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过氧化氢与细胞生长状态的剂量反应关系研究
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第四军医大学军队卫生学教研室　西安　710032

摘要　正常生物体内的自由基产生和清除是处在平衡状态的, 另一方面, 外界环境中存在着多种形式的自由

基, 其性质活泼, 易与体内多种物质发生化学反应, 与内源性自由基一起影响着细胞的生长、分化及死亡过程,

在肿瘤的发生发展中起一定作用。本实验结果表明, 过氧化氢与细胞生长状态之间存在剂量—反应关系, 低

浓度的过氧化氢 (15Λmo lö10m l 培养液) 作用可刺激细胞增殖, 在 50- 100Λmo lö10m l 培养液浓度范围内引起

细胞凋亡样改变, 而当浓度大于 100Λmo lö10m l 培养液时, 则可直接导致细胞坏死。本研究结果为进一步探讨

人为施加干预, 定向诱导细胞生长状态发生变化提供了有意义的资料, 为肿瘤的防治研究提供了一个新的思

路。
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简便、快速、重复性好的优点 (6)。在已知的致

癌物中, 95% 在该试验中呈阳性 (7- 9)。此外,

选用人肝细胞培养物还可避免所涉及的前致

癌物新陈代谢路径的种间差别 (10) , 利用人肝

细胞进行UD S 试验被国外许多学者采用。

从本研究结果看, 塘水浓缩物浓度为 0.

05m göm l 时, 与对照组相比无显著差异, 但

当浓度达到 0. 10m göm l- 1. 00m göm l 时则

可诱导人肝细胞 UD S 反应, 即显示出对

DNA 的损伤, 且表现出一定的剂量—效应关

系。这提示塘水中存在有基因毒性物质, 其达

到一定浓度时, 即对人肝细胞DNA 造成损

伤。综合本研究结果与作者近年来的研究结

果提示: 肝癌高发区的居民很可能因塘水中

的基因毒性物质而使肝脏受到潜在的损伤,

而长期饮用污染的塘水则可能使损伤积累而

使肝癌发生机率大为提高。本研究的结果为

饮水污染与肝癌成因理论提供了进一步的实

验室佐证。
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DOSE - RESPONSE RELAT IONSH IP BETW EEN CELL
PROL IFERAT ION AND HYD ROGEN PEROX ID E

Yang R u ihua, H ai Chunxu,L i R u izhen,W u D uanzong
D ep a rtm en t of M ilita ry H y g iene, the F orth M ilita ry M ed ica l U n iversity , X i’an 710032

Abstract　P roduct ion and scavenge of free rad ica ls keep balance in no rm al living cells, on the
o ther hand, free rad ica ls in environm en t reacted w ith a lo t of sub stances of body becau se of
their act ive character, they can affect on the p rocess of cell d ivision, d ifferen t ia t ion and dea th.
Bo th endogenou s and exogenou s free rad ica ls rela te to d ivision, d ifferen t ia t ion and dea th of
tum o r cells. T h is experim en ta l resu lt dem on stra ted tha t apop to sis rela ted to hydrogen perox2
ide and do se- respon se rela t ion sh ip w as found. A t low er concen tra t ion of hydrogen perox ide
(15Λm o lö10m l m edium ) , it can be effect ive to st im u la te the grow of cells. A pop to t ic cell w as
took p lace in range of 50- 100Λm o lö10m l m edium. A t the h igher level of hydrogen perox ide
(> 100Λm o lö10m l m edium ) , necro ses of cells occu rred. Study on do se- respon se rela t ion sh ip
supp lied m ateria ls fo r perfrom act ive in terference to induce the living sta te of cells and gave a
new w ay to p reven t and trea t of tum o r.

