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Abstract
AIM: To investigate the effects of paeonol in 
inhibiting proliferation of human colorectal 
cancer cell l ine HT-29 and inducing their 
a p o p t o s i s , a n d t h e p o s s i b l e m o l e c u l a r 
mechanisms involved.  

METHODS: The inhibitory effect of paeonol on 
HT-29 cell proliferation was detected by MTT 
assay. Induction of apoptosis of HT-29 cells 
was measured by fluorescence microscopy, 
transmission electron microscopy, TUNEL as-
say and flow cytometry (FCM). Expression of 
apoptosis-associated genes bcl-2, bax and P53 
was observed by immunocytochemical stain-
ing. 

RESULTS: Paeonol at a concentration of 7.81–

250 mg/L inhibited the proliferation of HT-29 
cells, with obvious concentration–and time
–effect relationships. Typical apoptosis mor-
phology of HT-29 cells was observed by fluo-
rescence and transmission electron microscopy 
after treatment with paeonol. Paeonol induced 
apoptosis of HT-29 cells when it was applied at 
a concentration of 15.63, 62.5 or 250 mg/L after 
48 h. TUNEL assay showed a concentration–ef-
fect relationship between paeonol and apopto-
sis index. By FCM, the apoptosis rate of HT-29 
cells was 7.6%, 16.2% and 34.5% respectively, 
which showed an obvious concentration–effect 
relationship. Cell cycle distribution was altered 
simultaneously. The S phase of the cells was 
increased, while the G0/G1 and G2/M phases 
were decreased after treatment with paeonol. 
Immunocytochemical staining showed that the 
expression of Bcl-2 and p53 was decreased sig-
nificantly, while the expression of Bax protein 
was not significantly altered by paeonol. 

CONCLUSION: Paeonol inhibits HT-29 cell 
proliferation and induces apoptosis. This may 
be mediated via changes in the cell cycle, down-
regulation of the Bcl-2/Bax ratio, and expression 
of p53 protein. 
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摘要
目的: 探讨丹皮酚(paeonol, Pae)对人大肠癌
HT-29细胞的增殖抑制、凋亡诱导作用及可
能的作用机制. 

方法: 应用MTT法、荧光显微镜及透射电镜
技术、TUNEL法和流式细胞仪技术观察不同
浓度的Pae对HT-29细胞增殖的抑制及凋亡的
诱导作用; 应用免疫细胞化学技术检测用药
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■背景资料
化疗药物的耐药
及其毒副作用一
直是大肠癌治疗
的两大难题, 在植
物中寻找有效且
副作用小的抗肿
瘤药物已成为国
内外重要的研究
课题.



前后凋亡相关基因Bcl-2 , Bax 及P53 表达的
变化.  

结果: H T-29细胞经P a e(浓度范围7.81-250 
mg/L)作用后细胞生长明显受到抑制, 呈明
显的剂量依赖效应关系和时间依赖效应关
系; 荧光显微镜及透射电镜观察到Pae作用后
HT-29细胞出现典型的细胞凋亡形态; Pae在
15.63, 62.5, 250 mg/L 3种浓度下作用48 h均
可诱导HT-29细胞凋亡, TUNEL法显示凋亡
指数与P a e浓度呈正相依赖关系; 流式细胞
仪技术检测其凋亡率分别为7.6%, 16.2%和
34.5%, 也有明显的剂量效应关系, 同时Pae
使细胞周期分布发生明显变化, 表现为S期
细胞比例上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下
降; 免疫细胞化学结果显示Pae作用后HT-29
细胞Bcl-2及P53蛋白表达显著降低, Bax蛋白
表达无显著改变. 

结论: Pae能抑制HT-29细胞增殖并诱导其凋
亡, 呈现明显的剂量依赖效应关系和时间依赖
效应关系. 其作用可能与影响癌细胞的细胞周
期、下调Bcl-2/Bax的比例及P53蛋白的表达
有关. 

