力明显

减弱) !o#.#)"第 " 天'第 % 天 %)

.

675GTe组#!!

4#.#) "第 & 天#! 图 "*$

图 )"不同浓度异甘草酸镁对 AI,细胞株增生的影响

药物作用 *%F 后!异甘草酸镁低剂量组"%)

.

675GTe组#和异甘

草酸镁高剂量组"/##

.

675GTe组#与对照组相比细胞增生能力

明显减弱!!4#.#)

!

%.不同浓度的异甘草酸镁可降低鼠源胃癌细胞

株 T̂ ]的克隆形成率(克隆形成实验结果表明!异甘

草酸 镁 低 剂 量 组 " %)

.

675GTe组 # " -&l/%' <

/l,&'!!4#.#)#和异甘草酸镁高剂量组"/##

.

675G

Te组#"&%.,$' <%.-%'!!4#.#)#药物作用 "/ 天

后与对照组"*&.%/' <&.,%'#相比细胞克隆形成

率明显降低"图 %#$

图 M"不同浓度异甘草酸镁对 AI,细胞凋亡的影响

+.与对照组比较!异甘草酸镁低剂量组和高剂量组的克隆形成率明显下降- X.各组中克隆形成率的统计学分析-与对照组相比!

"

!4#.#)

!

!!&.不同浓度的异甘草酸镁可减少鼠源胃癌细胞

株 T̂ ]VD+%9/+的 5(?+((>;V](实验结果表

明!异甘草酸镁低剂量组"%)

.

675GTe组#和异甘草

酸镁高剂量组"/##

.

675GTe组#药物作用 *%F 后与

对照组相比 T̂ ]细胞中 V+%9/+5(?+明显减少

"!4#.#)!表 "!图 &#$

/.不同浓度的异甘草酸镁可减少鼠源胃癌细胞

株 T̂ ]VD+%9/+的蛋白表达水平(fAIPAKR SGBP法检

测结果表明!异甘草酸镁低剂量组"%)

.

675GTe组#

和异甘草酸镁高剂量组"/##

.

675GTe组#药物作用

*%F 后与对照组相比 T̂ ]细胞中 VD+%9/+蛋白表

达水平明显下降"!4#.#)!表 %! 图 /#$

.-*.
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表 )"BR!Q,B法测定各组中 Q:=MHK=-BF=

水平"H<2! ) j&#
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!!异甘草酸镁低剂量组和高剂量组与对照组相比!鼠源胃癌细胞株

T̂ ]中 VD+%9/+的 5(?+水平明显下降!

"

!4#.#)

图 P"不同浓度异甘草酸镁作用于 AI,细胞

*M0后 Q:=MHK=-BF=水平

!

表 M"V1741;(>%/4法检测各组中 Q:=MHK=的表达
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!!异甘草酸镁低剂量组和高剂量组与对照组相比!鼠源胃癌细胞株

T̂ ]中 VD+%9/+的蛋白表达水平明显下降!

"

!4#.#)

图 K"不同浓度异甘草酸镁作用于 AI,细胞

*M0后 Q:=MHK=蛋白表达水平

!

讨!!论

VD+% 是一大类能水解 CR ;% 位脂键的结构和功

能不同的酶!是磷脂代谢的关键酶之一!在体内参与

多种生物学过程!它也是炎症的启动者
)"%*

$ VD+% 可

分解磷脂产生花生四烯酸"NKNMFEOBREMNMEO! ++#!进

而产生多种炎症介质如环氧化酶 %"M[MGBBZ[6ARNIA%!