Key words　hydrogen perox ide; apop to sis; do se- respon se rela t ion sh ip

　　细胞的死亡有两种不同的方式, 即细胞

坏死和细胞凋亡 (1) , 细胞坏死可看作是细胞

的意外死亡, 在细胞受到急性损伤时, 线粒体

的形态和功能首先发生改变, 继而细胞膜受

损, 失去调节渗透压的能力, 细胞自身稳定失

衡, 发生肿胀, 破裂, 内容物漏出, 导致周围组

织发生炎症。细胞凋亡则是一种特殊类型的

受基因调控的细胞死亡过程, 又称为程序性

细胞死亡 (p rogramm ed cell dea th PCD )或生

理 性 细 胞 死 亡 (physio log ica l cell dea th

PCD ) , 是一种细胞“自杀”现象, 凋亡细胞体

积迅速减少, 细胞表面卷曲, 起泡,DNA 在内

源性核酸内切酶作用下裂解为 180—200bp

及其整倍数的片段, 核膜高度皱折, 染色质分

散到核膜皱折中, 并排出到胞浆形成微核, 细

胞膜表面形成泡状并分离出内含物形成凋亡

小体, 凋亡过程中细胞膜仍保持完整, 具有排

斥台盼蓝的能力, 并不引起炎症反应 (1- 5)。

凋亡可使体内失去生物活性的细胞或生

理上不需要的细胞, 如一些陈旧的, 衰老的,

受损伤的或癌前变的细胞, 以有序的方式被

清除, 从而维持组织中的细胞生成 (有丝分

裂)与细胞死亡 (凋亡)之间的平衡。近年对肿

瘤的研究表明, 肿瘤发生与细胞凋亡有着密

切的关系, 应该说, 肿瘤不仅是细胞增殖和分

化异常的疾病, 同时也是凋亡异常的疾病。细

胞生物学研究表明, 肿瘤的发生、发展与自由

基及其清除剂有关, 一般的说, 肿瘤细胞膜的

多不饱和脂肪酸含量低于正常细胞, 某些抗

氧化酶如超氧化物歧化酶 (SOD ) , 特别是含

锰 SOD 及过氧化氢酶 (CA T ) 活性很低; 正

常细胞经活性氧作用后, c- fo s, c- m yc 等

原癌基因表达增强, 导致细胞恶性分裂 (6) , 同

时, 活性氧也影响细胞的凋亡过程, Bu rdon

等 (7) 研究证明 SOD 和CA T 可诱导中国仓鼠

和大鼠成纤维细胞及H ela 细胞发生凋亡, 但

也有实验表明活性氧诱导细胞凋亡, 并可受

到抗氧化剂的抑制 (8, 9)

材料和方法

1. 细胞培养及处理方法

1. 1 选用CEM 白血病细胞, R PM I1640 培养

液, 含 10% 小牛血清, 37℃ 5%CO 2 孵箱培

养。

1. 2 细胞分组: 共分五组: 一组为对照组, 二

—五组为实验组, 各组加入H 2O 2 量如下:
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一组加H 2O 2 0Λm o lö10m l 全培养液;

二组加H 2O 2 15Λm o lö10m l 全培养液;

三组加H 2O 2 50Λm o lö10m l 全培养液;

四组加H 2O 2 100Λm o lö10m l 全培养液;

五组加H 2O 2 200Λm o lö10m l 全培养液。

1. 3 细胞离心, 洗涤, 以相同细胞数 2×105

接种于各培养皿中, 37℃培养 30m in 后取出

加入过氧化氢, 5% CO 2, 37℃继续培养 72h,

收集细胞进行指标测定。

2. 细胞计数 (10)

2. 1 细胞总数

取培养细胞液 1m l, 4# 针头过滤制备单

细胞悬液, 血细胞计数板计数, 计算细胞浓

度: 4 大格细胞数ö4×10, 000×稀释倍数=

细胞数ö毫升原液

2. 2 活细胞计数

取细胞悬液和 0. 4% 台盼蓝染液 (9∶1

V öV ) 混合后 4m in 计数, 计算活细胞率: 活

细胞率= 活细胞数ö(活细胞数+ 死细胞数)

×100%

3. 生化指标测定

细胞粉碎液制备: 1×106öm l 细胞悬液

超声粉碎 1m in。

3. 1 超氧化物歧化酶活性测定: NBT 羟胺

法 (11)

　　试剂: N a2CO 3öN aHCO 3 缓冲液 (pH 10.

