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　　摘　要：目的　体外观察磷酸肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）特异性抑制剂ＬＹ２９４００２与顺铂（ＣＤＤＰ）联合对人脑胶质瘤 Ｕ８７细胞株增

殖的抑制作用。方法　采用细胞毒实验（ＭＴＴ）法、流式细胞术（ＦＣＭ）检测ＬＹ２９４００２单独或联合ＣＤＤＰ对人脑胶质瘤Ｕ８７细胞

增殖的抑制作用，并观察细胞形态学变化。结果　ＬＹ２９４００２与ＣＤＤＰ均能抑制 Ｕ８７细胞生长，呈剂量依赖性，两者联合有协同

效应。当ＣＤＤＰ为０．６２５μｇ／ｍＬ和ＬＹ２９４００２为５μｍｏｌ／Ｌ时达到最大协同作用（犙＝１．２１），ＦＣＭ检测细胞被阻滞在Ｇ１ 期，Ｓ期

细胞比例减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。结论　ＬＹ２９４００２能有效提高神经胶质瘤 Ｕ８７细胞对ＣＤＤＰ的敏感性，本研究为

两种化疗药物在临床上的联合应用提供了理论依据。
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　　神经胶质瘤是严重危害人类健康的恶性肿瘤，单一的手术

切除难以治愈，化疗是术后的主要辅助治疗手段，以顺铂为主

的联合化疗是多种肿瘤的一线治疗方案，它可以联合多西他

赛、依托泊苷、吉西他滨等治疗非小细胞肺癌、食管小细胞癌和

乳腺癌［１３］。磷脂酰肌醇３激酶／丝氨酸苏氨酸蛋白激酶

（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号转导通路被认为是肿瘤细胞存活的首要通

路，与 ＬＹ２９４００２ 是 ＰＩ３Ｋ 特 异 性 抑 制 剂，近 年 研 究 表 明

ＬＹ２９４００２可以增强某些抗肿瘤药物的疗效，减少化疗抵抗作

用［４６］。但ＬＹ２９４００２联合顺铂（ＣＤＤＰ）对人胶质瘤 Ｕ８７细胞

生长的影响未见报道。本研究以胶质瘤细胞株 Ｕ８７为研究对

象，观察ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ对 Ｕ８７细胞增殖的抑制作用及

细胞形态的变化，为临床增强神经胶质瘤化疗疗效提供重要的

理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料　脑胶质瘤细胞株 Ｕ８７由自华中科技大学附属同

济医院神经外科实验室惠赠。在５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度的培

养箱中用含１０％胎牛血清（美国Ｓｉｇｍａ公司）的ＲＰＭＩ１６４０培

养基（美国Ｓｉｇｍａ公司）培养，２～３ｄ更换１次培养液，待细胞

融合达８０％时即消化传代，取对数生长期细胞进行实验。

１．２　主要试剂　ＬＹ２９４００２粉剂购自美国Ｃａｙｍａｎ公司，ＣＤ

ＤＰ购自齐鲁制药有限公司。四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）细胞增

殖分析试剂为Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品。全波长酶标仪为 Ｔｈｅｒｍｏ

公司产品。ＥｐｉｃｓＸＬ４流式细胞仪（ＦＣＭ）为ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅ

公司产品。ＥｃｌｉｐｅｓＴＥ２０００Ｓ倒置荧光显微镜为日本尼康公

司产品。

１．３　方法

１．３．１　细胞毒实验（ＭＴＴ）法检测细胞的增殖抑制率　取对

数生长期细胞，调整到所需细胞浓度，接种于９６孔培养板（１００

微升／孔），置于培养箱中培养２４ｈ。实验分组如下：（１）

ＬＹ２９４００２组分别按浓度梯度给药浓度为２．５、５．０、１０．０、２０．０、

４０．０、６０．０μｍｏｌ／Ｌ；（２）ＣＤＤＰ组分别按浓度梯度给药０．３１５、

０．６２５、１．２５０、２．５００、５．１００μｇ／ｍＬ；（３）联合用药组分别加入

上述两种药物，两药相应浓度以１∶１相互组合。以上３组为

实验组，每个浓度设３个复孔。设实验对照组和空白对照孔

（对照组）。给药后继续置于５％ＣＯ２、３７℃饱和湿度的培养箱

中培养４８ｈ，每孔加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μＬ，微量振荡
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器震荡１０ｍｉｎ，用酶联免疫检测仪检测波长在５７０ｎｍ的吸光度

