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　　摘要：目的　 探讨他克莫司（ＦＫ５０６）及阿霉素（ＡＤＭ）对肝癌细胞的影响。方法　培养 ＨｅｐＧ２
肝癌细胞株，将其分成对照组、ＦＫ５０６组、ＡＤＭ及 ＦＫ５０６加 ＡＤＭ组，分别处理 ２４～４８ｈ。采用 ＭＴＴ法
检测细胞增殖，流式细胞术测定细胞周期及细胞凋亡。结果　肝癌细胞增殖能力在 ＦＫ５０６作用 ４８ｈ
后明显受到抑制；ＦＫ５０６对肝癌细胞有促进凋亡作用，在 ５～１００μｇ／Ｌ浓度范围内，凋亡率随浓度增
加而增加，超过 １００μｇ／Ｌ时，凋亡率减低。ＦＫ５０６及 ＡＤＭ均使 Ｇ２期显著延长；ＦＫ５０６联合 ＡＤＭ对
Ｇ２／Ｍ期的阻滞有协同作用。ＦＫ５０６与 ＡＤＭ有协同促凋亡作用。结论　ＦＫ５０６对肝癌细胞的增殖
有抑制作用，能使 Ｇ２期阻滞，促凋亡。ＦＫ５０６与 ＡＤＭ体外联合应用对肝癌细胞有协同抑制作用。

关键词：肝肿瘤／药物疗法；他克莫司／治疗应用；阿霉素／治疗应用；肿瘤细胞，培养的

中图分类号：Ｒ７３５．７；Ｒ９７９．１４　　　　文献标识码：Ａ

Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄｔａｃｒｏｌｉｍｕｓａｎｄａｄｒｉａｍｙｃｉｎｏｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃａｒｃｉｎｏｍａ：ａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｔｕｄｙ

ＺＨＡＮＧＪｕｎｆｅｎｇ，ＣＨＥＮＧｕｉｈｕａ，ＬＵＭｉｎｑａｎｇ，ＬＩＨｕａ，ＣＡＩＣｈａｎｇｊｉｅ，ＹＡＮＧＹａｎｇ，
ＣＨＥＮＷｅｉ
（ＴｈｅＣｅｎｔｅｒｏｆＬｉｖｅｒＴｒａｎｓｐｌａｎｔａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＴｈｉｒｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＳｕｎＹｅｔＳｅｎＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕａｎｇｚｈｏｕ
５１０６３０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ（ＦＫ５０６）ａｎｄａｄｒｉａｍｙｃｉｎ（ＡＤＭ）ｏｎ
ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｄ，ａｎｄｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏ４ｇｒｏｕｐｓ，ｎａｍｅｌｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ、ＦＫ５０６、ＡＤＭ、ＦＫ５０６＋ＡＤＭ ｇｒｏｕｐｓ，ｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒａｔｅｄｂｙｔｈｅｄｒｕｇｓｆｏｒ２４ｔｏ４８ｈｏｕｒｓ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ，ａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｔｉｃ
ｒａｔｅｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（ＦＣＭ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｗｅｒｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄｂｙ
ＦＫ５０６ａｆｔｅｒ４８ｈ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｉｏｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｈｅｎＦＫ５０６ｗａｓｂｅｌｏｗ１００μｇ／Ｌ，ａｎｄｗｈｅｎｉｔ
ｅｘｃｅｅｄｅｄｔｈａｔｖａｌｕｅ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｉｏｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ．ＦＫ５０６ａｎｄＡＤＭ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｐｒｏｌｏｎｇｅｄｃｅｌｌＧ２
ｐｈａｓｅ；ｃｏｍｂｉｎｅｄｔａｃｒｏｌｉｍｕｓａｎｄａｄｒｉａｍｙｃｉｎｈａｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｒｏｌｅｅｆｆｅｃｔｏｎａｒｒｅｓｔｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｉｎＧ２ ｐｈａｓｅ，
ＦＫ５０６ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈａｄｒｉａｍｙｃｉｎｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＦＫ５０６ｃｏｕｌｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ，ａｒｒｅｓｔｔｈｅｃｅｌｌｉｎＧ２ ｐｈａｓｅ，ａｎｄｉｎｃｒｅａｓｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＦＫ５０６
ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈａｄｒｉａｍｙｃｉｎｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＬｉｖｅｒＮｅｏｐｌａｓｍｓ／ｄｒｕｇｔｈｅｒ；Ｔａｃｒｏｌｉｍｕｓ／ｔｈｅｒｕｓｅ；Ｔｕｍｏｒｃｅｌｌ，Ｃｕｌｔｕｒｅｄ；Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ／ｔｈｅｒｕｓｅ
ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ７３５．７；Ｒ９７９．１４　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　２０世纪 ８０年代以来，肝移植技术发展迅速，

