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摘要：　 目的　 研究二氯乙腈（ＤＣＡＮ）对人肝肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的作用及其机制。 　 方法　 用二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）溶
解 ＤＣＡＮ，以 ＤＭＳＯ 处理的 ＨｅｐＧ２ 细胞作为对照组， ５０ 和 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＣＡＮ 处理的 ＨｅｐＧ２ 细胞作为处理组，采用 Ｃｅｌｌ
Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ－８（ＣＣＫ－８）试剂盒检测细胞活力，流式细胞术（ＦＣＭ）检测细胞周期分布情况，Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双标记法

测定细胞凋亡率；荧光测定法检测 ＨｅｐＧ２ 细胞内天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶－３（ｃａｓｐａｓｅ－３）活性。 　 结果　 ＤＣＡＮ
处理浓度和处理时间存在交互效应（Ｐ＜０􀆰 ００１），与对照组比较，ＤＣＡＮ 可明显抑制 ＨｅｐＧ２ 增殖，呈现时间和剂量效应（Ｐ＜
０􀆰 ０５）；与对照组比较，８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 处理组 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期比例明显减少，Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例明显增加；ＤＣＡＮ 诱导的

ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡随着浓度的增加而增加，呈剂量－效应关系，回归方程为 ｙ^ ＝ ０􀆰 ０３１ｘ＋５［决定系数（Ｒ２）＝ ０􀆰 ９１５，Ｆ＝ ６４􀆰 ７８２，
Ｐ＜０􀆰 ００１］；ＤＣＡＮ 诱导的 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性随着处理浓度的增加而增加，呈剂量－效应关系，回归方程为 ｙ^ ＝
０􀆰 ００１ ６ｘ＋１（Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００，Ｆ＝ ２１ ２６６􀆰 ０６４，Ｐ＜０􀆰 ００１）。 　 结论　 ＤＣＡＮ 可抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖并诱导细胞凋亡，其机制可能

与 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞阻滞、抑制 ＲＮＡ 和蛋白质的合成并激活细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 凋亡途径有关。
关键词：　 二氯乙腈； 人肝肿瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞； ｃａｓｐａｓｅ－３； 细胞凋亡
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Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
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Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｄｏｎｇｇｕａｎ， Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ５２３８０８， Ｃｈｉｎａ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＬＵＯ Ｈａｏ， Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｈｌｈ４２６＠ １６３．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （ＤＣＡＮ） ａｎｄ ｉｔｓ
ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ （ＤＭＳＯ）－ｔｒｅａｔｅｄ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ａｎｄ ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ－ｔｒｅａｔｅｄ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｓｅｒｖｅｄ ａｓ ｔｈｅ ＤＣＡＮ－ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐｓ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
Ｃｅｌｌ Ｃｏｕｎｔｉｎｇ Ｋｉｔ－８ （ＣＣＫ－８ ） ． Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｗｉｔｈ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ－ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏ⁃
ｃｙａｎａｔｅ ／ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ （ＦＩＴＣ ／ ＰＩ） ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ－３ ｉｎ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏ⁃
ｒｏｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ ａｓｓａｙ． 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ＤＣＡＮ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｔｉｍｅ （Ｐ＜０．００１） ．
ＤＣＡＮ ｃｏｕｌｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ－ ａｎｄ ｔｉｍｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ （Ｐ＜０．０５） ． Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ０ ／ Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ－ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｉｎ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ ＤＣＡＮ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ａｐ⁃

ｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ， ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｙ^ ＝ ０．０３１ｘ＋５ （Ｒ２ ＝ ０．９１５， Ｆ
＝ ６４．７８２， Ｐ＜０．００１）， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｃａｓｐａｓｅ ３ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｗａｓ ａｌｓｏ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ， ｗｉｔｈ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｙ^ ＝
０．００１６ｘ＋１ （Ｒ２ ＝ １．０００，Ｆ＝ ２１，２６６．０６４，Ｐ＜０．００１） ． 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＤＣＡＮ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎ⁃
ｄｕｃｅ ｔｈｅｉｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｒｒｅｓｔ ｏｆ Ｇ２ ／ Ｍ ｐｈａｓｅ， ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｃａｓｐａｓｅ－３ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ； ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏｍａ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ； ｃａｓｐａｓｅ－３； ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 近年来，由于替代消毒剂的单独或联合使用，使得

