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顺铂与三甲氧基二苯乙烯对胃癌 BGC823 细胞作用的研究
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摘   要	 目的：研究三甲氧基二苯乙烯与顺铂对人胃癌 BGC823 细胞的抑制作用。

方法：设空白对照组、顺铂治疗组、三甲氧基二苯乙烯治疗组、顺铂及三甲氧基二苯乙烯联合治疗组。

用 MTT 法测定顺铂和三甲氧基二苯乙烯对细胞的抑制作用；用电镜、流式细胞仪观察其细胞变化。

结 果： 顺 铂 与 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 合 用， 细 胞 存 活 率 较 单 用 时 明 显 降 低。 顺 铂 100 μg/L 细 胞 存 活 率

为（67.23±8.91）%， 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 100 μg/L 细 胞 存 活 率 为（51.42±9.56）%； 细 胞 存 活 率

在 合 并 用 药 时 细 胞 存 活 率 明 显 下 降， 顺 铂 10 μg/L 和 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 10 μg/L 的 细 胞 存 活 率 为

（43.62±8.34）%，浓度 150 μg/L 时细胞存活率最低为（17.33±7.93）%。联合用药后，顺铂使用量

的 IC50 是（110.0±9.8） μg/L，三甲氧基二苯乙烯使用量的 IC50 是（18.0±10.0）μg/L，增效倍数分别

为 2.51、4.03 合并指数 CI50 是 0.58，CI50<0.95。细胞生长多停滞在 S 期（58.0±4.0）%。

结论：顺铂对胃癌 BGC823 细胞有抑制作用，少量的顺铂与三甲氧基二苯乙烯合用后可达到大剂量顺

铂单药化疗的效果，产生了协同作用。
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胃 癌 是 我 国 常 见 的 恶 性 肿 瘤 之 一 ， 临 床 常 见

的化疗药物有顺铂、5-氟脲嘧啶、紫杉醇、多西

紫 杉 醇 等 ， 由 于 其 单 独 使 用 可 引 起 的 骨 髓 抑 制 、

胃 肠 道 反 应 、 免 疫 抑 制 等 不 良 反 应 ， 临 床 常 采 用

联 合 配 伍 用 药 。 而 白 藜 芦 醇 为 天 然 的 肿 瘤 化 学 预

防 剂 ， 能 够 抗 突 变 、 抗 氧 化 、 抑 制 自 由 基 并 诱 导 

II期药代酶 [1-3]，在肿瘤的起始及发展阶段均发挥

了 抑 制 作 用 [ 4 - 6 ]。 然 而 研 究 [ 7 - 9 ]显 示 ： 白 藜 芦 醇 并

不 稳 定 ， 极 其 容 易 氧 化 ， 在 血 液 中 的 药 物 半 衰 期

短 ， 生 物 利 用 度 低 ， 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 是 白 藜 芦

醇 的 衍 生 物 ， 与 白 藜 芦 醇 的 药 理 活 性 相 似 ， 其 活

性 、 选 择 性 、 生 物 利 用 度 及 稳 定 性 均 优 于 白 藜 芦

醇 。 人 胃 癌 B G C 8 2 3 细 胞 对 多 种 化 疗 药 物 较 为 敏

感 ， 为 此 ， 本 研 究 联 合 临 床 常 用 化 疗 药 物 顺 铂 ，

观 察 两 者 对 胃 癌 细 胞 的 作 用 ， 并 进 一 步 研 究 两 者

联合使用对胃癌细胞的影响。

1　材料与方法

1.1  材料、仪器  

人 胃 腺 癌 细 胞 [ B G C - 8 2 3 ， 北 京 大 学 肿 瘤 医

院 ； 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 （ 北 京 亚 盛 集 团 博 士 后 科

研工作站）]；顺铂（DDP，山东齐鲁制药厂，国

药准字H37021362），四甲基偶氮唑蓝（MTT，上

海华舜生物工程有限公司）；RPMI 1640（Gibco

公 司 ） （ 含 链 霉 素 0 . 1  m g / m L ， 1 0 % 热 灭 活 胎 牛

血 清 ， 青 霉 素 1 0 0  U / m L ， 0 . 2 %  N a H C O 3） 。 仪

器 ： 光 学 显 微 镜 （ 邦 亿 精 密 量 仪 有 限 公 司 ， 型

号 4 X B ） 、 透 射 电 镜 （ 日 立 高 新 技 术 公 司 ， 型 号

HT7700）、流式细胞仪（FACS Cal ibur  BD，美

国）、CO2培养箱（上海喆图科学仪器有限公司，

型号CP-TW-II）、酶标仪(Bio-Rad)。

1.2  方法

1.2.1  分组　在北京大学肿瘤医院完成实验，研

究 时 间 为 2015 年 1 月 —2 月。 设 空 白 对 照 组、 顺

铂治疗组、三甲氧基二苯乙烯治疗组、顺铂及三甲

氧基二苯乙烯联合治疗组。

1.2.2  人 胃 癌 BGC823 细 胞 培 养 及 收 集　 将
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BGC823 细 胞 按 1×105 个 /mL 的 密 度 接 种 在 经 过

