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异常黑胆质成熟剂总酚与顺铂"多西他赛联合对

人宫颈癌
!"#$

细胞的影响"
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要#目的
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研究异常黑胆质成熟剂水提物总酚与顺铂&多西他赛联合对体外培养的人宫颈癌
!"#$

细胞增殖的影响!并

探讨其作用机制'方法
!

总酚分别与顺铂&多西他赛联合作用于
!"#$

细胞!采用
,--

法检测细胞增殖抑制情况!倒置相差显微

镜观察细胞形态!流式细胞术检测
!"#$

细胞
./01&

&端粒酶表达水平'结果
!

总酚
1

顺铂组&总酚
1

多西他赛组的细胞增殖抑制率分

别明显高于顺铂组&多西他赛组#
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%!且细胞体积变小&变圆!可见较多脱落圆形死亡细胞!细胞
./01&

&端粒酶表达水平显著

降低#
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%'结论
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异常黑胆质成熟剂总酚与顺铂&多西他赛联合可能通过降低
./01&

和端粒酶表达水平而抑制
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细胞

的增殖'

关键词#基因!
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$端粒!末端转移酶$细胞增殖$细胞凋亡$异常黑胆质成熟剂
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公布宫颈癌是惟一可望消灭的肿瘤以

来#国内外对宫颈癌的研究日益增多(维药异常黑胆质成熟剂

是维吾尔医治疗和预防各种肿瘤的有效处方#在临床实践中广

泛使用#其疗效显著(本实验采用维药异常黑胆质成熟剂水提

物总酚#以人子宫颈鳞癌
!"#$

细胞为研究对象#将其分别与

顺铂)多西他赛联合作用进行比较#探讨异常黑胆质成熟剂总

酚与顺铂及多西他赛有无协同作用及其作用机制#以寻找新的

抗肿瘤药物(
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材料与方法
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细胞株
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细胞购于中国医学科学院上海细胞生物

研究所(
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主要试剂与仪器
!

总酚由新疆医科大学哈木拉提$吾甫

尔教授惠赠(实验用药及试剂包括!顺铂%澳大利亚
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')胰蛋白酶
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公司')破膜剂%

.VNY,;ZNR[O-VX

')鼠抗人

./01&

抗体%

LZ\L-XRWVZ

')兔抗人端粒酶抗体%北京博奥森'

等(实验用仪器主要有
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培养箱%

-A>FC4!/">9?"B"/

')倒置

相差显微镜%

RO],S[!

')全自动酶标仪%

.LR1X;T

'及流式细

胞仪%

.VNY,;ZNR[O-VX

'等(
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细胞培养
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细胞用含
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链霉素的高糖
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培养基#在
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)饱和湿度)
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培

养箱中培养(
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传代
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次#取对数生长期细

胞进行实验(
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法检测
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取对数生长期
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细胞#调整细胞密度

为
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#将其接种于
56

孔板#每孔接种
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#继续

培养
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'实验组%包

括单药组!总酚组)顺铂组)多西他赛组&联合组!总酚
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顺铂组)

总酚
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#与相同浓度的单药组比较&
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#与相同浓度其他作用时间组比较(
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细胞增殖的影响$
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作用
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作用
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作用
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CO

作用
&+A

作用
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作用
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多西他赛
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作用
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作用
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作用
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#与相同浓度的单药组比较&

%
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#与相同浓度其他作用时间组比较(

联合用药采用各浓度总酚分别与上述各浓度顺铂)多西他赛联

合(按分组加药处理#分别培养
&+

)

+(

)

:&A

后每孔加
&*

"

O

,--

#继续培养
+A

终止实验#加入
T,!R%2*

"

O

#用全自动

酶标仪震荡
%*C"9

检测各组在
+5*9C

处的吸光度值%

4

E

?"/$0

3>98"?

M

#

RT

+5*

'(按公式计算细胞增殖抑制率(细胞增殖抑制

率
b

*

%c

%实验组平均
RT

+5*

值
1

空白实验组平均
RT

+5*

值"对照

组平均
RT

+5*

值
c

空白对照组平均
RT

+5*

值'+

`%**̂

(实验

重复
2

次#每浓度组均设
+

复孔(

B'F

!

倒置相差显微镜观察
!

药物处理
+(A

后分别采用倒置

相差显微镜观察对照组)总酚
1

顺铂组及总酚
1

多西他赛组
!"#$

细胞的形态变化(

B'G

!

流式细胞术检测
!