（犃值）。实验重复３次，均设３个复孔，取３个复孔的均值为最

终结果。按以下公式计算各组细胞的增殖抑制率（犐犚）。犐犚＝（１

－实验孔犃／对照孔犃）×１００％。按金正均提出的概率和法计

算犙值并判断两药的协同作用
［７］。犙＝犈（犃＋犅）／［犈犃＋（１－

犈犃）×犈犅］，其中犈（犃＋犅）为两药联合应用时的细胞增殖抑制

率，犈犃和犈犅分别为两药单独应用时的细胞增殖抑制率。当犙

为０．８５～１．１５时，表示两药作用相加；当犙＞１．１５时，表示两药

作用协同；当犙＜０．８５时，表示两药相互拮抗。

１．３．２　流式细胞仪检测细胞周期分布及凋亡　选取犙＞１．１５

即ＣＤＤＰ０．６２５μｇ／ｍＬ，ＬＹ２９４００２５μｍｏｌ／Ｌ单用或联合４８ｈ

作为药物实验组。细胞悬浮磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）中，１０００ｒ／

ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ，去上清液，调整细胞数至２×１０６，细胞悬液

用７０％的冰乙醇固定，４℃固定过夜，离心去除固定液，ＰＢＳ清

洗１次，ＲＮＡ酶３７℃处理１ｈ，与碘化丙啶（ＰＩ）在３７℃反应

３０ｍｉｎ，上流式细胞仪检测细胞周期。

１．３．３　细胞形态学观察　用６孔培养板接种细胞过夜，分别用

ＬＹ２９４００２与ＣＤＤＰ单独和联合作用 Ｕ８７细胞４８ｈ后，用倒置

荧光显微镜观察培养板中Ｕ８７细胞用药前后的形态变化。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

数据以狓±狊表示。同一药物不同浓度组间采用单因素方差分

析，多组间两两比较采用ＬＳＤ狋检验，α＝０．０５，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　不同浓度ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ单药及联合用药对胶质瘤

