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"榄香烯注射液联合紫杉醇注射液对乳腺癌

+F

"

568

细胞体外协同作用研究
蔡东焱$高$翔$吴小红$洪婷婷

摘要$目的$探讨
!

"榄香烯与紫杉醇对乳腺癌细胞株协同作用及其机制! 方法$体外分别以
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$ 作用
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和
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以及两药联

合处理人乳腺癌细胞株
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细胞%

HIF

法检测增殖变化%流式细胞仪检测细胞凋亡和细胞周期分布%通过

*7JK7LB M-0K

检测干预后细胞周期蛋白依赖性激酶
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"

?7N7B?7BK O=B<J7
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$#细胞周期蛋白
F#

"

>.>-=B F#

$#细胞周期调控蛋白
Q!#

>=N#和
Q!%

O=N#表达变化! 结果$单药
!

"榄香烯或紫杉醇对
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细胞

株生长均有抑制作用%
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"榄香烯
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细胞株的生长抑制率具有协同作用%
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的表达
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"榄香烯$

!

"

7-747B7

%系由中药温莪术挥发油中

分离出来的油状物单体"既往实验表明具有逆转部分化

疗药物耐药的作用&

#

'

) 过去对
!

"榄香烯抗癌作用机制

的研究仅限于
!

"榄香烯对肿瘤细胞可诱导细胞凋亡*下

调
M>-

"

!

*

M<V

及上调
N:$

基因表达"改变细胞周期分布

等影响&

!

'

"关于它是否参与细胞周期蛋白表达的调控"

文献报道较少) 本研究旨在通过体外实验观察
!

"榄香

烯注射液对人乳腺癌
+F

"

568

细胞增殖和凋亡的影响"

并联合临床常用的化疗药物紫杉醇注射液"检测
!

"榄香

烯注射液联合紫杉醇注射液处理乳腺癌细胞是否具有

协同作用"并进一步研究其可能的机制"以期为乳腺癌

的临床治疗提供新的思路和方案)

材料与方法

#

$细胞$人乳腺癌
+F

"

568

细胞系购于上海细

胞库$批号#

"6###!#

%)

!

$药物$

!

"榄香烯注射液"大连金港制药公司"

!" 4G

"

"

!

:`

"批号#

#####8#

%"紫杉醇注射液"扬子

江医药公司"

: 4G

"

"

!

6`

"批号#

#""$#8#!

%)

$

$试剂及仪器$

IQ+(

"

#65"

培养基*胎牛血清购

自美国
Z=M>0

公司"兔抗人细胞周期蛋白依赖性激酶
#

$

>.>-=B

"

?7N7B?7BK O=B<J7 &CP#

%*细胞周期蛋白
F#

$

>.>-=BF#

%*细胞周期调控蛋白
Q!#

>=N#和
Q!%

O=N#单克

隆抗体为美国
;N=K04=>J

公司产品(

]Y&J><B

流式细

胞仪$美国
FC

公司产品%"

)A7L40 FFC 6!!" &D

!

培

养箱 $美国
)A7L40

公司产品%)

5

$细胞培养$

+F

"

568

细胞常规方法复苏"接种

于含
#"`

胎牛血清的
IQ+(

"

#65"

完全培养基"在

$%

&*

:

'

&D

!

*饱和湿度培养箱中常规培养"

!

(

$

天

换液传代
#

次)

:

$细胞分组及干预方法$细胞分为
:

组"分别

为
!

"榄香烯组*紫杉醇组*两药联合组$联合组%*空白

组$不接种细胞%及对照组$不加药物%进行干预"每组

设
6

个复孔"分别培养
!5

*

58 A

)

6

$检测指标及方法$

6

!

#

$乳腺癌
+F

"

568

细胞生长抑制率检测$取

对数生长期的乳腺癌
+F

"

568

细胞经胰酶消化"接种

于
96

孔板"每孔
!"" "G

进行培养"培养
!5 A

后加

药"每个浓度设
6

个复孔"并设空白组$不接种细胞%*

对照组$不加药物%) 分别培养
!5

*

58 A

后"按文献

&

$

"

5

'方法用
HIF

法经酶联免疫检测仪在
:%" B4

波长下测量吸光度值$

DC

%"实验重复
$

次"并计算抑

制率) 细胞生长抑制率$

`

%

a

&$对照组
DC

:%" B4

)

实验组
DC

:%" B4

%

E

对照组
DC

:%" B4

' *

#""`

"并以抑

制率对药物剂量作量效曲线) 按以下公式计算
R

值

并判断两药的联合效应#

R a ;

$

Y b F

%

E

&

;Y b

$

#

"

;Y

% *

;F

'"其中"

;

$

Y b F

%为两药合用的抑制率"

;Y

*

;F

为两药单用的抑制率"

R

为
"

!

