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伊洛马司他联合卡培他滨对人喉癌ｈｅｐ２细胞的影响
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（南昌大学第二附属医院耳鼻咽喉头颈外科　３３０００６）

　　摘　要：目的　探讨伊洛马司他联合化疗药物卡培他滨对人喉癌ｈｅｐ２细胞生长的影响。方法　伊洛马司他、卡培他滨两药

单独和联合处理ｈｅｐ２细胞，未处理组为对照组，采用甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法分析ｈｅｐ２细胞的增殖活性，并采用金氏Ｑ值判断

联合用药的性质；逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｈｅｐ２细胞中基质金属蛋白酶９（ＭＭＰ９）ｍＲＮＡ的表达水平；流式细胞术

检测ｈｅｐ２细胞的凋亡率。结果　伊洛马司他与卡培他滨对ｈｅｐ２细胞均有抑制作用，联合用药细胞抑制率明显增高（犘＜

０．０５），两药联合浓度为（８＋１００）μｇ／ｍＬ时为协同作用，（４０＋４００）μｇ／ｍＬ时为相加作用；ＲＴＰＣＲ示伊洛马司他组与联合用药组

的 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平均低于对照组（犘＜０．０５），联合用药组 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平低于伊洛马司他组（犘＜０．０５）；

流式细胞术示伊洛马司他组及卡培他滨组的凋亡率高于对照组（犘＜０．０５），联合用药组的凋亡率高于其他各组（犘＜０．０５）。结论

　伊洛马司他与卡培他滨联合用药可明显增强单药对喉癌ｈｅｐ２细胞的抑制效应和诱导细胞凋亡作用，伊洛马司他的作用机制

可能是下调 ＭＭＰ９的表达水平。
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ｃａｎｃｅｒｈｅｐ２ｃｅｌｌ．犕犲狋犺狅犱狊　ｈｅｐ２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅａｌｏｎｅａｎｄｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ．Ｔｈｅｕｎｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ
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ｅｄｔｏａｓｓｅｓｓｔｈｅｃｈａｒａｃｔｅｒｓｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｍｅｄｉｃａｔｉｏｎｏｆｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ；ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭＭＰ９ｍＲＮＡｉｎｈｅｐ２

ｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ；ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｈｅｐ２ｃｅｌｌｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｂｏｔｈｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄ

ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｈａｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｈｅｐ２ｃｅｌｌ，ａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ

ｔｈｅｃｅｌｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ（犘＜０．０５），ｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｗａｓｔｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｗｈｅｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ（８＋１００）μｇ／ｍＬ，ｗｈｉｌｅｔｈｅｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｉｌｏｍａｓｔａｔａｎｄｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｗａｓｔｈｅａｄｄｉｔｉｖｅａｃｔｉｏｎｗｈｅｎｔｈｅｃｏｍ

ｂｉｎｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｗａｓ（４０＋４００）μｇ／ｍＬ ；ＲＴＰＣＲａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆ

ＭＭＰ９ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｓｉｎｇｌｅｉｌｏｍａｓｔａｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｂｏｔｈｄｅｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ

ＭＭＰ９ｍＲＮＡｉｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｓｉｎｇｌｅｉｌｏｍａｓｔａｔｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５）；ｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｎｄｉｃａｔｅｄ

ｔｈａｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｈｅｐ２ｃｅｌｌｉｎｔｈｅｓｉｎｇｌｅｉｌｏｍａｓｔａｔｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｓｉｎｇｌｅｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｂｏｔｈｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（犘＜０．０５），ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ（犘＜０．０５）．犆狅狀

犮犾狌狊犻狅狀　Ｉｌｏｍａｓｔａｔｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅｃａｎｏｂｖｉｏｕｓｌｙｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄａｂｉｌｉｔｙｏｆｓｉｎｇｌｅｄｒｕｇｏｎ

ｌａｒｙｎｇｅａｌｃａｎｃｅｒｈｅｐ２ｃｅｌｌ，ｔｈｅａｃｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆｉｌｏｍａｓｔｓｔｉｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｔｈｅＭＭＰ９ｍＲＮＡ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ｌａｒｙｎｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｉｌｏｍａｓｔａｔ；ｃａｐｅｃｉｔａｂｉｎｅ

