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左旋棉酚联合低浓度阿霉素诱导纤维肉瘤细胞凋亡及其机制
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　　摘　要：目的　研究左旋棉酚联合低浓度阿霉素（ＡＤＭ）诱导纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞凋亡及其作用机制。方法　采用噻唑蓝

（ＭＴＴ）检测药物对细胞的抗增殖作用，应用瑞氏姬姆萨（ＷＧ）染色、赫斯特３３２５８（ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）染色、透射电镜观察细胞的形

态学变化，流式细胞仪检测细胞的凋亡率和细胞周期。蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的表达，比色分析

法检测细胞半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）３、ｃａｓｐａｓｅ９的活性变化。结果　左旋棉酚与低浓度 ＡＤＭ 对 ＨＴ１０８０细胞具有

抑制增殖作用，联合应用作用增强，有浓度与时间依赖性。药物作用后出现细胞凋亡的特征性改变，琼脂糖凝胶电泳观察到梯状

带型，流式细胞仪检测发现两药能诱导肿瘤细胞凋亡，联合应用更强。左旋棉酚使细胞阻滞于Ｇ１ 期，ＡＤＭ 使细胞阻滞于Ｓ期，

联合应用Ｓ期的细胞明显增加。细胞内Ｂｃｌ２蛋白表达减少，Ｂａｘ蛋白表达增多，同时出现ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３的相继活化，联合

应用变化更加明显。结论　左旋棉酚与低浓度ＡＤＭ对纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞有明显抑制增殖及诱导凋亡的作用，联合应用作

用加强。
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　　阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＭ）是治疗纤维肉瘤的标准一线化

疗药物，但其有效率仅为２０％～３０％
［１］。恶心、呕吐、脱发、高

热、静脉炎以及骨髓抑制等不良反应比较常见，尤其是与所用

总剂量相关的心脏毒性，严重影响了它的临床应用。棉酚是一

种黄色多酚羟基双萘醛类化合物，左旋棉酚是它的主要活性成

分。有研究表明，棉酚在多种肿瘤细胞的体外实验中具有明显

的抑制增殖和诱导凋亡作用，并具有来源丰富、成本低、临床应

用安全性高、毒性小等优势，还可与化疗、放疗等发挥协同作

用［２６］。本研究将左旋棉酚与低浓度ＡＤＭ 联合作用于人纤维

肉瘤 ＨＴ１０８０细胞，观察对人纤维肉瘤细胞的生长的影响，为

临床治疗提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　人纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞购于中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心，干粉型ＤＭＥＭ 培养基、胎牛血

清（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购于美国ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司，噻唑蓝

（ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购于美国Ａｍｒｅｓｃｏ公司，赫斯特

３３２５８（ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）、碘化丙啶（ＰＩ）、ＲＮＡ酶购于美国Ｓｉｇｍａ

公司，ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔＩ购于美国ＢＤ

公司、鼠抗人的Ｂｃｌ２抗体、鼠抗人的Ｂａｘ抗体购于美国Ｓａｎｔａ

Ｃｒｕｚ公司，ｃａｓｐａｓｅ３ＣｏｌｏｒｉｍｅｔｒｉｃＡｓｓａｙＫｉｔ、ｃａｓｐａｓｅ９Ｃｏｌｏｒ

ｉｍｅｔｒｉｅＡｓｓａｙＫｉｔ购于美国Ｒ＆Ｄ公司，ＡＤＭ标准品购于加拿

大ＢＢＩ公司。左旋棉酚由新疆石河子大学药学院唐辉教授惠

赠，以ＤＭＳＯ助溶。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养与分组　细胞培养于含１０％ ＦＢＳ、１００Ｕ／

ｍＬ青霉素、１００Ｕ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ 培养基内，在３７℃、

５％ＣＯ２ 细胞培养箱常规培养。实验分为４组：对照组（未经

任何处理的细胞）、ＡＤＭ组（ＡＤＭ０．０８μｍｏｌ／Ｌ）、左旋棉酚组
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（左旋棉酚８μｍｏｌ／Ｌ）和联合组（ＡＤＭ０．０８μｍｏｌ／Ｌ联合左旋