关键词: 大肠癌; 凋亡; Bcl-2; Bax; P53; 丹皮酚
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0  引言

化疗药物的耐药及其毒副作用一直是大肠癌治

疗的两大难题, 在植物中寻找有效且副作用小

的抗肿瘤药物已成为国内外重要的研究课题. 
研究表明, 丹皮酚(paeonol, Pae)具有一定的抗肿

瘤活性, 在体外对多种肿瘤细胞株有增殖抑制

作用, 灌胃给药有抗小鼠肝肿瘤作用[1]. 但Pae对
大肠癌的增殖抑制、凋亡诱导作用及其对凋亡

相关基因表达的影响在国内外还未见报道. 我
们旨在通过MTT法、荧光显微镜及透射电镜技

术、DNA末端原位标记染色(TUNEL)法及流式

细胞仪技术研究Pae在体外对大肠癌HT-29细胞

的增殖抑制及凋亡诱导作用, 通过免疫细胞化

学技术检测用药前后凋亡相关基因Bcl-2、Bax
及P53表达的变化, 以探索Pae对大肠癌细胞杀

伤作用的可能机制, 为Pae的临床应用提供理论

和实验依据. 
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1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌HT-29细胞株购自中南大学

肿瘤研究所. Pae购自上海第一制药厂(5 g/L), 
用RPMI1640培养液稀释成终浓度为3.91-250 
mg/L(临用前); RPMI 1640培养基(美国Gibco公
司); 小牛血清(杭州四季青生物材料研究所); 四
噻唑蓝(MTT)、丫啶橙(AO)、溴化乙啶(EB)(美
国Sigma公司)均用pH为7.4的的PBS溶解, 过
滤除菌, 置棕色小瓶中4℃冰箱保存; 二甲基亚

砜(DMSO)(Sigma公司); TUNEL试剂盒、鼠抗

Bcl-2、Bax和P53  mAb及SP试剂盒(北京中山生

物技术有限公司). CO2培养箱(美国HARIS公司); 
酶标仪(美国BIO-TEK公司); 医用超净工作台

(北京半导体设备一厂); 流式细胞仪(美国贝克

曼库尔特公司); 低温高速离心机(Heraeus); 倒置

显微镜及荧光显微镜(日本Olympus公司). 
1.2 方法 
将H T-29细胞培养在含100 m L/L小牛血清的

RPMI 1640培养液中, 加入青霉素100 U/L、链

霉素100 mg/L, 置37℃、50 mL/L CO2培养箱内

培养, 每3-4 d用2.5 g/L胰酶消化传代一次, 取对

数生长期细胞用于实验. 
1.2.1 Pae抑制细胞增殖: MTT法参照文献[2]取对

数生长期的HT-29细胞以5×107/L, 每孔0.2 mL, 
接种于96孔培养板中, 24 h细胞贴壁生长后分

为实验组和对照组, 实验组分别加入不同浓度

的Pae(浓度分别为3.91, 7.81, 15.63, 31.25, 62.5, 
125, 250 mg/L), 每组设5个复孔, 对照组加入等

量培养液. 连续培养24, 48, 72, 96 h, 根据细胞生

长情况, 每天换液1次, 分别于24, 48, 72及96 h每
次实验结束前4 h每孔加入20 μL MTT液(5 g/L)
显色, 继续培养4 h, 弃上清液, 然后每孔加200 
μL DMSO, 振荡10 min, 用酶标仪测定570 nm处

各孔的吸光度值. 药物对细胞增殖抑制率的计

算方法为: 抑制率 = (1-实验组平均A值/对照组

平均A值)×100%. 
1.2.2 Pae诱导细胞凋亡: 倒置显微镜下观察, 取
对数生长期HT-29细胞消化传代并延续培养24 h
后换含不同浓度Pae的培养液培养, 倒置显微镜

下连续性动态观察细胞生长情况. 
HE染色: 将细胞涂片用冷丙酮4℃固定20 

min, 自然凉干, 水化后用5 mg/L TritonX-100 
PBS处理10 min, 水化后Gill苏木精染2 min, 10 
mL/L盐酸乙醇1 s, 42℃温水蓝化10 min, 伊红染

2 s, 常规脱水封片后光镜下观察形态学变化. 
AO/EB双荧光染色法[3]: 将HT-29细胞以108/L, 
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■相关报道
研究表明, 丹皮酚
(Pae)具有一定的
抗肿瘤活性, 在体
外对多种肿瘤细
胞株增殖有抑制
作用, 但对大肠癌
的增殖抑制、凋
亡诱导作用及其
对凋亡相关基因
表达的影响在国
内外还未见报道.
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共3 mL铺入培养瓶中, 37℃孵育, 待细胞贴壁生

