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多西紫杉醇对人非小细胞肺癌细胞株 "#$% 生长的影
响及机制的体外研究
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摘要!目的!探讨多西紫杉醇诱导肺癌细胞株"#$% 细胞的生长抑制作用及其对凋亡相关基因表达的影响" 方法!采用,--法

测定细胞增殖抑制率#在显微镜下观察细胞凋亡的形态特点#应用流式细胞仪检测细胞凋亡率#采用逆转录聚合酶连反应

$.-/01.%法测定整合素
!

#

"

&

#234/'#256等凋亡相关基因 7.8"的表达" 结果!$&%多西紫杉醇在 &(++ 9&):

#

;<74浓度范围

内可抑制"#$% 细胞增殖#且此作用与药物浓度&作用时间呈明显相关关系$!=)(%$>&)(%>%#"=)()&$&)())$%" $'%$ 9+*

#

;<74多西紫杉醇作用 &' 9$: ?#"#$% 细胞可见典型的凋亡形态学改变#且"#$% 细胞凋亡率随药物浓度增加而升高#呈浓度

依赖性$!=)(%%%#"=)()+$%" $+%.-/01.结果显示#多西紫杉醇可明显抑制 "#$% 细胞中表达
!

#

整合素亚基基因#使其

234'<256比值明显降低#差异均有统计意义$#=&)(&$>&$(#:+#"=)()&&)()$$%" 但多西紫杉醇对 "#$% 细胞表达 @ABC&2C/

BC&

"

&

整合素亚基基因无明显影响$"D)()#%" 结论!多西紫杉醇可抑制"#$% 细胞增殖#诱导"#$% 细胞凋亡#其机制是通过

抑制E34/'<E56表达比例诱导其凋亡#并可能抑制整合素
!

#

"

&

表达而影响"#$% 细胞的增殖&黏附#以及转移能力"

关键词!"#$% 细胞株'凋亡'多西紫杉醇'
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整合素'E34/''E56
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)()##(1MN34TOKMNO% QM3IJ56I4?5OJ?IKN?K2KJKMN IPPI3JJM
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KNJI;SKN"E34/' E56

!!肺癌是一种严重影响人类生命健康的疾病之

一$目前已成为世上发病率和死亡率最高的恶性肿

瘤& 近年来$随着我们大力治理环境$宣传禁烟$取

得了一定的成效$但是$就世界范围而言$肺癌的发

'##'
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病率正以每年 )(#a的速度增长$我国的肺癌发病

率也在持续增长& '& 世纪$肺癌仍是全世界恶性肿

瘤患者死亡的主要原因& 近年来$多西紫杉醇已成

为临床上治疗晚期非小细胞肺癌!8Z1b1#的主要

药物之一$并在耐药细胞的治疗中显示出巨大潜力&

国外报道多西紫杉醇单药治疗 8Z1b1的有效率为

'&a 9++a$中位生存时间 %(' 个月)&*

& 本研究针

对多西紫杉醇治疗肺癌的作用机理进行研究$为其

临床应用提供理论依据&

&!材料与方法

&(&!材料

!&#主要试剂%高糖 Q,A,培养液!BYE1G公

司$美国#$胎牛血清!杭州四季青生物工程材料研

究所#$)('#a胰酶!上海实生物细胞生物技术有限

公司#$二甲基亚砜!Q,ZG# !0SM7I;5公司#$四甲

基偶氮唑盐!,--#!ZM45S2KM公司#$艾素!多西紫杉

醇#!湖北宏中药业有限公司#$.8"KOMR4TO!-5X5S5

公司#$逆转录试剂盒!.ILISJ"KU-,CKSOJZJS5NU 3Q/

8"ZVNJ?IOKOcKJ# !CIS7INJ5O公司#$-5R 酶!-5X5S5

公司#$&))2R Q8",5SXIS!-5X5S5公司#$-SKO碱

!上海实生物细胞生物技术有限公司#$琼脂糖!基

因技术有限公司#$AQ-"!乙二胺四乙酸二钠# !上

海化学试剂有限公司#$溴乙锭 !AE$上海天成科技

有限公司#& 瑞特/姬姆萨染液!江西省人民医院骨

髓室提供#& 细胞凋亡试剂盒!EQ公司#& !'#人肺

癌"#$% 细胞株购于南京凯基生物公司&

&('!方法

&('(&!细胞培养!采用常规培养$在含体积分数为

&)a C1Z的高糖Q,A,培养液(+> d(体积分数为

#a1G

'