　　基质金属蛋白酶（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＭＭＰｓ）是一

类Ｚｎ２＋依赖的蛋白水解酶，参与细胞外基质的降解与组织重

塑，可降解基底膜从而促进喉癌细胞的侵袭和转移。伊洛马司

他是羟肟家族中一种有效的基质金属蛋白酶抑制剂（ｍａｔｒｉｘ

ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ，ＭＭＰＩ），其与存在于所有蛋白酶

中的Ｚｎ原子的活性中心相结合，从而抑制 ＭＭＰ的活性，进一

步抑制喉癌的侵袭与转移［１２］。本实验通过伊洛马司他、化疗

药物卡培他滨两药单独和联合处理喉癌ｈｅｐ２细胞，观察其对

ｈｅｐ２细胞的影响，并探讨伊洛马司他在抗肿瘤过程中的具体

作用机制，为喉癌的联合化疗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　（１）试剂：ＲＰＭＩ１６４０培养基购自北京索莱宝科技

有限公司；胎牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；

胰酶，北京索莱宝科技有限公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购自北

京索莱宝科技有限公司；ＭＴＴ购自Ｓｉｇｍａ公司；ＲＴＰＣＲ试剂

盒购自北京康为世纪生物科技有限公司；ＰＩ／ａｎｎｅｘｉｎＶ凋亡盒

购自南京凯基生物科技发展有限公司；卡培他滨，大连美伦医

药科技发展有限公司；伊洛马司他购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

（２）细胞株：人喉癌细胞株ｈｅｐ２，购于南京凯基生物科技发展

有限公司。将细胞用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液培

养，其中青霉素、链霉素各１００μ／ｍＬ，长满后用０．２５％胰酶消

化传代。（３）引物：根据ｐｒｉｍｅ５．０软件设计引物，由金斯瑞生
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物科技有限公司合成。ＭＭＰ９引物（３６２ｂｐ）的上游序列为

