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的生长抑制作用*药物联合作用指数&药物剂量降低指数和等效图解法分析两药物之间药效学的协同作用*
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细胞后!能够加强对细胞生长
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组比较!联合组细胞皱缩&变圆加剧且凋亡细胞增
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有研究显示%
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内质网主要负责蛋白质的合成&修饰与转运&信号转导等%

当这些过程受到干扰时%会导致蛋白质的折叠&翻译后修饰&基
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介导的细胞凋亡与众多癌症的发
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能够通过激活
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促进肝癌
K@

7

S%

细胞的凋亡*

"&

+

$

R?

是否能够协同增强
)L.

LM

抗肝癌%并通过
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抗肝癌
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细胞的作
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凋亡通路在该协同效应中的
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细胞的生长抑制作用
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$取对数生长期
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波长下各样品的吸光度"
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#值%各复孔的
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取平均值%

计算细胞的存活率%其中空白对照组细胞存活率记为
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用等效线图解法观察
R?

和
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的协同作用%其中等效线图

中的斜线为两种药物联合产生
"$$T

最大抑制效应时的相加

等效线%当二者的剂量比例点位于等效线上时%表现为相加作

用,位于等效线下方%表现为协同作用,位于等效线上方%表现

为拮抗作用$药物的协同作用还可通过药物联合作用指数
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表明药物具有协同作用,

)*g"

表明药物具有相加

作用,
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表明药物具有拮抗作用$
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表示在给定的抑制

率下%与药物单独使用相比较%药物联合使用达到同一抑制率

时%药物剂量所降低的倍数$计算公式如下!

细胞存活率"

T

#

g

"实验组
N

值
,

阴性对照组
N

值#)"空

白对照组
N

值
,

阴性对照组
N

值#

"

"

"

#

)*g

"

L

#

"

)"

Lh

#

"m

"

L

#

%

)"

Lh

#

%

"

"

%

#

"

L>*

#

"g

"

Lh

#

"

)"

L

#

"

"

"

&

#

"

L>*

#

%g

"

Lh

#

%

)"

L

#

%

"

"

=

#

!9"9#

"

细胞形态与细胞核变化的观察
"

L?M*

是一种能够穿

透细胞膜与核
LN?

结合的荧光染料%可用于检测细胞核的形

态变化和细胞凋亡%正常的细胞核较为完整%染色质均匀,而凋

亡细胞的染色质发生固缩%边缘化%严重时发生细胞核裂解%产

生核碎片等$取对数期
K@

7

S%

细胞接种于
8

孔板%每孔
&l

"$

' 个"接种约
&9$$/P

#$药物处理
%=G

后%经丙酮固定%

L?M*

染色后%于显微镜下观察细胞和细胞核的形态%并照相$

!9"9$

"d

.>R.M)>

检测
"

药物处理
%=G

后%收集细胞%提取细

胞总
>N?

%根据试剂盒方法%逆转录合成
:LN?

$

d

.>R.M)>

反应体系体积为
"$9$$

*

P

%包括
:LN?"9$$

*

P

&

(<4U0<B-E0

SC@@5<D

7

@C/1A'9$$

*

P

%上游引物
$9'$

*

P

%下游引物
$9'$

*

P

%无菌水
&9$$

*

P

$

M)>

反应程序!

+=f

预变性
8$<

,

+'f

变

性
%$<

%

'8f

"

S>M#!

和
'

.0:B15

#或
8&9'f

"

S>M+=

#退火
&$<

%

=$

个循环周期$每个样品设置
&

管重复$以
'

.0:B15

作为内参%

采用
%

.

##

)R的方法%用
&

次重复的平均值计算基因相对表达量$

!9"9%

"

X@<B@C5H24B

检测
"

药物处理
%=G

后%提取细胞总蛋

白质%采用
O)?

法测定蛋白质的浓度%取一定体积量蛋白样

品%进行变性&电泳&转膜&封闭&孵育一抗"

S>M#!"e%$$$

,

S>M+="e%$$$

,

'

.0:B15"e"$$$$

#和二抗"

"e%$$$

#&曝光

与显影%晾干$

!9#

"

统计学处理
"

采用
(M((%%9$

统计软件%计量资料以
Ec

K

表示%用
*MM

软件分析蛋白免疫印迹条带灰度值%两组间比

较采用独立样本
B

检验%多组间比较采用单因素方差分析

"

45@.]0

I

?NWF?

#%以
!

$

$9$'

为差异有统计学意义$

"

"

结
""

果

"9!

"

R?

与
)LLM

协同抑制肝癌细胞生长
"

R?

和
)LLM

均

能明显抑制
K@

7

S%

细胞的存活率%且均呈剂量性依赖"

!

$

$9$"

#%

R?

和
)LLM

的半数抑制率"

*)

'$

#浓度分别为
&8$9$$

*

/42

)

P

"

R?

组%图
"?

#和
"9!$

*

3

)

/P

"

)LLM

组%图
"O

#$采

用两种药物
*)

'$

一半浓度的方法联合处理
K@

7

S%

细胞%

R?

