
进行分组 o使实验结果一目了然 o见表 u ∗ x ∀

从表 u可以看出 ox个不同时间点的头孢呋辛钠相对含

量可分成 u个亚群k≥∏¥¶̈·t和 ≥∏¥¶̈·ul ow ov ou«三个水平构

成 ≥∏¥¶̈·tk Π� s qvzul ot os«两个水平构成 ≥∏¥¶̈·uk Π � s q

|y|l ∀由于配伍后头孢呋辛钠相对含量在 s ∗ t«内无明显

的变化 o可以认为在这个时间段内药物之间未发生化学反

应 ∀

同理 o表 v将 x个不同时间点的 ³� 值也分成 u个亚群 o

s ot«两个水平构成 ≥∏¥¶̈·tk Π� s qs{sl ot ou ov ow«三个水平

构成 ≥∏¥¶̈·uk Π� s quuyl ot«时间点下的 ³� 值归入那一个

亚群都是合理的 ~由于 y种配伍药物之间对头孢呋辛钠相对

含量的影响并无显著差异k Π� s quzxl o因此 o表 w中只有一

个亚群 ≥∏¥¶̈·tk Π� s qvuwl ~从表 x可以看出 o不同药物与头

孢呋辛钠配伍后的药液 ³� 值 o除利巴韦林和维生素 ≤ 之间

无显著差异外k Π� s q||{l o其余任意两者之间均有显著差异

k Π� s qsxl o这种差异是因为不同配伍药物之间的化学性质

造成的 o一般在各种配伍实验中都会存在 ∀

表 u !表 v显示配伍后随着时间的增加头孢呋辛钠相对

含量有下降的趋势 o而 ³� 值则有上升的趋势 ∀而这两个表

提供的最重要的信息是头孢呋辛钠与其它药物配伍时在 s ∗

t«内其相对含量和 ³� 值变化不大k属同一亚群l o超过 t«

则两者均有显著的变化 o不宜再使用 ∀

3 q4  以上结论为 ��� 对 y种药物与头孢呋辛钠配伍的情

况归纳而得 o这个结论反映了头孢呋辛钠与这些药物配伍时

的共有规律 ∀通过以上的分析可知配伍药物也许并不影响

头孢呋辛钠的化学性质 o即配伍后头孢呋辛钠相对含量的改

变是由于它本身的化学性质决定的 o与配伍药物无关 ∀因

此 o应增加考察头孢呋辛钠溶解于蒸馏水或生理盐水中的稳

定性试验 ∀

3 q5  为合理地安排药物配伍试验可以使用正交试验或析因

试验 o然后采用 ��� 分析实验数据 ∀

综上所述 o��� 可以同时考察几个因素 o能充分地利用

实验所得出的数据来分析药物配伍试验 o揭示了实验中许多

不易觉察的因素和关系 o给出正确合理的结果 o有很强的实

用性 o完全适用于药物配伍试验的数据分析 ∀
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ΙΜ294对肝癌细胞的杀伤作用的实验研究
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摘要 }目的  探讨 ��2|w对人肝癌细胞的杀伤作用 ∀方法  采用 � × × 法分析 ��2|w对人肝癌细胞 zzut生长的影响 o用流式

细胞术检测细胞有丝分裂周期及细胞凋亡 o用 � q∞q染色分析细胞的核分裂相 ∀结果  ��2|w对肝癌细胞有明显的抑制作用 o

从流式细胞术分析细胞阻滞在 �u n � 期 o并诱发细胞凋亡 o在 uw«后 o出现凋亡小峰 ∀结论  ��2|w能阻滞细胞分裂 o诱导肝

癌细胞凋亡 ∀

关键词 }��2|w ~肝癌细胞 ~细胞凋亡
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  癌症是威胁人类生命健康的疾病 ∀抗肿瘤新药层出不

穷 o安生康k��2|wl有效成分是从牛乳中分离纯化的小分子

糖蛋白 o其中蛋白占 tw qz{ h !糖占 w| q|x h ∀本研究旨在探

讨 ��2|w对体外培养人肝癌 zzut细胞系的作用及其机制 o

为临床提供理论依据 ∀

1  材料和方法

1 q1  材料 }

细胞 }人肝癌细胞株kzzutl o从上海细胞库获得并由浙
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江省肿瘤研究所提供 ~� ° ��2tyws培养液含 us h小牛血清 o

