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联合应用华蟾素与氟尿嘧啶对胃癌细胞增殖

抑制及诱导凋亡的作用
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　　摘要：目的　 探讨单一华蟾素体外对人胃癌细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用以及与 ５－氟尿嘧
啶（５ＦＵ）联合应用对胃癌细胞的影响。方法　实验分为对照组；华蟾素（ｃｉｎｏ）组；５ＦＵ组和 ｃｉｎｏ＋
５ＦＵ组。利用体外细胞培养、倒置显微镜和荧光显微镜、ＭＴＴ比色技术及流式细胞仪等方法，观察细
胞形态，检测 ｃｉｎｏ和 ５ＦＵ对人胃癌细胞株 ＢＧＣ８２３细胞抑制率、细胞凋亡和细胞周期。结果　ｃｉｎｏ
对人胃癌细胞有显著的增殖抑制作用，呈时间剂量依赖性。ｃｉｎｏ＋５ＦＵ对 ＢＧＣ８２３细胞的增殖抑制
率显著高于单独使用组（Ｐ＜０．０５）。定量分析显示 ｃｉｎｏ＋５ＦＵ组的凋亡细胞发生率显著高于 ｃｉｎｏ
组和 ５ＦＵ组（Ｐ＜０．０５）。ｃｉｎｏ＋５ＦＵ可使 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例降低，Ｓ期细胞比例升高，且大多数
被阻滞于 Ｓ期。结论　ｃｉｎｏ对胃癌 ＢＧＣ８２３细胞具有增殖抑制和诱导凋亡作用，与 ５ＦＵ联用可显著
提高后者的化疗效果，且呈时间剂量依赖关系。
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　第９期　　　 韩鸿彬，等：联合应用华蟾素与氟尿嘧啶对胃癌细胞增殖抑制及诱导凋亡的作用

　　华蟾素（ｃｉｎｏｂａｆａｃｉｎ，ｃｉｎｏ）是从传统中药蟾皮中

提取的水溶性成分而制成的注射液，其主要成分是

吲哚 类 生 物 碱、还 原 糖、氨 基 酸 以 及 蟾 蜍 色 胺

等［１］，有抑制肿瘤细胞增殖和诱导调亡的作用。本

研究采用四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）还原法［２］、荧光显

微镜和流式细胞仪等方法探讨 ｃｉｎｏ和 ５－氟尿嘧啶

（５ＦＵ）联合应用对体外培养的人胃腺癌 ＢＧＣ８２３

细胞增殖
!

凋亡和细胞周期的影响，旨在为寻找一

种能提高临床晚期胃癌治疗效果，并毒性小的化疗

药物提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

人胃癌 ＢＧＣ８２３细胞（人低分化胃腺癌细胞

株），购自中科院上海细胞生物化学研究所；ｃｉｎｏ为

安徽金蟾生化股份有限公司产品；５ＦＵ为上海旭

东海普药业有限公司产品；ＭＴＴ为 Ｓｉｇｍａ公司产品；

小牛血清为杭州四季青生物工程材料研究所生产；

吖啶橙和碘化丙啶 ＲＮＡ酶 Ａ购自华美生物工程公

司；ＣＯ２培养箱购自德国 Ｈｅｒａｅｕｓ公司；荧光显微镜

为：Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＢＨ２型；倒置相差显微镜自日本

Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，ＢＨ２型；流式细胞仪自美国 ＣＯＵＬ

ＴＥＲ公司，ＥＰＩＣＸＵ型。

１．２　方法

１．２．１　 细胞培养 　 人胃癌 ＢＧＣ８２３细胞用含

１０％小 牛 血 清 的 ＲＰＭＩ１６４０培 养 液 培 养，置 于

３７℃，５％ＣＯ２培养箱中。取对数生长期的细胞用

０．２５％的胰蛋白酶消化，行细胞计数。调整细胞悬

液浓度为 １×１０５个／ｍＬ备用。

１．２．２　药物干预分组　对照组用 ＲＰＭＩ１６４０液，

５ＦＵ组单用 ５ＦＵ，ｃｉｎｏ组单用 ｃｉｎｏ，ｃｉｎｏ＋５ＦＵ组

为联合用药组；后两组又按药物的不同浓度分为 ３

个亚组（表 １）。
表 １　实验分组及药物浓度

　　组别 浓度

　　对照 ＲＰＭＩ１６４０液
　　５ＦＵ ２５μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ１ ０．１μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ２ １μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ３ １０μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ１＋５ＦＵ ０．１μｇ／ｍＬ＋２５μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ２＋５ＦＵ １μｇ／ｍＬ＋２５μｇ／ｍＬ
　　ｃｉｎｏ３＋５ＦＵ １０μｇ／ｍＬ＋２５μｇ／ｍＬ

