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肿瘤化疗新的治疗手段中#耐药逆转剂是一类很有实用价
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仪
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波长下检测各孔吸光度
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值#按下列公式计算抑制
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%加入
>:

孔板#测定细胞存活率#

确定川芎嗪对
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的毒性作用#以
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细胞存

活率大于或等于
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对
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顺铂耐药性的逆转作用
!

.#.0

"

""4

细胞按
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接种至
>:

孔培养板#经
-(J

培养后#每孔

加药
0)

'

Z

(对照组加入不同浓度
""4

#逆转组加入川芎嗪最

适逆转浓度和不同浓度
""4

的混合液$对照组和逆转组
""4

的终浓度分别为
)5)0

'

)50

'

0

'

0)

'

0))

'
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%(阴性对照组每

孔加入磷酸盐缓冲液$

4MR

%

0)

'

Z

#并设空白对照(置
*+\

#
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培养箱内培养
(1J

后加入
..g,10)

'

Z

#继续培养
0

J

#酶标仪
(6)@K

波长下检测各孔吸光度
A

(6)

值#计算
!.

6)

及

逆转倍数(

@5L

!

细胞内
/RU

水平测定
!

将
.#.0

'

.#.0

"

""4

及经川芎

嗪最适逆转浓度预处理
0-J

的
.#.0

"

""4

细胞#按
/RU

和

/RR/

检测试剂盒说明书检测细胞内
/RU

的含量(
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!

高效液相色谱仪测定细胞内顺铂含量
!

取
.#.0

'

.#.0

"

""4

及经川芎嗪最适逆转浓度预处理
0-J

的
.#.0

"

""4

细胞#在含有
6

'

'

"

KZ

顺铂培养液中培养
(J

#用冷
4MR

洗
-

次#

-+))%

"

K=@

离心
6K=@

#然后用高效液相色谱测定细

胞内顺铂的含量$顺铂的浓度用测定每
0_0)

: 个细胞中的顺

铂量表示%(色谱条件为!氨基键合硅胶柱#二甲基甲酰胺为样

品溶剂#流动相为乙酸乙酯
`

甲醇
`

二甲基甲酰胺
`

水$

-6`

0:̀ 6̀ 6

#

e

"

e

"

e

"

e

%#在
*0)@K

检测#流速
056KZ

"

K=@

#进

样量
-)

'

Z

(

@5N

!

统计学处理
!

结果用
Ec3

表示#用
R4RR0*5)

统计软件

行单因素方差分析$组间比较用
RPg

法%#以
!

a)5)6

为检验

水准(

A

!

结
!!

果

A5@

!

.#.0

"

""4

耐药细胞株的建立及多药耐药特征
!

历时
6

个月获得了
0

株在
05)

'

'

"

KZ""4

作用于生长良好的耐药细

胞株
.#.0

"

""4

#

..g,1

试剂盒检测表明
.#.0

"

""4

细胞对

顺铂的
!.

6)

值为
.#.0

细胞的
>5((

倍#并对卡铂$

.E%O<

I

DE,

F=@

%'长春新碱$

e.B

%和阿霉素$

A"Y

%的耐药性也提高了约

-

&

6

倍不等$表
0

%(

A5A

!

.#.0

和
.#.0

"

""4

细胞生长曲线和倍增时间
!

.#.0

和
.#.0

"

""4

细胞的生长曲线$图
0

%(

.#.0

细胞的倍增时

间为$

*-5>>c)5-)

%

J

#

.#.0

"

""4

细 胞 的 倍 增 时 间 为

$

()506c)56(

%

J

#耐药细胞的倍增时间延长
05--

倍(

A5B

!

川芎嗪对
.#.0

"

""4

顺铂耐药性的逆转作用
!

川芎嗪

单独应用#低浓度对
.#.0

"

""4

几无明显毒性作用#在
)5-6

K

'

"

KZ

时对
.#.0

"

""4

细胞的抑制率为接近
0)7

#因此将川

芎嗪在
)5-6K

'
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KZ

设为该药物的最适逆转浓度(

""4

单独

作用于
.#.0
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细胞时
!.
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>5:*c)5-(

%

'

'
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#但当

川芎嗪
)5-6K
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与不同浓度的
""4

合用时
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的
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-56:c)5)-

%

'

'

"

KZ

#逆转倍数达到
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倍#结果见表
-

(

A5C
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细胞内
/RU

水平及顺铂含量的变化
!

与
.#.0

比较#
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"

""4

细胞内
/RU

的水平增高#顺铂含量下降#但经
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'
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川芎嗪干预后#

.#.0

"

""4

胞内的
/RU

的水平

降低#顺铂的含量增加$

!

$

)5)0

%(结果见表
*

(
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药物对
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细胞的半数抑制浓度#

Ec3

%

.a*

$

细胞
!.