５′ＣＧＧＣＡＣＣＴＣＴＡＴＧＧＴＣＣＴＣ３′，下游序列为５′ＣＡＣ

ＴＴＧＴＣＧＧＣＧＡＴＡＡＧＧＡＡ３′。内参引物βａｃｔｉｎ（４３４ｂｐ）

上游序列为５′ＣＧＧＧＡＡＡＴＣＧＴＧＣＧＴＧＡＣ３′，下游序列

为５′ＴＧＧＡＡＧＧＴＧＧＡＣＡＧＣＧＡＧＧ３′。

１．２　甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）法检测ｈｅｐ２细胞的抑制率　取

处于对数生长期的ｈｅｐ２细胞，制成单细胞悬液，调整细胞数

为７．５×１０４／ｍＬ接种于９６孔细胞板，每孔１００μＬ，待细胞贴

壁后加药。伊洛马司他单独作用组给予含伊洛马司他浓度分

别为２．５、５、１０、２０、４０μｇ／ｍＬ的培养液１００μＬ；卡培他滨单独

作用组给予含卡培他滨浓度分别为５０、１００、２００、４００、８００μｇ／

ｍＬ的培养液１００μＬ，同时设立ＤＭＳＯ的阴性对照组、１６４０培

养基空白对照组。每组每个浓度下设５个复孔，培养２４ｈ后，

每孔加入２０μＬ的 ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），孵育４ｈ后，弃上清液，

加入ＤＭＳＯ，终止反应。微振荡５ｍｉｎ后，于酶标仪波长４９０

ｎｍ处测吸光度（Ａ）。以上各组实验重复３次。抑制率（％）＝

（１－治疗组Ａ值／对照组Ａ值）×１００％。用ＳＰＳＳ１３．０软件求

出ＩＣ１０及ＩＣ５０值。

ＭＴＴ联合用药实验选用两个浓度组：（１）两种药物的ＩＣ１０

浓度组（即８μｇ／ｍＬ伊洛马司他＋１００μｇ／ｍＬ卡培他滨），该

浓度组细分为３组，伊洛马司他＋卡培他滨联合浓度（８＋０）

μｇ／ｍＬ组、伊洛马司他＋卡培他滨联合浓度（１００＋０）μｇ／ｍＬ

组，伊洛马司他＋卡培他滨联合浓度（８＋１００）μｇ／ｍＬ组。（２）

２种药物较接近半数抑制度（ＩＣ５０）且小于ＩＣ５０的浓度组（４０

μｇ／ｍＬ伊洛马司他＋４００μｇ／ｍＬ卡培他滨），同（１）中方法细

分为３组。实验方法同前计算出各组的抑制率。采用 Ｑ值判

断伊洛马司他和卡培他滨联合用药的性质。Ｑ＝Ｅａ＋ｂ／（Ｅａ＋

Ｅｂ－ＥａＥｂ）。公式中Ｅａ代表单药 Ａ的抑制率，Ｅｂ代表单

药Ｂ的抑制率，Ｅａ＋ｂ代表两药联用的抑制率。Ｑ＞１．１５为两

药协同作用，０．８５≤Ｑ≤１．１５为相加作用，Ｑ＜０．８５为拮抗作

用。实验测得的ＩＣ１０供后续实验使用。

１．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测ｈｅｐ２细胞 ＭＭＰ

９ｍＲＮＡ表达的变化　取对数生长期的ｈｅｐ２细胞，以每孔５

×１０４ 的密度接种于６孔细胞培养板，待细胞铺满后加药，分

为４组：（１）伊洛马司他组（８μｇ／ｍＬ）；（２）卡培他滨组（１００μｇ／

ｍＬ）；（３）联合用药组（８μｇ／ｍＬ伊洛马司他＋１００μｇ／ｍＬ卡培

他滨）；（４）对照组（未用药）。培养２４后弃上清液，用磷酸盐缓

冲液（ＰＢＳ）洗涤两遍，按Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒操作说明书提取细胞总

ＲＮＡ，并对ＲＮＡ定量测定。取４μｇ总ＲＮＡ为模板，按 ＨｉＦｉ

ＭＭＬＶｃＤＮＡ第１链合成试剂盒操作说明书操作，将ＲＮＡ逆

转录成ｃＤＮＡ。以３μＬｃＤＮＡ为模板，进行扩增，扩增条件

为：９４℃变性４５ｓ，６０．５℃退火６０ｓ，７２℃延伸６０ｓ，３５个循

环。ＰＣＲ扩增产物行１．０％琼脂糖凝胶电泳，通过Ｂａｎｄｌｅａｄｅｒ

软件分析各条带，以目的基因荧光亮度／βａｃｔｉｎ荧光亮度表示

ＰＣＲ产物含量。实验重复３次，取平均值作为实验结果。

１．４　流式细胞仪检测ｈｅｐ２细胞的凋亡　取对数生长期的

ｈｅｐ２取对数生长期的ｈｅｐ２细胞，同前药物分组处理ｈｅｐ２

细胞，２４ｈ后按ＰＩ／ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ试剂盒操作标记细胞和流

式细胞术检测细胞凋亡，每组重复３次。细胞凋亡比率 Ａ１ 按

以下公式计算：Ａ１（％）＝亚二倍峰细胞数／细胞总数×１００％。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料用狓±狊表示，ＭＴＴ单药组内采用单因素方差分析加最小

