
甲基莲心碱对 Σαοσ22细胞体外增敏作用的研究

基金项目 }湖南省教委科研基金资助项目k�²}|ytxxl

通讯作者 }曹建国 o×̈ ¯}szvw2{u{tw{t oƒ¤¬}szvw2{u{s|sz

席雅文t o唐小卿u o包杰v o曹建国w
kt q南华大学附一医院骨科 o湖南  衡阳 wutsst ~u q中山大学医学院生理教研室 ~v q中南大学湘雅医院骨

科 ~w q南华大学肿瘤研究所l

摘要 }目的  探讨甲基莲心碱k�̈©̈µ¬±̈ o�̈©l对骨肉瘤细胞k≥¤²¶2u ¦̈¯̄¶l的体外化疗增敏作用 ∀方法  以人骨肉瘤细胞株k≥¤²¶2u

¦̈¯̄¶l为研究对象 o� × ×法测定药物的细胞生长抑制率 o流式细胞仪kƒ̄ ²º ≤¼·²° ·̈µ¼ oƒ≤ �l检测细胞凋亡 ∀结果  �̈©kx otsΛ°²̄#

�ptl分别为与阿霉素k�⁄�l ox2氟尿嘧啶kx2ƒ∏l o顺铂k≤⁄⁄°l o鬼臼乙叉苷k∂ °tyl合用 o可增加它对 ≥¤²¶2u细胞的生长抑制率 ó �

t ∀ �̈©ktsΛ°²̄#�ptl可增强不同浓度 �⁄� 诱导 ≥¤²¶2u细胞凋亡 ∀结论  �̈©对 ≥¤²¶2u细胞有化疗增敏作用 ∀
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  肿瘤的多药耐药k°∏̄·¬§µ∏ªµ̈¶¬¶·¤±¦̈ o� ⁄� l的主要机制是

