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　 　 【摘要】 　 目的　 探究 卡介苗对膀胱肿瘤细胞及代谢产物的作用和影响，对卡介苗治疗膀胱肿瘤细胞的可能

机制进行初步的探索。 方法　 通过膀胱灌注 Ｎ⁃甲基亚硝基脲（ＭＮＵ）诱导并建立大鼠的膀胱肿瘤模型，将膀胱肿

瘤细胞和正常移行上皮细胞进行原代培养。 按照培养液的不同成分将其分为 ５ 组，利用酶联免疫吸附试验

（ＥＬＩＳＡ）法检测各组细胞上清液中的肿瘤坏死因子⁃α（ ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素⁃１０ （ ＩＬ⁃１０）的浓度。 利用噻唑蓝

（ＭＴＴ）法测定卡介苗抑制肿瘤细胞生长的药物浓度。 利用末端脱氧核苷酸转移酶介导缺口末端标记法（ＴＵＮＥＬ）
检测细胞凋亡情况。 结果　 在灌注的 １５ 只大鼠中，２ 只大鼠在灌注 ２ 次后死亡，３ 只大鼠灌注 ３ 次后死亡，解剖死

亡大鼠均未发现明显的肿瘤。 再对其余 １０ 只大鼠完成膀胱灌注后，其中 ８ 只大鼠解剖后发现有明显的肿瘤。 ＭＴＴ
结果显示：卡介苗对膀胱肿瘤细胞的生长具有抑制作用，其抑制率与卡介苗的浓度呈现正相关。 ＥＬＩＳＡ 检测各组

细胞上清液中 ＴＮＦ⁃α 浓度在 Ｂ 组为（１６０􀆰 ６５４ ± ５􀆰 ７７５） ｎｇ ／ Ｌ，Ｄ 组为（１２４􀆰 ４４３ ± ４􀆰 ９７２） ｎｇ ／ Ｌ 的浓度，与其他三组

相比差异有显著性；ＩＬ⁃１０ 浓度在 Ｂ 组为（１６􀆰 ９７３ ± ３􀆰 ４２８） ｎｇ ／ Ｌ，Ｅ 组为（２０􀆰 ３２７ ± ２􀆰 ７２１） ｎｇ ／ Ｌ，蛋白水平明显高于

其他三组。 各组细胞均未发现细胞凋亡。 对原代膀胱肿瘤细胞的鉴定显示：利用 ＨＥ 染色可发现肿瘤细胞的细胞

核体积增大，核浆比增高，有的可发现细胞核仁数目增加，有的细胞核呈现墨水滴样，核仁比较明显。 结论　 卡介

苗对大鼠膀胱肿瘤细胞的增长具有抑制作用，没有发生细胞凋亡，且肿瘤细胞自身分泌的 ＩＬ⁃１０、ＴＮＦ⁃α 可以参与

调节。
【关键词】 　 卡介苗；膀胱肿瘤细胞；ＩＬ⁃１０；ＴＮＦ⁃α
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　 　 膀胱癌发病率在全部肿瘤发病率中占到第八

位，是位居第二的男性泌尿生殖系统肿瘤，仅次于

前列腺癌，占全部恶性肿瘤的 ３􀆰 ２％ 。 在我国，膀胱

癌在男性泌尿生殖系统肿瘤中，其发病率和死亡率

均居首位，严重威胁我国人民的生命身体健康［１］，
且膀胱肿瘤具有高复发性。 大量研究证实膀胱恶

性肿瘤术后给予药物膀胱灌注治疗可以有效降低

膀胱 恶 性 肿 瘤 的 复 发 率； 而 卡 介 苗 （ ｂａｃｉｌｌｕｓ
Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕéｒｉｎ，ＢＣＧ）在目前所有的膀胱癌灌注药

