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目的
!

研究沙利霉素"

IEF

$增强肝癌细胞对
%0

氟尿嘧啶"

%0V7

$敏感性及其机制!为抗药性原发性肝癌患者提供新的

治疗方案'方法
!

选用肝癌细胞株
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W3
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ICCG0//3!

和
C5GG0"/5

为研究对象!运用
CUU

方法!克隆形成实验!流式细胞

仪检测
IEF

和
%0V7

联合作用下对肝癌细胞增殖抑制率-克隆形成-细胞凋亡和肿瘤干细胞增殖的影响#
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方法检测
IEF

和
%0V7

联合作用对
4.;

(
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0DE;9.).

信号通路的影响'结果
!

IEF

和
%0V7

联合作用能够显著抑制肝癌细胞增殖和克隆形成并诱

导细胞凋亡!具有协同作用#

%0V7

能促进肝癌肿瘤干细胞增殖!而
IEF

降低
%0V7

的这一作用#同时
IEF

能抑制
4.;
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0DE;9.).

信号

通路'结论
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IEF

通过抑制
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信号通路增强肝癌细胞对
%0V7

的敏感性#

IEF

和
%0V7

联合作用为抗药性原发性肝癌

患者提供新的治疗方案'
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原发性肝癌!

5GG

"是世界上常见的恶性肿瘤之一#近几

年的发病率呈上升趋势#其病因和发病机制尚未清楚+

!

,

'

5GG

的耐药性是
5GG

晚期患者预后差和易复发的主要原因

之一#因此#探索
5GG

耐药性机制和寻找有效治疗
5GG

的方

法是研究人员最关心的问题之一'目前#有近
!&&

多种抗癌药

物用于
5GG

的治疗#而化疗药物
%0

氟尿嘧啶!

%0V7

"是治疗大

多数早期癌症如结直肠癌+

3

,

&乳腺癌+

+

,

&食管癌+

2

,以及原发性

肝癌+

%

,有效的抗癌药物'然而#由于中晚期癌症患者对
%0V7

的耐药性从而限制了其在临床上的应用#更为重要的是使用

%0V7

的患者容易对其他化疗药物产生耐药性+

#0/
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肿瘤干细胞!

DE.D9:-;9OD9FF-

#

GIG-

"的发现提示为什么

%0V7

能有效治疗早期癌症患者#而对晚期癌症失效甚至对患

者造成严重的不良反应+
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,

'研究认为
%0V7

能够靶向识别并

抑制无限增殖和已分化的肝癌细胞#而对未分化的
GIG-

不起

作用#提示
GIG-

是导致患者预后差和易复发最直接的原

因+

!&

,

'最近#

W@

P

;E

等+
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,通过高通量筛选技术对
!#&&&

种抑

制人乳腺癌
GIG-

的化合物进行筛选#发现只有沙利霉素!

-EF)0

.(O

<

D).

#

IEF

"能选择性抑制乳腺癌
GIG-

的增殖'研究发现

IEF

能抑制骨肉瘤
GIG-

和子宫内膜
GIG-

的增殖+

!30!+

,

*近新研

究证实
IEF

能抑制
GT!++`

阳性!干细胞生物标志物"肝癌细

胞和胰腺癌细胞的增殖+

!20!%

,

'这些研究结果提示
%0V7

与
IEF

联合作用对处于不同阶段的癌细胞发挥抑制作用'因此#本文

将
%0V7

与
IEF

联合作用研究这种联合作用是否能增加
5GG

对
%0V7

的敏感性从而杀死
5GG

干细胞#探讨
5GG

发生与发

展的作用机制'
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材料与方法
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细胞株与试剂
!

人肝癌细胞株
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方法
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细胞培养
!
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ICCG0//3!

和
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细胞

培养于含
!&M V̂ I

&

!M

青霉素和
!M

链霉素的
TCZC

培养基

中#置于
+/i

&

%M G6

3

及完全湿度的培养箱中'待细胞融合

度达到
1&M

左右时进行细胞传代'

!*"*"

!

细胞增殖抑制实验
!

将增殖期的
59

P

W3

&

ICCG0//3!

和
C5GG0"/5

细胞以
2*%h!&

2 个)孔接种于
"#

孔板中#每孔

!&&

(

R

#设置
#

个复孔#培养
32B

后弃掉培养基#各加入
3&&

(

R

含不同终浓度
%0V7

!

&

&

3

&

2

&

1

&

!#

(

A

)

OR

"和
IEF

!