2) , 75mM (含 0. 15mM ED TA ) ; T ritonX -

100 ( 0. 3% V öV ) ; NBT (四硝基唑蓝) 0.

98mM ; 3mM 盐酸羟胺; 甲酸 (A R )。

步骤: 取细胞粉碎液 100Λl, N a2CO 3ö

N aHCO 3 缓冲液 2. 0m l, T ritonX 100 0. 2m l,

NBT 0. 1m l, 混匀, 加盐酸羟胺 0. 2m l, 充分

混匀, 置 37℃振荡水浴反应 15m in, 并以双蒸

水代替细胞粉碎液作为非酶反应对照, 加入

甲酸 1. 0m l 终止反应, 590nm 比色定量。以

抑制 50% 为一个酶活性单位 (U ö105 个细

胞)。

3. 2 过氧化氢酶测定: 钼酸铵法 (12)

　 　 试 剂: N a2H PO 4öN aH 2PO 4 缓 冲 液

(pH 7. 6) 50mM ; 0. 5M H 2O 2; 0. 5M 硫酸;

6% 柠檬酸; 1% 钼酸铵。

步 骤: 取 细 胞 粉 碎 液 100Λl, 加

N a2H PO 4öN aH 2PO 4 缓冲液 800Λl (同时作非

酶 对 照 ) , 5℃水 浴 5m in, 加 0. 5M

H 2O 2100Λl, 摇匀, 反应 5m in, 加 0. 5M 硫酸

1. 0m l, 终止反应。加柠檬酸 1. 0m l, 1% 钼酸

铵 1. 0m l 显色, 摇匀, 365nm 比色。用标准过

氧化氢酶作曲线, 查曲线图定量。

3. 3 丙二醛 (M DA ) 含量测定: 八木国夫荧光

法 (13)

　　试剂: 1ö24M 硫酸; 10% 磷钨酸; 0. 67%

硫代巴比妥酸 (TBA ) (稀释液醋酸∶水= 1

∶1) ; 正丁醇 (A R )。

步骤: 取细胞粉碎液 100Λl 于 10m l 试

管, 加 4. 0m l 硫酸摇匀, 置 5m in 后加 0. 5m l

磷钨酸, 摇匀, 2000röm in 10m in 离心, 弃上

清, 试 管 倒 置 3m in, 吸 尽 管 口 残 液, 加

2. 0m l 硫酸摇匀, 置 5m in 后加 0. 3m l 磷钨

酸, 摇匀, 2000röm in 10m in 离心, 弃上清, 试

管倒置 3m in, 吸尽管口残液, 加 1. 0m l 三蒸

水, 1. 0m lTBA。 (设置空白和丙二醛标准

管) , 加盖, 100℃水浴 1h, 流水冷却, 加3. 5m l

正丁醇, 摇匀, 3000röm in 5m in 离心, 取上层

醇相 3. 0m l, 515nm ö552nm 荧光测定, 计算

样品丙二醛含量。

4. 细胞周期, DNA 含量及凋亡状态测定: 流

式细胞技术

4. 1 碘化丙锭染液配制 (P I) :

P I 5m g, RNA se 2m g, T ritonX- 100

0. 1m l, 柠檬酸钠 100m g, 生理盐水 65m l, 加

三蒸水至 100m l, 调 pH 7. 6, 4℃避光保存。

4. 2 步骤: 细胞悬液加 4℃预冷的 70% 酒精

( 3∶1 V öV ) 4℃固定 30m in, 磷酸盐缓冲液

(PBS pH 7. 6) 漂洗两次 (1500röm in 5m in 离

心) , 调细胞数 3×106öm l, 加 P I染液 1. 0m l,

4℃ 30m in。

结　果

1. 细胞生长情况 (表 1)
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表 1. 　细胞计数及台盼蓝染色结果