vz ε 单层贴壁培养≈t  ∀药物 }安生康 ��2|w o浙江爱生制药

有限公司赠送 ∀噻唑蓝k � × ×l从华美生物公司购买 ∀

1 q2  方法

1 q2 q1  药物对细胞的抑制 }取对数生长期的 zzut细胞 o制

成单细胞悬液kt ≅ tsxr°�l otsΛ�r孔细胞悬液加入到 |y孔

培养板 o体积分数为 x h ≤ �u 孵箱培养 uw«后 o用 w ε 冰箱

uw«培养使细胞同步化 ow{«后 o换含不同浓度kts ous ows o

ys o{sΛªr°�l药物的培养液 !uw«每孔加 tsΛ�� × × kx°ªr

°�l液 o继续培养 w ∗ y«后 o加 tssΛ�酸化异丙醇k盐酸酸

化l终止反应 o震荡 ts°¬± o酶标仪k≤ ¬̄±¬�¬²wss�× ≤lxzs±°

测量 �值 o并求其抑制率≈u  ∀抑制率k h l � kt2实验组平均

Α值r对照组平均 � 值l ≅ tss ∀k本实验所有的结果都是 v

次连续实验结果的平均值l

1 q2 q2  细胞凋亡测定 o流式细胞仪的测定流式细胞术的细

胞凋亡分析 }经药物处理后 w o{ otu ouw ow{ ozu«o各组按常规

的流式细胞术检测法收集并固定细胞 ~检测前细胞经 uss ≅

γ 离心后 o倾去上清 o按顺序加入 �k含胰酶等l o�k含胰酶

抑制剂及 � �¤¶̈ � l o≤k含碘化丙酊 °�l液各 ts°¬±ok � o� o

≤液 �q⁄q¬±¦q�≥�l o流式细胞仪 kƒ�≤≥ ≤¤̄¬¥∏µ o �q⁄q

�≥� l检测 °�标记的细胞核 ∀按上述流式细胞术方法处理

并分析各组细胞的凋亡小峰 ∀流式细胞仪的测定按文献≈v  ∀

1 q2 q3  药物对细胞作用的时间依赖性

把 v ≅ tsxr瓶及 t ≅ tswr孔细胞悬液分别接种到有盖片

的 ux°�培养瓶及 |y孔板中 o细胞经上述同步化后 o分别加

入不同浓度kts ows o{sΛªl的 ��2|w o培养至 w o{ otu ouw ow{ o

zu«后 o分别进行以下各指标检测 }

≠药物对细胞抑制的时间依赖性 }用 � × × 法检测 o方法

同前 ∀细胞核分裂指数 }在上述不同的时间各取一片盖片固

定于体积分数为 |x h 乙醇中 o�∞ 染色后 o高倍镜下计数

usss个细胞 o计算核分裂指数 ∀

�流式细胞术的细胞周期分析 }各组按常规的流式细胞

术检测法收集并固定细胞 ~检测前细胞经 uss ≅ γ 离心后 o倾

去上清 o按顺序加入 � k含胰酶等l o�k含胰酶抑制剂及

� �¤¶̈ �l o≤k含碘化丙酊 °�l液各 ts°¬±o流式细胞仪检测 °�

标记的细胞核 ∀

2  结果

2 q1  药物对细胞的抑制

用 � × × 比色法检测不同浓度kts ous ows oys o{sΛªr°�l

的 ��2|w对细胞的抑制 o作用 uw«后 o其抑制率分别为 y qu o

vx q{ owx qt ozz qu o|t q| h ∀�≤xs为 x| q|uΛªr°�∀

2 q2  通过流式细胞术检测发现 owsΛª��2|w作用 uw«后 o出

现了明显的凋亡小峰 o见图 t o但继续培养 ∀

2 q3  药物对细胞作用的时间依赖性

2 q3 q1  药物对细胞抑制的时间依赖性

用 � × × 法检测结果 o��2|w低浓度ktsΛªr°�l时 o抑制

作用非常的弱 o几乎没有抑制 o而在中浓度时kwsΛªr°�l具

明显的时间依赖性 o而高浓度k{sΛªr°�l中明显出现细胞抑

制 o见图 u ∀

图 1  流式细胞术检测细胞凋亡k左图为对照l

Φιγ 1  ≤¨̄¯¤³²³·²¶¬¶§̈·̈¦·̈§¥¼ ©̄²º ¦¼·²° ·̈µ¼ k¦²±·µ²̄ ²±·«̈

¯̈ ©·l

图 2  药物对细胞抑制的时间关系

Φιγ 2  ×¬° 2̈§̈ ³̈ ±§̈ ±·°¤±±̈ µ²©§µ∏ª¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈ ¦·²± ¦̈¯̄¶