１．２．３检测项目及方法

１．２．３．１　改良 ＭＴＴ显色法检测癌细胞活性　将

备用的细胞悬液接种于 ９６孔板，９０μＬ／孔，每组设

４个复孔。将细胞置于 ５％ＣＯ２，３７℃培养箱中孵

育。２４ｈ后 加 入 ５ＦＵ和 不 同 稀 释 浓 度 的 ｃｉｎｏ，

１０μＬ／孔，同时设溶剂 ＲＰＭＩ１６４０培养液作为对照

组。将 细 胞 置 于 培 养 箱 中 分 别 培 养 ２４ｈ，４８ｈ，

７２ｈ，９６ｈ。实验终止前每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ的 ＭＴＴ

１０μＬ，继续孵育 ４ｈ；加入三联液（１０％ＳＤＳ，５％异

丁醇及 ０．０１２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ；ｗ／ｖ／ｖ）１００μＬ，孵育过夜

（＞１２ｈ）；用 ＥＬ３４０酶联免疫仪在 ５７０ｎｍ，６３０ｎｍ

双波长下测定每孔的 ＯＤ值。求平均值，计算细胞

增殖抑制率。

细胞增殖抑制率（％）＝［１－（实验组 ＯＤ值 －

空白组 ＯＤ值）／（对照组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ值）］

×１００％。

１．２．３．２　荧光染色凋亡细胞核形态观察　取对

数生长期的 ＢＧＣ８２３细胞，按每孔１×１０５个细胞／

ｍＬ接种于 ６孔板中，置于 ３７℃，５％ＣＯ２培养箱中

培养；２４ｈ后换液，加入 ５ＦＵ和不同浓度的 ｃｉｎｏ，

于 ２４ｈ后取上述各细胞培养液；０．２５％胰蛋白酶

消化收集细胞，离心（１０００ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）；弃上清

液后分别加入 １００μｇ／ｍＬ的吖啶橙染液 １００μＬ，避

光放置 １５ｍｉｎ，用冷磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗 ２遍；加

入适量的 ＰＢＳ重悬细胞，滴片，置荧光显微镜下观

察。

１．２．３．３　流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期

　分别取 ２４ｈ和 ４８ｈ的各组细胞，用冷 ＰＢＳ洗 ２次

后，加入 ７０％的冷乙醇，４℃固定过夜。离心（１０００

ｒ／ｍｉｎ，１０ｍｉｎ）弃上清，加入 ＴｒｉｔｏｎＸ１００及 ２００μｇ／

ｍＬ的 ＲＮａｓｅＡ 各 ２００μＬ，置 ３７℃ １５ｍｉｎ，再 加 入

１００μｇ／ｍＬ的 ＰＩ染料 １ｍＬ，室 温 避 光 静 置 １５ｍｉｎ

后，在流式细胞仪上对细胞凋亡和细胞周期进行荧

光检 测 及 分 析 （激 发 波 长 ４８８ｎｍ，发 射 波 长

６７０ｎｍ）。

１．３　统计学处理

实验数据用 ｘ±ｓ表示。采用 ＳＰＳＳ１１．０统计软

件和 ＰＥＭＳ３．１软件进行方差分析及 ｑ检验。检验

水准 α＝０．０５。

５５６
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２　结　果

２．１　ｃｉｎｏ和 ５ＦＵ对 ＢＧＣ８２３细胞形态及增殖的

影响

２．１．１　对细胞形态的影响　药物与 ＢＧＣ８２３细

胞作用 ２４ｈ后，对照组细胞贴壁生长，细胞呈多角

形、梭形，细胞体积大，生长紧密。ｃｉｎｏ组，５ＦＵ组

和 ｃｉｎｏ＋５ＦＵ组处理的 ＢＧＣ８２３细胞形态变化明

显，细胞变圆，胞内颗粒增多，细胞透明度下降；大

部分细胞体积变小，分散存在，细胞边界清楚；可见

部分圆形漂浮的细胞，其胞质内有许多颗粒。荧光

显微镜下：对照组细胞核碎裂，胞浆橙红色变浅，有

典型调亡小体形成（图 １）；而在 ｃｉｎｏ高浓度组合联

合组随时间延长上述变化明显，漂浮细胞和调亡小

体增多。

２．１．２　对细胞增殖的影响　药物分别与 ＢＧＣ

８２３细胞作用 ２４，４８，７２，９６ｈ结果表明：ｃｉｎｏ组同

