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的诱导凋亡研究
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摘 要!$目的% 观察恩度& 紫杉醇对
;1)!!

过表达乳腺癌细胞
LMD!LF!NJO

的诱导凋亡作用' $方法%

免疫组化法检测乳腺癌细胞
LMD!LF!NJO

的
;1)!!

表达水平! 用流式细胞仪检测细胞凋亡率! 比较恩
度&紫杉醇单独及联合作用于

LMD!LF!NJO

细胞
!N

&

N%/

的细胞凋亡率( $结果%

LMD!LF!NJO

细胞
;1)!

!

表达率
PJQ

可信区间为
KO9O!Q#KP9K"Q

"恩度与紫杉醇对
LMD!LF!NJO

细胞均有诱导凋亡作用!并成
剂量依赖关系!其中以恩度

J"!5RA,

联合紫杉醇
JS*A',RT

作用
N%/

组凋亡率最高($结论% 体外环境下恩
度&紫杉醇均可诱导

;1)!!

过表达乳腺癌细胞凋亡!且呈剂量依赖关系!两药联合时凋亡作用增强(

主题词!恩度"紫杉醇"乳腺肿瘤"

;1)!!

"凋亡
中图分类号!
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乳腺癌是危害女性健康的常见恶性肿瘤!其发病

率占妇女肿瘤的
O$$

! 其中有
$SQ\ONQ

属于
;1)!!

基因过表达型乳腺癌( 目前!紫杉醇已成为治疗乳

腺癌的有效药物之一( 研究证明! 乳腺癌细胞中

"1)!!

基因的过度表达降低了其对紫杉醇的敏感

性$

$

!

!

%

(

];!$KI

恩度
^

为血管生成抑制剂类生物制品!

其作用机制是抑制肿瘤新生血管的生成!阻断肿瘤

的营养供给!从而抑制肿瘤增殖或转移( 目前已证

实恩度在体外也可抑制肿瘤细胞如白血病细胞
;T!

KS

&肝癌细胞
;1E_!

的增殖$

O

!

N

%

( 本研究以恩度和紫

杉醇单独及联合作用于
;1)!!

过表达乳腺癌细胞

LMD!LF!NJO

!通过检测其诱导凋亡率!判断恩度对

紫杉醇诱导
;1)!!

过表达乳腺癌细胞
LMD!LF!NJO

的影响!初步探讨其作用机制(

$

材料与方法

!"!

试 剂

恩度为烟台麦得津生物工程股份有限公司产

品"紫杉醇为百时贵施贵宝公司产品"鼠抗人
;1)!!

单抗&

`?

检测试剂盒及
MDF

显色试剂盒均购自北

京中杉金桥生物技术有限公司"

D**1@0* 8!aCb.

凋

亡检测试剂盒购自北京宝赛生物技术有限公司(

!"#

仪 器

光学显微镜及流式细胞仪由哈尔滨医科大学附

属第二医院实验室提供(

!"$

细胞与细胞培养

人乳腺癌
LMD!LF!NJO

细胞株购自中国科学

院上海生命科学研究院" 优级胎牛血清为杭州四季

青公司产品"

U?LC $KNS

培养基为北京赛默飞世尔

生化制品有限公司产品(

LMD!LF!NJO

细胞以含

$SQ

胎牛血清的
U?LC $KNS

培养基于
OV%

&

.3

!

体

积分数为
JQ

的条件下培养(

!"%

免疫细胞化学法检测
LMD!LF!NJO

细胞株

;1)!!

蛋白的表达

取对数生长期
LMD!LF!NJO

乳腺癌细胞株于

离心管中!

$ SSS)RA0*

离心
JA0*

!弃上清液!加中性

甲醛固定
I

甲醛与细胞量之比为
V&$^

后制备成石蜡

切片!共制备
J

张切片!按照
;1)!!

染色试剂盒操作

步骤检测表达率(

%NN
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细胞生长情况观察

取对数生长期
&'(!&)!*+,

乳腺癌细胞
$

瓶!

用
-.&/ $0*"

和
$"123

培养液充分吹打使细胞混

匀!细胞计数为
0"#4

0 个
567

!于
$ 8""956:;

离心
+6:;

后去上清液!加培养液
!67

!吸管充分吹打使细胞混

匀! 平均分配到
+

个培养瓶中培养! 分别标记空白

组 "

!+!<567

恩度组 "

+8!<567

恩 度 组 "

+8;6=75>

及

$88;6=75>

紫杉醇组# 每瓶加
-.&/ $0*8?$8123

培

养液共
,67

$ 除空白组外!其他
*

瓶分别加恩度%紫

杉醇!使其终浓度分别为
!+!<567

"

+8!<567

"

+8;6=75>

及
$88;6=75>

$ 于
,@ #

"

AB

!