　　基金项目：国家重点基础研究发展计划（９７３计划）资助项目

（２００３ＣＢ５１５５０７）。

　　收稿日期：２００５－１１－１５；　修订日期：２００６－０４－２４。

　　作者简介：张俊峰，男，山东东明人，中山大学附属第三医院主治医

师，主要从事肝癌肝移植基础与临床方面的研究。

　　通讯作者：陈规划　Ｅｍａｉｌ：ｃｈｇｈ１９５５＠２６３．ｃｏｍ。

已成为肝脏终末期疾病的重要治疗手段。尽管肝

癌作为肝移植适应证仍存在争议，但在我国肝移植

术仍是治疗无肝外转移的肝脏恶性肿瘤的有效方

法，且取得了较好的效果。他克莫司（ＦＫ５０６）为目

前肝移植术后基本抗免疫排斥药。阿霉素（ａｄｒｉａｍｙ

ｃｉｎ，ＡＤＭ）为肝癌常用的有效化疗药物。ＦＫ５０６等

免疫抑制剂与 ＡＤＭ联合应用是否会增加肝癌复发
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的问题一直困扰着移植外科医师。为此，笔者探讨

ＡＤＭ对肝癌肝移植术后应用的安全性。

１　材料和方法

１．１　材料

ＤＮＡ细胞周期及细胞凋亡流式细胞检测试剂盒

购自 ＢＤ公司、他克莫司（ＦＫ５０６）购自日本藤泽公

司、四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）购于美国 Ｓｉｇｍａ公司。

荧光定量仪 ＰＥ７０００全自动荧光定量多聚酶链反

应（ＰＣＲ）仪购于美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司；流式细胞仪

购于 ＢＤ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２购自中山

大学细胞库，常规培养于 ＤＭＥＭ完全培养液内（含

１０％小牛血清、１００μｇ／ｍＬ青霉素和 １００μｇ／ｍＬ链

霉素，ｐＨ７．２），置 ３７℃及 ５％ＣＯ２孵箱中培养，选

对数生长期的细胞用于实验。

１．２．２　分组　ＦＫ５０６设为 ５，１０，１００，５００，１０００，

５０００μｇ／Ｌ６个浓度组，ＡＤＭ设为 １０００μｇ／Ｌ。分

成对照组、ＦＫ５０６组、ＡＤＭ组及 ＦＫ５０６加 ＡＤＭ组。

ＨｅｐＧ２细胞分别经过上述药物 ２４ｈ和 ４８ｈ处理后

检测。

１．２．３　ＭＴＴ比色法检测细胞增殖　取 ９６孔细胞

培养板加入相同数目细胞，培养 ２４ｈ，待细胞贴壁

后，将 ＦＫ５０６处理的相同数目细胞加入各个孔，同

时设 ３个复孔，分别置于 ３７℃５％ＣＯ２孵箱中培养

２４ｈ及 ４８ｈ，然 后 每 孔 加 入 １５μＬＭＴＴ染 液，在

３７℃５％ＣＯ２孵箱中培养 ４～６ｈ，每孔加入 １０％十

二烷基硫酸钠 （ＳＤＳ）的盐酸溶液，再置孵箱中培养

过夜，最后在酶联检测仪波长 ５７０ｎｍ测 ＯＤ值。

１．２．４　流式细胞术检测细胞凋亡　以 ０．２５％胰

蛋白酶消化后，收集细胞总数为 １×１０６以上，以

１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后，转入 １．５ｍＬＥｐｐｅｎｄｏｒｆ管

内，加入冰磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）（ｐＨ７．４）缓冲液，

１５００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ后，再洗 １次，弃去上清液，缓

慢加入 －２０℃预冷的 ７０％乙醇 １．５ｍＬ，固定细胞，

充分震荡，使细胞分散，加入碘化丙啶（ＰＩ）和 ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ２种染料各 ５μＬ，４℃保存 １５ｍｉｎ后，放