(饱和湿度培养箱中培养$+ 9$ U 换液传代

一次& 取对数生长期细胞为实验对象&

&('('!"#$% 细胞增殖抑制率检测!,--"!取对数

生长期 "#$% 细胞$新鲜培养液洗涤后$种于含体积

分数为 &)aC1Z的高糖Q,A,培养液中$以 & e&)

$

个细胞<74的终浓度接种于 %* 孔培养板$然后加入

不同浓度多西紫杉醇!对照组不加任何药物#$每孔

总体系 )('$ 74$分别处理 '$($:(>' ?$加,--工作

液 ')

#

4<孔!终浓度 )(# 7;<74#$置 +>d$体积分数

为 #a1G

'

培养箱中孵育 $ ?$小心吸去上清$加入

二甲基亚砜 )(' 74<孔$平板振荡器振荡 # 7KN& 在

酶标仪上测定 #>) N7波长处读取吸光度值!"#&

实验重复 + 次$设复孔 # 个$取复孔平均值为相应的

"值& 细胞增殖抑制率 =!对照孔 "值 实̂验孔 "

值#<对照孔"值e&))a&

&('(+!细胞形态学观察!取经药物处理后的适量

细胞$涂片凉干$瑞特/姬姆萨染色$光学显微镜油镜

下观察并拍照& 室温染色 # 7KN$用水轻轻洗去染

液$室温晾干& 二甲苯浸泡 + 7KN 以除去杂质$使载

玻片透明$最后用树脂封片"光学显微镜下观察细胞

核形态&

&('($!细胞凋亡率测定!实验分多西紫杉醇组

!含 $ 9+*

#

;<74多西紫杉醇的培养液#和空白对照

组!不含多西紫杉醇的等量培养液$下同#& 取生长

旺盛细胞$ 先用 )('#a胰蛋白酶消化$经吹打(收

集(离心(制成 # e&)

#

<74浓度细胞悬液& 接种 '$

孔板$ # e&)

#

<74<孔$每组设 * 复孔"在 +> d(#a

1G

'

培养箱内培养细胞 '$ ?& 吸弃原培养液$加入

药物后$在 +> d(#a 1G

'

培养箱内继续培养细胞

$: ?& 再用 )('#a胰蛋白酶消化$经吹打(收集(离

心$冷0EZ洗细胞 ' 次后$用 & 倍结合缓冲液重悬细

胞!细胞浓度%& e&)

* 细胞<74#& 取 &))

#

4重悬液

!& e&)

# 细胞#到 # 74试管内"加 #

#

4"NNI6KN @和

#

#

40Y$轻轻混匀细胞$室温!'# d#暗室孵育 &#

7KN& 每管加 $))

#

4& 倍结合缓冲液$& ? 内上流式

细胞仪$检测细胞凋亡率&

&('(#!.-/01.方法检测 "#$% 细胞凋亡相关基

因#促血管新生基因及整合素 7.8"表达水平!收

集 & e&)

* 细胞$.8"KOMR4TO试剂盒一步法抽提细

胞总.8"$以紫外分光光度仪检测其浓度和纯度$

"'*)<"':) 比值均大于 &(:$经甲醛变性凝胶电泳

证实为完整 .8"& 取 '()

#

;.8"经逆转录合成

3Q8"& 反应在Q8"扩增仪进行& 根据预实验的结

果$内参照B"0Qf循环参数为%%# d预变性 # 7KN$

%# d(*) d和 >' d各 +) O$循环 '# 次后$>' d延

伸 &) 7KN& 甘油醛 +/磷酸脱氢酶基因!B"0Qf#(血

管内皮生长因子!@ABC#及
!