饮水中不断检出高致癌和致突变特性的二甲基亚硝
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胺、卤代腈（氰）等含氮消毒副产物，此类消毒副产物

成为该领域关注的热点。 二氯乙腈（ ｄｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｏｎｉ⁃
ｔｒｉｌｅ， ＤＣＡＮ）是饮水氯化消毒过程中产生的一种含量

最高的卤乙腈，具有极强的细胞毒性和遗传毒性［１］。
但迄今为止，关于 ＤＣＡＮ 的毒性试验资料仍较有限。
现有的研究表明，ＤＣＡＮ 能引起细胞 ＤＮＡ 损伤、促进

３５１１实用预防医学 ２０１８ 年 １０ 月 第 ２５ 卷 第 １０ 期　 Ｐｒａｃｔ Ｐｒｅｖ Ｍｅｄ， Ｏｃｔ． ２０１８， Ｖｏｌ． ２５， Ｎｏ．１０



细胞凋亡［２－４］，但相关作用机制仍未阐明。 ＤＣＡＮ 能

否通过改变细胞周期的分布情况，进而促进细胞凋亡

目前尚不清楚。 本研究以体外培养的人肝肿瘤细胞

（ＨｅｐＧ２ 细胞）为研究对象，以 ＤＣＡＮ 为受试物，主要

应用 ＤＣＡＮ 染毒、流式细胞术、荧光测定技术等，检测

ＤＣＡＮ 对细胞凋亡的影响并探讨其的可能机制，旨在

为阐明 ＤＣＡＮ 的细胞毒性提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞株、主要试剂与仪器 　 细胞株：人肝肿瘤

ＨｅｐＧ２ 细胞株由广东医科大学中美肿瘤研究所惠赠。
试剂：ＤＣＡＮ（纯度＞９８％）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（Ｓｉｇ⁃
ｍａ，美国），１６４０ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国），胎牛血清（Ｈｙ⁃
ｃｌｏｎｅ，美国），碘化丙啶和 ＲＮａｓｅＡ （ Ｓｏｌａｒｂｉｏ，上海），
ＣＣＫ－８ 细胞计数试剂盒和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ， ＦＩＴＣ 凋亡检测

试剂盒（ＤＯＪＩＮＤＯ，日本）， ｃａｓｐａｓｅ － ３ 酶检测试剂盒

（Ａｂｃａｍ，美国）。 仪器：ＣＯ２ 培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ，德国），多
功能酶标仪 （ ＳｙｎｅｒｇｙＴＭ ＨＴ Ｍｕ ｌｔ － ｉＭｏｄｅＭ ｉｃｒｏｐｌａｔｅ
Ｒｅａｄｅｒ， ＢｉｏＴｅｋ Ｉｎｓｔｒｕｍ ｅｎｔｓ，美国），流式细胞仪（ＢＤ，
美国）。 配制 ＤＣＡＮ 染毒溶液：用 ＤＭＳＯ 溶解 ＤＣＡＮ，
含有 １０％胎牛血清的高糖 １６４０ 培养基稀释到所需的

浓度，现配现用。
１􀆰 ２　 细胞培养 　 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于高糖 １６４０ 培养

基（含 １０％的胎牛血清、１００ μｇ ／ ｍｌ 链霉素和 １００ Ｕ ／ ｍｌ
青霉素），置于 ３７ ℃，５％ＣＯ２ 和 １００％湿度的恒温培养

箱中培养，每 ２～３ ｄ 传代 １ 次，待细胞长到对数生长期

时进行实验。
１􀆰 ３　 细胞活力及细胞增殖实验 　 根据预实验结果，
选择细胞染毒后存活力高、低的 ＤＣＡＮ 浓度进行实

验，即 ５０ 和 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ，同时以 １ ｍｌ ／ Ｌ ＤＭＳＯ
为溶剂对照组。 使用 ＣＣＫ－８ 法进行试验，调整 ＨｅｐＧ２
细胞密度为 ５×１０３ 个 ／孔接种在 ９６ 孔板中，培养 ２４ ｈ
后倒掉培养基， 用 ＰＢＳ 洗 ２ 次， 分别加入 ＤＭＳＯ
（１ ｍｌ ／ Ｌ，溶剂对照）、 ５０、 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 染毒，
２００ μｌ ／孔，每个剂量同时设 ５ 个复孔，分别培养 ２４、
４８、７２ ｈ 后，弃去培养液，每孔加 １００ μｌ 新鲜的 １６４０
培养基和 １０ μｌ ＣＣＫ－８ 试剂，３７ ℃内孵育 １ ｈ，采用全