显著差（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ，ＬＳＤ）法两两比较各浓度的

抑制率，ＭＴＴ联合实验采用狋检验。ＲＴＰＣＲ与流式细胞术

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　细胞生长抑制　ＭＴＴ法检测各组细胞生长抑制情况，结

果表明，ｈｅｐ２细胞经不同浓度伊洛马司他、卡培他滨单独处理

２４ｈ后，细胞生长程度受到不同程度的抑制（表１、２），且抑制

程度依赖于药物剂量的增加，不同浓度抑制率间的差异有统计

学意义（伊洛马司他组犉＝１４４．１６７，犘＜０．０５；卡培他滨组犉＝

６０．１３１，犘＜０．０５）。进一步ＬＳＤ法两两比较各浓度的抑制率，

伊洛马司他组中任意浓度间差异均有统计学意义（犘＜０．０５），

卡培他滨组中任意两浓度间差异也均有统计学意义（犘＜

０．０５）。经ＳＰＳＳ软件求得伊洛马司他的１０％的细胞抑制浓度

（ＩＣ１０）和ＩＣ５０分别为８μｇ／ｍＬ和１３０μｇ／ｍＬ，卡培他滨的ＩＣ１０

与ＩＣ５０分别为１００μｇ／ｍＬ和９１０μｇ／ｍＬ。在联合用药实验中

采用狋检验比较，伊洛马司他＋卡培他滨联合浓度（８±１００）

μｇ／ｍＬ的抑制率明显高于浓度（８±０）μｇ／ｍＬ和浓度（０±１００）

μｇ／ｍＬ，且差异均有统计学意义（狋＝８．４２１，犘＜０．０５；狋＝

７．００９，犘＜０．０５）；联合浓度（４０±４００）μｇ／ｍＬ的抑制率也明显

高于浓度（４０±０）μｇ／ｍＬ和（０±４００）μｇ／ｍＬ，差异均具有统计

学意义（狋＝１０．２２６，犘＜０．０５；狋＝８．８７９，犘＜０．０５）。伊洛马司

他＋卡培他滨联合浓度（８±１００）μｇ／ｍＬ组 Ｑ值为１．４５，为协

同作用；浓度（４０±４００）μｇ／ｍＬ组Ｑ值为１．０５，为相加作用。

表１　　伊洛马司他对ｈｅｐ２细胞的增殖抑制情况（狓±狊）

伊洛马司他用药浓度（μｇ／ｍＬ） Ａ值 抑制率（％）

２．５ １．１５４±０．００４ ２．８５±０．３４

５．０ １．１１２±０．００５ ６．４２±０．４４

１０．０ １．０７６±０．００６ ９．３４±０．６１

２０．０ １．０１２±０．０１６ １４．６７±１．５３

４０．０ ０．８２３±０．０３９ ３０．６７±３．０５

表２　　卡培他滨对ｈｅｐ２细胞的增殖抑制抑制情况（狓±狊）

卡培他滨用药浓度（μｇ／ｍＬ） Ａ值 抑制率（％）

５０ ０．１７７±０．００２ ３．２４±０．９６

１００ ０．１６６±０．００４ ９．３１±１．８８

２００ ０．１３４±０．００５ ２７．０８±３．１２

４００ ０．１１８±０．００４ ３５．５４±２．５０

８００ ０．１０７±０．００４ ４１．５６±１．９３

２．２　ＲＴＰＣＲ检测各组ｈｅｐ２细胞 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达的变

化　ＲＴＰＣＲ结果表明，各组均检测到 ＭＭＰ９的表达。半定

量行狋检验显示，卡培他滨与正常组相比，ＭＭＰ９的表达差异

无统计学意义（狋＝２．５７０，犘＞０．０５）；伊洛马司他组与联合用药

组的 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平均低于正常组，且差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；并且联合用药组 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水

平低于伊洛马司他组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。对照组

为０．５５７±０．０１７，伊洛马司他组为０．４８４±０．０２１，卡培他滨组

为０．５３０±０．００６，联合用药组为０．３６９±０．００２。

２．３　流式细胞术检测各组ｈｅｐ２细胞凋亡率的变化　ｈｅｐ２

细胞凋亡率对照组为（９．４７±０．８１）％，伊洛马司他组为

（１４．４４±１．０９）％，卡培他滨组为（１６．３３±１．２０）％，联合用药

组为（２３．４７±１．１６）％。经狋检验实验结果显示，伊洛马司他

组和卡培他滨组处理ｈｅｐ２细胞２４ｈ后，凋亡率均高于正常

组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；联合用药组处理ｈｅｐ２细胞

２４ｈ后，凋亡率高于其他各组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。
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３　讨　　论