2 q3 q2  药物对细胞核分裂指数的影响

与对照组相比 o中浓度的 ��2|wktsΛªr°�l作用至 {«时

细胞的核分裂相明显增加 o见图 v o但随着药物浓度的增加 o

细胞的核分裂相迅速减少 ∀中浓度 ��2|wkwsΛªr°�l作用时

间至 {«细胞核分裂明显 o随着时间增加 o细胞的核分裂明显

减少 o高浓度的 ��2|wk{sΛªr°�l在作用的早期就明显抑制

细胞生长 o见图 v ∀

图 3  药物对细胞核分裂指数的影响

Φιγ 3  �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©§µ∏ª²± ®¤µ¼²¶·̈±²¶¬¶

2 q3 q3  从流式细胞术的细胞周期及倍体分析结果发现 o低

浓度ktsΛªr°�l的 ��2|w 作用至 tu«后 o基本和对照组相

当 o而中浓度kwsΛªr°�l的 ��2|w作用 tu«后 o�u n � 相细

胞明显高于对照组 o并随时间到 w{«后达到最大值 ∀综合图

w分析 o��2|wkwsΛªr°�l主要使该细胞阻滞于 �u n � 期 o而

使 �u n � 进入 ≥ 期的细胞明显减少 ∀在高浓度时k{sΛªr

°�l早期就出现细胞杀伤 o见图 w ∀
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图 4  药物针对k�u n � l期细胞比例的影响

Φιγ 4  �±©̄∏̈ ±¦̈ ²©§µ∏ª²± �u n � ¶·¤ª̈ ¦̈¯̄¶

3  讨论

越来越多的研究表明肿瘤的发生与细胞异常增殖有关 o

而细胞的异常凋亡是细胞异常增殖的原因≈w  ∀化疗是通过

杀伤肿瘤细胞 !抗肿瘤细胞增殖 o促进细胞凋亡途径来实现 ∀

如何促使细胞凋亡 o是寻找研究抗癌药物的关键之一 ∀��2

|w对肝癌 zzut杀伤作用的体外实验 o从笔者的研究结果发

现 o当一定浓度的 ��2|w作用于 zzut细胞时有时间依赖性 o

对 zzut细胞进行 wsΛªr°���2|w的处理 ouw«出现了明显

的凋亡小峰 ~从细胞存活曲线发现 o��2|w 对细胞的杀伤也

有时间依赖性 ~从细胞有丝分裂相及流式细胞术检测的k�u

n � l期细胞的比例发现 ��2|w作用的靶点是 �u期 ∀阻滞

细胞进入 ≥期 o抑制其增殖并发生凋亡 o从而对细胞的杀伤

产生时间依赖性 ∀��2|w杀伤 zzut细胞有量2效关系 o人肝

癌细胞 zzut存活率随着药物剂量的增大而显著下降 o因而

具有一定的剂量依赖性 o当浓度高于 {sΛªr°�时 o会产生药

物对细胞的直接杀伤作用 o当药物浓度在 us ∗ {sΛªr°�范

围内 o��2|w对细胞作用是通过对有丝分裂周期的抑制而产

生 ∀因此 o��2|w 对肝癌细胞作用可能是使阻滞在 �u n �

期同时 o��2|w诱发细胞凋亡是其抗肿瘤作用的机制的另一

个重要方面 ∀考虑到 ��2|w有效成分子糖蛋白 o而真正起到

抑瘤作用的很可能是多糖类物质 o属于生物反应调节剂 ∀

另外本研究发现 o��2|w 具有阻滞肝癌细胞从 �u n �

期进入 ≥期 o而放射治疗主要对细胞的 �u n � 期敏感 o提示

�2|w可能具有放射增敏作用 ∀
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摘要 }目的  观察中药内服外敷治疗老年人病态窦房结综合征的疗效 ∀方法  ys例患者随机分为内服组和内服外敷组各 vs

例 ∀内服组以温补肾阳 !振奋心阳 !益气活血 !化淤生新为治则 o采用制附子 !桂枝 !淫羊霍 !补骨脂 !党参 !黄芪 !当归 !水蛭 !鸡

血藤 !炙甘草等药物进行治疗 ~内服外敷组在上述治疗的同时 o采用川芎 !桃仁 !红花制成的膏剂外敷于心前区 ∀结果  内服

组显效 tt例 o有效 tx例 o总有效率 {y qyy h ~内服外敷组显效 us例 o有效 z例 o总有效率 |s h ∀t例窦缓伴结性逸搏心律的重

症患者 o经内服外敷治疗后恢复窦性心律 ~二组临床疗效比较 o内服外敷组显效率提高k Π� s qsxl ∀结论  中药内服外敷治疗

老年人病窦综合征疗效较好 ∀
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