体积分数为
+1

的条件

下培养
!*C

!光学显微镜下观察空白组"恩度组及紫

杉醇组细胞的生长情况$

!"$

单药作用细胞凋亡率检测

取对数生长期
&'(!&)!*+,

细胞 ! 用
-.&/

#0*8

和
#8123

培养液充分吹打使细胞混匀! 细胞

计数为
0"#8

0 个
567

! 于
# 888956:;

离心
+6:;

后去

上清液!各加
#67 .)3

充分吹打使细胞混匀后!吸出

移至
!

个
D.

管中并分别标记为
8

和
#

!

.)3

再次冲

洗离心
!

次$ 恩度组除所用培养液为不同浓度的恩

度&

!+!<567

和
+8!<567

'

?-.&/ #0*8?#8123

外!紫

杉醇组所用培养液为不同浓度的紫杉醇&

+8;6=75>

和
#88;6=75>

'

?-.&/ #0*8?#8123

!其他操作同上$

以上步骤每组均重复
,

次$

!"%

恩度联合紫杉醇作用于
&'(!&)!*+,

细胞株

的凋亡率检测

恩度联合紫杉醇作用于
&'(!&)!*+,

细胞!共

%

组!第
#

组(恩度
!+!<567

!紫杉醇
+8;6=75>

!作用

时间
!*C

)第
!

组(恩度
!+!<567

!紫杉醇
+8;6=75>

!

作用时间
*%C

) 第
,

组 ( 恩度
!+!<567

! 紫杉醇

#88;6=75>

!作用时间
!*C

)第
*

组(恩度
!+!<567

!紫

杉醇
#88;6=75>

!作用时间
*%C

)第
+

组(恩度
+8!<567

!

紫杉醇
+8;6=75>

!作用时间
!*C

)第
0

组(恩度
+8!<567

!

紫杉醇
+8;6=75>

!作用时间
*%C

)第
@

组(恩度
+8!<567

!

紫杉醇
#88;6=75>

! 作用时间
!*C

) 第
%

组( 恩度

+8!<567

!紫杉醇
#88;6=75>

!作用时间
*%C

)各组药

物分别作用于
&'(!&)!*+,

细胞!参照
(;;EF:; G!

2/HA

凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡! 计算凋亡指

数#

!"&

统计学分析

采用
3.33 $8I8

软件进行统计学分析! 重复测

量分析影响因素#

.J"I"+

为差异有统计学意义#

!

结 果

'"!

免疫组化检测乳腺癌细胞
&'(!&)!*+,

的

KE9!!

表达水平

+

张切片
KE9!!

表达率分别为
0+I,"1

%

0%I0@1

%

0,I0*1

%

0+I$!1

%

0LI+@1

! 其
L+1

可 信 区 间 为

&

0,I,!1M0LI0"1

'! 进一步验证了
&'(!&)!*+,

细

胞为
KE9!!

过表达乳腺癌细胞!见图
$

#

'"'

细胞生长情况观察

!I!I$ &'(!&)!*+,

细胞的生长情况

&'(!&)!*+,

细胞以含
$"1

胎牛血清的
-.&/

$0*"

培养基于
,@$

%

AB

!

体积分数为
+1

的条件下

培养
!*C

后!细胞生长旺盛!多形成细胞团&图
!

'#

!I!I!

恩度作用于
&'(!&)!*+,

细胞后的细胞生

长情况

!+!<567

的恩度作用于
&'(!&)!*+,

细胞
!*C

后!肿瘤细胞数目减少!随着恩度浓度的增加!乳腺

图
$ &'(!&)!*+,

细胞
KE9!!

蛋白表达水平!

%*""

"

图
!

空白组
&'(!&)!*+,

细胞培养
!*C

后的生长情况

%*+
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癌细胞生长减慢!细胞数目明显减少"图
;

#

<

$%

!"#

恩度!紫杉醇单独及联合作用于
=>?!=@!<A;

细胞的凋亡率

恩度和紫杉醇单独及联合作用于
=>?!=@!<A;

细胞的凋亡率均呈时间剂量关系"

BC"9"A

$%其中!以

恩度
A"!5DE,

联合紫杉醇
AF*E',DG

作用
<%/

组的

凋亡率最高!见表
#

%

;

讨 论

紫杉醇是治疗乳腺癌的有效药物之一! 其机制

主要是促进微管聚合和稳定已聚合微管! 将细胞阻

滞于
H

!

D=

期!抑制肿瘤细胞的迁移!激活免疫细胞

等对乳腺癌细胞进行杀伤 &

A

!

I

'

% 紫杉醇稳定微管!破

坏纺锤体形成!染色体稳定性下降导致细胞凋亡&

JKL

'

%

约有
;FM

的乳腺癌患者
N1)!!