自动酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定各孔吸光度（Ａ）值。
细胞活力（％）＝ Ａ实验组 ／ ＡＤＭＳＯ组×１００％，实验重复 ３ 次。
１􀆰 ４　 细胞周期测定　 参照文献［５］测定细胞周期。 调

整 ＨｅｐＧ２ 细胞密度以 ３×１０５ 个 ／孔接种于 ６ 孔板，待
细胞贴壁后，吸去原培养基，每孔加入 ２ ｍｌ 不含血清

的 １６４０ 培养基进行饥饿培养 ２４ ｈ 后，分别给予 ＤＭＳＯ
（１ ｍｌ ／ Ｌ，溶剂对照）、５０、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 进行染毒

２４ ｈ，胰酶消化，１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清；
４ ℃预冷的 ＰＢＳ １ ｍｌ 洗两次。 加入－２０ ℃预冷的 ７０％
的乙 醇 １ ｍｌ， 打 匀 细 胞， ４ ℃ 固 定 过 夜。 ４ ℃，
１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃上清，加入预冷的 ０􀆰 １％
Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ－１００ 溶液 １ ｍｌ，混匀，４ ℃，１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，弃上清，重复 １ 次。 加入 ＲＮａｓｅＡ（终浓度

２００ μｇ ／ ｍｌ）于 ３７ ℃孵育 ３０ ｍｉｍ，冰浴终止酶作用；再
加入 １ ｍｌ 用 ＰＢＳ 配置的 ＰＩ（终浓度 ５０ μｇ ／ ｍｌ），３７ ℃
避光孵育 ３０ ｍｉｍ，上流式细胞仪检测，实验重复 ３ 次，
采用细胞周期分析软件分析数据。
１􀆰 ５　 细胞凋亡测定 　 参照文献［６］ 进行细胞凋亡测

定。 调整 ＨｅｐＧ２ 细胞密度以 ３×１０５ 个 ／孔接种于 ６ 孔

板，待细胞贴壁后，吸去原培养基，分别加入 ＤＭＳＯ、
５０、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 进行染毒 ２４ ｈ 后吸去培养基，
用 ＰＢＳ 洗两次，胰酶消化，１ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
弃上清；ＰＢＳ 洗涤细胞 ２ 次；加入预先配好的 １×Ａｎ⁃
ｎｅｘｉｎ Ｖ Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ５００ μｌ 制成细胞悬液；取上述

细胞悬液 １００ μｌ，加入新的离心管，向细胞悬液加入

５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ， ＦＩＴＣ 结合物，再加入 ５ μｌ 的 ＰＩ Ｓｏｌｕ⁃
ｔｉｏｎ，室温下避光培养 １５ ｍｉｎ，加入 ４００ μｌ １×Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
Ｂｉｎｄｉｎｇ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ，１ ｈ 内上流式细胞仪检测（激发波长

４８８ ｎｍ，发射波长 ５３０ ｎｍ），实验重复 ３ 次。
１􀆰 ６　 Ｃａｓｐａｓｅ － ３ 酶 活 性 检 测 　 参照文献［６］ 检测

ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性。 ＤＣＡＮ 作用于 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈ 后，
胰酶消化后收集 ２×１０６ 个细胞，加入 ５０ μｌ 的细胞裂解

液重悬并混匀细胞，冰上孵育 １０ ｍｉｎ，转入黑色 ９６ 孔

酶标板，设 ３ 个复孔，每孔加入 ２×反应缓冲液５０ μｌ和
ＤＥＶＤ－ＡＦＣ ５ μｌ，３７ ℃培养箱中孵育 １～２ ｈ，采用多功

能酶标仪，以 ４００ ｎｍ 作为激发光波长，５０５ ｎｍ作为发

射光波长，检测荧光发光值，实验重复 ３ 次。
１􀆰 ７　 统计学分析 　 采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 软件进行统计分