长. 另加各浓度Pae(15.63, 62.5, 250 mg/L)3 mL, 
孵育48 h. 洗下瓶内细胞制成单细胞悬液, 加入

终浓度均为100 mg/L的AO和EB, 充分混匀, 取
细胞悬液4 μL滴于玻片上, 在荧光显微镜下观

察、拍照.  
透射电镜观察: 于实验及对照组细胞培养

瓶中加入25 g/L戊二醛, 置4℃冰箱中过夜, 用细

胞刮轻刮细胞, 离心, 10 g/L锇酸固定, 常规包

埋, 制成超薄切片, 电镜下观察细胞超微结构的

特征. 
T U N E L法检测细胞凋亡:  H T-29细胞按

108/L密度接种于预先置有消毒盖玻片的6孔培

养板中, 待其贴壁后加入各浓度Pae(15.63, 62.5, 
250 mg/L), 对照组加入等量培养液, 48 h后取出

盖玻片, 40 g/L多聚甲醛固定, PBS洗涤, 30 mL/L
过氧化氢-甲醛处理, 预冷的1 mg/L TritonX-100
处理, PBS洗涤, 其余步骤严格按试剂盒说明进

行. 光镜下观测、凋亡细胞计数, 并计算凋亡指

数 (apoptosis index, AI). AI计算方法为: 在光镜

下, 胞核染色呈棕褐色的细胞被判为凋亡细胞, 
随机选取5个高倍镜(×200)视野, 每个视野计数

200个细胞, 分别计数凋亡细胞数和总细胞数.  
AI = 凋亡细胞数/总细胞数×100%. 

流式细胞仪检测细胞周期: 消化收集各实

验组(Pae浓度分别为15.63, 62.5, 250 mg/L)及对

照组培养48 h的细胞, 1000 r/min离心5 min, PBS
漂洗, 200目滤网过滤, 调整单细胞悬液浓度为1
×109/L. 700 mL/L预冷乙醇固定, 加入RNase及
PI染色30 min, 上机检测细胞周期.  
1.2.3 凋亡相关基因Bcl-2 , Bax 及P53 的检测: 细
胞爬片及实验分组方法同TUNEL法, 48 h后倒去

孔内培养液, PBS洗2次, 每次3 min; 体积分数为

950 mL/L乙醇固定15-30 min; PBS洗2-3次; 将爬

片置于湿盒内, 滴加一抗(Bcl-2, Bax及P53抗体), 
37℃孵育箱中孵育30-60 min; PBS洗2-3次, 每次

3 min; 其余步骤按SP试剂盒操作说明进行. 判断

结果: 每张玻片在40×10高倍显微镜下观察, 细
胞染色呈棕褐色被判为阳性细胞,不染为阴性细

胞. 凋亡相关基因蛋白Bcl-2, Bax及其免疫反应

阳性物质定位于胞质和胞膜, P53阳性物质定位

于胞核. 每个视野下分别计算: 表达率(%) = (阳
性细胞数/细胞总数)×100%, 每张涂片观察5个
视野. 

统计学处理 使用SPSS10.0统计软件. 实验

数据以mean±SD表示, 完全随机分组实验所得

数据的计量资料采用方差分析、t检验, 完全随

机分组实验所得数据的计数资料和率的比较采

用χ2检验. 

2  结果

2.1 P a e对H T-29细胞增殖的抑制作用 P a e在
7.81-250 mg/L浓度范围内对HT-29细胞的增殖

均有抑制作用, 药物浓度越高, 作用时间越长, 
其抑制作用越强, 呈现明显的剂量依赖效应关

系和时间依赖效应关系(表1). 
2.2 Pae对HT-29细胞凋亡的诱导作用 倒置显微

镜下观察: 对照组细胞生长旺盛, 呈高折光率, 
胞体大, 随时间延长变化不大. Pae组细胞增殖减

慢, 随着药物浓度增大和时间延长, 细胞逐渐变

小、折光率减弱, 部分脱落漂浮于培养瓶中, 但
细胞膜完整, 最后裂解. Pae浓度越高, 作用时间

越长, 上述表现越明显, 漂浮细胞越多. 250 mg/L 
Pae组除见少数圆形细胞外,可见大量悬浮的细

胞碎片. 
HE染色: 对照组正常细胞核均匀着色呈淡

表 1 丹皮酚对HT-29细胞增殖的影响

     
                     24 h                                         48 h                                           72 h                                       96 h               