&

&

3

&

2

&

1

&

!#

(

A

)

OR

"的
TCZC

培养基#同时设置对照组!含
TIC6

的

TCZC

培养基"#分别培养
32

&

21

&

/3B

'后加入
3&

(

R%O

A

)

OR

的
CUU

继续培养
2B

#弃上清液#加入
!%&

(

RTCI6

#振

荡使结晶完全溶解#用酶标仪测定
2"3.O

处的吸光值!

O6

值"'重复
+

次#按公式!

!

"计算细胞增殖抑制率'

细胞增殖抑制率!

M

"

j

对照组
O6

值
$

实验组
O6

值

对照组
O6

均值 h!&&M

!

!

"

!*"*#
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%0V7

和
IEF

联合作用
!

将增殖期的
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P

W3
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ICCG0

//3!

和
C5GG0"/5

细胞以细胞密度为
2*%h!&

2 个)孔接种

于
"#

孔板中#每孔
!&&

(

R

#设置
#

个复孔#培养
32B

后弃掉培

养基#分别混合交叉加入
3&&

(

R

含不同终浓度
%0V7

!

&

&

3

&

2

&

1

&

!#

(

A

)

OR

"

`IEF

!

&

&

3

&

2

&

1

&

!#

(

A

)

OR

"的
TCZC

培养基#同

时设置对照组!含
TIC6

的
TCZC

培养基"#培养
21B

后运

用
CUU

法测定每孔
6T

值'

!*"*$

!

克隆形成实验
!

将增殖期的
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ICCG0//3!

和

C5GG0"/5

细胞离心收集后计数#以
3&&

个)皿接种于
!&DO

细胞培养皿中培养
32B

*向培养皿中加入
%0V7

和
IEF

使其终

浓度分别为
1

(

A

)

OR

和
2

(

A

)

OR

#同时设置对照组#培养

!3'

#直到通过肉眼能清晰观察到可见的细胞克隆*将培养基

倒掉#

>̂ I

洗涤#甲醇固定
!&O).

#

>̂ I

洗涤#吉姆萨染色
!&

O).

#自来水清洗#晾干后计数#按公式!

3

"计算细胞克隆形

成率'

克隆形成率!

M

"

j

细胞克隆数平均值

铺板细胞总数 h!&&M

!

3

"

!*"*%

!

流式细胞实验
!

将增殖期的
ICCG0//3!

细胞经消化

后接种到
#

孔板中#培养
32B

后弃掉培养基#按下列实验因素

作用细胞(

>̂ I

组#

%0V7

!

1

(

A

)

OR

"#

IEF

!

2

(

A

)

OR

"#

%0V7

!

1

(

A

)

OR

"

`IEF

!

2

(

A

)

OR

"#作用
21B

后用
>̂ I

洗涤
+

次#消化

离心收集细胞'按照
H..9\).0K

)

>Q

试剂盒说明书操作#先加

入
%&&

(

R

的
)̂.').

A

?@==9:

重悬细胞#再加入
%

(

RVQUG

标记

的
H..9\).0K

和
%

(

R>Q

混匀#室温下避光孵育
!%O).

#运用

流式细胞仪测定细胞凋亡'将生长状态良好的
ICCG0//3!

细胞经相同的方法分组处理后离心收集细胞#用藻红蛋白偶联

的
GT!++

抗体和
VQUG

偶联的
Z>GHC

抗体
2i

孵育
+&O).

#

同时以加入藻红蛋白偶联的鼠
Q

A

W

作为对照'死细胞通过标

记
/0

放线菌素
T

识别#运用流式细胞仪测定
GT!++

!

`

"

0Z>0

GHC

!

`

"阳性
ICCG0//3!

细胞'

!*"*&

!

49-;9:.?F(;

检测
!

将增殖期的
ICCG0//3!

细胞经

消化后接种到
#

孔板中#培养
32B

后弃掉培养基#按实验

!*3*%

方法处理细胞#作用
21B

后收集细胞'细胞经
JQ>H

细

胞裂解液提取总蛋白#按照
ĜH

试剂盒测定蛋白浓度'将总

蛋白
%&

(

A

进行
ITI0>HWZ

#转移到硝酸纤维素膜上#

%M

脱脂

奶粉室温封闭
!B

#孵育一抗!

P

0WI_0+

)

0U

<

:3!#

#

P

0

)

0DE;9.).

#

)

0

DE;9.).

和
)

0ED;).

抗体"#

2i

过夜'洗膜&加入辣根过氧化物酶

标记的二抗
Q

A

W

!