棉酚８μｍｏｌ／Ｌ）。各实验均选用对数生长期细胞。

１．２．２　ＭＴＴ法测定药物敏感性　选取对数生长期细胞，调整

细胞浓度后接种于９６孔板，细胞贴壁后加入不同浓度药物的

工作液２００μＬ，每组４个复孔，另设置空白孔。检测４ｈ前加

入２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ，温育４ｈ后去上清液，每孔加入１５０

μＬＤＭＳＯ后振荡１０ｍｉｎ，测定的波长为４９０ｎｍ。测量２４、４８、

７２、９６ｈ的酶标值，计算抑制率。抑制率＝（１－实验组吸光度

值／对照组吸光度值）×１００％。实验重复３次。

１．２．３　细胞形态学　瑞氏姬姆萨（ｗｒｉｇｈｔｇｉｅｍｓａ，ＷＧ）染色：

药物处理２４ｈ后的细胞加入 ＷＧ染液染色，普通光学显微镜

观察并拍照；赫斯特（ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８）染色：药物处理２４ｈ后的

细胞４％甲醛固定，ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８室温染色后荧光显微镜观察

并照片；透射电镜：收集药物处理２４ｈ后的细胞各１×１０６ 个，

１ｍＬＦＢＳ重悬，常规制备电镜超薄切片，透射电镜观察超微结

构并照片。实验重复３次。

１．２．４　流式细胞仪检测肿瘤细胞凋亡率　收集对照组和药物

处理２４ｈ后的ＡＤＭ组、左旋棉酚组和联合组细胞各１×１０６

个。加入１ｍＬ结合缓冲液重悬，取１００μＬ溶液到细胞培养

管，分别加入５μＬ细胞凋亡检测试剂ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ 和５

μＬＰＩ，另设空白对照孔、ＦＩＴＣ孔和ＰＩ孔。轻轻地混匀后室温

避光孵育１５ｍｉｎ，加入４００μＬ结合缓冲液到细胞培养管，流式

细胞仪检测。实验重复３次。

１．２．５　流式细胞仪检测细胞周期的改变　收集对照组和药物

处理２４、４８ｈ后的 ＡＤＭ 组、左旋棉酚组和联合组细胞各１×

１０６ 个，７０％冷乙醇４℃固定２４ｈ以上。检测前离心后去乙醇，

磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤后加入浓度为３０μｇ／ｍＬＲＮＡ酶４００

μＬ，混匀后３７℃孵育３０ｍｉｎ，再加入浓度为２００μｇ／ｍＬＰＩ１００

μＬ，４℃避光孵育３０ｍｉｎ，流式细胞仪测定细胞周期。系统软件

计算Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ 各期细胞的分布百分比。实验重复３次。

１．２．６　蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）检测Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋

白的表达　将对照组和药物处理２４ｈ后的 ＡＤＭ 组、左旋棉

酚组和联合组细胞的蛋白１００μｇ进行多聚丙烯酰胺凝胶电

泳，将蛋白条带转移至聚二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜，脱脂奶粉封闭

后一抗４℃孵育过夜；二抗３７℃孵箱内孵育２ｈ；ＤＡＢ显影液

显影，晾干后扫描。用 ＱμａｎｔｉｔｙＯｎｅ图像分析软件对条带进

行分析，得到面积灰度值，以目的蛋白条带灰度值／内参（βａｃ

ｔｉｎ）灰度值作为目的蛋白的相对表达量。实验重复３次。

１．２．７　ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９活性分析　收集对照组和药物作

用０、６、１２、１８、２４ｈ后的ＡＤＭ组、左旋棉酚组和联合组细胞各

２×１０６ 个，参照ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９比色分析试剂盒（Ｒ＆Ｄ）说

明书进行操作。设置操作同前的未加细胞的孔设为空白孔，酶

标仪测定波长为４０５ｎｍ。将对照组的ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９的活

性定为１，各组测定的吸光度（ＯＤ）值相对于对照组ＯＤ值的倍

数表示其他各组的ｃａｓｐａｓｅ３活性。计算公式为ｃａｓｐａｓｅ３、

ｃａｓｐａｓｅ９ 活 性 ＝ （ＯＤ４０５Ｓａｍｐｌｅ － ＯＤ４０５Ｂｌａｎｋ）／

（ＯＤ４０５ｃｏｎｔｒｏ１－ＯＤ４０５Ｂｌａｎｋ）。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行分析，计量资料

以狓±狊表示，采用狋检验；计数资料采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ分析结果　ＡＤＭ 组与左旋棉酚组对纤维肉瘤