#

整合素亚基(E34/'

的循环参数为%%# d预变性 # 7KN$%# d(*) d和 >'

d各 +) O$循环 +) 次!其中B"0Qf循环 '# 次$E34/

' 循环 $) 次#后$>' d延伸 &) 7KN& 检测碱性成纤

维细胞生长因子!2CBC#(E56(

"

&

整合素亚基时$循

环参数为 %$ d预变性 # 7KN$%$ d(#: d和 >' d各

+) O$循环 +) 次!其中E56循环 +: 次#后$>' d延伸

&) 7KN& 01.产物在 &# ;<b琼脂糖凝胶电泳& 计

算机扫描分析条带密度$根据目的基因与内参照

B"0Qf条带灰度比值计算 7.8"的相对表达量&

上述检测均重复 + 次& 引物序列分别为%@ABC!':)

2R#%上游引物% #g/--B11--B1-B1-1-"11-1/+g"

下游引物% #g/-B1"-BB-B"-B--BB"1-1/+g& 2C/

BC!'*>2R#上游引物%#F/B1B"111-1"1"-1""B1/

-"/+F"下游引物%#F/1---1-B111"BB-11-B--/+F&

"

&

整合素亚基 ! ')%2R # 上游引物% #g/1"-1-B

1B"B-B-BB-B-1-/+ 下游引物%#g/BBBB-""---/

B-111B"1--/+g&

!

#

整合素亚基!''#2R#上游引

物%#g/B-BBB11""1"""B""1"1-/+g"下游引物%

'*#'
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#g/-BB"B1"BB111"""-"-"B/+g& E34/' !$%)2R#

上游%1----B1-B-BBBB----B-下游%B-1"--1-/

BB11-1-1--B1& E56!'$*2R# 上游引物%---B1-/

-1"BBB---1"-11下游引物%1"B--B""B--B1/

1B-1"B"& B"0Qf% !+>%2R#上游引物%#+/"-B/

B1"11B-1""BB1-B"B/++ 下游引物%#+/B1"B-/

B"-BB1"-BB"1-B-/++&

&(+!统计学分析

采用 Z0ZZ &)() 统计软件$ 常规进行方差齐性

检验(正态性检验& 计量资料实验数据以均数 h标

准差!

$

8h/#表示& 均数间比较采用#检验& 相关分

析采用ORI5S75N法& 以 "\)()# 为差别有统计学

意义&

'!结果

'(&!多西紫杉醇对"#$% 细胞增殖的影响

经不同浓度多西紫杉醇作用 $: ?$"#$% 细胞生

长抑制程度不同$呈浓度依赖关系!!=)(%$>$"=

)])&$#& 见图 && &'

#

;<74多西紫杉醇作用 '$(

+*($:(*)(>' ?后$"#$% 细胞生长抑制率随着时间

的延长而升高$多西紫杉醇对 "#$% 细胞增殖的抑

制作用呈时间依赖性!!=)$%>%$"=)())$#& 见图

'&

图 &!不同浓度多西紫杉醇对"#$% 细胞增殖的影响

图 '!&'

#

;<74多西紫杉醇

随着作用时间的延长对"#$% 细胞的影响

'('!多西紫杉醇对"#$% 细胞形态学的影响

将 $ 9+*

#

;<74多西紫杉醇与 "#$% 细胞共育

&' 9$: ?$可见凋亡细胞的典型形态学特征%早期表

现为胞浆空泡化$继而细胞体积缩小$核染色质固

缩$核边聚$染色质断裂$出芽$凋亡小体形成等"与

细胞体积胀大(细胞膜破坏(有时可见呈网状的染色

质结构的坏死细胞不同&

'(+!流式细胞仪检测多西紫杉醇对 "#$% 细胞致

凋亡作用

$(&'(+*

#

;<74多西紫杉醇作用 '$ ? 后$"#$%

细胞总凋亡率与对照组相比$差异均具有统计学意

义!"\)()##$且"#$% 细胞总凋亡率随药物浓度增

加而升高$呈浓度依赖性!!=)$%%%$"=)()+$#&

表 &!多西紫杉醇对"#$% 细胞凋亡的影响

早期凋亡率!a#晚期凋亡率!a# 总凋亡率!a#

对照组 &(** h)('' $($: h&(&) *(&+ h&(&+

多西紫杉醇!$

#

;<74# +($) h)('# &$(+$ h&()* &>(>$ h)(:+

多西紫杉醇!&'

#

;<74# '('+ h)(') &>(+) h'()+ &%(#' h'(''

多西紫杉醇!+*

#

;<74# +(&$ h)(&' '$($+ h'(&> '*(** h'(+>

'($!多西紫杉醇对
!