6)

$

'

'

"

KZ

%

顺铂 卡铂 长春新碱 阿霉素

.#.0 05)-c)5)+ 05*>c)5)- (156)c051- -5)*c)5->

.#.0

"

""4 >5:*c)5-(

""

:5(0c)500

""

+>5:+c)5>6

""

0)5)6c)5)+

""

耐药指数$

B!

%

>5(( (5:0 05:( (5>6

!!

"

!

!

$

)5)6

#

""

!

!

$

)5)0

#与
.#.0

比较(

表
-

!!

川芎嗪对
.#.0

&

""4

顺铂耐药性的逆转作用#

Ec3

%

.a*

$

组别
抑制率$

7

%

""4)5)0

'

'

"

KZ ""4)50

'

'

"

KZ ""40

'

'

"

KZ ""40)

'

'

"

KZ ""40))

'

'

"

KZ

单用顺铂
)50(c)5)( 05-*c)50: 0-5):c)50* (1506c*50( >)5*6c)566

顺铂
T

川芎嗪
(5>*c)5)*

""

0-51:c056:

"

-65)*c050*

""

6+5()c*56-

""

>(5(:c05-)

""

!!

"

!

!

$

)5)6

#

""

!

$
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#与单用顺铂比较(
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表
*

!!

川芎嗪对细胞内
/RU

和顺铂含量的

!!!

影响#

Ec3

%

.a*

$

项目
.#.0 .#.0

"

""4 .#.0

"

""4T

川芎嗪

/RU

$

@K<D

"

0)

:

H&DD9

%

(5*+c)5*- 0-5((c)56)

""

:5-*c)5+)

"")

顺铂$

@

'

"

0)

:

H&DD9

%

(>56+c-5+1 -65)*c*510

""

*(511c051:

"))

!!

"

!

!

$

)5)6

#

""

!

!

$

)5)0

#与
.#.0

比较&

)

!

!

$

)5)6

#

))

!

!

$

)5)0

#与
.#.0

"

""4

比较(

图
0

!!

.#.0

和
.#.0

&

""4

细胞的生长曲线#

.a*

$

B

!

讨
!!

论

多药耐药$

KCDF=;%C

'

%&9=9FE@H&

#

Y"B

%是指肿瘤细胞一旦

对某种化疗药物产生耐药性#同时对其他结构无关'作用机制

亦各异的药物也产生交叉耐药性#这是一种独特的广谱耐药现

象#是导致肿瘤化疗失败的最主要原因)

:

*

(本研究采用逐步递

增
""4

浓度'体外间歇诱导法诱导人卵巢癌细胞系
.#.0

#建

立了
0

株在
05)

'

'

"

KZ""4

作用下生长良好的耐药细胞株

.#.0

"

""4

#耐药指数为
>5((

#而且
.#.0

"

""4

对卡铂'长春

新碱和阿霉素的药物敏感性也有不同程度的降低#说明

.#.0

"

""4

细胞具有多药耐药性(同时实验表明#与亲代细

胞
.#.0

比较#

.#.0

"

""4

细胞中
/RU

的含量明显增高#顺

铂的含量明显降低$

!

$

)5)0

%#说明
.#.0

"

""4

的耐药机制

可能与
/RU

"

/R$,

(

解毒系统活性增强#使细胞内顺铂主动外

排增加有关(

川芎嗪为中药川芎的主要成份#与维拉帕米相似#具有钙

离子通道阻滞剂活性#临床上多用于心'脑血管疾病的治疗(

近年来发现川芎嗪可部分纠正阿霉素对小鼠腹水癌的抗药

性)

+

*

#逆转肿瘤细胞株
gMe-))

多药耐药性)

1

*

#以及对
UZ,

:)

"

e.B

细胞株及肺癌细胞
R4.A,0

"

A"Y

的
Y"B

有逆转作

用)

>

*

(

e&%9E@F8<<%F

等)

0)

*研究表明#在顺铂耐药的卵巢癌细胞

株中常发现谷胱甘肽$

/RU

%#

/RU

全称
Z,

%

,

谷氨酰
,Z,

半胱氨

酸
,

甘氨酸#

/RU

含量增加与细胞对铂类的耐药程度相平行#

顺铂耐药与胞质中
/RU

水平的相关系数高达
)5>:

(

/RU

可

能从以下几个方面参与了肿瘤细胞耐药机制的形成!$

0

%

/R$,

(

可催化
/RU

与亲电性抗癌药物迅速结合#加速抗癌药物的

降解#使药物在靶部位的积蓄量迅速减少#从而达不到致死浓

度)