8:

(

#

!

#:

"表

示两药作用相加"

R S #

!

#:

表示两药作用协同"

R c

"

!

8:

表示两药作用相互拮抗) 应用
QL=J4 :

$

ZL<NA

"

Q<?

公司%剂量效应公式拟合计算获得
(&

!"

*

(&

:"

)

6

!

!

$细胞形态学观察$取对数生长期浓度

:

*

#"

:

E4G

的
+F

"

568

细胞悬液"接种于预置无菌
6

孔细胞培养板中"每孔
! 4G

"培养至生长
6"` d%"`

时 $

58 A

左右%"不同浓度
!

"榄香烯注射液作用
!5 A

"

在倒置相差显微镜下
#""

倍放大观察细胞形态)

6

!

$

$细胞周期测定$将乳腺癌
+F

"

568

细胞接

种于
6

孔板内"分别用药物处理
!5 A

后"收集各组细

胞
:

*

#"

5 个) 常规消化"

!"" L E4=B

离心
: 4=B

"收

集沉淀"冷洗
!

次"加
# 4G %"

'乙醇$预冷%固定"

5

&固定过夜) 次日加
# 4G

冷
QFH

混匀"同上离心

收集细胞沉淀"将细胞重悬于
"

!

: 4G

冷
QFH

中"加

#" 43E4G

的
I2<J7 Y #" "G

"

$%

&水浴
$" 4=B

"加

"

!

: 43E4G

的
Q(

染剂
#" "G

"避光
$" 4=B

"上流式细

胞仪检测"每管计数
!""""

个细胞"

+0?T=K

分析细胞

周期时相及凋亡率$

H,MZ#

为凋亡峰%)

6

!

5

$蛋白
&CP#

*

>.>-=B F#

*

Q!#

>=N#和
Q!%

O=N#

表达检测$分别收集
(&

:"

!

"榄香烯单药组*

(&

:"

紫杉

醇单药组和两药联合组培养
58 A

的
+F

"

568

细胞"

冰上裂解后
# :"" L E4=B

"离心
#" 4=B

"收集上清"紫

外分光光度计法进行蛋白定量)

#"

'

HCH

"

QYZ;

凝

胶电泳分离"通过电转印法将蛋白质转移到
Q/C]

膜

后"在含
:

'脱脂奶粉的
)FH)

中室温封闭
! A

) 加入

一抗孵育过夜"

)FH)

漂洗
5

次后"加入二抗室温孵育

# A

"

)FH)

充分漂洗
5

次"化学发光试剂反应
: 4=B

"

[

线片暗室曝光"常规显影定影)

%

$统计学方法$采用
HQHH #$

!

"

软件"细胞生

长抑制率作回归分析"应用
QL=J4:

软件$

ZL<NAQ<?

公司%剂量效应公式对各组细胞生长抑制率进行拟合

计算"得到
(&

!"

*

(&

:"

)

结$$果

#

$不同浓度
!

"榄香烯及紫杉醇组各时间点
+F

"

568

细胞生长抑制率比较$图
#

%$榄香烯作用于
+F

"

568

细胞的量效曲线表现出浓度的依赖性"一定的时间依

赖性"作用
58 A

组抑制作用未进一步的增强) 榄香烯终

浓度分别为$
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!
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量效曲线(

F

为
!

"榄香烯作

用
!5

*

58 A

量效曲线

图
#

$不同浓度
!

"榄香烯及紫杉醇组各时间点

+F

"

568

细胞生长抑制率

!

$各时间点不同浓度两药联用细胞生长抑制率

比较$表
#

%$根据单药对
+F

"

568

细胞的抑制效应

结果"为了观察药物的协同效应"本研究选用低浓度药

物进行联合#

!" "3E4G

和
5" "3E4G!

"榄香烯及

"

!

"#6 "3E4G

和
"

!

""8 "3E4G

紫杉醇单独及联合处

理
+F

"

568

细胞"并观察
!5

*

58 A

的作用结果) 结果

示联合组对乳腺癌
+F

"

568

细胞株的生长抑制率具

有协同作用"

R

值
S#

!

#:

"但随着作用时间的延长"协

同作用有下降的趋势)

$

$各组细胞形态学结果比较$图
!

%$乳腺癌
+F

"

568

细胞经不同浓度及配伍的紫杉醇和
!

"榄香烯处理

!5

*

58 A

后"结果表现出不同的细胞皱缩"边缘毛糙"染

色质凝集"细胞核固缩碎裂成数个圆形颗粒"细胞体积

缩小"凋亡小体出现) 以
"

!