细胞膜 °2糖蛋白k°2ª̄¼¦²³µ²·̈¬±o°2 ª³l过度表达 o°2ª³为一能

量依赖型药泵 o能将抗癌药物从肿瘤细胞内泵出 o使化疗药物

不能聚积于癌细胞内 o而化疗失效 ∀钙通道阻滞剂k≤¤̄¦¬∏°

¦«¤±±̈ ¯¥̄²¦®̈µo≤≤�l能逆转 °2ª³介导的 � ⁄� o维拉帕米k∂ 2̈

√¤³¤°¬̄ ∂ � °l作为钙通道阻滞剂 o是一种经典的化疗耐药逆转

剂 ∀但其严重的心血管不良反应限制了其在化疗中的运用 ∀

莲心碱作为一种中药单体的 ≤≤�o体外实验证明 �∞�2zwsu

细胞中 o对 ∂ ≤ � 的体外增敏作用有类似 ∂ � °逆转细胞的

� ⁄� 作用 ∀而中药又具有不良反应小 o安全性高的优点 o所

以从中药中寻找化疗耐药逆转剂 o为增强化疗疗效提供了一

条有用的途径 ∀我们以前的研究表明甲基莲心硐能增强化

疗药物抑制人乳腺癌细胞 � ≤ƒ2z的增殖和诱导其凋亡的作

用≈t qu  o骨肉瘤是一种化疗不敏感的恶性肿瘤 o甲基莲心碱

k�̈©̈µ¬±̈ �̈©l是否能增强化疗药物对骨肉瘤细胞k≥¤²¶2ul的

抑制 o促进其凋亡 o还没有相关报道 o本研究旨在探讨甲基莲

心碱对骨肉瘤细胞的体外化疗增敏作用 ∀

1  材料与方法

1 q1  药品与试剂

阿霉素 k �⁄� l购自浙江海正药业有限公司 o批号

susust ~x2氟尿嘧啶 kx2ƒ �l购自天津氨基酸公司 o批号

usssswvs ~顺铂 k ≤⁄⁄°l购自山东齐鲁制药厂 o批号

susvstu ~鬼臼乙叉苷k∂ °tyl购自北京制药工业研究所 o批

号 sttussy o均用 s qst°²̄#�p t o³«z qw的 °�≥配成 uª#�p t

母液 o抽滤灭菌后 op us ε 冻存备用 ∀甲基莲心碱k �̈©l购

自香港国威公司 o用 tΛ°²̄ #�p t盐酸溶解 o再用 s qtΛ°²̄ #

�p t氢氧化钠将溶液调至 ³«y q{ oussΛ°²̄#�p t ∀抽滤灭菌

后 ow ε 贮存备用 ∀以上药物临用时用完全培养基稀释至所

用浓度 ∀ � × ×k≥¬ª°¤产品l临用时用 °�≥配成 xª#�p t o碘

化丙碇k°�lk≥¬ª°¤产品l ~� ±¤¶̈ �k≥¬ª°¤产品l ∀

1 q2  仪器

流式细胞仪k美国 �⁄公司 oƒ�≤≥wusl o酶联免疫仪k华

东电子管厂 o⁄�vsuul ∀

1 q3  人骨肉瘤细胞k≥¤²¶2ul由中山医科大学肿瘤所引进 o

培养于含 ts h 小牛血清的 ⁄� ∞� 中 o取对数生长期细胞

用于实验 ∀

1 q4  细胞毒性试验k � × × 法l

取对数生长期细胞 os qx ≅ tsx 个r°�接种于 |y 孔培

养板 o每孔 tssΛ�o于 vz ε ox h ≤ �u o饱和温度条件下培养

uw«后 o用药组每孔 tssΛ�的药液 o对照组和调零组加

#w# ≤«¬± �� �° oussw ƒ ¥̈µ∏¤µ¼ o∂ ²̄ qut �²qt                中国现代应用药学杂志 ussw年 u月第 ut卷第 t期



tssΛ�完全培养基 o每组设 w 个平行孔 o再培养 zu«后 o每

孔加 xª#�p t � × ×usΛ�k调零组除外l o再培养 w«o然后吸去

上清 o加 ⁄� ≥�tssΛ�#�p t孔 o待 � × × 完全溶解后 o用酶联

免疫仪于 xzs°°波长下调零组调零校正后测吸光度 Α o按

下列公式计算药物对细胞的生长抑制率 k�� l }�� � kt2

Α用药用r Α对照组l ≅ tss h ∀合并用药效果根据文献≈v 提供

的金氏公式求 ´值进行判断 }́ � ∞¤n ¥r∞¤n ∞¥p ∞¤≅ ∞¥

k其中 ∞¤n ¥为两药合用的抑制率 o∞¤和 ∞¥为各药单用时

的抑制率l o当 ´� t时表示两药合用有拮抗作用 ó � t时 o

表示有增效作用 ∀

1 q5  流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期细胞 o弃去旧培养基 o给药组换上含一定

药物浓度的培养基 o对照组换上等量完全培养基 ∀培养

uw«后 o收集细胞 o用 zx h乙醇 w ε 固定过夜 o°�≥洗一遍 o

加 °�荧光染液kxΛª#°�p t°�ousΛª#°�p t � �¤¶̈ �l于 w ε 冰

箱中放置 wx°¬± ovss 目尼龙网滤过 o上流式细胞仪检测 ∀

计数 ts sss个细胞 o以亚 �t峰细胞为凋亡细胞 o计算凋亡

率 ∀

2  结果

2 q1  �̈©的细胞毒性效应

t ox otsΛ°²̄ # �p t �̈© 对 ≥¤²¶2u 的抑制率分别为

v q|t h ow qzz h ots qy{ h o无明显细胞毒作用 ∀

2 q2  �̈©对化疗药物细胞毒性的影响

用 � × × 法测定不同浓度的 �̈©分别与 �⁄� ox2ƒ∏o

∂ °ty o≤⁄⁄° 合用时对 ≥¤²¶2u 细胞的杀伤作用 o发现 x o

tsΛ°²̄#�p t的 �̈©均可不同程度地增强化疗药物对 ≥¤²¶2u

的杀伤作用 ó � t o表明 �̈©具有化疗增效作用 ∀见表 t ∀

表 1  �̈©合用抗肿瘤药物对 ≥¤²¶2u细胞生长的抑制作用

Ταβ 1  × «̈ ¬±©̄∏̈ ±¦̈ ²© �̈©²±¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈ ¦·²± ≥¤²¶2u ¦̈¯̄

