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　　摘要：目的　探讨紫杉醇联合大蒜素对胃癌细胞 ＭＧＣ８０３的增殖抑制和促凋亡作用及其分
子机制。方法　分别及联合应用两药后以 ＭＴＴ法测定 ＭＧＣ８０３细胞的增殖，用流式细胞仪检测
细胞凋亡，用 ＲＴＰＣＲ法观察基因 ｂａｘ和 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ的表达，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ观察其 蛋 白 表 达。
结果　１５～６０μｇ／ｍＬ大蒜素和 ４～３２μｇ／ｍＬ紫杉醇单用 ２４ｈ对 ＭＧＣ８０３细胞均有明显抑制作用，呈剂
量依赖性。低剂量大蒜素（９μｇ／ｍＬ）联合紫杉醇（１～１６μｇ／ｍＬ）比单用紫杉醇作用更强（Ｐ＜０．０５）。
１５μｇ／ｍＬ大蒜素，１２μｇ／ｍＬ紫杉醇和两药联用 ２４ｈ凋亡率分别为 １０．７％，３０．４％和 ８４．７％（Ｐ＜０．０１）。
单用大蒜素和紫杉醇对胃癌细胞 ｂａｘ和 ｂｃｌ２表达无明显影响，两药联用 ｂａｘ基因 ｍＲＮＡ和蛋白表达增
加，而 ｂｃｌ２ｍＲＮＡ和蛋白的表达减少。结论　大蒜素可增强紫杉醇对胃癌细胞的增殖抑制作用，两药
联用可减少紫杉醇的剂量；其机制可能是通过增强 ＭＧＣ８０３细胞的凋亡，后者与 ｂａｘ和 ｂｃｌ２基因表
达有关。 ［中国普通外科杂志，２００７，１６（４）：３４１－３４５］
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　　在肿瘤化疗过程中，抗癌药物在杀伤肿瘤细