""8 "3E4G

浓度紫杉醇联

合
5" "3E4G

浓度
!

"榄香烯组最为显著)

表
#

$各时间点不同浓度两药联用细胞

细胞生长抑制率比较$$

`

%

浓度
时间

$

A

%

抑制率

紫杉醇

单药

!

"榄香烯

单药
联合

R

值

紫杉醇
"

#

"#6 "3E4G b

!

"榄香烯
5" "3E4G

!5 "

#

$$5 "

#

$#6 "

#

6:% #

#

!"

58 "

#

6:9 "

#

$:: "

#

898 #

#

#:

紫杉醇
"

#

""8 "3E4G b

!

"榄香烯
5" "3E4G

!5 "

#

$#" "

#

$#6 "

#

6$$ #

#

#9

58 "

#

6!$ "

#

$:: "

#

885 #

#

#6

紫杉醇
"

#

"#6 "3E4G b

!

"榄香烯
!" "3E4G

!5 "

#

$$5 "

#

#9! "

#

:56 #

#

#8

58 "

#

6:9 "

#

!5% "

#

858 #

#

#6

紫杉醇
"

#

""8 "3E4G b

!

"榄香烯
!" "3E4G

!5 "

#

$#" "

#

#9! "

#

:6# #

#

!6

58 "

#

6!$ "

#

!5% "

#

8!# #

#

#:

$$注#

Y

为不加药组(

F

为
"

!

""8 "3E4G

紫杉醇 +

5" "3E4G

!

"榄香烯组处理
!5 A

后

图
!

$药物处理前后
+F

"

568

细胞形态学$$ *

#""

%

5

$各组细胞周期比较$图
$

%$

+F

"

568

细胞经

!

"榄香烯
!" "3E4G

作用
!5

*

58 A

后"细胞凋亡率分

别为
$

!

5"`

和
5

!

$%`

)

"

!

""8 "3E4G

紫杉醇作用乳

腺癌
+F

"

568 !5

*

58 A

后"细胞凋亡率为
#"

!

"#`

和

#:

!

!$`

"两药联合作用
!5

*

58 A

后"细胞凋亡率增加

至
#!

!

!#`

和
!!

!

!#`

) 单药
!

"榄香烯对细胞周期无

明显的影响) 与对照组比较"紫杉醇作用
+F

"

568

细

胞
!5

*

58 A

后"

Z!E+

期细胞比例分别增加至

6#

!

%$`

和
:"

!

#5`

"两药联合作用后
Z!E+

期细胞比

例为
%:

!

#$`

和
6:

!

5$`

)

:

$ 各组细胞
&CP#

*

>.>-=B F#

*

Q!#

>=N# 和

Q!%

O=N#蛋白表达比较$图
5

%$

(&

:"

浓度的
!

"榄香烯

和
E

或紫杉醇作用
+F

"

568

细胞
!5 A

后"

&CP#

和

Q!#

>=N#蛋白的表达没有明显的变化"

!

"榄香烯组
&.>

"

-=B F#

蛋白表达有明显的下降"联合组较紫杉醇单药

组
&.>-=B F#

的表达水平也有降低"

Q!%

O=N#在对照组

有一定的表达"

!

"榄香烯或紫杉醇单独作用后"表达均

有下降"而联合组
Q!%

O=N#蛋白的表达较
!

"榄香烯或紫

杉醇单药作用时有增加)
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细胞不加药培养
!5 A

后"

YQ

#

"

!

#%

"

Z!E+

#

!#

!

#9

(

F

为
!

"榄香烯
!" "3E4G

处理
!5 A

后"

YQ

#

$

!

5"

"

Z!E

+

#

!"

!
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为紫杉醇
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处理
!5 A

"

YQ

#

#"
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为两药联合处理
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"

YQ

#

#!

!
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"
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#

%:

!

#$

(
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为
+F

"

568

细胞培养
58 A

后"

YQ

#

#

!

8#

"

Z!E+

#

!"

!

89

(
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为
!

"榄香烯
!" "3E4G

处理
58 A

"

YQ

#

5

!

$%

"

Z!E+

#

!"
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(
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为紫杉醇

"

!

""8 "3E4G

处理
58 A

"

YQ

#
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!

!$

"

Z!E+

#
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!

#5
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W

为两药联合处理
58 A

"

YQ

#

!!

!

!#

"

Z!E+

#

6:

!

5$

图
$

$各组细胞周期比较

图
5

$

!