ＨＴ１０８０细胞的抑制增殖作用随时间的延长而呈明显的上升

趋势，与对照组比较差异有统计学意义（犘＜０．０１）。联合组的抑

制作用也随时间的延长呈明显的上升趋势，与ＡＤＭ组、左旋棉

酚组和对照组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

表１　　各组药物对 ＨＴ１０８０细胞的抑制率

　　　比较（狓±狊，狀＝３）

组别
抑制率（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ ９６ｈ

对照组 ０ ０ ０ ０

ＡＤＭ组 １４．１７±１．９８ １８．０６±１．２４ ３４．６８±４．０１ ５０．２６±５．３８

左旋棉酚组 １７．２６±４．０２ ２６．２３±７．４９ ４１．３２±２．１７ ６２．８７±８．３０

联合组 ２８．３３±５．３＃ ４４．９４±８．０１＃ ６４．５７±３．３６＃ ８２．０３±５．４５＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与ＡＤＭ组、左旋棉酚组

和对照组比较。

２．２　倒置相差显微镜观察细胞形态结果　对照组细胞排列致

密，细胞体积较大，多呈梭形，细胞核位于中央，多为圆形、椭圆

形或肾形。细胞内可见到核仁，多数为两个。细胞质比较丰

富，多呈淡蓝色。药物作用２４ｈ后，均可见到细胞数减少，部

分细胞皱缩、变小，多为不规则形。细胞核浓缩、破裂，部分细

胞核的碎片向胞外突起，形成膜包被的凋亡小体。这些变化在

联合组中尤其明显，见图１。

２．３　ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察细胞凋亡结果　对照组细胞核

呈弥散均匀的微弱蓝色荧光，药物作用２４ｈ后，在细胞的细胞

核或细胞质中出现浓染致密的颗粒状强蓝色荧光。细胞体积

缩小，染色质固缩、边集，细胞质内可见强蓝色碎片，细胞膜形

成泡状突起，凋亡小体形成，联合组明显增加，见图２。

２．４　透射电镜观察各组细胞凋亡结果　对照组细胞呈椭圆

形，表面有大量微绒毛，细胞核核仁明显，核内染色质的分布不

均，胞浆内线粒体比较多见。药物作用２４ｈ后，细胞出现凋亡

特征性的形态学变化，主要表现为凋亡细胞表面的微绒毛大多

消失，核内的染色质固缩、边集，早期常呈新月形，但大多数细胞

器基本保持完整，晚期细胞肿胀、甚至破裂，细胞核浓缩、碎裂，

细胞质内出现大量的空泡，最终有凋亡小体的形成，见图３。

　　Ａ：对照组；Ｂ：阿霉素组；Ｃ：左旋棉酚组；Ｄ：联合组。

图１　　４组 ＨＴ１０８０细胞２４ｈ后肿瘤细胞凋亡情况（ＷＧ染色，×２００）
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　　Ａ：对照组；Ｂ：ＡＤＭ组；Ｃ：左旋棉酚组；Ｄ：联合组。

图２　　ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色观察各组肿瘤细胞凋亡情况比较（×２００）

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＡＤＭ组；Ｃ：左旋棉酚组；Ｄ：联合组。

图３　　透射电镜下各组肿瘤细胞凋亡情况比较（×６０００）

２．５　药物对 ＨＴ１０８０细胞凋亡和细胞周期的影响　药物作

用细胞２４ｈ后，ＡＤＭ组和左旋棉酚组的早期凋亡率与对照组

比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。联合组与其他３组比

较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。作用４８ｈ后，左旋棉酚组

出现了Ｇ１ 期细胞的增多，与对照组比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。ＡＤＭ组Ｓ期细胞增多，与对照组比较，差异有统