胞的同时，对正常增殖细胞也有杀伤作用。联合

用药是使药物对肿瘤细胞发挥最大限度的杀伤而

对正常细胞的毒性减少到最低的有效途经。紫杉

醇是近年来出现的一种新型抗癌药，已广泛应用

于临床。研究证明大蒜的主要成分大蒜素具有防

癌抗癌作用。笔者研究了在体外紫杉醇联合大蒜

素对胃癌细胞 ＭＧＣ８０３的增殖抑制及促凋亡作

用，报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料

人胃癌细胞株 ＭＧＣ８０３来自美国标准生物品

收藏中心（ＡＴＣＣ），由浙江大学传染病研究所传代

保存提供，大蒜素注射液购自珍宝岛制药有限公

司（１５μｇ／ｍＬ），噻唑蓝（ＭＴＴ）购自 Ｓｉｇｍａ公司，流

式细胞仪为美国 ＣＯＵＬＴＥＲ公司生产的三色流式

细胞仪，ＡｎｎｅｘｉｕＶ／ＰＩ双染试剂购自美国ＣＯＵＬＴＥＲ

公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　含１０％小牛血清（杭州四季青

公司）和 ＲＰＭＩ１６４０培养基（ＧＢＩＣＯ公司）置于 ５％

ＣＯ２孵箱３７℃培养，取对数生长细胞进行实验。

１．２．２　ＭＴＴ法测定细胞增殖抑制率　将细胞密

度调整为１．０×１０５／μＬ，接种于９６孔板，２００μＬ／孔。

培养的细胞用不同浓度的大蒜素、紫杉醇（四川

太极制药公司）和两药联合处理，并设定不加任

何处理的对照组，每孔设 ３个复孔。各孔加 ＭＴＴ

２０μＬ［５ｍｇ／ｍＬ，用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）溶解过滤］

孵育 ４ｈ后，弃上清液，加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）

１５０μＬ终止反应。微振后于酶标仪波长 ５７０ｎｍ处

测定吸光度 ＯＤ值，计算抑制率。抑制率（％）＝

（１－实验组 ＯＤ值）／对照组 ＯＤ值 ×１００％。实验

重复 ３次。

１．２．３　流式细胞实验　细胞各 １×１０６，用 Ｔｒｉｚｏｌ

试剂 （美 国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 产 品）提 取 总 ＲＮＡ。

５×Ｂｕｆｆｅｒ４μＬ，焦碳酸二乙酯 （ｄｉｅｔｈｙｐｙｒｏｃａｒｂｏｎａｔｅ，

ＤＥＰＣ）水 １０μＬ，以上模板 ＲＮＡ１μＬ，ＤＮａｓｅ１Ｕ

（美国 Ｗｏｒｔｈｉｎｇｔｏｎ公司产品）３７℃ 消化 １ｈ，９５℃

３ｍｉｎ灭活 ＤＮａｓｅ；在上述消化后的系统中加入 ｄＮＴＰ

（１０ｍＭ）２μＬ，Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）０．２μＬ（０．２μｇ／μＬ）；
ＤＥＰＣ水 １μＬ，逆转录酶（ＲＴａｓｅ）１Ｕ４２℃ １．５ｈ逆
转录（ＲＴ）合成 ｃＤＮＡ。利用 Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件设计
引物。ｂａｘ上游引物为 ５′ＧＧＣＴＧＡＧＡＣＡＧＧＡＧＧＡＴ
ＣＡＣ３′，下游引物为 ５′ＡＧＧＣＴＧＧＴＣＴＴＧＡＡＣＴＣＣＴＧ
３′，扩增片段长度 ２１３ｂｐ；ｂｃｌ２上游引物为 ５′
ＧＧＡＧＧＧＧＴＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＴＣＡ３′，下游引物为 ５′ＴＣ
ＣＡＧＣＣＣＴＡＣＡＡＧＣＡＧＡＴＴ３′，扩 增 片 段 长 度 ２３０
ｂｐ。βａｃｔｉｎ为内 对照，上 游 引 物 为 ５′ＴＧＣＧ
ＣＡＧＡＡＡＡＣＡＡＧＡＴＧＡＧ３′，下游引物为 ５′ＣＡＣ
ＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴＣＡＡ ３′，扩 增 片 段 长 度 为

４１１ｂｐ。多聚酶链反应（ＰＣＲ）体系：１０倍缓冲液
（１０× ｂｕｆｆｅｒ）５μＬ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２４μＬ，Ｔａｑ酶
０．３μＬ（１．５Ｕ）；上述 ＲＴ产物１μＬ，ｄＮＴＰ（１０ｍＭ）
１μＬ，引物各 １μＬ（２０μｍｏｌ／Ｌ），加双蒸水至终体
积为 ２５μＬ。扩增程序：９４℃ １０ｍｉｎ预变性，９４℃
４５ｓ，５７℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ；３５个循环，７２℃ 延伸
１０ｍｉｎ。产物 １０μＬ在含溴化乙锭（ＥＢ）的 ２％琼
脂糖凝胶上电泳，紫外灯观察结果，拍照进行条

带亮度比较。

１．２．４　免疫印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　取对数生长细
胞各 ５×１０６个，抽提细胞总蛋白。各组取蛋白样
品 ４０～６０μｇ加样于 １０％十二烷基硫酸钠聚丙
烯酰氨 （ＳＤＳＰＡＧＥ）分离胶上电泳，尔后电转印
至硝酸纤维上，封闭液封闭后加入一抗 ４℃作用
过夜后洗膜，加入辣根过氧化酶（ＨＲＰ）标记的二
抗，室温作用 １ｈ后洗膜。将膜平铺于加工作液的
发光反应板上，暗室用 Ｘ光胶片显影 Ｘ光胶片，
用数字成像设备扫描胶片，进行条带亮度比较。

１．３　统计学处理
应用 ＳＡＳ软件包，大蒜素对胃癌细胞的平均

抑制率与药物浓度关系采用回归分析；组间平均

值比较采用 ｔ检验；率的比较采用卡方检验。

２　结　果

２．１　大蒜素对胃癌细胞的抑制作用
３～６０μｇ／ｍＬ大蒜素作用胃癌细胞 ２４ｈ有明

显抑制作用，且呈浓度依赖性（表 １，图 １）。利用
ＳＡＳ软件求得回归曲线，ＭＧＣ８０３细胞平均抑制
率（Ｙ）与药物浓度（Ｘ）之间存在着极显著的 Ｓ型
（Ｌｏｇｉｓｔｉｃ）曲线回归（Ｐ＜０．０００１）。
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表１　ＭＴＴ法检测不同浓度大蒜素对ＭＧＣ８０３细胞增殖的抑制率（％，ｘ±Ｓ）

不同浓度的大蒜素（μｇ／ｍＬ） ０ ３ ６ ９ １２ １５ ２０ ４０ ６０

ＭＧＣ８０３抑制率（％） ０ １１．３±８．９ ７．０±４．３ １０．５±６．６ １４．５±４．６ ４４．９±１１．７ ７６．６±３．５ ８９．４±２．５ ７４．１±４．７

２．２　大蒜素联合紫杉醇对胃癌细胞的抑制作用
９μｇ／ｍＬ大蒜素能增强紫杉醇对胃癌细胞的

抑制作用（Ｐ＜０．０５）（图 ２）。
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图１　大蒜素对ＭＧＣ８０３细胞的抑制作用（２４ｈ）
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图２　大蒜素联合紫杉醇对ＭＧＣ－８０３细胞的抑制作用（２４ｈ）

