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紫杉醇对ＳＨＩ１细胞株增殖抑制及凋亡的影响
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　　摘　要：目的　研究紫杉醇对人急性单核细胞白血病细胞株ＳＨＩ１细胞凋亡率和细胞周期的影响。方法　用不同浓度的紫

杉醇作用于ＳＨＩ１细胞，分别作用０、１２、２４、３６、４８ｈ，用细胞计数、台盼蓝染色观察细胞形态学改变、ＤＮＡ含量测定及异硫氰酸荧

光黄（ａｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）、碘化丙啶（ＰＩ）分析细胞凋亡、ＪＣ１染色检测细胞线粒体跨膜电位。结果　紫杉醇能抑制ＳＨＩ１细胞增殖

活性，呈现作用时间和剂量的量效关系，出现典型的细胞形态的改变，且随着药物浓度的增加和作用时间的延长，抑制作用越明

显；紫杉醇对细胞凋亡率和细胞周期均有影响，ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ荧光染色后细胞发生凋亡的特征性改变，随药物浓度增加和作用时

间的延长，细胞凋亡率增加，Ｇ２／Ｍ期比例增高；紫杉醇能使线粒体跨膜电位显著下降；０．０５ｍｇ／Ｌ处理组对ＳＨＩ１细胞株增殖抑

制及诱导凋亡作用最为显著。结论　紫杉醇能抑制ＳＨＩ１细胞增殖活性，诱导其凋亡，使ＳＨＩ１细胞停留在Ｇ２／Ｍ期。
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　　近年来新技术、新的抑癌药物不断涌现，但复发、难治性白

血病的治疗，仍然是个难题。紫杉醇作为一种新一代植物碱类

抗肿瘤药物，主要是通过作用于微管系统而抑制细胞分裂，被

广泛用于卵巢癌、乳腺癌、黑素癌、肺癌的治疗。现将本研究通

过体外观察紫杉醇对人急性单核细胞白血病细胞株ＳＨＩ１的

增殖抑制、诱导凋亡及诱导分化的作用报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＳＨＩ１由苏州大学附属第一医院、江苏省血液研

究所惠赠；紫杉醇为江苏扬子江药业集团产品；ＩＭＤＭ 培养基

为赛默飞世尔生物化学制品有限公司产品，胎牛血清为杭州四

季青生物工程材料有限公司产品；ＤＮＡ倍体分析试剂盒、异硫

氰酸荧光黄（ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ）、碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，

ＰＩ）细胞凋亡试剂盒、ＪＣ１（５，５′，６，６′ｔｅｔｒａｃｈｌｏｒｏ１，１′，３，３′

ｔｅｔｒａｅｔｈｙｌｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｃａｒｂｏｃｙａｎｉｎｅｉｏｄｉｄｅ）细胞凋亡试剂盒购

自南京凯基生物科技发展有限公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　将ＳＨＩ１细胞培养于含１０％胎牛血清的

ＩＭＤＭ培养液中，置３７℃、饱和湿度、含５％ ＣＯ２ 的恒温培养

箱内培养。２～３ｄ更换培养液１次或根据培养液的颜色进行

更换。取对数生长期的细胞进行实验。

１．２．２　细胞活力和形态学观察　取对数生长期的细胞，以１

×１０５／ｍＬ的细胞密度接种于２４孔板中，每孔１ｍＬ，置３７℃、

５％ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养。再分别加入不同浓度的

紫杉醇，使紫杉醇的终浓度分别为５、０．５、０．０５、０．００５ｍｇ／Ｌ

组，同时设不加药物的空白对照组。每组设３个复孔。继续培

养１２、２４、３６、４８ｈ。用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕ

ｔｉｏｎ，ＰＢＳ）洗涤２次后，用０．４％台盼蓝直接染色２～１０ｍｉｎ，在

显微镜下计数活细胞数。每次计数３次，实验重复３次。细胞

活率＝［活细胞数／活细胞＋死细胞数］×１００％。取空白对照

组和药物作用后的各组细胞先在倒置显微镜下观察，再将细胞

悬液离心涂片，用瑞氏姬姆萨染色液染色，光学显微镜下观察

细胞形态变化。

１．２．３　ＤＮＡ倍体分析　取各组经过药物处理后的细胞悬液

检测ＤＮＡ倍体。加入２０μＬＰＩ染液，避光孵育３０ｍｉｎ后，上

流式细胞仪检测，分析后用 Ｍｏｄｆｉｔ软件进行ＤＮＡ倍体分析，

计算出各期细胞的百分比。每组实验重复３次。
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１．２．４　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ标记染色测定凋亡细胞　取２４孔板中