!k3&&&

"室温孵育
!B

'照片经
ZGR

后扫

描#蛋白表达灰度值经
e@E.);

<

06.9

软件分析'

!*#

!

统计学处理
!

采用
I>II!+*&

软件进行数据分析#结果

用均数
l

标准误差!

O9E.lIZC

"表示'组间的比较采用单因

素方差分析!

(.90XE

<

HS6KH

"'方差分析后的成对比较采用

I0S0_

分析#以
H

&

&*&%

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"*!

!

%0V7

和
IEF

抑制肝癌细胞的增殖
!

%0V7

和
IEF

均能抑

制肝癌细胞的增殖#细胞抑制率与浓度呈时间
0

剂量依赖效应#

见图
!

'相同条件下#

IEF

对肝癌细胞的抑制作用大于
%0V7

对

肝癌细胞的抑制作用#当
%0V7

和
IEF

浓度分别为
1

(

A

)

OR

和

2

(

A

)

OR

时细胞抑制率达到最大#

%0V7

和
IEF

对
ICCG0//3!

细胞的抑制作用大于
59

P

W3

和
C5GG0"/5

细胞'因此#在

细胞凋亡实验和机制研究中以
ICCG0//3!

细胞为研究对象'
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G

(
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'

图
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和
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%0V7

与
IEF

联合作用对
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P

W3

细胞增殖的影响#

Pl;

$

%0V7

!

(

A

)

OR

"

IEF

!

(

A

)

OR

"

& 3 2 1 !#

& & &*321l&*&+% &*+!3l&*&&# &*+21l&*&3+ &*2/!l&*&3!

3 &*+!"l&*&3% &*22#l&*&/1 &*%3+l&*&!1 &*%2!l&*&"! &*%1+l&*&++

2 &*2!3l&*&1! &*%!"l&*&#3 &*%#3l&*&"! &*#++l&*&21 &*/!%l&*&23

1 &*%!+l&*&%" &*%/+l&*&11 &*#!!l&*!&3 &*#13l&*&%% &*/21l&*&/3

!# &*%11l&*&23 &*#%&l&*&/" &*/+"l&*&1+ &*/1+l&*&+! &*1""l&*&+1

表
3

!!

%0V7

与
IEF

联合作用对
ICCG0//3!

细胞增殖的影响#

Pl;

$

%0V7

!

(

A

)

OR

"

IEF

!

(

A

)

OR

"

& 3 2 1 !#

& & &*+&&l&*&+2 &*+"2l&*&!# &*2+!l&*&2% &*2"1l&*&!!

3 &*+#1l&*&33 &*2/#l&*&## &*%1+l&*&#% &*%#3l&*&1% &*#!!l&*&#/

2 &*2/3l&*&#+ &*%1/l&*&%2 &*#&%l&*&// &*#/!l&*&22 &*//%l&*&&"

1 &*%2"l&*&3! &*%"1l&*&3! &*#2!l&*&#3 &*/&3l&*&+% &*1&1l&*&%1

!# &*#&3l&*&22 &*#13l&*&+3 &*/13l&*&/+ &*/"%l&*&#3 &*"!2l&*&/+

表
+

!!

%0V7

与
IEF

联合作用对
C5GG0"/5

细胞增殖的影响#

Pl;

$

%0V7

!

(

A

)

OR

"

IEF

!

(

A

)

OR

"

& 3 2 1 !#

& & &*31%l&*&11 &*+#!l&*&33 &*2!%l&*&%% &*222l&*&#+

3 &*+2!l&*&!% &*223l&*&2/ &*%21l&*&/" &*%2!l&*&1" &*%"!l&*&%"

2 &*231l&*&++ &*%+1l&*&1! &*%1%l&*&2! &*#2"l&*&1! &*#13l&*&3"

1 &*%&%l&*&#+ &*%#/l&*&+2 &*#&3l&*&#2 &*#12l&*&// &*//1l&*&##

!# &*%13l&*&%1 &*##%l&*&%! &*/!+l&*&%/ &*/+%l&*&2! &*1%2l&*&"!

"*"

!

%0V7

和
IEF

联合作用对肝癌细胞增殖的影响
!

CUU

结

果显示
%0V7

和
IEF

联合作用肝癌细胞
21B

后#细胞抑制率明

显高于
%0V7

或
IEF

单独作用肝癌细胞时的抑制率#并且随着

%0V7

或!和"

IEF

浓度的增加#这种协同作用越强'结果显示#

ICCG0//3!