物中被认为是术后预防复发的最佳药物之一。 卡

介苗可以使肿瘤复发率降低 ２０％ ～ ６５％ ，平均可

达 ４０％左右。 国际上的一些专家将卡介苗膀胱灌

注治疗称为原位癌灌注治疗中的“金标准”，但是卡

介苗对肿瘤细胞的作用机制尚不明确［２］。 本实验

目的就是要探究卡介苗对膀胱肿瘤细胞及其代谢

产物的作用影响。 通过 Ｎ⁃甲基亚硝基脲（ＭＮＵ）诱
导并建立了大鼠膀胱肿瘤模型，将膀胱肿瘤细胞和

正常移行上皮细胞进行原代培养，按照培养液的不

同成分将其分为 ５ 组，然后运用各种检测方法测定

各种指标的浓度，以此来了解卡介苗对肿瘤细胞及

其代谢产物产生的作用和影响，从而进一步探索卡

介苗对治疗肿瘤细胞的作用机制。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 实验动物

ＳＰＦ 级 ＳＤ 雄性 ８ 周龄大鼠 １５ 只，体重 １９０ ～
２１０ ｇ，由济南朋悦实验动物繁育有限公司提供

［ＳＣＸＫ （鲁） ２０１４ － ０００７］，按实验动物使用的 ３Ｒ
原则给予人道主义关怀。
１􀆰 ２　 主要试剂与仪器

卡介苗（ＢＣＧ） （赛诺菲巴斯德，法国）；Ｎ⁃甲基

亚硝 基 脲 （ ＭＮＵ） （ Ｓｉｇｍａ， 美 国 ）； 二 甲 基 亚 砜

（ＤＭＳＯ） （ Ｓｉｇｍａ，美国）；噻唑蓝（ＭＴＴ） （ Ｓｉｇｍａ，美
国）；Ⅳ型胶原酶、胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ，美国）；１６４０ 培

养液、胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ，美国）；ＰＢＳ（北京索莱宝

科技有限公司，中国）；大鼠 ＴＮＦ⁃α ＥＬＩＳＡ 试剂盒

（北京欣博盛生物科技有限公司，中国）；大鼠 ＩＬ⁃１０
ＥＬＩＳＡ 试剂盒（北京欣博盛生物科技有限公司，中
国）。

大鼠膀胱癌细胞株 ＢＩＵ⁃８７（购自上海细胞库）、
０􀆰 ２５％胰蛋白酶、ＭＴＴ 溶液（５ ｍＬ ／ ｍＬ），封闭液、固
定液、通透液和工作液等，需新鲜配制。

倒置显微镜、荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ，日本）；超
净工作台 （大连瑞欣公司， 中国）； 细胞培养箱

（Ｂｌｎｄｅｒ，德国）；酶标仪（Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ，美国）；低温离心

机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；电子天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ，德国）。
１􀆰 ３　 实验方法

将大鼠固定在手术台，在常规麻醉、消毒和导

尿后，对大鼠进行膀胱灌注浓度为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 的

ＭＮＵ 溶液，每只大鼠每次灌注 ２ ｍｇ ＭＮＵ 溶液，每
两周进行一次，一共四次［３］。 对肿瘤细胞进行分离

获取和原代培养，并按照其培养液的成分分为 ５ 组。
使用含 １０％胎牛血清的 １６４０ 基础培养液培养的肿

瘤细胞为 Ａ 组，使用含有卡介苗 ＋ 基础培养液培养

的肿瘤细胞为 Ｂ 组，使用基础培养液培养正常移行

上皮细胞后的上清液培养的肿瘤细胞为 Ｃ 组，使用

含卡介苗 ＋ 基础培养液培养正常移行上皮细胞后

的上清液培养的肿瘤细胞为 Ｄ 组，使用含卡介苗 ＋
基础培养液培养肿瘤细胞后的上清液培养的肿瘤

细胞为 Ｅ 组（阴性对照组为 Ａ 组和 Ｃ 组）。 利用

ＭＴＴ 法测定不同浓度卡介苗影响大鼠膀胱肿瘤细

胞的生长情况，利用 ＥＬＩＳＡ 法［４］ 检测细胞培养液中
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的 ＴＮＦ⁃α 和 ＩＬ⁃１０ 的浓度，最后利用 ＴＵＮＥＬ 法进行

细胞凋亡检测［５］。
１􀆰 ４　 统计学方法

利用 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 统计软件进行分析，计算数据

以平均数 ±标准差（ 􀭰ｘ ± ｓ ）表示。 采用单因素方差

分析各组的细胞因子浓度的差异，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差

异有显著性；采用 Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析法分析卡介苗

浓度和大鼠膀胱肿瘤细胞增殖抑制率的联系。

表 １　 各组细胞上清液中 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＮＦ⁃α 的浓度水平（ 􀭰ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ８， ｐｇ ／ ｍＬ）
Ｔａｂ． １　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＩＬ⁃１０ ａｎｄ ＴＮＦ⁃α ｉｎ ｔｈｅ ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ ｏｆ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

ＩＬ⁃１０ 浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ⁃１０

ＴＮＦ⁃α 浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α

Ａ 组 Ｇｒｏｕｐ Ａ １０􀆰 ４８６ ± １􀆰 ６２３ ∗ △△ ２９􀆰 ６５３ ± ２􀆰 ６７６
Ｂ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｂ １６􀆰 ９７３ ± ３􀆰 ４２８ １６０􀆰 ６５４ ± ５􀆰 ７７５ △△▲▲※※