                             A 值           抑制率(％)               A 值          抑制率(％)              A 值         抑制率(％)             A 值        抑制率(％)

0                0.859±0.028          －         1.073±0.021         －          1.388±0.024         －        1.595±0.019        －   

3.91           0.817±0.024        4.889      1.041±0.031        2.982     1.341±0.033       3.386    1.457±0.024a     8.652

7.81           0.751±0.030b     12.573      0.871±0.013b     18.826     1.084±0.025b    21.902    1.026±0.014b    35.673

15.63         0.599±0.023b     30.325      0.575±0.026b     46.412     0.570±0.017b    58.934    0.497±0.031b    68.840

31.25         0.439±0.016b     48.803      0.423±0.018b     60.578     0.386±0.030b    72.190    0.323±0.018b    79.749

62.5           0.329±0.025b     61.622      0.317±0.014b     70.456     0.305±0.023b    78.025    0.278±0.024b    82.571

125            0.252±0.014b     70.676      0.227±0.025b     78.844     0.201±0.014b    85.518    0.167±0.016b    89.529

250            0.225±0.025b     73.806      0.202±0.016b     81.174     0.171±0.019b    87.680    0.130±0.025b    91.849

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae.

Pae(mg/L)

■创新盘点
丹皮酚作用于大
肠癌HT-29细胞的
作用机制与诱导
该细胞株凋亡, 及
影响其细胞周期
分布有关, 同时提
示Pae在应用时若
能合用对S期敏感
的药物可能有助
于提高抗肿瘤的
疗效.
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蓝色或蓝色, 未见凋亡小体. 31.25-250 mg/L浓度

范围Pae组出现较多的细胞凋亡, 表现为细胞体

积缩小、核固缩、碎裂、深染, 部分裂解形成

凋亡小体. 另可见肿胀的坏死细胞, 细胞膜的连

续性破坏, 核染成很淡的蓝色甚至蓝色消失. 
AO/EB双荧光染色法: 经不同浓度Pae处理

48 h后, 大肠癌细胞表现出凋亡细胞的特征性形

态变化: 细胞体积缩小, 胞核固缩染色质凝聚、

破裂, 核断裂形成凋亡小体等, 部分细胞被染成

橘红色, 以250 mg/L Pae组最为明显. 而对照组

细胞大小及形态较一致, 胞核较大, 为黄绿色, 
形态正常. 