细胞对
%0V7

和
IEF

协同作用的敏感性大于

59

P

W3

和
C5GG0"/5

细胞#提示
%0V7

和
IEF

协同作用对不

同的癌细胞存在差异性!表
!

&

+

"'结果证实#

%0V7

和
IEF

对

肝癌细胞增殖抑制具有协同作用#且对
ICCG0//3!

细胞的增

殖抑制作用最强'

"*#

!

%0V7

和
IEF

协同作用抑制肝癌细胞克隆形成
!

%0V7

!

1

(

A

)

OR

"&

IEF

!

2

(

A

)

OR

"和
%0V7

!

1

(

A

)

OR

"

`IEF

!

2

(

A

)

OR

"分

别作用
59

P

W3

&

ICCG0//3!

和
C5GG0"/5

细胞
21B

后#肝

癌细胞增殖能力被显著抑制!

H

&

&*&!

"'当
%0V7`IEF

共同

作用肝癌细胞时表现出协同作用#肝癌细胞的克隆数显著低于

%0V7

或
IEF

单独作用细胞时的克隆数#见图
3

'

"*$

!

%0V7

和
IEF

联合作用对
ICCG0//3!

细胞凋亡的影响
!

CUU

和克隆形成实验结果已表明#

%0V7

和
IEF

对
59

P

W3

&

ICCG0//3!

和
C5GG0"/5

细胞的增殖抑制具有协同作用#

而且这一作用对
ICCG0//3!

细胞最为明显'而流式细胞术

检测
%0V7

和
IEF

对
ICCG0//3!

细胞凋亡结果如图
+

显示#

%0

V7

和
IEF

浓度为
1

(

A

)

OR

和
2

(

A

)

OR

时#

ICCG0//3!

细胞

凋亡率分别为!

!1*%3l+*2%

"

M

和!

3&*#2l3*!%

"

M

*当二者联

合作用时#

ICCG0//3!

细胞凋亡率达到!

3/*"+l+*%#

"

M

#明

显高于二者单独作用时的细胞凋亡率'

!!

E

(

H

&

&*&!

#与对照组比较*

?

(

H

&

&*&!

#与
%0V7

组或
IEF

组比较'

图
3

!!

%0V7

和
IEF

联合作用对肝癌细胞单克隆形成的影响

"*%

!

%0V7

和
IEF

联合作用对肝癌细胞
ICCG0//3!

肿瘤干细

胞的影响
!

利用流式细胞仪测定
ICCG0//3!

细胞经
%0V7

&

IEF

&

%0V7

和
IEF

作用
21B

后
GT!++

!

`

"

0Z>GHC

!

`

"阳性

ICCG0//3!

细胞水平#发现
ICCG0//3!

细胞经
%0V7

作用

21B

后
GT!++

!

`

"

0Z>GHC

!

`

"细胞数量从!

31*%l+*/!

"

M

增加到!

2/*"l2*++

"

M

!

H

&

&*&!

"*而细胞经
IEF

作用后

GT!++

!

`

"

0Z>GHC

!

`

"细 胞 数 量 显 著 降 低#从 !

31*%l

+*/!

"

M

降低到!

!%*/l3*!%

"

M

!

H

&

&*&!

"'当
%0V7

和
IEF

联

合作用细胞后
GT!++

!

`

"

0Z>GHC

!

`

"阳性
ICCG0//3!

细

%&"+
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胞数与
%0V7

单独作用时的细胞数比显著降低#从!

2/*"l 2*++

"

M

降低到!

+!*2/l%*3#

"

M

#!

H

&

&*&!

"#见图
2

'

!!

H

(对照组*

^

(

%0V7

组*

G

(

IEF

组*

T

(

%0V7`IEF

组'

图
+

!!

流式细胞仪检测
%0V7

和
IEF

对
ICCG0//3!

细胞凋亡的影响

!!

H

(对照组*

^

(

%0V7

组*

G

(

IEF

组*

T

(

%0V7`IEF

组'

图
2

!!

%0V7

和
IEF

对
ICCG0//3!

肿瘤干细胞增殖的影响

"*&

!

IEF

能抑制
4.;

)

)

0DE;9.).

信号通路
!

研究证实
4.;

)

)

0

DE;9.).

信号通路参与致瘤性肝脏祖细胞活性的调节#外在作

用下激活肝脏祖细胞转化为肝癌细胞+

!/0!1

,

'

49-;9:.0?F(;

检

测结果如图
%

所示#与
%0V7

处理组比较#

IEF

和联合作用组细

胞中
P

0WI_0+

)

!