置入流式细胞仪样品室，用 ４８８ｎｍ氩离子激光进行

检测。

１．２．５　流式细胞术检测细胞周期　同上收集 １０６

细胞，７５％冷乙醇固定 １０ｍｉｎ。ＲＮＡ酶消化，加 ＰＩ

染液，４℃避光静置 １５ｍｉｎ。用流式细胞仪检测。

１．３　统计学处理

采用 Ｅｘｃｅｌ软件中的方差分析和 ｔ检验进行统

计学处理。α＝０．０５为检验标准。

２　结　果

２．１　ＦＫ５０６对肝癌细胞增殖的抑制作用

经 ＦＫ５０６处理 ２４ｈ的肝癌细胞 ＯＤ值较对照

组无明显差异，而作用 ４８ｈ后 ＯＤ值较对照组明显

降低（Ｐ ＜０．０５）。表明经 ＦＫ５０６处理 ４８ｈ的肝

癌细胞增殖能力明显受到抑制（表 １）。

表 １　不同浓度 ＦＫ５０６对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞作用 ４８ｈ

后的 ＯＤ值

ＦＫ５０６浓度（μｇ／Ｌ） ｎ 肝癌细胞ＯＤ值（ｘ±ｓ）

对照组 ４ １．０３６±０．０２５

５ ４ ０．６９５±０．０１９

１０ ４ ０．７６３±０．０２１

１００ ４ ０．７８１±０．０１５

５００ ４ ０．７３２±０．０１６

１０００ ４ ０．７２１±０．０２１

５０００ ４ ０．７０５±０．０１９

　　 注：与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　不同浓度 ＦＫ５０６对肝癌细胞的作用

５～５０００μｇ／ＬＦＫ５０６对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞作用

４８ｈ后，细胞凋亡率在 ５～１００μｇ／Ｌ范围内随浓度

的增加，其凋亡率逐渐增加；超过 １００μｇ／Ｌ时，则

出现凋亡率减低（表 ２）。

表 ２　不同浓度 ＦＫ５０６对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞凋亡的影响

ＦＫ５０６浓度（μｇ／Ｌ） ｎ 凋亡率（％，ｘ±ｓ）

０ ４ ２．３０±０．１２４

５ ４ ５６±０．８６１）

１０ ４ ７．２９±１．３５１）

１００ ４ １０．６３±１．５９１）

５００ ４ ２．６４±０．２３２）

１０００ ４ ２．７５±０．１２２）

５０００ ４ ２．１５±０．２３２）

　　 注：与对照组比较：１）Ｐ＜０．０５；２）与对照组比较，Ｐ＞０．０５

７３５
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２．３　ＦＫ５０６及 ＡＤＭ 对肝癌细胞细胞周期的影响