0.22 µm 滤膜过滤的 RPMI-1640 培养液中（含 10%

热灭活胎牛血清，0.2%NaHCO3，青霉素 100 U/mL

和 链 霉 素 0.1 mg/mL）， 在 37 ℃、5% 的 CO2 培

养箱饱和湿度下培养，用 PBS 配制的 0.15% 的胰

蛋 白 酶（ 含 有 0.02% 的 EDTA） 消 化 细 胞 传 代。 

每 2 天传代 1 次，所有实验均在细胞对数生长期进行。

1.2.3  测定顺铂与三甲氧基二苯乙烯对细胞的作

用　采用 MTT 法进行测定，在 96 孔培养板内加入

单 细 胞 悬 液（ 每 毫 升 5×104 个）， 各 孔 种 加 培 养

液 200 μL，在孵箱（37 ℃、5%CO2）中培养 1 d，

并 加 入 倍 比 稀 释 成 五 种 浓 度 的 不 同 抗 癌 药 物 ( 三

甲 氧 基 二 苯 乙 烯、 顺 铂 ) 各 20 μL， 重 复 3 个 复

孔， 对 照 组 加 进 等 体 积 PBS， 空 白 对 照 组 加 等 量

的 培 养 液， 设 调 零 孔， 孵 箱（5%CO2、37 ℃） 中

培养 68 h 后吸去上清液；其他三组分别加入不同

浓度（10、100、150 μg/L）的单药顺铂、不同浓度

（10、100、150 μg/L）的单药三甲氧基二苯乙烯、

混合加入顺铂与三甲氧基二苯乙烯。每天取 1 块培

养 板， 弃 去 培 养 液， 各 孔 中 加 入 无 血 清 的 培 养 液 

（180 μL）及其 MTT 20 μL，再培养 4 h 后吸去上

清 液。 加 入 二 甲 基 亚 砜 150 μL， 振 荡 5 min。 利

用自动酶标仪测量 570 nm 各孔吸光光度值，收集

1×106 个 /mL 细胞，PBS 洗涤 2 次，冷乙醇（70%）

固 定 过 夜，PBS 洗 涤 2 次，PI 染 液 冰 浴 30 min，

通过流式细胞仪分析细胞周期分布。通过显微镜观

察细胞存活率。

1.2.4  判定方法　低度敏感：细胞存活率 >50%；

中 度 敏 感： 细 胞 存 活 率 30%~50%； 高 度 敏 感：

细胞存活率 <30%。通过合并指数 (CI50) 的数值判

断 两 种 药 物 对 细 胞 作 用 时 的 关 系， 若 <0.95 说 明

两 种 药 物 呈 协 同 作 用，>1.05 说 明 呈 拮 抗 作 用，

0.96<CI50<1.04 说 明 呈 相 加 作 用。 细 胞 存 活 率、

CI50 公式如下。

CI 50=联合用药IC 50时A用药量/A单用时IC 50用

量+联合用药IC50时B用药量/B单用时IC50用量。半

数抑制浓度(IC50)见公式[10]。

半数抑制浓度 %=1-
A 用药量

A 空白对照
×100%

1.3  统计学处理

用SPSS 16.0统计学软件，计量资料以均数±

标准差（x±s）统计描述，采用F或 t检验。检验水

准α=0.05。

2　结　果

2.1  四组 MTT 法检测的结果

三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 与 顺 铂 合 并 用 药 的 增 效

浓 度 分 别 是 1 0 0 、 1 5 0  μ g / L ， 镜 下 细 胞 形 态 学 变

化 ， 不 同 浓 度 的 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 、 顺 铂 与 人 胃

癌 B G C 8 2 3 细 胞 作 用 后 ， 细 胞 的 存 活 率 与 药 物 浓

度 正 相 关 （ r= 0 . 8 0 ~ 0 . 9 9 ） ， 浓 度 越 高 ， 细 胞 存

活 率 越 低 。 细 胞 存 活 率 在 合 并 用 药 时 细 胞 存 活

率明显下降，浓度150  μg /L时细胞存活率最低为

17.33%（图1）（表1）。单独使用顺铂的IC 50是

（295.0±10.0）μg/L，单独使用三甲氧基二苯乙

烯的IC 50是（80.0±10.0）μg/L，联合用药后，顺

铂使用量的IC 50是（110.0±9.8）μg/L，三甲氧基

二 苯 乙 烯 使 用 量 的 I C 5 0是 （ 1 8 . 0 ± 1 0 . 0 ） μ g / L ，