Ｕ８７细胞的抑制作用　ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ对 Ｕ８７细胞体外

生长有明显的抑制作用（封２图１），其抑制率呈剂量依赖关系

（犘＜０．０１），两者联合抑制作用增加（犘＜０．０５），见表１。经计

算犙值显示，两种药物联合均有相加作用；ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ

浓度分别为０．６２５μｇ／ｍＬ和５μｍｏｌ／Ｌ时具有协同作用（犘＞

１．１５），见表２。

表１　　ＬＹ２９４００２与ＣＤＤＰ单用或者联合４８ｈ对Ｕ８７细胞

　　　的增殖抑制作用（狀＝３，狓±狊）

组别 剂量 抑制率（％）

对照组

ＬＹ２９４００２（μｍｏｌ／Ｌ） ２．５０００ １６．３±１．３

５．００００ ２３．１±１．０

１０．００００ ３１．６±２．１

２０．００００ ３５．４±１．１

４０．００００ ４７．１±２．２

８０．００００ ５２．８±１．０

ＣＤＤＰ（μｇ／ｍＬ） ０．３１２５ １９．７±２．１

０．６２５０ ２７．０±１．５

１．２５００ ４７．７±１．６

２．５０００ ６０．１±１．４

５．００００ ６８．５±１．２

１０．００００ ７５．４±２．７

ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ

（μｍｏｌ／Ｌ、μｇ／ｍＬ）
２．５＋０．３１２５ ３５．０±１．３○

５．０＋０．６２５０ ５１．４±２．１○

１０．０＋１．２５００ ５６．２±１．３○

２０．０＋２．５０００ ６６．４±１．２○

４０．０＋５．００００ ７６．１±２．４○

８０．０＋１０．００００ ８０．３±１．８○

　　：犘＜０．０１，组内比较；○：犘＜０．０５，与单药组比较。

表２　　ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ作用４８ｈ胶质瘤

　　　　Ｕ８７细胞的犙值

ＬＹ２９４００２

（μｍｏｌ／Ｌ）

ＣＤＤＰ（μｇ／ｍＬ）

１０．００００５．００００２．５０００１．２５０００．６２５００．３１２５

８０．０ ０．９１

４０．０ ０．８９

２０．０ ０．８７

１０．０ ０．９０

５．０ １．２１

２．５ １．０７

２．２　流式细胞术分析　根据ＭＴＴ实验结果，选取Ｑ值最大的

ＣＤＤＰ和ＬＹ２９４００２浓度，即ＣＤＤＰ０．６２５μｇ／ｍＬ，ＬＹ２９４００２５

μｍｏｌ／Ｌ单用或联合４８ｈ作为药物实验组。ＬＹ２９４００２和ＣＤ

ＤＰ单用或联用均表现改变细胞周期的活性，两药联合作用Ｇ１

期细胞比例较单药组增加更明显，Ｓ期减少（犘＜０．０１），而 Ｇ２

期比例变化不大，见表３。

表３　　ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ４８ｈ对Ｕ８７细胞

　　　周期的影响（狀＝３，狓±狊）

组别
细胞周期分布（％）

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

对照组 ４８．３±３．１ ４５．０±２．９ ６．７±１．７

ＬＹ２９４００２组 ６４．３±２．３ ２９．１±１．８ ６．５±２．２

ＣＤＤＰ组 ６６．２±２．８ ２７．０±２．５ ６．８±２．６

联合用药组 ７３．４±２．１▲ １９．６±１．７▲ ７．４±１．８

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；▲：犘＜０．０１，与单药组比较。

２．３　细胞形态　倒置显微镜下，对照组 Ｕ８７细胞呈单层生

长，生长密度大，呈梭形或三角形，核分裂相多，实验组经

ＬＹ２９４００２或ＣＤＤＰ处理后，胶质瘤细胞逐渐减少，体积变小，

胞质透亮度下降，颗粒感增强，细胞突触变短、变圆，部分细胞

胞突回缩变圆，脱落呈悬浮状，而ＣＤＤＰ联合ＬＹ２９４００２用药

处理的细胞，上述变化更加显著，并可见细胞形态破坏，胞膜破

裂，细胞凋亡。

３　讨　　论

神经胶质瘤约占颅内原发恶性肿瘤的４０％，胶质母细胞

瘤（ＧＢＭ）是神经胶质瘤中一种最常见的、恶性程度最高的一

种类型，预后极差，超过９０％的ＧＢＭ 是原发性ＧＢＭ，绝大部

分患者在确诊后的生存期只有１年，２年生存期的患者小于

１０％
［８］，目前主要采取以手术切除为主、放化疗为辅的综合

治疗。

在体外试验中，所有化疗药物在高剂量时均会对肿瘤生长

有抑制作用，但是，某种化疗药物能否成功运用于临床的关键

是其疗效与毒性剂量之间的安全范围，如何上调肿瘤细胞对化

疗的敏感性至关重要。化疗敏感性由肿瘤细胞的固有耐药和

化疗中的获得性耐药决定，肿瘤细胞对化疗药物的固有耐药不

能改变，只能通过调节获得性耐药增强化疗药物的敏感性。

ＣＤＤＰ广泛运用于临床，为铂的金属络合物，作用似烷化剂，主

要作用靶点为ＤＮＡ，作用于ＤＮＡ链间及链内交链，形成ＤＤＰ

ＤＮＡ复合物，干扰ＤＮＡ复制，或与核蛋白及胞浆蛋白结合，

研究发现ＣＤＤＰ可以激活多种信号转导通路，包括Ｆａｓ／ＦａｓＲ、

ＡＴＲ、ｐ５３及 ＭＡＰＫ信号通路，最终通过活化Ｃａｓｐａｓｅ３促进
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细胞凋亡［９］。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ细胞转导通路被认为是肿瘤细胞存活的首要