U

<

:3!#

"蛋白表达量显著增加*

P

0

)

0DE;9.).

蛋

白表达量在
IEF

处理组细胞中明显升高#当二者联合作用时

降低'

图
%

!!

49-;9:.0?F(;

检测
%0V7

和
IEF

对
ICCG0//3!

细

4.;

'

)

0DE;9.).

信号通路蛋白表达影响

#

!

讨
!!

论

在
5GG

患者中#仅有
+&M

&

2&M

患者符合根治性治疗#

这些治疗手段包括手术切除#肝移植以及肝动脉栓塞化疗#大

多数患者希望通过化疗来延长生命'最新数据显示
5GG

肿

瘤干细胞对化疗药物!例如
%0V7

"表现出抗药性'研究表明#

Z>GHC

和
GT!++

蛋白是肝癌细胞
5@B/

中肿瘤干细胞膜表

面的生物标志物+

!#

,

'以抑制肿瘤干细胞增殖为出发点用作临

床治疗还面临诸多挑战#因为在杀死癌细胞和肿瘤干细胞的时

候可能需要多种药物联合作用'

IEF

是一种抗生素#能杀灭细

菌#霉菌和寄生微生物#最新的研究表明#

IEF

能选择性杀死乳

腺癌肿瘤干细胞+

!3

,和结肠癌肿瘤干细胞+

!"

,

'研究发现
IEF

能

抑制
5GG

细胞中
GT!++

阳性细胞的增殖+

!%

,

'考虑到
IEF

这

一独特功能#本文以
+

种人肝癌细胞株为研究对象研究
%0V7

和
IEF

素联合作用能否提高
5GG

细胞对
%0V7

的敏感性'

本研究探讨了
IEF

能否降低肝癌细胞对
%0V7

的抗药性'

GT!++

和
Z>GHC

蛋白是一种膜蛋白#在肝癌细胞中被视为

肿瘤干细胞生物标志物+

3&03!

,

'研究发现在肝癌细胞
5@B/

细

胞中存在
GT!++

!

`

"

0Z

P

GHC

!

`

"阳性细胞+

33

,

'本研究显示

%0V7

和
IEF

联合作用后
GT!++

!

`

"

0Z

P

GHC

!

`

"阳性细胞数

量显著降低#而
%0V7

单独作用后
GT!++

!

`

"

0Z

P

GHC

!

`

"阳

性细胞数量明显增加*克隆形成实验结果显示二者联合作用显

著抑制肝癌细胞的克隆形成'这一作用可能的原因是
%0V7

和
IEF

联合作用抑制肝癌细胞中
GT!++

!

`

"

0Z

P

GHC

!

`

"阳性

细胞的增殖#提示通过
IEF

抑制肝癌细胞肿瘤干细胞的增殖来

提高
5GG

细胞对
%0V7

的敏感性'研究证实
4.;

)

)

0DE;9.).

信号通路的激活或抑制与癌细胞抗药性密切相关+

3+

,

*

4.;

)

)

0

DE;9.).

信号通路在维持干细胞处于未分化状态方面起着重要

作用+

32

,

'

)

0DE;9.).

蛋白是
4.;

)

)

0DE;9.).

信号通路中的重要

组成部分#而
W-[0+

)

蛋白是
)

0DE;9.).

基因的上游调控因子#在

外界条件的刺激下
W-[0+

)

蛋白与
)

0DE;9.).

蛋白结合进而使其

#&"+
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发生磷酸化而降解'经典的
4.;

信号通路由
)

0DE;9.).

蛋白介

导#激活型
)

0DE;9.).

蛋白核转移的积累可促进肝癌细胞对
%0

V7

的抗药性'本研究发现
IEF

&

%0V7`IEF

分别作用肝癌细胞

后细胞通过上调
)

0WI_0+

)

!

U

<

:3!#

"的表达抑制激活型
)

0DE;90

.).

蛋白的表达#提示
%0V7

可抑制
4.;

)

)

0DE;9.).

信号通路#

而
IEF

和
%0V7

联合作用可使这一功能得以恢复'

本研究发现
IEF

通过抑制
5GG

细胞中肿瘤干细胞的增殖

来提高
5GG

细胞对
%0V7

的敏感性'由此推测#除了
%0V7

之

外#仍有大量的化疗药物可能通过促进肿瘤干细胞增殖的途径

使其对癌细胞治疗失去作用'本研究为临床对化疗药物失敏

的
5GG

患者提供了新的治疗方案'
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