计学意义（犘＜０．０１）。联合组Ｓ期细胞的明显增多，与其他３

组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表２。

表２　　药物作用４８ｈ后对人纤维肉瘤 ＨＴ１０８０细胞

　　周期和细胞凋亡率的影响（狓±狊，狀＝３）

分组 Ｇ１ Ｇ２ Ｓ 凋亡率（％）

对照组 ６７．７２±１．９９ ７．９３±０．３５ ２３．７±１．２８ ３．１５±０．１５

ＡＤＭ组 ６３．０１±１．２７ ８．５２±１．５３ ２７．５８±１．８８２２．１０±２．２３

左旋棉酚组 ７３．１６±２．８９ ７．９７±１．３４ １７．６３±２．０８ ２４．１０±２．２

联合组 ３０．５１±２．４３ ８．１１±１．０３ ６０．２０±１．５７＃４０．３０±２．６１＃

　　：犘＜０．０１，与对照组比较；＃：犘＜０．０１，与其他３组比较。

２．６　药物作用 ＨＴ１０８０细胞后Ｂｃｌ２、Ｂａｘ蛋白的相对表达量

的改变　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测药物作用于 ＨＴ１０８０细胞作用

２４ｈ后 Ｂｃｌ２和 Ｂａｘ蛋白相对表达量的变化。与对照组

（８０．０８±４．５）比较，左旋棉酚组（５６．３４±２．３２）和 ＡＤＭ 组

（６１．７８±１．４６）Ｂｃｌ２蛋白的表达减少，差异有统计学意义（犘＜

０．０１）。联合组（３０．７５±２．４９）与其他３组比较，Ｂｃｌ２蛋白的

表达明显减少，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。与对照组

（７．９９±０．３１）比较，左旋棉酚组（２２．６６±２．５５）和 ＡＤＭ 组

（１６．１７±１．４）的 Ｂａｘ蛋白的表达增加，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。联合组（３１．９２±３．６６）与其他３组比较，Ｂａｘ蛋白

的表达明显增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

２．７　４组ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９在不同时间段的活性分析　

ＡＤＭ 组、左旋棉酚组和联合组均能导致 ＨＴ１０８０细胞内

ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３的活化，与０ｈ比较，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）。ｃａｓｐａｓｅ９活性最高点出现在加药后６ｈ，加药

１２ｈ后活性下降。ｃａｓｐａｓｅ３活性最高点出现在加药后１２ｈ，加

药１８ｈ后活性下降。与对照组比较，ＡＤＭ组与左旋棉酚组的

ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３的活性升高，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），联合组明显高于其他３组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５），见图４。

图４　　各组肿瘤细胞ｃａｓｐａｓｅ９、ｃａｓｐａｓｅ３在

不同时间段活性的变化

３　讨　　论

ＭＴＴ法证实，左旋棉酚联合低浓度 ＡＤＭ 对 ＨＴ１０８０细

胞的抑制增殖和诱导凋亡作用均较单药组明显增强。ＷＧ染

色、ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色，透射电镜观察到细胞典型的形态学变

化，流式细胞仪检测发现左旋棉酚联合低浓度ＡＤＭ时肿瘤细

胞的凋亡率较单药时明显增加。

诱导肿瘤细胞凋亡是近年来肿瘤治疗方面研究的热点，大

量研究资料表明，凋亡基因的抑制和抑癌基因的激活是导致肿

瘤发生的主要原因［７８］。Ｂｃｌ２是主要的抗凋亡基因，可以抑制

多种途径的凋亡，Ｂａｘ是重要的促凋亡基因，是Ｂｃｌ２的拮抗基
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因，二者均通过编码相应功能蛋白而起作用［９］。Ｂａｘ的高表

达、Ｂｃｌ２的低表达等作用于线粒体，导致线粒体膜通透性转运

孔开放，外膜破坏引起线粒体膜通透性增加，细胞色素Ｃ、Ｓｍａｃ

等凋亡相关分子大量释放到细胞质，可以活化ｃａｓｐａｓｅ９，再使

下游 的 ｃａｓｐａｓｅ３ 激 活，最 终 激 活 ｃａｓｐａｓｅ３ 引 起 细 胞 凋

亡［１０１１］。在凋亡的过程中，Ｂｃｌ２蛋白的表达下降，而Ｂａｘ蛋白

的表达上升，并出现了ｃａｓｐａｓｅ９和ｃａｓｐａｓｅ３的相继活化，两

药联合应用较单药变化更加明显。

细胞周期分析结果显示，左旋棉酚使肿瘤细胞阻滞于 Ｇ１

期，这提示可以联合周期特异性抗肿瘤药物提高化疗的敏感

性。低浓度ＡＤＭ使细胞阻滞于Ｓ期，联合组阻滞于Ｓ期的细

胞明显增加，可能是通过调节多药耐药基因的表达，使Ｐ糖蛋

白水平降低，增加了肿瘤细胞内 ＡＤＭ 的浓度，因此左旋棉酚

可以提高肿瘤细胞对化疗药的敏感性。

本研究证实，左旋棉酚与低浓度 ＡＤＭ 对纤维肉瘤

ＨＴ１０８０细胞有明显抑制增殖和诱导凋亡作用，联合应用作用

明显增加，其机制可能与下调Ｂｃｌ２蛋白表达，上调Ｂａｘ蛋白

表达及影响细胞周期有关。低浓度 ＡＤＭ 可以减少不良反应

的发生，联合具有抗肿瘤活性的左旋棉酚，同样具有明显的诱

导凋亡效果。本实验为左旋棉酚临床治疗的研究奠定实验基

础，与低浓度ＡＤＭ的联合应用找到一种治疗纤维肉瘤的新方

法，有待于进一步地研究。
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