]21%#'前列腺素 Y

%

" WKBIPN6GNROER Y

%

!V9Y

%

#等!进

一步引发炎症
)"&*

$ 近来研究表明!VD+% 的活化与多

种肿瘤的发生发展密切相关$ ]NENbbN等
)"/*

发现!MV\

D+% 5(?+高表达的 DL5ERNG管型乳腺癌患者预后

差!总生存率低!并且对内分泌治疗效果差!MVD+% 可

作为乳腺癌患者对内分泌治疗效果不佳的独立预测

指标$ 胃癌的发生'发展与炎症密切相关
)")*

$ 与正

常胃黏膜组织相比!炎症和胃癌组织中 VD+% 是高表

达的$ 因此通过干预 VD+% 表达对胃癌的治疗具有

重要意义$ 甘草酸是 VD+% 的抑制剂!具有抗炎'抗

肿瘤等多种作用!用于治疗炎性疾病!异甘草酸镁是

甘草酸第 / 代制剂!为单一的 "$ ;

$

异构体甘草酸$

已有研究显示!它较以往的甘草酸制剂有更好的疗效

和安全性
)"-*

$

T>>法是检测细胞存活和生长的方法!其原理

是活细胞线粒体中的琥珀酸脱氢酶能使外源性 T>>

还原为不溶性结晶甲瓒并沉积在细胞中!3TC2可溶

解甲瓒结晶!测定其吸光度!间接反应活细胞数量$

之前通过预实验摸索药物作用时间!根据实际细胞生

长状态选择 %/'/$'*%F 为时间点进行实验$ 本研究

通过 T>>实验发现!在药物作用 *%F 后!异甘草酸镁

低剂量和高剂量组与对照组相比可以抑制胃癌细胞

株 T̂ ]的增生!差异有统计学意义!因此把 *%F 作为

时间点进行后续实验$ 笔者的实验结果也与杨波

等
)"**

研究的异甘草酸镁可抑制人急性淋巴细胞白血

病 TBGP/ 细胞系的增生结果相一致$ 也与柯文娟

等
)"$*

提出的甘草次酸对 )̀-% 细胞增生有抑制作用

的结果相符$ 细胞平板克隆形成实验反映了细胞接

种的成活率!表示接种细胞后贴壁的细胞成活并且形

成克隆的数量!细胞接种后贴壁的细胞不一定每个增

生和形成克隆!然而形成克隆的细胞必是可以增生并

且是有活力的细胞!克隆形成率反映细胞群体依赖性

和增生能力两个重要性状$ 笔者通过双盲并且进行

多次重复实验和计数后取平均值的方法以降低人工

误差!最终发现!异甘草酸镁高剂量组和低剂量组与

对照组相比可降低 T̂ ]细胞株的克隆形成率!并呈

现明显的剂量依赖性$ 本研究还发现异甘草酸镁可

降低 VD+%9/+5(?+和蛋白表达水平!并呈浓度依

赖性$ 证实对细胞VD+%9/+表达的抑制作用是异甘

草酸镁抑制细胞的增生可能的作用机制!这也与之前

VNPAG等
)",*

在雄激素非依赖性前列腺癌研究中的实

验结果一致$

异甘草酸镁具有抗炎!免疫调节等作用!目前已

被用于治疗慢性肝炎'肝硬化!但其对胃癌的治疗还

无研究报道$ 本研究的初步结果提示!异甘草酸镁能

.**.
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够影响胃癌细胞株 T̂ ]的增生!对 VD+%9/+的抑制

作用是其可能的作用机制$ 本组实验从细胞学机制

方面探讨了不同浓度异甘草酸镁对胃癌细胞 T̂ ]增

生的影响!为今后的临床应用提供理论依据!其体内

的作用研究尚有待进一步深入$
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初学者对 Q;/71$%喉罩和气管插管人工气道建立方法

掌握难易度的比较

傅!强!卢!斌!公茂伟!米卫东!张!宏

摘!要!目的!比较初学者对不同人工气道建立方法掌握难易度!寻找易于在基层部队推广的战创伤早期人工气道建立方

法$ 方法!选 ) 年制医科大学第 ) 年实习生作为气道建立方法实施人!分别给予 & 周时间系统培训 VKBIANG喉罩和喉镜气管插管
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