２．３　单药及联合用药诱导胃癌细胞的凋亡
单用１５μｇ／ｍＬ大蒜素及单用 １２μｇ／ｍＬ紫杉

醇作用于胃癌细胞 ２４ｈ凋亡率为 １０．７％和３０．４％

（Ｐ＜０．０１）；两药联合作用细胞凋亡率为８４．７１％，
明显高于单一药物（均 Ｐ＜０．０１）（图３）。
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图３　药物对胃癌细胞ＭＧＣ８０３凋亡的影响

２．４　ＲＴＰＣＲ检测
单用大蒜素和紫杉醇作用组其 ｂａｘ及 ｂｃｌ２

基因转录均未发生明显改变，两药联合作用后

ｂａｘ基因表达增强，ｂｃｌ２基因表达减弱（图 ４）。
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联合作用 １２ｈａｃｔｉｎ５：两药联合作用 ２４ｈｂｃｌ２６：两药联合作
用２４ｈａｃｔｉｎ

图４　大蒜素和紫杉醇联合作用对胃癌细胞ｂａｘ（左 ）和ｂｃｌ２（右）基因表达的影响
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２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果
单一药物作用后其 ｂａｘｂｃｌ２蛋白表达无明显

改变，两药联合可增加 ｂａｘ蛋白表达，减弱 ｂｃｌ２

蛋白表达（图 ５）。
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图 ５　大蒜素和紫杉醇联合作用对胃癌细胞 ｂａｘ和