析。 实验数据以（􀭰ｘ±ｓ）表示，ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增

殖能力影响采用两因素析因设计资料方差分析；多组

间比较用单因素方差分析，总体比较有差异后，各实验

组与溶剂对照组间比较用 Ｄｕｎｎｅｔｔ－ｔ 检验，采用一元线

性回归分析 ＤＣＡＮ 对细胞凋亡及 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性指

标的剂量－效应关系， Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力的影响　 分别使

用 ＤＭＳＯ、５０、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 处理 ＨｅｐＧ２ 细胞，作
用 ２４、４８ 及 ７２ ｈ 后，方差分析结果显示，不同 ＤＣＡＮ
处理组的细胞增殖能力差异有统计学意义 （ Ｆ ＝
６７２􀆰 ０７３，Ｐ＜０􀆰 ００１）；不同处理时间细胞增殖能力比
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较，差异有统计学意义（Ｆ＝ １８􀆰 ９５４，Ｐ＜０􀆰 ００１）；处理浓

度和处理时间存在交互效应（Ｆ ＝ １６􀆰 ０１２，Ｐ＜０􀆰 ００１）。
与对照组比较，各剂量 ＤＣＡＮ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞活力明显

受到抑制，呈剂量、时间－效应关系（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 １。
因 ＤＣＡＮ 处理 ＨｅｐＧ２ 细胞 ４８ 及 ７２ ｈ 时，高剂量组的

细胞活性过低，本研究最终选择 ＤＣＡＮ 处理 ＨｅｐＧ２ 细

胞 ２４ ｈ 作为后续研究。
表 １　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖能力的影响（％，􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）

组别
ＤＣＡＮ 剂量

（μｍｏｌ ／ Ｌ）

处理时间（ｈ）

２４ ４８ ７２

ＤＭＳＯ 对照组 ０ １００􀆰 ００±０􀆰 ２５ １００􀆰 １５±０􀆰 ９１ １００􀆰 ４０±０􀆰 ３６

ＤＣＡＮ 处理组 １ ５０ ９０􀆰 ６４±１􀆰 ３４∗ ９０􀆰 ７３±３􀆰 ７２∗ ８８􀆰 ４９±２􀆰 ５５∗

ＤＣＡＮ 处理组 ２ ８００ ４８􀆰 ６３±２􀆰 ４１∗＃ ３２􀆰 ５６±３􀆰 １７∗＃ ２５􀆰 ６７±０􀆰 ８９∗＃

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 处理组比较，＃ Ｐ
＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ２　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞周期的影响 　 染毒 ２４ ｈ
后，与 ＤＭＳＯ 对照组相比， ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＣＡＮ 处理

ＨｅｐＧ２ 细胞后，细胞周期未显示变化，而 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＣＡＮ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例明显减少，
Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞明显增加（Ｐ＜０􀆰 ０５），提示 ＨｅｐＧ２ 细胞发

生 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞，见表 ２。
表 ２　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞周期的影响（％，􀭰ｘ±ｓ，ｎ＝ ３）

组别
ＤＣＡＮ 剂量

（μｍｏｌ ／ Ｌ）

细胞周期

Ｇ１ 期 Ｓ 期 Ｇ２ 期

ＤＭＳＯ 对照组 ０ ５４􀆰 ６７±０􀆰 ２９ ２７􀆰 ２±０􀆰 １７ １８􀆰 １３±０􀆰 ４６

ＤＣＡＮ 处理组 １ ５０ ５５􀆰 ２０±４􀆰 ６５ ２８􀆰 ３７±２􀆰 ７２ １６􀆰 ４７±１􀆰 ９６

ＤＣＡＮ 处理组 ２ ８００ １９􀆰 １７±２􀆰 ４０∗ ２８􀆰 ４７±２􀆰 ５５ ５２􀆰 ３７±２􀆰 ５５∗

　 　 注：与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

２􀆰 ３　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响　 ＤＣＡＮ 作用

ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈ 后，ＤＭＳＯ 对照组和 ５０、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＤＣＡＮ 组细胞凋亡率分别为 （ １０􀆰 ７０ ± １􀆰 ３５）％、
（１３􀆰 ９３±０􀆰 ８１）％、（２６􀆰 ００±３􀆰 ６８）％，与对照组比较，当
剂量增加到 ８００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），提示高剂量的 ＤＣＡＮ 可诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞发生