取对数生长期
!"#$

细胞接种于培养

瓶#接种
2̀ %*

2 个细胞"瓶#

+(A

贴壁后将细胞分为对照组%细

胞未用药物处理')顺铂组%顺铂
2

"

@

"

CO

')多西他赛组%多西

他赛
&*

"

@

"

CO

')总酚组%总酚
:2

"

@

"

CO

')总酚
1

顺铂组%总酚

:2

"

@

"

CO

)顺铂
2

"

@

"

CO

')总酚
1

多西他赛组%总酚
:2

"

@

"

CO

)

多西他赛
&*

"

@

"

CO

'#继续培养
+(A

#胰酶消化成单细胞悬液#

磷酸缓冲液%
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A48
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#

S.!

'洗
&

次#破膜剂破

膜后#加
2

"

O

鼠抗人
./01&

抗体)

&

"

O

兔抗人端粒酶抗体#

%2

C"9

后加
+COS.!

洗涤离心#去上清液#加入
%CO

鞘液行流

式细胞仪检测(

B'H

!

统计学处理
!

应用
!S!!%:'*

统计软件进行数据分析#

计量数据用
Ha?

表示#方差分析#以
!

$

*'*2

为差异有统计学

意义(

C

!

结
!!

果
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总酚与顺铂联合对
!"#$

细胞增殖抑制率的影响
!

总酚
1

顺铂组的细胞增殖抑制率比顺铂组明显增加%

!

$

*'*2

'#顺铂

浓度不变时#随总酚浓度增大#细胞增殖抑制率增加&并且相同

药物浓度处理组的细胞增殖抑制率随时间增加而增大%

!

$

*'*2

'(而低浓度总酚%

2*

"

@

"

CO

'对细胞无杀伤作用#却能显

著提高顺铂对细胞增殖的抑制%

!

$

*'*2

'(总酚与顺铂的交

互作用为协同#见表
%

(
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总酚与多西他赛联合对
!"#$

细胞增殖抑制情况
!

总酚
1

多西他赛组比多西他赛组细胞增殖抑制率明显增加%

!

$

*'*2

'#多西他赛浓度不变时#随总酚浓度增大#二者联合作用

的细胞增殖抑制率增加%
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'#相同药物浓度处理组细胞

增殖抑制率随时间增加而增大%

!
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'(低浓度总酚%
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'也显著提高多西他赛对细胞增殖的抑制%

!

$

*'*2

'(

总酚与多西他赛亦具有协同作用#见表
&

(

C'D

!

总酚分别与顺铂)多西他赛联合对
!"#$

细胞形态的影响

!

倒置相差显微镜观察#对照组
!"#$

细胞贴壁良好#几乎无

脱落细胞#形态正常#大多呈梭形#生长舒展#细胞质透亮&总

酚
1

顺铂组与总酚
1

多西他赛组细胞体积变小)变圆#细胞核固

缩#核质比减小#细胞质浑浊#可见空泡状细胞#部分细胞核核

膜消失#可见较多脱落圆形死亡细胞#见封
)

图
%

(

C'E
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总酚分别与顺铂)多西他赛联合对
!"#$

细胞
./01&

)端粒

酶的表达
!

由表
)

)封
)

图
&

可见#总酚组)顺铂组)多西他赛

组)总酚
1

顺铂组及总酚
1

多西他赛组细胞
./01&

和端粒酶表达

水平均低于对照组%

!

$

*'*2

'#总酚
1

顺铂组及总酚
1

多西他赛

组细胞
./01&

和端粒酶表达水平均低于单药组)总酚组%

!

$

*'*2

'(

表
)

!!

总酚"顺铂及多西他赛对
!"A$

细胞
./01&

"

!!

端粒酶表达水平的影响$

Ha?

&

组别
./01&

端粒酶

对照组
:)'6:a+'++ 6&'&:a+'+5

单药组

!

总酚组
6*'(:a&':%

#

2*'::a)'++

#

!

顺铂组
))'2*a+'++

#

))'):a+'2:

#

!

多西他赛组
&6'%*a+'(%

#

+)'5:a+'%5

#

联合组

!

总酚
1

顺铂组
%%':)a)'%:

#%

%('(:a%'&2

#%

!

总酚
1

多西他赛组
5'::a)'26

#%

&:':)a2')5

#%

!!

#

!

!

$

*'*2

#与对照组比较&

%

!

!

$

*'*2

#与单药组比较(

D

!

讨
!!

论

以顺铂为基础的同步放)化疗可提高宫颈癌患者的生存

率#使宫颈癌患者的死亡危险下降
&(̂

!

2*̂

*

%

+

#现已用于宫

颈癌等多种恶性肿瘤的治疗*

&

+

(多西他赛即多西紫杉醇#是新

近研制应用的一种紫杉醇类抗肿瘤药物#体内外实验研究表

明#多西他赛对多种人类肿瘤#如结肠癌)卵巢癌)肺癌和乳腺

*::%

重庆医学
&*%%

年
6

月第
+*

卷第
%(

期



癌等都有细胞毒性#并能诱导肿瘤细胞凋亡*

)1+

+

#对晚期宫颈癌

也有一定的疗效*

2

+

(

本研究
,--

结果表明顺铂和多西他赛单独作用#可显著

抑制
!"#$

细胞生长#这与以往研究相似*

61:

+

#总酚分别与二者

联合能显著提高肿瘤细胞的增殖抑制率%

!