"榄香烯和紫杉醇对
+F

"

568

细胞周期蛋白的影响

讨$$论

近年来晚期乳腺癌的治疗取得了一定的进展"但

患者的总生存期没有较大的提高"所以寻找一种有效

的药物联合方案"提高治疗效果是临床应用的研究方

向)

!

"榄香烯是中药莪术的主要成分之一"对于多种

肿瘤有一定的治疗作用"可以抑制
C2Y

合成"促进肿

瘤细胞的凋亡&

:

'

) 紫杉醇是一种抗微管药物"它可以

有效抑制细胞的增值"诱导细胞的凋亡) 在乳腺癌的

治疗中"紫杉醇类药物是最常用的抗肿瘤药物) 早在

#99!

年紫杉醇即被
]CY

批准开始应用于转移性乳腺

癌的治疗) 我们的研究发现
!

"榄香烯与紫杉醇在乳

腺癌治疗中具有协同作用)

本研究通过
HIF

方法检测
!

"榄香烯的细胞毒性

作用"结果显示
!

"榄香烯能抑制
+F

"

568

细胞的生

长)

!

)榄香烯作用于
+F

"

568

细胞的量效曲线表现

出浓度的依赖性"紫杉醇的量效曲线表现出明显的时

间及浓度依赖性) 低浓度的
!

"榄香烯 $

5"

和

!" "3E4G

%联合紫杉醇具有协同作用"

R

值
S #

!

#:

"

同时显示
!

"榄香烯作用也有一定的时间效应"表现为

58 A

后协同作用有下降趋势) 两药联合作用后肿瘤

细胞的凋亡率和
Z!E+

期细胞比例有增加)

在细胞周期调控机制中"与
Z!E+

期调控有关的

两个重要成员是
&CP#

和
>.>-=B F#

"同时也是最早

的被发现的细胞周期正调控因子) 而
Q!#

>=N# 和

Q!%

O=N#是细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子$

>.>-=B

"

?7N7B?7BK O=B<J7 =BA=M=K0LJ

"

&P(J

%中的两个重要

成员"

Q!#

>=N#通过二个途径抑制细胞周期与细胞增生"

一个途径是结合并抑制
&CP

&

6

"

%

'

"另一途径是抑制增

殖细胞核抗原$

NL0-=T7L<K=B3 >7-- B,>-7<L <BK=37B

"

Q&2Y

%

&

8

'

)

Q!%

O=N#在细胞静止期时表达增强"说明

它是维持细胞静止期所必需的) 细胞增殖时
Q!%

O=N#

水平降低"

N!%

O=N# 的表达与
Z

#

期持续时间有关"

N!%

O=N#表达增强时
Z

#

期延长&

9

"

#"

'

) 同时有研究显示

乳腺癌耐药的出现与
N!%

O=N#的表达下降有明显的相

关性&

##

'

)

在紫杉醇导致肿瘤细胞凋亡的分子事件研究中发

现"不管是高浓度的紫杉醇还是低浓度的紫杉醇作用"
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"
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!

%

细胞周期中
>.>-=B F#E&C>!

激酶的活性多有升高"

且持续
6 A

以上&

#!

'

"

YB?L0=> (

等&

#$

'的研究中发现#

>.>-=B F#

对于肿瘤细胞的生存和增值具有重要意

义"敲除
>.>-=B F#

可以抑制肿瘤细胞的增值"而且体

内外试验中"均发现敲除
>.>-=B F#

可以致敏紫杉醇

的抗肿瘤作用)

2<O<.<4< H

等&

#5

'的研究中证实"

体内试验中"紫杉醇治疗后
&CP#

升高者"提示对紫

杉醇治疗敏感"反之则不敏感) 而在
*<B3 Z

等&

#:

'的

研究中显示"

!

"榄香烯可以阻滞
2H&G&

细胞在
Z!E+

期"这一作用与降低了细胞周期中
>.>-=B F#

和

&CP#

"升高
Q!%

O=N#有关)

本研究中"

!

"榄香烯作用
+F

"

568

细胞后"

>.>-=B

F#

的表达水平有降低"

!

"榄香烯联合紫杉醇组较紫杉

醇单药组
>.>-=B F#

的表达水平也有降低) 两药联合

作用后升高了
+F

"

568

细胞
Q!%

O=N# 的表达水平"

&CP#

的表达水平变化不明显"而
Q!#

>=N#的表达水平

在单药组或联合组均有下降)

综上"可以初步判断
!

"榄香烯对于紫杉醇抗肿瘤

的协同作用是通过降低
>.>-=B F#

的表达水平"升高

Q!%

O=N#的表达水平来实现的"但具体作用机制有待于

进一步的研究)
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