凋亡。 以 ＤＭＳＯ 对照组和 ２ 个 ＤＣＡＮ 处理组的细胞凋

亡率数据进行一元线性回归分析，结果显示：回归方程

为 ｙ^ ＝ ０􀆰 ０３１ｘ＋５（ ｙ^ 为细胞凋亡率，ｘ 为 ＤＣＡＮ 处理浓

度），Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９１５，Ｆ ＝ ６４􀆰 ７８２，Ｐ＜０􀆰 ００１，回归方程成立。
对回归系统进行检验，结果显示：ｔ ＝ ８􀆰 ０４９，Ｐ＜０􀆰 ００１，
提示 ＤＣＡＮ 组细胞凋亡率随着剂量的增加而增加，呈
剂量－反应关系。
２􀆰 ４　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性影响

　 染毒 ２４ ｈ 后，与 ＤＭＳＯ 对照组比较，５０、８００ μｍｏｌ ／ Ｌ
ＤＣＡＮ 处理组的 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性明显

增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见图 １。 以 ＤＭＳＯ

对照组和 ２ 个 ＤＣＡＮ 处理组的细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活

性数据进行一元线性回归分析，结果显示：回归方程为

ｙ^ ＝ ０􀆰 ００１ ６ｘ＋１（ｙ^ 为 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性，
ｘ 为 ＤＣＡＮ 处理浓度），Ｒ２ ＝ １􀆰 ０００，Ｆ ＝ ２１ ２６６􀆰 ０６４，Ｐ＜
０􀆰 ００１，回归方程成立。 对回归系统进行检验，结果显

示：ｔ＝ ２１０􀆰 ０１４，Ｐ＜０􀆰 ００１，提示 ＤＣＡＮ 组 ＨｅｐＧ２ 细胞

内 ｃａｓｐａｓｅ－３ 酶活性随着 ＤＣＡＮ 浓度的增加而增加，
呈剂量－反应关系。

图 １　 ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｃａｓｐａｓｅ ３ 酶活性的影响

３　 讨　 论

ＤＣＡＮ 是饮水氯化消毒过程中产生的一种含量最

高的 ＨＡＮｓ，环境中的 ＤＣＡＮ 可通过呼吸道、消化道和

皮肤进入体内，对人及动物表现出极强的遗传毒性和

致突变性。 现有的研究表明，用含有余氯的水喂养大

鼠后，其肠道能生成 ＤＣＡＮ，同时 ＤＣＡＮ 对大小鼠的肝

脏和其他器官产生影响［２］。 而细胞实验证实，ＤＣＡＮ
具有抑制细胞生长和促进细胞凋亡的作用［３－４］。 本研

究结果显示，ＤＣＡＮ 可诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞 Ｇ２ ／ Ｍ 期阻滞。
细胞周期的异常是肿瘤的重要特征，正常细胞在 ＤＮＡ
损伤之后可以使细胞周期暂停以获得机会修复异常的

ＤＮＡ，藉此维持基因组的完整性［５］。 外源性化合物所

致的 ＤＮＡ 损伤可导致细胞周期发生 Ｇ１ 期或（和）Ｇ２

期阻滞或延迟，以免损伤的 ＤＮＡ 复制或传给子代细

胞，而当 ＤＮＡ 损伤超过细胞耐受极限时，可阻断细胞

增殖周期甚至引起凋亡，最终导致死亡。 本研究发现，
ＤＣＡＮ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞的生长抑制呈时间和剂量依赖

关系，随着 ＤＣＡＮ 浓度升高，细胞凋亡率逐渐增加，
Ｇ０ ／ Ｇ１ 期细胞比例不断减少，而 Ｇ２ ／ Ｍ 期细胞比例亦

不断增加，提示 ＤＣＡＮ 可通过抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞内 ＤＮＡ
复制，阻断细胞分裂，从而起到抑制细胞增殖作用。

Ｃａｓｐａｓｅ 家族是直接导致凋亡细胞解体的蛋白酶

系统， 在 细 胞 凋 亡 机 制 网 络 中 居 中 心 地 位［６－７］。
Ｃａｓｐａｓｅ 依赖的凋亡途径可通过激活外源性和内源性

两条途径得以实现，其中外源性途径主要通过死亡受

体激活 ｃａｓｐａｓｅ－８ 活性，而内源性途径则主要通过细

胞色素 Ｃ 与凋亡酶激活因子形成的寡聚体激活

ｃａｓｐａｓｅ － ９ 活性［８］ 。无论是 ｃａｓｐａｓｅ － ８ 酶 活 性 还 是
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