ｂｃｌ２蛋白表达的影响

３　讨　论

由于化疗药物的毒副反应及肿瘤细胞的耐药

等原因，目前临床都选择几种药物联合应用的方

案，以降低毒副反应并提高化疗效果。但至今胃

癌的化疗效果仍不能令人满意，选择新的药物和

联合用药方案以提高胃癌的化疗效果具有重要

的现实意义。近年来植物抗肿瘤药发展迅速，国

外对紫杉醇应用于胃癌的多中心研究，显示其单

药有效率为 ２０％ ～２４％［１］，尤其对耐常规药物的

肿瘤也取得较好疗效 ，然而紫杉醇也存在毒副反

应和耐药性等问题因而影响其化疗效果。最近

研究显示［２］，低剂量大蒜素与周期特异性药物联

合使用能明显增强对胃癌细胞的毒性，同时也可

减少抗癌药物剂量以减轻毒性反应。本研究观

察联用大蒜和紫杉醇对胃癌细胞的杀伤作用，旨

是为临床化疗药物的选择提供新的思路。

本文结果显示大蒜素对胃癌细胞有增殖抑制

作用且呈剂量依赖性，低剂量时（９μｇ／ｍＬ）对胃

癌细胞增殖的抑制和诱导凋亡影响不明显，但当

其与紫杉醇联用时对胃癌细胞具有协同抑制细

胞增殖和诱导凋亡的作用，与单用相比差异有显

著性 。联用大蒜素可明显加强紫杉醇对胃癌细

胞的抑制作用。其机制可能与大蒜素多靶点作用

于胃癌细胞影响细胞周期分布等生物特性有关。

大蒜素作用胃癌细胞能改变细胞周期的分布，增

加 Ｇ２～Ｍ期细胞比例，呈剂量依赖性诱导凋亡 ，

并 揭 示 可 与 能 端 粒 酶 活 性 下 降 有 关［３－４］。

Ｋｎｏｗｌｅｓ［５］研究大蒜素影响细胞周期作用机制与蛋

白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）、钙依赖蛋白激酶Ⅱ（ＣＡＭＫⅡ）

和细胞外信号调节激酶（ＥＰＫ）的相关性，认为大

蒜素磷酸化 ＥＰＫ是将细胞阻滞于 Ｇ２～Ｍ期的机

制之一。王菊岩［６］报道大蒜素作用胃癌 ＭＫＮ４５

细胞能增强 Ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ的表达，诱导细胞凋

亡。而紫杉醇是一种新型广谱抗癌药，作用机制

独特［７］，主要通过结合到微管蛋白上，促进微管

蛋白聚合，并阻滞其解聚成亚单位，从而冻结有

丝分裂的纺垂体，并促进细胞凋亡。庞清荣［８］研

究认为，紫杉醇能有效抑制肿瘤细胞生长，其机

制可能与降低端粒酶活性及细胞活性有关。有

研究［９］指出，在化疗药物的联合应用上，周期特

异性药物具有重要意义，其能延缓肿瘤细胞的进

程，阻止细胞从某一时相进入下一时相，导致细

胞暂时性蓄积，此时如给予对这一时相具有杀伤

作用的药物将能明显增效。

细胞凋亡由多种因素诱导产生，还受凋亡基

因的调控。其中 ｂｃｌ２基因家族与凋亡关系密

切，ｂｃｌ２是已发现的最重要的抑制肿瘤细胞凋亡

的基因，其同源基因 ｂａｘ可拮抗 ｂｃｌ２的保护作用

而使细胞趋于凋亡。研究［１０］发现，增加 ｂａｘ基因

表达可促进紫杉醇诱导的肿瘤细胞凋亡。本研

究应用 ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，在

两药物联合作用 ２４ｈ后，ｂａｘ基因及蛋白水平的

表达均明显升高，ｂｃｌ２表达下降。提示药物可能

通过上调 ｂａｘ和下调 ｂｃｌ２基因及蛋白的表达而

发挥促肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞生长的作

用。

大蒜系一种来源广泛、安全的食物。大蒜素

为大蒜去皮粉碎后加水蒸馏而得到的挥发油，主

要成分为二烯丙基三硫 ，其抑制肿瘤的作用环节

和途径是多方面的。大蒜素具有多种抗癌生物

活性［１１］，如抗氧化，清除氧自由基。因为 ＤＮＡ分

子的氧化损伤是突变和癌的始发原因。此外在

蒜素还有抑制致癌物的活化、诱导解毒酶、加快

致癌物排泄等作用。总之，大蒜素与其他抗癌药

物相比具有经济、毒副作用小的优点。作为一种

化疗联合用药或辅助用药，大蒜素具有值得开发

应用的价值。
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·病案报告·

阑尾“荷包脓肿”１例
宋伟宁，刘钦文，滕成明

（山东省潍坊市第二人民医院 普通外科，山东 潍坊２６１０４１）

关键词：阑尾切除术／副作用；阑尾脓肿／继发性；病例报告

中图分类号：Ｒ６５６．８　　　　文献标识码：Ｄ

　　患者　男，２０岁。５ｄ前因阑尾
炎在当地镇医院行阑尾切除术。术

后一直低热，第 ５天体温升至４０．１℃，

右侧腹痛剧烈，急转入我院。体查：

急性痛苦面容，血压１４５／８５ｍｍＨｇ，体温

４０．１℃，心肺（－）。右侧腹肌紧张，

压痛，反跳痛明显，未触及包块，腹水

征（－）。白细胞 １９．８×１０９／Ｌ，中性

９１％，初步诊断：（１）局限性腹膜炎；

（２）阑尾切除术后，阑尾残株炎？急

　　收稿日期：２００７－０２－０６。

　　作者简介：宋伟宁，男，山东潍坊人，

山东省潍坊市第二人民医院普外科 主治医

师，主要从事普外及肝胆方面的研究。

　　通讯作者：宋伟宁　Ｅｍａｉｌ：ｓｏｎｇｗｅｉｎ

ｉｎｇ６１６＠１６３．ｃｏｍ

诊行剖腹探查术。术中见：回肠末端

系膜淋巴结肿大，回盲部和原荷包缝

合 处 充 血 明 显，原 荷 包 腔 触 及

３ｃｍ×３ｃｍ大小肿块，拆除荷包缝线

后，从荷包腔引流出淡黄色、带臭味

的黏稠脓液约 ５ｍＬ（培养为大肠杆菌

生长），见阑尾残端长约 ２ｃｍ，肿胀，

拭净脓液，在原荷包脓肿处放置橡胶

引流管，经右下腹引出腹腔，术后继

续抗感染、补液等治疗，第 ２天体温

降至正常。术后第 ２天开始流质饮

食，术后第 ５天拔掉引流管，术后第

１１天刀口拆线，治愈出院，随访 １个

月患者无异常。

讨论　阑尾切除术后荷包缝合包

埋阑尾残端，具有使残端重新腹膜化

的优点，但亦是造成荷包死腔并慢性

感染而致右下腹疼痛不能消除的原

因，一旦术后并发死腔急性感染（荷

包脓肿），后果极为严重。本例患者

阑尾残端过长，约 ２ｃｍ，荷包缝线穿

透盲肠全层，并且荷包腔过大，形成

死腔，导致荷包脓肿。为避免这一并

发症，可采取：（１）阑尾残端不宜过

长，以小于 ０．４～０．５ｃｍ为宜，以免影

响消毒残端的彻底性；（２）用 ５％石

炭酸和 ７５％酒精消毒腔内，以彻底破

坏腔内阑尾黏膜和杀灭腔内细菌；

（３）荷包腔不宜过大，以恰能包埋阑

尾残端为度；（４）荷包缝合时，缝针切

勿穿透盲肠壁的全层。阑尾荷包脓

肿诊断确立后，宜及时手术拆除荷包

缝线，局部引流并以脂肪垂或阑尾系

膜残端覆盖阑尾残端，以达重新腹膜

化的目的。

５４３