喉癌是头颈部常见恶性肿瘤，浸润和转移是喉癌的主要的

生物学特性，也是喉癌患者死亡的主要原因。细胞外基质

（ＥＣＭ）和基底膜（ＢＭ）的降解是肿瘤侵袭和转移的首要环节，

ＭＭＰｓ几乎能降解ＥＣＭ中的各种蛋白成分，破坏肿瘤细胞侵

袭的组织学屏障，因此在肿瘤侵袭、转移中起关键性作用。而

现在喉癌中研究最多最广的是Ⅳ型胶原酶（ＭＭＰ９和 ＭＭＰ

２）。ＭＭＰ９属于明胶酶类，它可降解ＢＭ的主要成分胶原Ⅳ，

其能与整合素结合从而促进肿瘤细胞的生长，调节肿瘤细胞黏

附性和运动能力；也能促进肿瘤细胞分泌血管内皮生长因子

（ＶＥＧＦ）加速肿瘤转移
［３４］。最新研究还发现，ＭＭＰ９可切割

蛋白酶连接蛋白１（ＰＮ１）来调控肿瘤的转移
［５］。ＭＭＰＩｓ是当

前抗肿瘤药物中很有发展前景的一类，从来源可分为天然和人

工合成两大类。组织基质金属蛋白酶抑制剂（Ｔｉｓｓｕｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ

ｏｆｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓ，ＴＩＭＰｓ）是ＭＭＰｓ的天然抑制剂，

其和 ＭＭＰｓ的表达不平衡在喉癌的浸润和转移过程中起重要

作用［６］。合成的 ＭＭＰＩｓ主要是设计来抑制肿瘤细胞产生的

ＭＭＰｓ的致瘤潜能，目前主要有马立马司他，ＢＡＹ１２９５６６，伊

洛马司他等。

有关基质金属蛋白酶及其抑制剂在肿瘤中的研究在国内

外已见较多报道，例如Ｓｕｎ等
［７］研究发现，由病毒介导的ＲＮＡ

干扰 ＭＭＰ９基因沉默可以抑制喉鳞状细胞癌浸润和生长；李

为等［８］认为ＴＩＭＰ１的表达和肿瘤的发生具有明显的负相关

性；Ａｌｍｈｏｌｔ等
［９］也发现采用伊洛马司他（ＧＭ６００１）处理的乳

腺癌 ＭＭＴＶＰｙＭＴ转基因小鼠与安慰剂处理的小鼠相比，乳

腺癌的平均转移量减少了至少１０倍。

化疗药物卡培他滨是一种氟尿嘧啶氨甲酸酯类药物，它是

氟尿嘧啶（５ＦＵ）的前体，口服后以完整药物形式经肠黏膜进

入肝脏，并转化为细胞毒性成分５ＦＵ，起到靶向性杀伤肿瘤细

胞作用，具有高效、低毒的特点［１０］，其存在的问题是单药卡培

他滨在治疗癌症时的效果并不太满意。

在本实验中使用人工合成 ＭＭＰＩｓ伊洛马司他、卡培他滨

单独和联合处理喉癌ｈｅｐ２细胞。伊洛马司他又名ＧＭ６００１，

一种羧氨酸修饰的二肽，可抑制 ＭＭＰ１，２，３，８，９的活

性［２，１１］。它不但能可逆性结合蛋白酶中含锌离子的活性区，直

接抑制蛋白酶的活性，还可抑制 ＭＭＰｓ前体转化为有活性的

ＭＭＰｓ，从而抑制肿瘤的浸润与转移。实验结果显示伊洛马司

他和卡培他滨单独用药２４ｈ后都可抑制喉癌ｈｅｐ２细胞的生

长，且呈现浓度依赖性。当伊洛马司他药物浓度从２．５μｇ／ｍＬ

成倍增加至４０μｇ／ｍＬ时，它对ｈｅｐ２细胞的抑制率逐渐增加，

此药的ＩＣ１０与ＩＣ５０分别为８μｇ／ｍＬ和１３０μｇ／ｍＬ；化疗药物卡

培他滨药物剂量从５０μｇ／ｍＬ成倍增加至８００μｇ／ｍＬ时，它对

ｈｅｐ２细胞的抑制率也随之增加，此药物的ＩＣ１０与ＩＣ５０分别为

１００μｇ／ｍＬ和９１０μｇ／ｍＬ。在伊洛马司他联合卡培他滨用药

２４ｈ后发现，其对ｈｅｐ２细胞的抑制率在相同剂量下明显高于

两种药物单独用药２４ｈ，且伊洛马司他与卡培他滨联合用药（８

＋１００）μｇ／ｍＬ浓度组中两药为协同作用，（４０＋４００）μｇ／ｍＬ浓

度组中为相加作用，这说明伊洛马司他联合卡培他滨对ｈｅｐ２

细胞的抑制效应强于二者单独用药，且在低浓度时具有协同作

用。同时，作者使用流式细胞术检测喉癌ｈｅｐ２细胞的凋亡，

为避免非凋亡性杀伤的细胞太多造成流式细胞仪检测碎片太

多，作者选取两种药物的ＩＣ１０浓度进行检测，作用２４ｈ后显示

伊洛马司他和卡培他滨单独用药都可诱导ｈｅｐ２的凋亡过程，

两种药物联合作用后，ｈｅｐ２细胞凋亡的程度明显增加。这表

明，伊洛马司他不但可以抑制ｈｅｐ２细胞的增殖，还可诱导其

凋亡，从而抑制喉癌的发生、发展；并且伊洛马司他联合卡培他

滨用药对ｈｅｐ２细胞的影响明显优于其单独用药。

此外，本研究中采用 ＲＴＰＣＲ 检测喉癌 ｈｅｐ２细胞中

ＭＭＰ９ｍＲＮＡ表达水平，发现 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ在ｈｅｐ２细胞

中表达阳性，当伊洛马司他ＩＣ１０浓度单独用药２４ｈ后，ｈｅｐ２

细胞中 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平下降。兰菁等
［１２］在宫颈癌

ＨＣＥ１多细胞球体浸润人脐静脉内皮单层细胞模型中得到与