增效倍数分别为2.51、4.03合并指数CI50是0.58，

CI50<0.95。

图 1　各组细胞存活率
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2.2  细胞周期分布情况

F C M 显 示 B G C 8 2 3 细 胞 周 期 发 现 ， 空 白 对

照 组 细 胞 S 期 所 占 分 数 为 （ 1 4 . 0 ± 1 . 0 ） % ， 单

用 顺 铂 和 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 ， S 期 所 占 分 数 分

别 为 （ 4 1 . 0 ± 3 . 0 ） % 、 （ 4 0 . 0 ± 3 . 0 ） % ， 合

用 顺 铂 和 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 ， S 期 所 占 比 例 为

（58.0±4.0）%，G 2/M期为（15.4±5.0）%,G 0/

G 1期为（26.6±4.5）%。单用顺铂和三甲氧基二

苯乙烯细胞S期所占分数比较，差异无统计学意义

（ t=0 .40，P>0 .05），与合用顺铂和三甲氧基二

苯乙烯比较，差异有统计学意义（ t=5.89，6.23，

P<0.05）。

2.3  细胞形态学

光 镜 下 ： B G C 8 2 3 细 胞 呈 多 角 形 单 层 排 列 ，

细 胞 呈 圆 形 或 椭 圆 形 ， 大 小 不 一 ， 核 大 ， 边 界 清

楚 ； 加 入 药 物 后 ， 细 胞 边 界 显 示 不 清 ， 核 破 裂 ，

核固缩（图2）。

透 射 电 镜 下 ： B G C 8 2 3 细 胞 正 常 的 状 态 ， 核

仁 多 个 ， 边 界 清 晰 ， 细 胞 质 丰 富 ， 表 面 微 绒 毛 丰

富 。 加 入 药 物 后 ， 可 见 空 泡 变 性 ， 核 固 缩 ， 糖 原

及线粒体减少，边界不清等改变。

图 2　BGC823 细胞光镜下切片成像 （HE×400）

3　讨　论

胃 癌 是 消 化 系 统 常 见 多 发 肿 瘤 ， 铂 类 药 物 为

胃 癌 化 疗 的 常 用 药 物 ， 怎 样 能 使 铂 类 药 物 发 挥 最

大 疗 效 ， 又 能 减 少 药 物 剂 量 ， 减 少 副 反 应 及 耐 药

的发生，是当前需要进一步解决的问题。

顺 铂 为 无 机 铂 的 金 属 络 合 物 。 类 似 于 双 功

能烷化剂，可与DNA形成链内和链间交叉联结，

破 坏 D N A 的 功 能 ， 阻 止 D N A 复 制 ， 为 细 胞 周 期

非 特 异 性 药 物 。 近 年 来 被 广 泛 应 用 各 大 肿 瘤 的 化

疗 ， 是 临 床 常 用 的 抗 肿 瘤 药 物 [ 1 1 - 1 2 ]。 三 甲 氧 基 二

苯 乙 烯 是 白 藜 芦 醇 的 衍 生 物 ， 白 藜 芦 醇 是 天 然 芪

类 化 合 物 的 一 个 代 表 ， 其 化 学 名 称 为 3 ， 4 ， 5 -

三羟基-1，2-二苯乙烯。最早是在l940年由日本

人 T o k a o k a 首 次 从 毛 叶 藜 芦 的 根 部 分 离 得 到 白 藜

芦 醇 。 该 类 物 质 多 存 在 于 植 物 的 木 质 部 ， 存 在 白

藜 芦 醇 的 植 物 多 是 常 见 的 药 用 植 物 ， 如 决 明 、 藜

芦 、 虎 杖 等 ； 有 的 是 食 物 ， 如 葡 萄 、 花 生 、 桑 葚

等[1]。研究[4-5,13]表明白黎芦醇对人体具有调节脂质

代 谢 、 抑 制 血 小 板 聚 集 、 保 护 心 血 管 、 抗 炎 、 抗

肿 瘤 等 多 种 药 理 作 用 。 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 与 白 藜

芦醇的药理活性相似[14-15]，其不但可抑制内皮细胞

生 长 、 增 殖 以 及 形 态 生 成 等 ， 发 挥 较 强 的 抗 血 管

生 成 作 用 ， 还 在 血 管 靶 向 性 方 面 发 挥 较 大 优 势 ，