Ｃ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｃ １０􀆰 ４７９ ± １􀆰 ８０７ ∗ △△ ２５􀆰 ６８７ ± ２􀆰 １４３
Ｄ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｄ １０􀆰 ９７５ ± ２􀆰 ７４９ ∗ △△ １２４􀆰 ４４３ ± ４􀆰 ９７２ △△▲▲※※

Ｅ 组 Ｇｒｏｕｐ Ｅ ２０􀆰 ３２７ ± ２􀆰 ７２１ ５０􀆰 １１９ ± ３􀆰 ３１７ ▲▲※※

注：与 Ｂ 组相比，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；与 Ｅ 组相比，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ａ 组相比，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 Ｃ 组相比，※※Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｂ，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｅ，△△Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ａ，▲▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｇｒｏｕｐ Ｃ，
※※Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２　 结果

２􀆰 １　 建立大鼠膀胱肿瘤细胞模型，原代细胞培养

在灌注的 １５ 只大鼠中，２ 只大鼠在灌注 ２ 次后

死亡，３ 只大鼠灌注 ３ 次后死亡，解剖死亡大鼠均未

发现有明显的肿瘤。 对其余 １０ 只大鼠完成膀胱灌

注后，其中有 ８ 只大鼠在解剖后发现明显的肿瘤，肉
眼可见膀胱壁黏膜充血，局部有米粒样或乳头样肿

物；显微镜下可见膀胱上皮细胞层次增多，排列

紊乱。
２􀆰 ２　 ＭＴＴ 检测卡介苗对膀胱肿瘤细胞生长的抑制

作用

由各孔的吸光度来计算肿瘤细胞的生长抑制

率（见图 １）。 ＭＴＴ 检测的结果显示，卡介苗可以有

效地抑制膀胱肿瘤细胞的生长，且其抑制作用与药

物浓度呈正相关。 在低浓度时（０􀆰 ０６２５ ｍｇ ／ Ｌ）时抑

制能力较弱，当药物浓度≥ ０􀆰 ５ ｍｇ ／ Ｌ 时呈现明显

的抑制作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
２􀆰 ３　 利用 ＥＬＩＳＡ 法检测 ＩＬ⁃１０ 和 ＴＮＦ⁃α的浓度

在 ＩＬ⁃１０ 浓度的比较中，Ｂ 组与 Ａ、Ｃ、Ｄ 组相比

差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），Ｅ 组与 Ａ、Ｃ、Ｄ 组相比差

异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。
在 ＴＮＦ⁃α 浓度的比较中，含有卡介苗的组（Ｂ、

Ｄ、Ｅ 组）和不含卡介苗的组（Ａ、Ｃ 组）间的比较，其
差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；不含卡介苗的 Ａ 组和 Ｃ
组相比，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 此外，ＴＮＦ⁃α

图 １　 卡介苗不同浓度对膀胱肿瘤细胞

生长的抑制作用

Ｆｉｇ． １　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＢＣＧ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｂｌａｄｄｅｒ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ

浓度在 Ｂ 组为（１６０􀆰 ６５４ ± ５􀆰 ７７５） ｎｇ ／ Ｌ，Ｄ 组为

（１２４􀆰 ４４３ ± ４􀆰 ９７２） ｎｇ ／ Ｌ 的浓度，与 Ａ、Ｃ、Ｅ 组相

比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 见表 １。
２􀆰 ４　 显微镜下观察细胞情况

显微镜下观察细胞培养情况显示，原代培养的

大鼠正常移行上皮细胞贴壁，呈上皮细胞样多形性

生长；原代培养的大鼠肿瘤细胞体积大，呈铺路石

样，细胞核仁明显；卡介苗作用后的肿瘤细胞体积

缩小，胞浆有空泡；ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡情况发

现细胞体积缩小，细胞出现核碎裂、溶解，呈凋亡现

象。 见图 ２。 实验结果显示，卡介苗作用后膀胱肿

瘤细胞增殖速度减慢。

３　 讨论

目前，膀胱肿瘤手术后辅助以膀胱灌注的治疗

方法成为预防肿瘤复发的主要措施。 卡介苗在目

前所有的膀胱癌灌注化疗药物中被认为是术后预

防复发的最佳药物之一，它在浅表性膀胱肿瘤免疫

治疗中的应用取得了重大的成功［６ － １０］。 但是，膀胱

肿瘤的发病机制和膀胱灌注治疗的作用机制尚不

明确实验证明，利用 ＭＮＵ 膀胱灌注诱发膀胱肿瘤

建立动物模型，方法较为简单。 在前期研究中具有

可操作性和实用性，且成癌率较高［４，１１］。 目前普遍
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注：Ａ：大鼠原代培养正常移行上皮细胞（ × １００）；Ｂ：大鼠原代培养肿瘤细胞（ × ２００）； Ｃ：卡介苗作用后的肿瘤细胞