在 ＦＫ５０６１００μｇ／Ｌ对 ＨｅｐＧ２肝癌 细 胞 作 用

４８ｈ时，与对照组比较，Ｓ期缩短，Ｇ２／Ｍ期延长，差

异有显著性（Ｐ＜０．０５）。

２．４　联合应用 ＦＫ５０６与 ＡＤＭ 的作用

单用 ＦＫ５０６或 ＡＤＭ使 Ｓ期显著缩短和 Ｇ２／Ｍ

期延长。说明两者对细胞周期的影响主要阻滞于

Ｇ２／Ｍ期。ＦＫ５０６联合 ＡＤＭ显示两者对 Ｇ２／Ｍ 期

的 阻 滞 有 协 同 作 用。在 ＦＫ５０６１００ｎｇ／ｍＬ时 对

ＨｅｐＧ２肝癌细胞有促进细胞凋亡作用，并与 ＡＤＭ

有此协同作用（表 ３）。

表 ３　ＦＫ５０６＋ＡＤＭ对 ＨｅｐＧ２肝癌细胞细胞周期的影响（ｘ±ｓ）

组别 ｎ Ｇ１／Ｇ０期 Ｓ期 　　Ｇ２／Ｍ期 　　凋亡率

对照组 ４ ８４．６６±７．１６ １３．１１±５．６０ ６．３２±２．１１ ２．３０±０．１２

ＦＫ５０６ ４ ７９．８３±３．３６ ８．６２±２．３４１） １３．８６±３．６４１） １０．６３±１．５９１）

ＡＤＭ ４ ７３．５６±６．５５ ７．３６±１．０１１） １５．３３±１．９６１） ２０．９３±３．７０１）

Ｆｋ５０６＋ＡＤＭ ４ ７５．１５±４．３１ ３．２２±０．９６１） ２３．１１±３．１３１），２），３） ３０．４８±２．７６１），２），３）

　　　　注：１）：与对照组比较，Ｐ＜０．０５；２）：与ＡＤＭ组比较，Ｐ＜０．０５；３）与ＦＫ５０６组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨　论

尽管肝癌肝移植患者术后面临高复发率的风

险，但在一部分患者中，肝移植却获得了良好效

果，甚至长期生存。Ｃｈｅｒｑｕｉ等［１］研究显示，即使癌

灶 ＞５ｃｍ的患者移植术后 １，３年无癌生存率分别

达 ７０％和 ５６％，与小肝癌组移植术后生存率相

近。ＦＫ５０６作为肝移植术后基本的免疫抑制剂，

对肝癌的生物学影响及其与化疗合理应用有待深

入研究。

本研究表明：ＦＫ５０６对肝癌细胞作用 ２４ｈ时，

尚无明显的细胞抑制，当作用 ４８ｈ后，肝癌细胞增

殖能力显著受到抑制，不同浓度之间无显著统计

学差别。ＦＫ５０６对凋亡的影响表现出明显的量效

关系，低浓度时凋亡增加，达一定浓度后，凋亡率

骤降，呈双向作用。表明细胞生长抑制除与凋亡

有关外，尚有直接造成肝癌细胞坏死等机制。

ＡＤＭ作为一种化疗药物，既可直接杀伤细胞

致其坏死，又可诱导其凋亡。其机制大体有以下

几点：（１）ＡＤＭ进入细胞后很快与细胞核结合，一

部分与线粒体和微粒体结合，它们形成的复合物

可导致 ＤＮＡ和 ＲＮＡ及蛋白质合成受抑，ＤＮＡ双螺

旋不能卷曲，ＤＮＡ链易于折断，ＤＮＡ一旦受损便不

易修复［２］。（２）诱导细胞凋亡是 ＡＤＭ发挥抗癌作

用的重要机制［３］。随其浓度的增加，凋亡细胞百

分率逐步增加。若浓度继续增高，凋亡率不再增

加，而坏死细胞逐渐增多［４］。钟雪云等［５］报道了

ＡＤＭ诱导肝癌细胞凋亡的阈值的研究，超过该值

时才表现凋亡率的显著增加。

本研究发现，ＦＫ５０６及 ＡＤＭ 对细胞周期的影

响主要阻滞于 Ｇ２／Ｍ期。ＦＫ５０６联合 ＡＤＭ对 Ｇ２／

Ｍ期的阻滞有协同作用。ＦＫ５０６对 ＨｅｐＧ２肝癌

细胞 有 促 进凋 亡作 用，与 ＡＤＭ 有 协 同 促 调 亡 作

用。Ｇ２期细胞的主要特征是 ＲＮＡ的合成和染色

质的螺旋化，此期细胞对外界环境敏感，易受各种

因素的影响［２］。这为联合作用于 Ｇ２期的化疗药

协助肝癌治疗提供了依据。实验表明 ＦＫ５０６联合

ＡＤＭ对体外肝癌细胞在体外有协同作用，故推测，

肝癌肝移植术后应用 ＦＫ５０６联合 ＡＤＭ 对控制肝

癌复发转移可能有更好的结果。
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