一时点不同浓度和同一浓度不同时点增殖抑制率

不同；随着时间的延长，增殖抑制率逐渐升高（表

２）。４个不同时点之间，ｃｉｎｏ１，ｃｉｎｏ２和 ｃｉｎｏ３之间

增殖抑制率差别具有显著性（Ｐ ＜０．０５），且随浓

度的升高而增高；浓度为 １０μｇ／ｍＬ的 ｃｉｎｏ组的细

胞抑制率显著高于 ５ＦＵ组（Ｐ ＜０．０５）。说明高

浓度的 ｃｉｎｏ具有与 ５ＦＵ相当的增殖抑制作用。联

合用药组的增殖抑制作用显著高于各 ｃｉｎｏ或 ５ＦＵ

组，差别有统计学意义（Ｐ＜０．０１）；随着时间的延

长和 ｃｉｎｏ浓度的增加联合组对 ＢＧＣ８２３细胞的增

殖抑制率逐渐升高。

图 １　荧光显微镜照片所观察的细胞（×４００倍）

表 ２　各组药物对 ＢＧＣ８２３细胞的增殖抑制率比较（ｘ±ｓ）

药物 浓度（μｇ／ｍＬ）
作用时间

２４ｈ抑制率（％） ４８ｈ抑制率（％） ７２ｈ抑制率（％） ９６ｈ抑制率（％）

对照组 １％ ０．００ ０．００ ０．００ ０．００

５ＦＵ ２５．０ ３０．９５±３．３９ ４２．６３±３．４７ ５６．３２±３．３５ ６４．６３±５．３７

ｃｉｎｏ１ ０．１ １８．２５±３．５５ ３０．７３±２．５３ ３７．２５±３．７５ ４８．７３±２．５１

ｃｉｎｏ２ １．０ ２５．６４±１．２３ ４１．４１±３．７５ ５６．６４±４．２４ ６３．４１±４．７３

ｃｉｎｏ３ １０．０ ３８．４２±４．４１１） ６４．２７±２．１４１） ７２．４２±４．４１１） ７８．２７±３．２５１）

ｃｉｎｏ１＋５ＦＵ １０．１＋２５．０ ３７．５１±２．７１２） ４８．１２±２．２４２） ６４．５４±４．６１２） ７３．１２±３．０４２）

ｃｉｎｏ２＋５ＦＵ １．０＋２５．０ ４５．２４±５．５４２） ６７．２８±５．１３２） ７３．２５±５．４１２） ８３．２８±４．２３２）

ｃｉｎｏ３＋５ＦＵ １０．０＋２５．０ ５５．２７±７．２３２） ７５．３５±６．３７２） ８１．２１±４．２５２） ９０．３５±４．３２２）

　　　　注：１）与５ＦＵ组比较Ｐ＜０．０５；２）与５ＦＵ组比较Ｐ＜０．０１

２．２　ｃｉｎｏ和５ＦＵ对ＢＧＣ８２３细胞的诱导凋亡作用

流式细胞仪分析发现，药物作用 ２４ｈ和 ４８ｈ

后，ｃｉｎｏ和 ５ＦＵ均可诱导 ＢＧＣ８２３细胞凋亡；在

ＤＮＡ直方图上的 Ｇ０／Ｇ１期出现亚二倍体凋亡峰，该

峰随浓度增加和时间延长而逐渐升高。ｃｉｎｏ１，ｃｉｎｏ２

和 ｃｉｎｏ３的 ２４ｈ诱 导 细 胞 凋 亡 率 分 别 是 ９．１％，

１０．８％和 ２０．８％，４８ｈ的诱导细胞凋亡率分别是

１１．６％，１５．３％和 ２５．５％。５ＦＵ的 ２４ｈ和 ４８ｈ诱

导细胞凋亡率分别为 １０％和 １５．５％。各药物处理

组与对照组比较，诱导 ＢＧＣ８２３细胞凋亡率明显增

加（均 Ｐ ＜０．０１）。ｃｉｎｏ１＋５ＦＵ，ｃｉｎｏ２＋５ＦＵ及

ｃｉｎｏ３＋５ＦＵ组的 ２４ｈ诱导细胞凋亡率是 ２０．４％，

２６．５％和 ３１．３％，４８ｈ的细胞凋亡率是 ３１．４％，

３５％和 ３９．６％，联合用药组细胞凋亡率显著高于

各单药组（Ｐ＜０．０５）。随着 ｃｉｎｏ浓度的增加和时

间的延长，ｃｉｎｏ组和联合组细胞凋亡率随之升高，示

其诱 导 凋 亡 作 用 具 有 一 定 的 时 间 剂 量 依 赖 性

（表３）。
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表 ３　药物对 ＢＧＣ８２３细胞的诱导凋亡作用（ｘ±ｓ）

分组
浓度

（μｇ／ｍＬ）

作用时间

２４ｈ抑制率（％） ４８ｈ抑制率（％）
ＲＰＭＩ１６４０ １％ １．５２±０．２１１） ２．３１±１．２４１）

５ＦＵ ２５ １０．１３±０．３５ １５．２１±２．２１
ｃｉｎｏ１ ０．１ ９．９１±０．１７ １１．６０±０．３６
ｃｉｎｏ２ １ １１．１４±０．２１ １５．２７±０．１９
ｃｉｎｏ３ １０ ２０．５４±０．８１２） ２５．１０±０．３４２）