&

)LLM

组 对
K@

7

S%

的 抑 制 率 分 别 为 "

"+9"$c89$$

#

T

&

"

"#9'$c=9$$

#

T

%而
R?&8$9$$

*

/42

)

Pm)LLM"9!$

*

3

)

/P

"联合组#抑制率为"

8$9&$c%9$$

#

T

%明显高于
R?

&

)LLM

组

"

!

$

$9$"

#%见图
")

$等效线图中
R?

与
)LLM

的剂量比例点

绝大多数位于等效线下方"图
"L

#$不同剂量的
R?

与
)LLM

联用产生的抑制率为
+9$$T

"

#$9$$T

"

*)

+

"

*)

#$

#时%其
)*

分别为
$9==

&

$9=!

&

$9#$

&

$9#'

&

"9&'

%大多数均小于
"

,不同比

例的
R?

与
)LLM

联用的
L>*

分为
"9=$

"

=9$$

和
"98$

"

'9&$

%见表
%

$

'+'

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



""

?

!单纯
R?

,

O

!单纯
)LLM

,

)

!二者联用,

L

!规范化等效线图解法,

0

!

!

$

$9$'

%

H

!

!

$

$9$"

%与对照组"

$

#比较,

:

!

!

$

$9$"

%与联合组比较

图
"

""

不同剂量
R?

与
)LLM

对肝癌
K@

7

S%

细胞生长的抑制作用

图
%

""

各组肝癌
K@

7

S%

细胞的形态及细胞核变化

表
%

""

R?

与
)LLM

的
)*

与
L>*

情况

抑制率

"

T

#

)*

R?

"

*

/42

)

P

#

单用 联用
L>*

)LLM

"

*

3

)

/P

#

单用 联用
L>*

+9$$ $9== +$9$$ %%9'$ =9$$ $98$ $9"" '9&$

%%9$$ $9=!"!$9$$ ='9$$ =9$$ "9$$ $9%& =9=$

&%9$$ $9#$%=$9$$ +$9$$ %9#$ "9=$ $9=' &9"$

8"9$$ $9#'='$9$$"!$9$$ %9'$ %98$ $9+$ %9+$

#$9$$ "9&''"$9$$&8$9$$ "9=$ %9!$ "9!$ "98$

"9"

"

R?

增加
)LLM

的促肝癌细胞凋亡作用
"

凋亡细胞的基

本形态变化主要有!细胞体变小&变圆%连接消失%与周围的细

胞脱离%细胞质浓缩%折光度降低等$药物处理
%=G

后%对照

组细胞贴壁良好%呈梭形或多角形%轮廓较为清晰%折光度均

一,

R?

&

)LLM

组部分细胞开始脱壁%细胞体积皱缩&变圆%折

光度降低,联合组出现大量脱壁死亡细胞和细胞碎片%折光度

明显降低$药物处理
%=G

后
L?M*

染色显示%对照组细胞核

较为完整%为椭圆形或圆形%染色质较为均匀%呈淡蓝色,

R?

组&

)M

组部分细胞核固缩%出现大小不同的核裂解碎片"凋亡

小体#,而联合组多数细胞核固缩%细胞染色质聚集%部分细胞

核边缘呈现不规则%染色较深%呈现蓝色荧光%出现更多的凋亡

小体%表现出典型的细胞凋亡形态学变化%见图
%

$

"9#

"

R?

与
)LLM

协同上调肝癌细胞
->(

水平
"

药物处理

%=G

后%联合组细胞
S>M#!

&

S>M+=/>N?

及蛋白的表达量

明显高于
R?

&

)LLM

组"

!

$

$9$'

#%见表
&

&图
&

$

表
&

""

各组
S>M#!

)

S>M+=/>N?

及蛋白水平比较&

EcK

(

组别
S>M#!

/>N?

蛋白

S>M+=

/>N?

蛋白

对照组
"9$$c"9$$ $9!$c$9"$ "9$$c"9$$ $9#$c$9$$

R?

组
+9!$c$98$

0H

"9%$c$9%$

H

%9'$c$9%$

0H

"9"$c$9"$

0H

)LLM

组
&9$$c$9%$

0H

$9#$c$9&$

H

&9#$c$9'$

0:

"9%$c$9"$

0H

联合组
%=9#$c=9"$

0

%9%$c$9'$

0

#9"$c$9#$

0

"9'$c$9"$

0

""

0

!

!

$

$9$"

%与对照组比较,

H

!

!

$

$9$"

%

:

!

!

$

$9$'

%与联合组比较

图
&

""

各组肝癌
K@

7

S%

细胞
S>M#!

和
S>M+=

蛋白表达

#

"

讨
""

论

本研究发现
R?

与
)LLM

单独用药均能够抑制
K@

7

S%

细

胞的生长增殖%且均呈剂量性依赖,当使用二者
*)

'$

的一半浓

8+'

重庆医学
%$"!