组别 1 2 3 4 5

细胞总数 (×103) 2. 6±3. 51 13. 9±2. 453 2. 7±8. 23 1. 9±7. 073 1. 5±4. 583

活细胞率 (% ) 93. 1 81. 1 71. 4 64. 1 55. 7

3 表示 t 检验 P < 0. 01, 下表同。

　　与对照组相比, 二组细胞生长迅速, 三组

细胞数与对照组无明显差别, 但是死细胞增

多, 四组、五组细胞比对照组细胞数减少, 且

活细胞率很低。

2. 生化指标测定结果 (表 2)

表 2. 　各组细胞生化指标测定结果 (x ±s)

组别 1 2 3 4 5

〗SOD (U ö103) 　0. 26±0. 0 21. 08±0. 063 　0. 99±0. 013 　1. 29±0. 173 　1. 75±0. 033

CA T (ngö103) 44. 91±2. 26 44. 53±1. 85 45. 09±2. 52 48. 38±0. 53 48. 94±0. 53

M DA (nM ö103) 15. 68±0. 08 73. 29±0. 763 79. 08±0. 933 111. 68±0. 673 145. 60±0. 753

　　由表 2 看出, 各组细胞 SOD 含量和

M DA 含量与对照组相比均有显著差异, 尤

其在四组、五组即过氧化氢剂量较大时升高

十分明显。

3. 细胞周期,DNA 含量及凋亡状态测定 (图

1—5)

图 1. 　一组流式细胞测定结果
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　　流式细胞技术测定结果表明: 二组细胞

DNA 合成旺盛, S 期细胞比例增加, 三组细

胞增殖也较旺盛, 同时出现了凋亡峰, 剂量增

大到 100Λm o lö10m l 培养液时, 细胞分裂无

明显影响, 凋亡增强, 五组细胞则出现了大量

的细胞碎片。

图 3. 　三组流式细胞测定结果, DNA 合成也较旺盛, 同时出现了凋亡峰
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图 5. 　五组流式细胞技术测定结果, 细胞分裂无明显影响, 细胞碎片大量增加
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讨　论