ｃｉｎｏ１＋５ＦＵ ０．１＋２５ ２０．０９±０．１３２），３） ３１．３６±０．２１２），３）

ｃｉｎｏ２＋５ＦＵ １＋２５ ２６．１２±１．０６２），３） ３４．８３±１．２５２），３）

ｃｉｎｏ３＋５ＦＵ １０＋２５ ３２．３７±１．５１２），３） ３９．７４±１．０１２），３）

　　注：１）与各实验组比较Ｐ＜０．０１；２）与５ＦＵ组比较 Ｐ＜０．０５；３）与

ｃｉｎｏ各亚组比较Ｐ＜０．０５

２．３　对细胞周期分布的影响

单用 ｃｉｎｏ使 Ｓ期细胞比例较对照组明显增多

（Ｐ＜０．０５），Ｇ２／Ｍ期和 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例减少；

使用 ５ＦＵ后使 Ｇ０／Ｇ１期细胞比例减少，Ｓ期细胞

比例增多，细胞被阻滞于 Ｓ期。Ｇ２／Ｍ期细胞比例

各实验组与对照组比较差异无显著性（Ｐ ＞０．０５），

ｃｉｎｏ＋５ＦＵ组细胞的 Ｓ期阻滞更明显，与对照组和

各单药组比较差异均有显著性（Ｐ ＜０．０１）（表 ４，

图 ２）。

表 ４　药物对 ＢＧＣ８２３细胞的细胞周期的影响（％，ｘ±ｓ）

分组 浓度 Ｇ０／Ｇ１ Ｓ期 Ｇ２／Ｍ

对照 ６９．５４±０．５７ １７．２６±０．５２ １３．２１±０．８４

５ＦＵ ２５．０ ６５．３２±０．７４１） ２３．２５±０．５３１） １１．４５±０．６７

ｃｉｎｏ１ ０．１ ６３．２３±０．５８１） ２５．２４±０．７５１） １１．６４±０．７９

ｃｉｎｏ２ １．０ ６０．３８±０．６４１） ２９．３６±０．３４１） １０．２５±０．５１

ｃｉｎｏ３ １０．０ ５７．１２±０．５６１） ３３．３６±０．４２１） ９．５１±０．９６

ｃｉｎｏ１＋５ＦＵ ０．１＋２５．０ ５６．５１±０．７５２），３） ３２．２３±０．５１２），３） １１．２１±０．７４

ｃｉｎｏ２＋５ＦＵ １＋２５．０ ５４．６４±０．４２２），３） ３５．３５±０．５８２），３） １０．３７±０．７６

ｃｉｎｏ３＋５ＦＵ １０．０＋２５．０ ５１．１２±０．４１２），３） ３７．７５±０．５４２），３） １１．１２±０．５３

　　　　注：１）与对照组比较Ｐ＜０．０５；２）与对照组和５ＦＵ组比较；３）与ｃｉｎｏ各亚组比较Ｐ＜０．０１

　对照组 ５ＦＵ组 ｃｉｍｏ组 ｃｉｍｏ＋５ＦＵ组

图２　流式细胞仪扫描图

３　讨　论

由于化疗和放疗对正常组织、器官不可避免地

产生损害或毒性作用，常成为增加剂量、提高疗效

的主要障碍。因此，寻找一种高效低毒的化疗辅助

药物治疗晚期肿瘤已成为许多学者研究的方向。

中药具有毒副作用小、易被患者接受等优点，从中