年
%

月第
=#

卷第
'

期



度进行联合用药后%上述效应加剧%抑制率明显高于各单药组%

表明
R?

与
)LLM

具有协同抗
K@

7

S%

的作用$等效线图解

法&

)*

&

L>*

%细胞及细胞核的形态学观察结果进一步证明了二

者的协同作用$已有研究表明%药物产生的毒副作用主要与用

药剂量密切相关%因此通过降低药物使用剂量能够降低其毒副

作用*

"8

+

%

R?

与
)LLM

的协同抑制
K@

7

S%

细胞的作用%能够降

低
)LLM

的使用剂量%减少其毒副作用%并且
R?

本身毒性较

低%可作为
)LLM

的增敏药物%参与癌症的预防和治疗%作者

认为
R?

具有潜在的临床应用价值$

当环境因素极大地扰乱内质网动态平衡的过程时%内质网

将进行应激%并激活各种
->(

反应$一方面%内质网会启动各

种调节机制以减轻这些损伤%使细胞适应环境的胁迫%以促进

细胞的存活,另一方面%如果细胞无法适应环境的胁迫%长时间

的
->(

将会引起细胞凋亡的发生*

"#."!

+

$

S>M#!

和
S>M+=

是

内质网蛋白的分子伴侣%被认为是
->(

的标志性分子$

S>M#!

%即相对分子质量为
#!l"$

& 调节血糖的蛋白%也被称

为
->(

传感器结合免疫球蛋白"

BG@1//D54

3

24HD215G@0E

I

:G015H15;15

37

C4B@15

%

O1M

#$

S>M+=

是另一种主要的
S>M

%相

对分子质量为
+=l"$

&

$在非
->(

状态下%

S>M#!

与蛋白激酶

>N?

样内质网激酶"

M->Q

#&肌醇酶
"

)

"

*>-"

)

#&激活转录因子

8

"

?RU8

#形成稳定的配合物%并保持无活性状态*

"+

+

$

S>M#!

通

过阻止
M->Q

和
*>-"

)

二聚体的形成%来抑制其活性*

"+

+

,与

?RU8

结合阻断高尔基体定位信号%使
?RU8

稳定结合在内质

网膜%阻止
?RU8

的进一步激活*

%$

+

$在
->(

状态下%内质网中

积累的错误折叠蛋白与
S>M#!

蛋白竞争%使
S>M#!

从
M->Q

&

*>-"

)

和
?RU8

上解离%从而失去其抑制作用%引起下游相关信

号转导*

%$

+

$

->(

介导的细胞凋亡与众多癌症的发生&发展等有关$

癌细胞自身创造的低氧&低
7

K

值和低营养等不利的微环境都

有助于引起
->(

$但癌细胞能够通过多种方式去适应这种环

境应激%以阻止
->(

诱导的细胞凋亡相关信号途径*

"!

+

$当癌

细胞无法适应环境的胁迫%持续的
->(

将会诱导癌细胞凋亡

的发生%如
J-(-

等*

%"

+研究发现
S>M#!

表达上调能够使人表

皮细胞癌
?=&"

细胞株对
)LLM

的敏感性增强$王涛等*

%%

+研

究发现
S>M+=

表达上调能够增加肺癌细胞株
N)*.K=8$

对

)LLM

的敏感性$本研究显示%用药
%=G

后%

R?

&

)LLM

组与

联合组
S>M#!

和
S>M+=

表达均有所上调%且联合组上调最

高%表明
->(

是
R?

和
)LLM

协同促进
K@

7

S%

细胞凋亡的靶

点之一$其机制可能是
R?

通过阻断蛋白质从内质网到高尔

基体之间的运输%诱导
K@

7

S%

细胞的
->(

水平升高%高水平

的
->(

通过激活
M->Q.?RU=

&

*>-"

)

.hOM"

和
?RU8

信号通

路来抑制细胞
LN?

修复酶的活性%从而协同性增加
)LLM

对

癌细胞的
LN?

损伤作用*

%&.%'

+

%最后激活
)0<

7

0<@

蛋白家族级

联反应*

%8

+

%诱导细胞凋亡的发生$然而%关于
->(

的
M->Q.

?RU=

&

*>-"

)

.hOM"

和
?RU8

信号通路激活的具体分子机制

有待进一步研究$

综上所述%

R?

和
)LLM

能够协同增强肝癌
K@

7

S%

细胞

的凋亡%其协同作用与
->(

途径的激活有关%为
R?

与
)LLM

应用于临床治疗肝癌提供了理论基础$
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过程中的抑制作用$

综上所述%应用
J*U

抗体后能明显抑制
?)U

数量及大肠

癌瘤体体积%并抑制
J*U

在血清及组织中的表达%这可能是

J*U

抗体能阻断大肠癌癌变的作用机制%在今后的研究中%需

要在分子水平等方面进一步深入研究
J*U

抗体的作用机制%

J*U

可能会成为大肠癌早诊早治的新靶点$
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