透射电镜下表现: 实验组凋亡细胞体积变

小, 胞质浓缩, 胞质内空泡增多, 染色质固缩、

边集或碎裂成不规则块状, 细胞器保存较好, 核
膜完整, 还可见有膜包裹且细胞器完整、有细

胞核碎片的凋亡小体. 
TUNEL法: 光镜下观察到实验组凋亡细胞

的棕褐色染色颗粒定位于细胞核内, 染色阳性

的细胞出现细胞核碎裂, 核质固缩, 细胞膜突出

形成质膜小泡等凋亡细胞形态学变化. 经Pae处
理48 h, 大肠癌细胞株HT-29的凋亡细胞数明显

增加, Pae在15.63, 62.5, 250 mg/L 3种浓度浓度

下的AI值分别为8.16±2.24%、15.35±3.07%、

23.70±3.42%, 对照组为3.32±0.41%, 差异均有

显著性(P <0.01), 且A I与P ae浓度呈正相依赖

关系. 
流式细胞仪检测: 不同浓度的P a e作用于

HT-29细胞48 h后, 细胞周期分布发生明显改变, 
表现为S期细胞比例上升, G0/G1期和G2/M期细

胞比例下降(表2), 并出现明显的凋亡峰(图1). 对
照组显示HT-29细胞的自然凋亡率仅2.3%. 两组

结果相比差异均有显著性(P <0.05). 
2.3 Pae对凋亡相关基因Bcl-2 , Bax及P53表达的

影响 Bcl-2蛋白表达: 对照组的Bcl-2蛋白表达水

平最高, 胞质染色细胞数最多并且呈深棕色, Pae
组细胞Bcl-2表达均有下降, 染色阳性细胞减少, 
染色明显变浅, 且与药物浓度呈反比关系, 各组

结果与对照组相比均具有显著性差异(P <0.01). 
Bax蛋白表达: 阳性细胞胞质、胞膜染成深

棕色. Pae组染色阳性细胞数及染色程度与对照

组相比无显著性差异(P >0.05). 
P53蛋白表达: 阳性细胞胞核染成深棕色, 

Pae组细胞胞核染色细胞数减少, 且与药物浓度

呈反比关系, 各组结果与对照组相比有显著性

差异(P <0.01)(表3). 

3  讨论

研究结果表明, Pae具有镇静催眠、解热镇痛、

抗菌消炎、免疫调节、抗氧化及保护心脑血管

等广泛的药理活性[4-5]. 本实验研究发现, Pae在
7.81-250 mg/L 6个浓度下, 对HT-29细胞株的增

殖均有抑制作用, 随着药物浓度的升高和作用

时间的延长, 抑制细胞增殖的作用逐步增强, 呈
现明显的剂量效应及时间效应关系, 提示Pae具
有一定的抗肿瘤活性. 

细胞增殖过盛及通过抑制凋亡促进肿瘤细

胞存活被认为是肿瘤发生、发展的关键[6]. 众
多研究已表明, 细胞凋亡的减少与大肠癌的发

生、发展相关. 抗肿瘤药物对肿瘤细胞作用的

结果有多种,如细胞增殖抑制、分化、凋亡和坏

死. 多种化疗药物均可引起肿瘤细胞凋亡[7]. 通
过诱导凋亡治疗肿瘤是目前的一个热点[8]. 本实

验中Pae作用于大肠癌HT-29细胞, 通过光镜HE
染色及荧光显微镜、透射电镜均可观察到典型

的凋亡细胞形态学改变. TUNEL法发现经Pae处
理后大肠癌细胞的凋亡指数显著提高, 且与Pae
呈剂量依赖关系. 流式细胞仪发现HT-29细胞经

Pae作用后出现了明显的凋亡峰, 250 mg/L Pae
诱导细胞凋亡率达到34.5%, 与对照组显示的自

然凋亡率(2.3%)相比有显著性差异(P <0.01). 细
胞周期分布也发生了明显变化, 表现为S期细胞

比例上升, G0/G1期和G2/M期细胞比例下降, 表
明Pae对HT-29细胞周期分布的影响主要是阻滞
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表 3 Pae对HT-29细胞Bcl-2、Bax及P53基因表达的影响

     
Pae(mg/L)        Bcl-2                    Bax                      P53

0                95.6±4.03       93.2±5.76      90.2±13.04

15.63         89.2±9.21a      94.1±6.07      87.6±10.10a

62.5           80.4±7.89b      92.9±7.05      83.7±9.43b

250            73.1±6.52b      94.3±7.23      77.4±8.22b

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae

表 2 Pae对HT-29细胞周期的影响

     
                                                  细胞周期(％)

                                                        G0/G1          S           G2/M

0                           2.3                 61.3       20.3       18.4

15.63                    7.6b                28.1b      55.8b      16.1a

62.5                    16.2b                50.7b      35.8b      13.5b

250                     34.5b                38.0b      45.6b      16.4a

aP<0.05, bP<0.01 vs  0 mg/L Pae.

Pae(mg/L)            凋亡率

■应用要点
探索丹皮酚对大
肠癌细胞杀伤作
用的可能机制, 为
Pae的临床应用提
供理论和实验依
据, 给大肠癌的治
疗开辟一条新途
径. 
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细胞周期中Ｓ期向G2/M期的转变过程, 减少有

丝分裂, 并引起细胞凋亡. 证实Pae作用于大肠癌

HT-29细胞的作用机制与诱导该细胞株凋亡及

影响其细胞周期分布有关. 同时提示Pae在应用

时若能同时合用对S期敏感的药物可能有助于

提高抗肿瘤的疗效. 
凋亡的过程是程序化的、多基因调控的. 