的各组经过药物处理后的细胞悬液，采集１×１０６ 个细胞，用冷

ＰＢＳ液洗１遍后再０℃水浴，加入４００μＬ结合缓冲液后，轻轻

混匀细胞后加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μＬＰＩ液，避光孵

育１５ｍｉｎ后，用流式细胞仪检测。每组实验重复３次，绘制时

效曲线。

１．２．５　ＪＣ１染色检测细胞线粒体跨膜电位（△Ψｍ）　将２×

１０５／ｍＬ细胞悬液加入ＪＣ１荧光染液５μＬ充分混匀，置３７

℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中，避光孵育２０ｍｉｎ，离心去除上清液并

用ＰＢＳ液洗涤２次，流式细胞仪检测，以ＢＤ公司ＦＡＣＳＤｉｖａ

软件分析结果。

１．３　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析处理，

计量资料以狓±狊表示。组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　显微镜下观察紫杉醇诱导ＳＨＩ１细胞凋亡　倒置相差显

微镜下，空白对照组ＳＨＩ１细胞呈梭形，形态均一，可成簇生

长。较低浓度的紫杉醇药物组可观察到ＳＨＩ１细胞皱缩变小、

胞体变圆，出现细胞碎片，未见细胞成簇生长。经瑞氏姬姆萨

染色油镜下观察，细胞形态出现核固缩、核边聚、核碎裂，胞膜

出泡，并可见典型的凋亡小体等。

２．２　细胞活力测定　紫杉醇作用于ＳＨＩ１细胞后，随着作用

剂量和时间的增加，细胞增殖率明显受到抑制，细胞活率也显

著减少，呈现剂量和时间的量效关系（图１）。

２．３　紫杉醇对ＳＨＩ１细胞凋亡的影响和对ＳＨＩ１线粒体跨膜

点位（△Ψｍ）的影响　见表１～２。紫杉醇对ＳＨＩ１细胞周期

的影响见图２。

图１　　不同浓度紫杉醇作用ＳＨＩ１细胞存活率

　　Ａ：１２ｈ；Ｂ：２４ｈ；Ｃ：３６ｈ；Ｄ：４８ｈ。

图２　　０．０５ｍｇ／Ｌ浓度的紫杉醇对ＳＨＩ１细胞周期的影响

表１　　紫杉醇作用１２、２４、３６、４８ｈ后ＳＨＩ１细胞的

　　　凋亡率比较（狀＝３，％，狓±狊）

组别
凋亡率

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

对照组 ２．２５±０．３８ ２．４４±０．４０ ２．６８±０．３６ ２．８７±０．４２

０．００５ｍｇ／Ｌ组 ２．７７±０．４５ ２．８９±０．４９ ３．０４±０．４４ ３．９９±０．４０

０．０５ｍｇ／Ｌ组 ６．４０±０．４９ １８．５１±０．８７ ２７．３３±０．９９ ３３．７２±１．１２

０．５ｍｇ／Ｌ组 ６．７０±０．５４ １９．０２±０．８４ ２８．０４±１．０２ ３５．９８±０．９８

５ｍｇ／Ｌ组 ５．９１±０．３９ １３．４４±０．７５ ２６．０１±１．１５ ２７．２０±１．２２

　　：犘＜０．０５，与对照组和０．００５ｍｇ／Ｌ组比较。

表２　　紫杉醇作用ＳＨＩ１细胞ΔΨｍ的影响（狓±狊）

组别
降低细胞的比例（％）

１２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ

对照组 ６．４１±０．１３ ８．８２±０．１８ １０．２２±０．１５ １２．８２±０．２２

０．００５ｍｇ／Ｌ组 ８．９２±０．２４ １３．８４±０．３６ １４．８３±０．３４ １８．５０±０．４５

０．０５ｍｇ／Ｌ组 １０．６３±０．２８ ２５．５０±０．２４ ３０．２９±０．３５ ６０．１３±０．４３

０．５ｍｇ／Ｌ组 １２．５１±０．４４ ４１．９２±０．４７ ４９．２５±０．４０ ７０．２３±０．５１

５ｍｇ／Ｌ组 ２１．４４±０．３８ ６０．５１±０．５５ ６１．６２±０．５８ ７８．０５±０．４８

　　：犘＜０．０５，与对照组和０．００５ｍｇ／Ｌ组比较。

３　讨　　论

紫杉醇是一种广谱抗癌药，对普通抗癌药物耐药的某些晚

期肿瘤有良好的疗效，对多种临床恶性肿瘤疗效显著。近年