00,0-

*

($

-

%

/R$,

(

可催化亲脂性抗癌药物与胆红素及甾体

化合物等结合#加速药物的排泄#并保护膜脂质成分不被自由

基等损伤($

*

%

/RU

作为还原剂还原某些细胞毒性代谢产物(

$

(

%

/R$,

(

可催化
/RU

与细胞核内,药物
,"PA

-单一功能复

合物结合#阻止其形成具有细胞毒性的双功能复合物$如铂
,

"PA

复合物%#并且加强对损伤
"PA

的修复能力#从而使抗

肿瘤药物的细胞毒性降低)

0*,0(

*

($

6

%

/R$,

(

在癌细胞内表达

水平及活性增加#使抗肿瘤药物降解加速#排泄加快#细胞内有

效药物浓度持续时间缩短#相应地缩短了抗肿瘤药物有效地作

用于靶部位的时间#从而降低抗肿瘤药物的细胞毒性)

06,0:

*

(

本研究应用川芎嗪对人卵巢癌细胞
.#.0

"

""4

的生长进

行观察#其
!.

6)

值均有明显下降#说明川芎嗪对
.#.0

"

""4

细

胞有明显的逆转作用#加入川芎嗪后
.#.0

"

""4

胞内
/RU

含

量明显下降#顺铂的含量却明显增加$

!

$

)5)0

%(因此#川芎

嗪的逆转作用可能与影响
.#.0

"

""4

胞内
/RU

"

/R$,

(

解毒

系统有关#同时也进一步明确了
/RU

"

/R$,

(

解毒系统在肿瘤

多药耐药性和抗癌药物外排的重要作用(
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陷#患者常因时间'经济'美观等方面的原因不能坚持复诊至治

疗结束#最终导致治疗失败和病源流失(而
Y$A

最突出的优

点就是能即刻形成根尖屏障#有效缩短疗程#大大减少患者的

就诊次数(

Y$A

不仅治疗成功率更高#而且治疗次数'周期和综合

成本
,

效益比远小于
e=FE

I

&S

(虽然单次的治疗成本高#但减少

了需多次复诊带来的间接成本#成本最小化计算结果反而较

低(提示患儿及其家长不要忽略由于请假'旷课带来的间接损

失(且在完成根诱后#

Y$A

填塞的根尖部有坚实的封闭#不

用担心根充材料的超充#余留空间可用常规方法充填#如快捷

的热塑注射牙胶充填(而
e=FE

I

&S

诱导的根管口不一定完全

闭合#因此#对其进行充填较为复杂#且需较高的充填技术(

考虑到并非所有医院'各个科室或诊所均有条件配置根管

显微镜和
Y$A

专用输送器'加压器#所以#在医疗条件有限的

情况下#采用修整过的光滑髓针充填是一种简单'经济的方法(

将光滑髓针剪去部分尖端#套上止动片插入根管内#不断调试#

使其可插入根管的最大长度
a

根管工作长度
i(KK

(而后用

调刀将
Y$A

置于根管口#以较粗的髓针头沿根管壁不断加压

充填#直至用于定位的止动片与洞缘平齐#说明此时
Y$A

的

厚度已达到
(KK

(此方法可保证充填严密和较好的防止超

充#也有利于降低科室固定成本(

在筛选病例时#本文选择牙根发育达到或超过
-

"

*

的患牙

是考虑到
Y$A

进行根尖封闭后牙根的长度不会再增加#而

e=FE

I

&S

进行诱导时如根尖区仍有健康活髓#根尖还会继续发

育#牙根长度会稍有增加(所以#对于牙根发育不足'根尖孔开

放'根尖牙髓仍有活力的患牙#还应首选
e=FE

I

&S

先行诱导)

>

*

#

即使根尖不能闭合#治疗失败#也可以再换行
Y$A

封闭(但

对于已发生全部牙髓感染或长期牙髓坏死或伴发根尖周炎的

患牙#根尖周组织多有明显的骨质破坏#牙乳头已无活力#且超

过了牙根继续发育的年龄#尤其对于成年患者无需再使用
e=,

FE

I

&S

进行试验性治疗#而应直接选择
Y$A

进行根尖封闭(

治疗完成后请患者填写
Y$A

问卷调查#

1)7

的患者认为

可获得良好的根尖屏障#

>6567

的患者认为减少复诊次数是这

一技术的优点(

:(7

的患者认为运用
Y$A

治疗的花费过多#

还有
6)7

的患者认为与传统材料相比#缺乏足够有效病例和长

期跟踪随访是它的缺点(国外
=̂FJ&%9

I

<<@

等)

06

*对
Y$A

治疗

开放根尖孔的
0((

颗牙齿进行了长达
1

年的回顾性研究#平均

一颗牙齿随访时间
0>5(

个月#

>)7

以上的患牙长期保存率良

好#而国内尚无这样长期的随访研究报道(提示在未来的研究

中强调多分组随机对照实验和设计前瞻性研究的必要(
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