$

*'*2

'#具协同作

用(顺铂浓度一定时#随总酚浓度增大#细胞增殖抑制率增加&

相同药物浓度处理
!"#$

细胞#随作用时间增加#细胞增殖抑

制率也明显增加%

!

$

*'*2

'(总酚与多西他赛联合作用亦得

到类似结果(倒置相差显微镜观察实验组细胞发生形态学改

变#这表明总酚分别与顺铂)多西他赛联合可抑制
!"#$

细胞

的增殖(

现代研究已证实异常黑胆质成熟剂可清除自由基)提高患

者机体抗氧化功能)防止羟自由基引发的
TZ;

氧化损伤和线

粒体氧化损伤等#总酚是异常黑胆质成熟剂的水提物#有研究

报道在异常黑胆质成熟剂的水提物中总酚含量最高#为
)('&(

C

@

"

@

#明显高于含量位居第
&

的总黄酮
%6'&%C

@

"

@

*

(

+

(国内

玛依怒尔和哈木拉提*

5

+曾报道维医异常黑胆质成熟剂诱导宫

颈癌
#>0$

细胞野生型
E

2)

基因的表达及下调
./01&

基因表达#

这可能是其增强机体抗病力的分子机制之一(

./01&

蛋白主要表达于线粒体外膜)细胞核膜和内质网(

./01&

蛋白的生理功能主要是抑制细胞凋亡#延长细胞寿命#而

不影响细胞增殖和分化*

%*

+

(有研究表明#

./01&

蛋白的过度表

达与宫颈癌的发生有一定的关系#并且与宫颈癌的临床进程相

关*

%%

+

(总酚联合顺铂)多西他赛作用
!"#$

细胞
+(A

#细胞

./01&

表达水平明显低于对照组)顺铂组)多西他赛组及总酚组

%

!

$

*'*2

'#这提示其作用机制可能与调节
./01&

的表达相关#

即降低
./01&

表达可降低
TZ;

损伤因子的抵抗性#有可能解

除
./01&

对肿瘤细胞凋亡的抑制作用#阻止凋亡机制的信号分

子作用其靶分子#从而促进肿瘤细胞的凋亡或增强药物对肿瘤

细胞的杀伤作用#而其具体作用机制还有待于进一步研究(

本研究结果显示总酚联合顺铂)多西他赛作用
!"#$

细胞

+(A

后#细胞端粒酶表达水平明显低于对照组)顺铂组)多西

他赛组及总酚组%

!

$

*'*2

'(端粒酶能合成端粒#其活性是大

多数细胞恶化的共同通路#也是目前已知具有特异性的恶性肿

瘤标志物#端粒酶高表达可维持端粒长度#使肿瘤细胞能逃避

细胞凋亡而不断增殖#从而导致肿瘤发生*

%&

+

(染色体的扩增

已作为宫颈上皮内瘤变%

/>F="/$0"9?F$>

E

"?A>0"$09>4

E

0$8"$

#

NLZ

'

$

"

%

进展为宫颈癌的相关事件#端粒酶参与了宫颈癌的发生)

发展过程*

%)

+

#国外研究证实#人端粒酶逆转录酶
CXZ;

和端

粒酶活性表达水平与宫颈癌的发生和进展相关*

%+

+

(有报道用

-X;S

%

?>04C>F"/F>

E

>$?$C

E

0"B"/$?"49

E

F4?4/40

'法对端粒酶活

性进行研究#结果宫颈癌)宫颈内皮瘤形成和正常组织端粒酶

活性表达分别为
:('5̂

)

&2'*̂

和
*'*̂

#宫颈癌端粒酶的表

达及其活性高于
NLZ

和正常对照*

%2

+

(这提示总酚与顺铂)多

西他赛联合作用机制可能与降低端粒酶的活性有关(

本研究还表明低浓度总酚%

2*

"

@

"

CO

'对
!"#$

细胞无抑

制作用#但可增加化疗药物顺铂)多西他赛对
!"#$

细胞的增

殖抑制%

!

$

*'*2

'#这为晚期和复发宫颈癌患者的治疗提供了

新的思路(

总之#本研究表明总酚分别与顺铂)多西他赛联合能抑制

宫颈癌
!"#$

细胞的增殖#当顺铂)多西他赛浓度不变时#总酚

对
!"#$

细胞增殖抑制率呈明显的浓度及时间依赖性&其联合

作用机制可能与降低
./01&

表达和降低端粒酶活性有关#然

而#总酚通过何种途径来调节
./01&

表达和端粒酶活性#还有

待进一步研究(
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