通过研究其分子调控机制 ,  将对有计划地诱

导肿瘤细胞凋亡产生重要的指导作用[9]. 与细

胞凋亡相关的基因大致有B c l-2 家族、P53 、

Fas、c-myc和k-ras等, 细胞是否进入凋亡通道

取决于这些凋亡相关基因的综合调控结果, 其
中Bcl-2是凋亡调控的中心环节. 在生理和病理

状态下, Bcl-2基因及其蛋白产物都是重要的凋

亡调节因素. 体外实验表明: 当去除了生长因

子后, 正常细胞便逐渐转向凋亡; 而当Bcl-2过
度表达时, 这一凋亡现象便被抑制了[10]. 由此可

见, Bcl-2通过抑制诱导凋亡而使细胞寿命延长, 
细胞堆积, 在肿瘤发生中起始动作用. Bax基因

是转录产物αRNA编码的一种21 kDa蛋白质, 
是近年来新发现的一种凋亡促进基因, 属Bcl-2
同一家族[11]. Bax蛋白的氨基酸序列有21%与

Bcl-2同源. Bax基因的作用与Bcl-2相反, 其单

体以及形成Bax/Bax形式的同源二聚体均有促

凋亡作用. Bax又可与Bcl-2形成异源二聚体, 抑
制后者的功能达到促进凋亡 .  近期研究表明 , 
Bc l-2家族中促凋亡和抗凋亡蛋白之间的平衡

在调节促凋亡因子c-Myc从线粒体的释放起着

重要的作用[12]. Bcl-2/Bax两蛋白之间的比例是

细胞凋亡发生与否的关键因素[13]. 本实验发现, 
Pae能明显下调大肠癌HT-29细胞Bcl-2基因的

表达(P <0.01), 而Bax在Pae作用后与对照组相

比表达率无明显差异(P>0.05), 故可认为经Pae
作用后是通过Bcl-2/Bax比例的下降, 从而诱导

大肠癌细胞的凋亡. 
此外, Bcl-2可改变P53和cdc2及cdk2等细

胞周期蛋白的核-胞质转运. 实验表明Bcl-2与
P53的共表达可以延缓P53诱导的生长停滞 , 
Bcl-2还可和c-Myc协同封闭P53进入核中, 从而

阻断P53诱导的凋亡和生长停滞. 有研究表明

P53直接下调Bcl-2基因的表达, 而Bcl-2能抑制

P53介导的细胞凋亡, 表明P53和Bcl-2共同参与

调节细胞的生存和死亡[14-16]. 该基因发生突变

后则具有促癌作用, 突变型P53蛋白在细胞内

积聚促进细胞转化和增殖, 上调COX-2的表达, 
导致肿瘤发生. 野生型P53蛋白由于其半衰期

短, 代谢不稳定及含量低, 故常规免疫组化难以

检测到; 而突变型P53蛋白构象改变, 半衰期明

显延长(>24 h), 在恶性细胞的核内堆积, 可通过

该法检出. 因此在本研究中检测出的P53蛋白

多为突变型P53基因的表达产物. Pae作用于大

肠癌细胞48 h后, P53及Bcl-2基因的表达与对

照组相比均明显降低(P<0.01), 提示Pae同时下

调P53及Bcl-2基因的表达可能是其诱导HT-29
细胞凋亡的机制之一. 

总之, 本实验研究发现中药Pae在一定的浓

度范围内能显著抑制人大肠癌HT-29细胞的增

殖并诱导其发生凋亡, 具体机制可能与Pae影响

■同行评价
本文立题较新, 层
次 分 明 ,  方 法 合
理, 具有一定的临
床指导价值. 

图 1 各组凋亡率的检测. A: 对照组; B: 15.63 mg/L Pae; C: 62.5 mg/L Pae组; D: 250 mg/L Pae组.
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HT-29细胞的细胞周期分布、下调Bcl-2/Bax的
比例及P53基因的表达有关. 
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韩新巍教授, 郑州大学第一附属医院放射科; 匡安仁教授, 四川大学华西医院核医学科. (总编辑: 马连生 
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