本实验类似的结果，ＧＭ６００１干预后的宫颈鳞癌 ＨＣＥ１多细胞

球体 ＭＭＰ９的表达明显降低。这表明伊洛马司他对ｈｅｐ２细

胞的生长抑制、诱导细胞凋亡作用以及联合卡培他滨用药的作

用，可能与下调 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达，抑制 ＭＭＰ９的活性

有关。本实验还发现卡培他滨不能降低 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表

达水平，但当两种药物在ＩＣ１０浓度联合作用时，ＭＭＰ９ｍＲＮＡ

的表达水平不仅明显低于对照组，且低于伊洛马司他单独用药

组，提示卡培他滨虽然对 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ的表达水平没有影

响，但很有可能可促进伊洛马司他对 ＭＭＰ９ｍＲＮＡ活性的抑

制作用，这也进一步说明两药物在ＩＣ１０浓度联合作用时具有协

同作用。

综上所述，伊洛马司他与卡培他滨联合用药可明显增强单

药对喉癌ｈｅｐ２细胞的抑制效应和诱导细胞凋亡作用，同时推

测伊洛马司他的作用机制可能是下调 ＭＭＰ９的表达水平，从

而抑制喉癌的浸润和转移。这些都提示 ＭＭＰＩ伊洛马司他有

可能作为临床化疗药物良好的辅助药物，为喉癌和其他恶性肿

瘤的联合药物治疗提供了一定的实验依据。但是，伊洛马司他

和卡培他滨联合应用的不良反应是否减少，最为适合的配比剂

量，在临床上实现的可能性还有待进一步实验研究。
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触，进而发挥其免疫杀伤作用。

本研究还发现，在鼻咽癌中女性患者ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ数量高

于男性患者，这提示了不同个体间激素差异可能影响ＦｏｘＰ３

合成或表达。从肿瘤细胞的分化程度上来看，分化型鼻咽癌组

以ＦｏｘＰ３低表达为主，而未分化型鼻咽癌组以ＦｏｘＰ３高表达

为主，这提示分化型癌细胞和未分化型癌细胞可能通过不同的

机制影响ＦｏｘＰ３＋ Ｔｒｅｇ细胞的增殖，而且，未分化型鼻咽癌患

者体内的免疫抑制状态较分化型鼻咽癌更强，更有利于癌细胞

逃避机体的抗肿瘤免疫作用，从而促进肿瘤的进一步发展。此

外，本研究还发现，ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞数量与临床分期无关，提

示了ＦｏｘＰ３＋ Ｔｒｅｇ细胞介导的免疫抑制作用可能是在肿瘤发

生的早期，而随着疾病的进展，Ｔｒｅｇ细胞的作用并非是维持肿

瘤免疫逃逸或促进其继续发展的决定性因素。

本实验结果中鼻咽癌的癌巢、间质中ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与

ＣＤ８＋Ｔ细胞表达不相关，差别无统计学意义（犘＞０．０５）。这

与Ｚｈａｎｇ等
［１１］和 Ｙｉｐ等

［１２］在鼻咽癌中的研究结果相一致。

而张艳芳等［１３］提出在食管癌的间质中ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与

ＣＤ８＋Ｔ细胞表达呈负相关。由此可以推测，在不同器官的肿

瘤组织中，ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与ＣＤ８
＋Ｔ细胞之间作用机制可

能不同。

综上所述，本研究证实了ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞增加现象存在

于鼻咽癌组织中，且与患者性别和癌组织分化程度相关，但

ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与ＣＤ８
＋Ｔ细胞数量并未对患者临床分期及

转移等参数产生影响，也未见ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与ＣＤ８
＋Ｔ细

胞数量之间存在简单的数量对应关系。因鼻咽部与外界环境

密切接触，可能有其他因素如空气污染或感染等因素影响癌组

织中ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞与ＣＤ８
＋Ｔ细胞数量及功能状态，故应

扩大研究样本量以及增加观察参数指标，并采用更为科学准确

的定量研究方法，进一步深化研究ＦｏｘＰ３＋Ｔｒｅｇ细胞在鼻咽癌

发生和发展中的作用。
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