来，随着细胞凋亡研究的深入，人们已经认识到抗肿瘤药主要

是通过诱导肿瘤细胞凋亡发挥治疗作用，能否诱导凋亡以及凋

亡的程度已成为评价抗肿瘤药物的重要指标［１］。白血病的诱

导分化和凋亡疗法逐步成为白血病的两个新治疗策略［２］。有

研究证实，紫杉醇抗肿瘤的机制之一是通过抑制细胞微管解

聚，使细胞停滞在有丝分裂期，在Ｇ２／Ｍ 期中发挥凋亡诱导作

用［３］。此外，还具有提高宿主细胞免疫力和诱导肿瘤坏死的作

用［４］。本研究中ＳＨＩ１细胞株是由苏州大学附属第一医院、江

苏省血液研究所建立，建自一例临床表现呈高度耐药的急性单

核细胞白血病患者，被证实对多种化疗药物耐药［５］。有研究表

明，以Ｐ糖蛋白（ＰｇＰ）为代表的某些三磷酸腺苷结合蛋白超

家族成员以及某些转运蛋白分子表达水平升高是很多化疗药

物诱导肿瘤产生多药耐药的直接原因［６７］。虽然已有体外实验

表明紫杉醇对白血病细胞株有增殖抑制作用［８９］，但尚未有人

研究其治疗难治性白血病的作用。

本研究结果表明，不同浓度的紫杉醇作用于ＳＨＩ１细胞株

１２、２４、３６、４８ｈ，细胞活力均有不同程度下降，以４８ｈ更为明

显。紫杉醇对细胞的生长具有明显的抑制作用，其中，０．００５

ｍｇ／Ｌ组对ＳＨＩ１细胞株增殖抑制作用较弱，随时间增加，其

抑制率增大缓慢；０．０５ｍｇ／Ｌ组对ＳＨＩ１细胞（下转第８１０页）
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做到迅速准确测量ＣＶＰ，是一个急待解决的问题。目前，测定

ＣＶＰ的３种方法各有优缺点，使用一次性压力传感器检测

ＣＶＰ设备要求高，费用昂贵；传统方法测量中心静脉压过程繁

琐，浪费人力物力；野战条件下多采用简易法测量ＣＶＰ
［２］，但

存在以下问题：（１）每次测量时需将输液瓶上的输液器拔下，测

压时输液器上端直接暴露于空气中，违反无菌原则，增加污染

机会；（２）测量时需２名护士，浪费人力，测量数值读取费时、不

直观，野战条件下，测压执行困难。李子珠等［３］设计将无菌液

体空瓶用于ＣＶＰ测量，在与大气压相通时减少污染的机会，但

是用物准备较多，过程繁琐，在野战条件下较难完成。郑晓兰

等［４］采用改良标尺测定ＣＶＰ，也取得了一定效果，但仍有未解

决的问题。

基于以上因素的考虑，本研究设计此款便携式ＣＶＰ测定

装置。针头过滤器的使用使测压装置通过过滤器与大气相通，

减少了污染的机会；透明自粘式标尺的应用，能直观快捷读取

数据，１人即可操作，节省了人力资源，并减少了不同标尺测量

带来的误差。ＣＶＰ的测定受很多因素的影响
［５９］，为减少误

差，本研究采取了标准化的ＣＶＰ测定流程，并由１名有经验的

护师专门进行测量，以减少由于体位、零点定位、胸膜腔内压、

腹内压、冲管液体、中心静脉导管等因素导致的测量差异。作

者体会到，该测压装置简便、省力、安全，１人即能轻松操作，能

及时准确为危重患者的急救提供重要的参考数据，能满足野战

条件下的急救要求，也适宜基层医院和普通病房的使用。
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株增殖抑制及诱导凋亡作用最为显著。本研究观察到药物浓

度加大后，坏死细胞逐渐增多。因此，本研究认为，从凋亡的角

度看诱导ＳＨＩ１细胞凋亡应选择适合的药物浓度和作用时间，

这样可使正常细胞避免药物过大剂量和超长的作用时间带来

的损害，任意提高药物浓度和延长作用时间对诱导细胞凋亡是

无益的［１０］。

根据紫杉醇临床常规用药的剂量范围为 １３５～１７５

ｍｇ／ｍ
２，按文献［１１］推荐的公式计算，其在体内血浆中的浓度

为８９～１１６μｇ／ｍＬ，而本实验所采用的紫杉醇浓度远远低于该

水平。本研究发现低浓度紫杉醇较高浓度更易诱导细胞凋亡，

对紫杉醇临床治疗剂量的制定具有一定的参考价值。若在临

床中使用紫杉醇治疗难治性白血病，可从小剂量开始，其临床

疗效及不良反应有待进一步研究。
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