（ × ２００）；Ｄ：ＴＵＮＥＬ 法检测细胞凋亡（ × ４００）。

图 ２　 细胞培养图

Ｎｏｔｅ． Ａ： Ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｎｏｒｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ （ × １００）； Ｂ： Ｐｒｉｍａｒｉｌｙ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｒａｔｓ
（ × ２００）； Ｃ： Ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＢＣＧ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ × ２００）； Ｄ： ＴＵＮＥＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ （ × ４００）．

Ｆｉｇ． ２　 Ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｃｅｌｌｓ

认为卡介苗作用于膀胱肿瘤细胞的作用机制主要

在于其自身的结构，还有它对树突状细胞的独特作

用。 卡介苗通过激发机体免疫力来达到抵抗肿瘤

的作用，至今医学界一致认为是通过 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞

介导的细胞免疫发挥了它抵抗肿瘤细胞的作用。
ＭＭＴ 结果显示，卡介苗对膀胱肿瘤细胞具有明

显的抑制作用，且和它的浓度呈正相关。 在对细胞

培养后的上清液的检测中可以发现，ＴＮＦ⁃α 和 ＩＦ⁃１０
均发生改变，这说明了卡介苗不仅激发了机体的免

疫细胞因子，调节了免疫能力，而且还使自身产生

细胞因子避免了进一步的伤害。 在卡介苗初次刺

激膀胱肿瘤细胞之后， ＩＬ⁃１０ 的浓度明显增大 （ Ｂ
组）。 再一次卡介苗刺激后，Ｅ 组的 ＩＬ⁃１０ 浓度比 Ｂ
组增高。 但是，当含有卡介苗成分的细胞培养后的

上清液再次刺激肿瘤细胞时，其 ＩＬ⁃１０ 浓度却没有

发生改变。 这说明卡介苗初次作用于肿瘤细胞时，

可以产生 ＩＬ⁃１０。 如果使用其代谢产物再次刺激肿

瘤细胞，则能够产生更多的 ＩＬ⁃１０。 在 ＴＮＦ⁃α 的浓

度变化方面，当卡介苗初次刺激肿瘤细胞时能产生

大量的 ＴＮＦ⁃α，而再次刺激肿瘤细胞却不能产生

ＴＮＦ⁃α，这可能是其代谢产物抑制了 ＴＮＦ⁃α 的产生，
甚至抵消第一次产生的 ＴＮＦ⁃α。 本次实验结果显

示，在单一因素卡介苗条件下，肿瘤细胞自身会通

过分泌不同的细胞因子，避开免疫细胞的伤害。
综上所述，卡介苗对膀胱肿瘤细胞的生长具有

抑制作用，通过抑制增殖活跃的肿瘤细胞，使其发

生病理性坏死，且随卡介苗药物浓度的增加，其抑

制作用也越来越强，可能打破肿瘤生长平衡的体液

环境，使肿瘤细胞缩小或延缓肿瘤生长，从而达到

治疗肿瘤的目的。
（下转第 ７４ 页）
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如小牛血清去蛋白注射液、牛肉浸液、牛胆膏、牛骨

粉、牛骨源性明胶；以及用于生产牛源制品的原材

料，如牛血浆、牛组织、牛源细胞等。 张淑琴等［４］ 从

送检的牛肾细胞（ＭＤＢＫ 细胞）中分离到 ＢＶＤＶ 病

毒，本实验也在用于生产牛源生物制品的牛血浆中

检测到 ＢＶＤＶ。 说明用于牛源生物制品生产的原材

料确实存在 ＢＶＤＶ 的污染。
为了保障人民用药的安全，最大限度地降低使

用牛源性生物制品传播牛携带相关病毒的风险，我
们建立了特异、敏感、操作简单的 ＲＴ⁃ＰＣＲ 方法，用
于牛及牛源性生物制品及其原辅材料携带外源病

毒的检测，完善了 ＢＶＤＶ 的检测技术，为研发 ＢＶＤＶ
ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测试剂盒奠定了基础，也为今后制定相

关技术的国家标准，在全国范围内推动牛源制品生

产企业开展牛源制品及原辅材料 ＢＶＤＶ 检测提供

了技术支撑。
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