通路，与肿瘤的发生、发展密切相关，在肿瘤细胞恶性增殖、转

移以及对放、化疗的拮抗起着重要作用［１０］。近年来应用信号

通路靶点抑制剂与放、化疗结合治疗的方法，为肿瘤的治疗开

辟了一条新的途径，日益受到癌症研究者得重视。研究发现，

磷酸化的 Ａｋｔ可以将Ｂａｄ磷酸化，磷酸化的Ｂａｄ失去与Ｂｃｌ

ＸＬ结合的能力，恢复了Ｂｃｌ２的抗凋亡能力，通过控制细胞色

素Ｃ从线粒体的释放来介导Ｃｓａｐａｓｅｓ家族的活性
［１１］。Ｆｕｊｉ

ｗａｒａ等
［１２］发现，ＣＤＤＰ可以诱导胰腺癌细胞中 Ａｋｔ活化，

ＬＹ２９４００２通过抑制 Ａｋｔ和Ｂａｄ的磷酸化，上调Ｃａｓｐａｓｅ３的

表达，从而增加了胰腺癌ＡｓＰＣ１、ＰＡＮＣ１细胞对ＣＤＤＰ的敏

感性，并在动物实验中得到证实。Ａｓｅｃｈｉ等
［１３］认为，ｓｕｒｖｉｖｉｎ

的表达上调介导了大鼠肝癌细胞 Ｋ２５１对 ＣＤＤＰ的耐药，

ＬＹ２９４００２通过抑制ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达增加肿瘤细胞对ＣＤＤＰ的

敏感性。

本研究主要探讨ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ是否可以增强对

神经胶质瘤Ｕ８７细胞的增殖抑制作用，以期改善化疗药物对

预防脑胶质瘤术后复发的效果。本研究发现，在体外环境下

ＬＹ２９４００２联合ＣＤＤＰ能增强对胶质瘤 Ｕ８７细胞的增殖抑制

作用。当 ＬＹ２９４００２浓度为５μｍｏｌ／Ｌ、ＣＤＤＰ０．６２５μｇ／ｍＬ

时，联合用药存在协同作用（犙＝１．２１），说明ＬＹ２９４００２有增加

ＣＤＤＰ治疗效果的作用。ＦＣＭ结果表明，用相同剂量的ＣＤＤＰ

作用 Ｕ８７细胞，在ＬＹ２９４００２干预后，Ｇ１ 期细胞比例增加，Ｓ

期细胞减少，Ｇ２ 期变化不大。本研究发现，ＬＹ２９４００２和ＣＤ

ＤＰ单药组可以抑制细胞增殖，联合用药组抑制作用更加明显。

总之，本研究已证实ＬＹ２９４００２和ＣＤＤＰ能协同抑制人胶

质瘤细胞株 Ｕ８７增殖，但ＬＹ２９４００２增强胶质瘤对ＣＤＤＰ敏

感性的分子机制尚未明确，有待进一步研究。
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（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）ｇｅｎｅｆｒｏｍ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｈｕｍａｎ

ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ，１９８６，４７（３）：３８１３８９．

［１０］ＲｏｂｅｙＲＷ，ＰｏｌｇａｒＯ，ＤｅｅｋｅｎＪ，ｅｔａｌ．ＡＢＣＧ２：ｄｅｔｅｒｍｉ

ｎｉｎｇｉｔｓｒｅｌｅｖａｎｃｅｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒ

ＭｅｔａｓｔａｓｉｓＲｅｖ，２００７，２６（１）：３９５７．

［１１］王秀英，冷水龙．小白菊内酯增强肝癌 ＨｅｐＧ２细胞对顺

铂敏感性的实验研究［Ｊ］．实用医学杂志，２０１１，２９（２）：

１７７１８０．

［１２］ＺｈａｏＬＪ，ＸｕＹＨ，ＬｉＹ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｐａｒｔｈｅｎｏｌｉｄｅｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒ

ａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＳＧＣ７９０１

［Ｊ］．ＪＤｉｇＤｉｓ，２００９，１０（３）：１７２１８０．

（收稿日期：２０１２０６０９　修回日期：２０１２０８２２）

４９６３ 重庆医学２０１２年１２月第４１卷第３５期