ªµ²º·«¬±§∏¦̈§¥¼ ¤±·¬¦¤±¦̈µ§µ∏ª¶

药物处理

kΛª#°�p tl

单用

k�� h l

合用 xΛ°²�#�p t

�̈©�� k h l ´

合用 tsΛ°²̄#�p t

�̈©�� k h l ´

�⁄�   

s qsw u| qw| wv qss t qtu wy q|w t qtv

s qst tv quz ux qx{ t qv| wu q|x t qt{

s qssw | qxt ty q|y t qwv vw q|t t q{|

∂ °ty   

s qv xu qus yu qut t qtu xy qz{ t qtx

s qt t| qty w{ qyu t q|y xw q|t t q|{

s qsv tt qww wu q|s u qwv wz qt| u quz

≤⁄⁄°   

s qt yt qvv zv q{| t qt{ {t q|s t quv

s qsv vu qsv yt qvu t qyv yv qzs t qyw

x2ƒ∏  

t x| qu zy q{u t quv {s qyy t quz

s qux t| qut zv qw{ u q|z zy qz| u qzv

s qt { qvx xs qt v qzx zs qtw v qvx

2 q3  �̈©对 �⁄� 诱导 ≥¤²¶2u调亡的影响

≥¤²¶2u细胞自然凋亡率 w q{y h ∀tsΛ °²̄#�p t �̈©与细

胞作用 uw«后 o凋亡率 z q|t h ∀经 ς
u 检验 oΠ� s qsx 在显

著性差异 o说明 �̈©并不显著诱导细胞凋亡 ∀不同浓度的

��⁄能诱导 ≥¤²¶2u凋亡 o但与 tsΛ °²̄#�p t �̈©同用时 o其

凋亡率有显著增加 ∀见表 u ∀

表 2  �̈©对不同浓度的 �⁄� 诱导 ≥¤²¶2u 凋亡的影响

Ταβ 2  × «̈ ©̈©̈ ¦·²© �̈© ²± ≥¤²¶2u ¦̈¯̄ ¤³²³·²¶¬¶¬±§∏¦̈§¥¼

§¬©©̈ µ̈±·¦²±¦̈±·µ¤·¬²± ²© �⁄�

�⁄� k°ª#°�p tl ≤²±·µ²̄
�³²·²¶¬¶

合用 tsΛ°²̄#�p t �̈©

s qssu tt qs t| qttl

s qss{ tz q{ u| q|tl

s qsu ut qz vx qytl

注 }与对照组相比 otl Π� s qsx

�²·̈ }tl Π� s qsx∂¶¦²±·µ²̄

3  讨论

骨肉瘤细胞对化疗不敏感 o影响了治疗效果而且化疗

又有不同程度的不良反应 o即药物在杀伤肿瘤细胞的同时 o

对某些正常组织有一定的损害 o寻找化疗增效药物变得尤

为重要 ∀因而我们试图寻找一种化疗增敏剂用于骨肉瘤的

治疗以增强化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用并降低它对正

常细胞的毒性 ∀甲基莲心碱系睡莲科植物莲的成熟种子绿

色胚芽提取的一种双苄基异喹啉类生物碱 o最近我们发现

甲基莲心碱能增强阿霉素抑制人乳腺癌细胞细胞增殖 o表

明甲基莲心碱是一种化学增敏剂≈t ∗ u  ∀叶祖光等≈w 也发现

甲基莲心碱有增强长春新碱诱导 � ≤ƒ2z细胞凋亡的作用 ∀

本实验结果显示无明显不良反应的 �̈©使 �⁄� ox2

ƒ∏o≤⁄⁄° o∂ °ty对 ≥¤²¶2u细胞不良反应增强 o表明 �̈©对

≥¤²¶2u细胞有化疗增效作用 ∀诱导凋亡可能是不同作用机

制的抗癌药发挥作用的共同途径≈x  ∀我们通过流式细胞仪

检测 �̈©对 �⁄� 诱导细胞凋亡的影响 o结果表明 �̈©并不

诱导 ≥¤²¶2u细胞凋亡 o但可显著增强 �⁄� 诱导 ≥¤²¶2u 细

胞凋亡作用 ∀提示增强抗癌药物诱导细胞凋亡可能是 �̈©

增敏机制之一 ∀
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