药中筛选高效低毒的凋亡诱导剂，对肿瘤的临床治

疗具有重要意义。

ｃｉｎｏ注射液在肿瘤临床中已广泛应用［３］。ｃｉｎｏ

可抑制白血病、肺癌、胃癌和肝癌等多种肿瘤细胞

增殖和诱导其凋亡［４－６］。近年来对 ｃｉｎｏ药理作用的

深入研究和临床应用，已证实 ｃｉｎｏ能有效抑制消化

道肿瘤细胞的增殖和诱导凋亡，但其在体外与化疗
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药物联用对胃癌细胞影响的研究较少。在此基础

上笔者采用体外细胞培养的方法观察了 ｃｉｎｏ与 ５

ＦＵ联用对人胃腺癌 ＢＧＣ８２３细胞增殖、凋亡和细

胞周期的影响。通过改良 ＭＴＴ法、荧光显微镜观察

和流式细胞仪检测方法的研究结果表明，ｃｉｎｏ和 ５

ＦＵ分别单用对胃癌细胞作用较 弱，联 合 应 用 对

ＢＧＣ８２３细胞的增殖抑制和诱导凋亡作用显著增

强（Ｐ＜０．０５），并且随 ｃｉｎｏ浓度的升高和作用时

间的延长，其抗肿瘤细胞增殖和促凋亡作用逐渐增

强。细胞周期分析显示，ｃｉｎｏ与 ５ＦＵ联合应用后细

胞的 Ｓ期 所占比例明显高于单药组 （均为 Ｐ ＜

０．０５），说明两者存在一定的协同效应；ｃｉｎｏ具有对

化疗药物的增效作用。其作用机制可能是 ｃｉｎｏ使

该细胞阻滞于 Ｓ期，使其不能进入 Ｓ期进行 ＤＮＡ复

制，从而抑制肿瘤的生长；而 ５ＦＵ系主要作用于 Ｓ

期肿瘤细胞的药物。故认为 ｃｉｎｏ增加了肿瘤细胞

对化疗的敏感性，从而起到抑制肿瘤细胞增殖和促

进细胞凋亡的作用。

我国 ｃｉｎｏ临床使用已有多年的历史，其单独使

用的安全性已有保证，若能证实其配伍化疗药物治

疗肿瘤的增效性和安全性，将有较大意义，可为胃

癌等易产生耐药现象的实体瘤的治疗提供有益的

方法和实验依据。本研究证实 ｃｉｎｏ通过抑制细胞

增殖和诱导细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用，为胃癌治

疗中使用 ｃｉｎｏ增敏化疗效果提供了实验依据。临

床上 ｃｉｎｏ与化疗同步治疗胃癌，即可发挥化疗作

用，又具有化疗增敏作用，使化疗的联合更加优化。

故认为 ｃｉｎｏ是很有开发潜力的抗肿瘤药物。但究

竟是 ｃｉｎｏ中的何种成分有诱导凋亡的作用，ｃｉｎｏ与

其他抗肿瘤单味中药或其他化疗药物联合使用时，

是否增强对胃癌细胞的杀伤效果，凋亡调控基因表

达开始的时相和凋亡不同阶段对表达的影响以及

其他凋亡相关基因表达的数量与种类等问题均有

待进一步探讨。
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