1. 低浓度过氧化氢具有细胞丝裂原的作用

Bu rdon
(7) 的研究表明过氧化氢同超氧阴

离子一起在细胞间起着“信息联络”的作用,

从而保持细胞的正常生命状态, 过氧化氢是

细胞维持生存的必需物质之一。本实验表明,

低浓度 (15Λm o lö10m l 培养液)过氧化氢作用

可以强烈刺激细胞增殖, 作用 72h 后收集细

胞计数, 二组细胞数远远大于对照组, 流式细

胞仪测定结果表明二组细胞DNA 合成增

强, S 期细胞比例增加, 说明低剂量过氧化氢

具有丝裂原的作用, 可刺激细胞增殖。结果提

示, 过氧化氢在体内生理状况下存在并发挥

其作用, 当受到外界环境影响而增高时, 即有

可能是引起细胞的大量增殖而导致肿瘤发生

的重要机理之一。

2. 适量过氧化氢可诱导细胞凋亡

实验第三、第四组均表明, 一定剂量 (50

- 100Λm o lö10m l 培养液)过氧化氢可诱导细

胞发生凋亡, 三组显示细胞DNA 合成增加,

细胞分裂增强, 同时凋亡峰出现, 说明过氧化

氢诱导细胞增殖同时可诱导凋亡。继续增加

作用剂量, 即四组则表明过氧化氢有诱导细

胞发生凋亡的作用, 其分裂增殖情况与对照

组大致相同, 凋亡峰较三组增高, 培养 72h

后, 细胞数较对照组略有减少, 且活细胞率降

低, 细胞碎片增加, 说明在较大剂量时已有细

胞毒性的表现, 即在 100Λm o lö10m l 培养液

作用剂量下, 已有部分细胞呈现坏死。

3. 大剂量过氧化氢对细胞的毒性作用

当作用剂量增大至 200Λm o lö10m l 培养

液时, 细胞发生坏死, 细胞数减少, 死细胞大

量增加, 碎片占据了细胞总数的一半, 同时,

脂质过氧化指标丙二醛含量远远超过对照

组, 说明过氧化氢攻击细胞脂质从而使膜结

构遭到破坏, 通透性增强可能是活性氧细胞

毒性作用的机制之一。同时, 实验各组 SOD

含量均较对照组增高, 说明 SOD 是一种诱导

酶, 在过氧化氢刺激时, SOD 水平增高清除

超氧阴离子自由基, 是细胞的一种保护反应。

小　结

本实验通过对过氧化氢与细胞状态的剂

量—反应关系的研究证明了以往文献报道中

有关活性氧研究的部分结论, 过氧化氢对细

胞的作用的确有剂量—反应关系, 且剂量的

变化会导致细胞生命状态的较大差异, 这种

现象与外源化学物质作用于机体的毒性表现

十分相似, 在一定剂量范围内, 外源毒性物质

作用于细胞并不直接杀死细胞, 而只是引起

细胞损伤, 使这些细胞获得了激活内在程序

性自杀机制的能力, 最终导致细胞凋亡, 以保

护整个机体的正常状态, 较高剂量的外源毒

物作用可直接引起细胞坏死, 引起周围组织

炎症反应。细胞凋亡可看作是细胞在遭受毒

物侵害时维持“正常”的负荷状态, 而当毒物

作用超过细胞负荷能力时, 它便会像机体发

病那样表现出“病态”——坏死, 从而引起一

系列的继发损害。本研究表明, 过氧化氢对细

胞有明显的影响, 在 15Λm o lö10m l 培养液时

刺激细胞生长, 50—100Λm o lö10m l 培养液范

围内可诱导细胞凋亡, 大于 100Λm o lö10m l

培养液则可直接引起细胞坏死, 这种剂量—

反应关系进一步证实可以利用过氧化剂或抗

氧化剂定向引导细胞发生变化, 尤其是在肿

瘤发生、发展及肿瘤的防治中, 许多抗肿瘤药

物作用的缺点在于肿瘤耐药性增加和杀死肿

瘤细胞的同时也大量地损伤了正常的组织细

胞, 而这些缺点也与自由基种类和含量变化

相关 (14)。剂量—反应关系的研究则为通过采

用一定剂量的药物作用于肿瘤细胞从而有效

的控制药物杀伤细胞的能力, 避免肿瘤细胞

坏死的继发反应损伤正常细胞, 提高药物的

抗肿瘤特异性提供了一个新的思路。
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Β2胡萝卜素和叶绿酸对DM BA 诱发大鼠乳腺癌的影响
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摘要　50 天龄雌性 SD 大鼠随机分为 4 组, 每组 25 只。É 组每只大鼠一次灌胃给予DM BA 10m g; Ê 组给

DM BA 前饮水中加CHL 1. 5mmo löL , 持续 1w k; Ë 组给DM BA 后饲料中加BC90m gökg 饲料, 持续到实验结

束; Ì 组给DM BA 前后分别给CHL 和BC。结果各组的肿瘤发生率分别为 50. 0% , 33. 3% , 18. 3%和 17. 4%。

给BC 组肿瘤发生率低于对照组 (P < 0. 05) , 而单给CHL 组的肿瘤发生率与对照组比较差异无显著性 (P >

0. 05) , CHL 与BC 合用组肿瘤发生率与Ë 组相似。说明BC 确有抑制DM BA 诱发乳腺癌的作用, 而CHL 单

用对DM BA 的致癌作用无明显抑制, CHL 与BC 合用也无协同或相加作用。
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