显 著 促 使 微 管 分 解 和 微 管 蛋 白 解 聚 ， 且 有 抗 过 敏

和雌激素受体调节剂作用[7-9]。研究[7,16-18]显示：白

藜 芦 醇 分 子 中 包 括 三 个 酚 羟 基 ， 白 藜 芦 醇 并 不 稳

定，极其容易氧化，在血液中的药物半衰期短，生

物利用度低，而三甲氧基二苯乙烯弥补了白藜芦醇

的缺陷，其活性、选择性、生物利用度及稳定性均

优于白藜芦醇。调查显示：三甲氧基二苯乙烯在抗

血管生成作用方面是白藜芦醇的30~100倍[19]。

本 项 实 验 以 人 胃 癌 B G C 8 2 3 细 胞 株 为 研 究 对

象 ， 研 究 观 察 了 单 用 顺 铂 、 单 用 三 甲 氧 基 二 苯

乙 烯 和 此 两 种 药 物 联 合 使 用 对 体 外 培 植 的 胃 癌

表 1　不同药物浓度细胞存活率（%，x±s）
　组别 10 μg/L 100  μg/L 150  μg/L F P r
顺铂治疗组 80.54±7.33 67.23±8.91 50.31±8.15 11.32 <0.05 0.80
三甲氧基二苯乙烯治疗组 86.20±9.56 51.42±9.56 46.11±6.84 10.94 <0.05 0.88
联合治疗组 43.62±8.34 30.10±6.72 17.33±7.93 8.46 <0.05 0.99

t 5.181)，5.762) 5.761)，4.932) 5.021)，4.762)

P <0.05 <0.05 <0.05
注：1）顺铂治疗组与联合治疗组比较，P<0.05；2）三甲氧基二苯乙烯治疗组与联合治疗组比较，P<0.05
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BGC823细胞株的作用。用MTT法检测细胞的存活

情 况 。 发 现 药 物 浓 度 与 细 胞 成 活 率 正 相 关 ， 且 联

合 用 药 细 胞 成 活 率 更 低 。 合 并 指 数 C I 5 0是 0 . 5 8 ，

CI50<0.95，说明联合用药对人胃癌BGC823细胞有

协同作用。另有 试验 [ 20]表明顺铂在抑制肿瘤细胞

的 同 时 ， 对 人 体 的 正 常 细 胞 并 无 抑 制 作 用 ， 所 依

应用相对安全。

本 研 究 应 用 F C M 检 测 发 现 单 用 顺 铂 和

单 用 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 S 期 所 占 分 数 分 别 为

（ 4 1 . 0 ± 3 . 0 ） % 、 （ 4 0 . 0 ± 3 . 0 ） % ， 说 明 两 种

药 物 单 独 使 用 对 细 胞 增 殖 周 期 的 影 响 不 明 显 ，

合 用 顺 铂 和 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 后 S 期 所 占 分 数 为

（58.0±4.0）%，说明合用顺铂和三甲氧基二苯

乙 烯 对 细 胞 增 殖 周 期 的 影 响 较 为 显 著 ， 细 胞 被 阻

滞在S期，对细胞的有丝分裂具有抑制作用，减少

了 肿 瘤 细 胞 数 目 ， 最 终 抑 制 了 细 胞 生 长 。 顺 铂 的

作用是将细胞阻滞于G 0/G 1期，抑制细胞进入有丝

分裂周期。三甲氧基二苯乙烯主要将细胞阻滞于S

期 ， 使 开 始 增 殖 的 细 胞 无 法 进 行 分 裂 ， 故 说 明 三

甲 氧 基 二 苯 乙 烯 也 可 以 抑 制 细 胞 有 丝 分 裂 ， 两 者

合 用 可 以 在 细 胞 周 期 的 两 个 阶 段 发 挥 细 胞 抑 制 作

用，解释了两者协同作用的原因。

以上结果可以总结出顺铂对胃癌BGC823细胞

有 抑 制 作 用 ， 少 量 的 顺 铂 与 三 甲 氧 基 二 苯 乙 烯 合

用 后 可 达 到 大 剂 量 顺 铂 单 药 化 疗 的 效 果 ， 减 少 了

顺 铂 的 用 量 ， 降 低 了 副 作 用 。 对 于 临 床 上 化 疗 方

案的制定提供了理论上的依据。
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