基因过表达! 研究表

明其对化疗药物存在明显耐药!常导致化疗失败&

#F

'

%

许多临床研究对
N1)!!

和乳腺癌预后之间的研究表

明!

N1)!!

阳性乳腺癌病情进展迅速!局部复发危险

性高!化疗缓解期短!无病生存期和总生存期缩短%

为了提高紫杉醇的疗效! 可以寻找一些紫杉醇化疗

增敏的途径%

恩度为血管抑制素类新生物制品! 其抗肿瘤作

用的机制主要是抑制肿瘤新生血管及淋巴管! 阻断

肿瘤的营养供给而抑制肿瘤生长&

##

!

#!

'

% 目前有报道!

恩度可增强放疗对肺癌#鼻咽癌的杀伤作用&

#;K#J

'

% 研

究也已证实!其对肿瘤细胞本身如白血病细胞#肝癌

细胞的生长也有抑制作用%

本实验用免疫组化法验证了
=>?!=@!<A;

乳

腺 癌 细 胞 为
N1)!!

基 因 过 表 达 乳 腺 癌 细 胞 !以

AF*E',DG

和
#FF*E',DG

的紫杉醇作用于
=>?!=@!

<A;

细胞
!<

#

<%/

后的诱导凋亡率分别为
#A9;"

和

#J9L"

!

!;9A"

和
!L9;"

% 以
!A!5DE,

和
AF!5DE,

的恩

度作用于
=>?!=@!<A;

细胞
!<

#

<%/

后的凋亡率分

别为
#J9L%"

和
<;9AJ"

!

AL9%;"

和
<J9IL"

% 说明紫

杉醇# 恩度对
N1)!!

过表达乳腺癌细胞
=>?!=@!

<A;

均有诱导凋亡作用! 且这种作用成浓度依赖关

系% 本实验再以两药联合作用于
=>?!=@!<A;

细

胞!结果表明两药联合的诱导凋亡率高于单药%随着

对抗血管生成药恩度的深入研究! 其有望成为紫杉

醇化疗药物发挥疗效的增敏剂! 进一步提高
N1)!!

阳性乳腺癌的疗效%

凋亡为细胞内基因调控的程序性死亡! 多种因

素造成的凋亡基因的启动可以造成细胞凋亡% 紫杉

醇可激活核蛋白激酶
.!"

"

BO.!"

$!引发高尔基体
!

.PQ#

的活化! 并上调高尔基体相关的
>RA

! 激活

4+2S+21!%

和
4+2S+21!;

! 从而激活高尔基体介导的#

图
; !A!5DE,

恩度作用于
=>?!=@!<A;

细胞
!</

后的生长情况
图

< AF!5DE,

恩度作用于
=>?!=@!<A;

细胞
!</

后的生长情况

表
#

两种药物单独及联合对乳腺癌细胞的凋亡率"

M

#

恩度
"

!5DE,

$

紫杉醇
"

*E',DG

$

作用时间

!<

"

/

$

<%

"

/

$

F F #9F! <9;F

F AF #A9;F #J9LF

F #FF !;9AF !L9;F

!A F #J9L% <;9AJ

!A AF !F9J# JJ9A<

!A #FF !L9;; <!9F;

AF F AL9%; <J9IL

AF AF #A9%< %#9<<

AF #FF #A9#J ;L9IL

%<I
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线粒体参与的细胞凋亡途径!

$%

"

# 哌立福新$

&'()*+!

,)-'

%与紫杉醇联合治疗的机制探讨中发现&两者联

合应用能抑制
./012$

&并能增加神经鞘氨醇和活

性氧的含量& 激活凋亡前信号转导途径& 在多通路

作用下导致细胞凋亡 !

$3

"

# 紫杉醇还可通过
14*!$

激酶依赖的信号途径诱发自体吞噬泡的形成& 诱导

细胞凋亡!

!"

"

# 有研究表明血管内皮抑素介导细胞凋

亡与多个信号通路有关& 包括调节
&56

和
789!!

的

表达# 减弱
:;6<=

蛋白激酶
7

信号通路的抗凋亡作

用 !

!$

"

&上调电压依赖阴离子通道蛋白
$

'

>?@2$

%的

表达水平&使线粒体通透性增高&细胞色素
2

的释

放及
84,&4,'!3

活化&从而激活凋亡程序 !

!!

"

&启动内

皮细胞的自我吞噬死亡程序!

!6

"

# 细胞内凋亡基因的

启动&凋亡过程的进行&会受到细胞内外多种信号分

子的干预&存在十分复杂的网状的信息通路&线粒体

途径在两者的凋亡机制中均存在# 启动不同的凋亡

路径&影响不同的信号通路可能增强凋亡的因素&给

予临床用药以理论参考# 但阐明具体机制还有待于

进一步研究#
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