#

&

"

&

整合素亚基&@ABC&2C/

BC&234/' 和 2567.8"表达的影响

与对照组相比$&'

#

;<74多西紫杉醇作用于

"#$% 细胞 '$ ?后$

!

#

整合素亚基(234'<256基因表

达明显降低$差异有统计意义!#=&)(&$>($(#:+$"

=)()&()()$$#& 但@ABC(2CBC(

"

&

整合素亚基基

因的7.8"与对照组相比表达无明显下降$差异无

统计意义!"D)()##&

表 '!多西紫杉醇对"#$% 细胞

整合素亚基基因7.8"表达的影响$' =+%

组别 药物

整合素亚基7.8"相对表达量平均值
! 8h/Q#

!

#

整合素亚基
234'<256

对照组 .0,Y&*$) &()$ h)(&$ &()> h)(&+

实验组 多西紫杉醇!$

#

;<74# )(>$ h)(): )(%$ h)(&'

实验组 多西紫杉醇!&'

#

;<74#

)($' h)()%

#

)(*+ h)()$

#

实验组 多西紫杉醇!+*

#

;<74#

)(': h)():

#

)(#$ h)():

#

!!注%

#

与相应对照组相比$"\)()#&

+!讨论

多西紫杉醇!QM3IJ56I4$商品名 -56MJISI#是以

微管为靶点的抗肿瘤药物$它的前体是从欧洲紫杉

的针叶中提取$经半合成而获得$属于细胞周期特异

性药$作用于 ,期$能促进微管异常聚合并保持其

稳定$从而抑制细胞有丝分裂时纺锤体形成以及微

管的其他功能$导致肿瘤细胞死亡$具有较高的抗肿

瘤活性& 目前已广泛的应用于临床上肺癌$前列腺

癌$乳腺癌$胃癌$结肠癌$卵巢癌$膀胱癌等癌症的

治疗$其独特的抗癌作用机制引起了诸多领域的关

注& 临床研究发现$多西紫杉醇适用于使用以顺铂

为主的化疗失败的晚期或转移性非小细胞肺癌的治

疗$显著延长了患者的中位生存期$使疾病得到了缓

解$且对铂类 耐 药 者 其 有 效 率 仍 达 &*a 9

''a

)' 9+*

& 基础研究提示)$*

$该药还具有抗肿瘤血

'>#'

张艳霞等%多西紫杉醇对人非小细

胞肺癌细胞株"#$% 生长的影响及机制的体外研究

http://www.ajutcm.com
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管形成和诱导凋亡作用$但具体机制尚不明确& 因

此$研究多西紫杉醇通过何种机制发挥抗肺癌细胞

作用具有积极的意义&

研究显示$多西紫杉醇在 &(++ 9&):

#

;<74对

非小细胞肺癌 "#$% 细胞的生长起抑制作用$随着

药物浓度的增高$抑制作用越强$抑制率与药物浓度

之间成量效关系$且随着时间的延长$多西紫杉醇对

"#$% 细胞的抑制率增高$故多西紫杉醇对 "#$% 肺

癌细胞增殖的抑制作用呈时间依赖性&

细胞凋亡是由基因调控的主动死亡过程$是维

持器官组织细胞数量稳定和内环境稳定的重要机

制)#*

& 细胞凋亡调控失调是肿瘤组织过度生长的

重要原因$促进细胞凋亡则有助于彻底治愈肿

瘤) * 9>*

& $ 9+*

#

;<74多西紫杉醇与 "#$% 细胞共

孵育 &' 9$: ?$可见凋亡细胞的典型形态学特征%早

期表现为胞浆空泡化$继而体积缩小$核染色质固

缩$核边聚$染色质断裂$出芽$凋亡小体形成等& 同

时流式结果表明$随着多西紫杉醇药物浓度的增加$

其凋亡率逐渐增高$呈浓度依赖性& 上述研究结果

提示$多西紫杉醇可能通过诱导细胞凋亡而抑制肺

癌细胞增殖&

E34/' 家族的成员包括% E34/'<E56$ E34/64<E34/

6O$ E5X等$它们相互作用$参与细胞凋亡的调控$其

中以E34/'<E56的作用尤为重要):*

& E34/' 蛋白是抗

凋亡的因素$它能抑制许多因素引起的细胞凋亡$而

E56过量表达则抑制 E34/' 功能而促进细胞凋

亡)% 9&)*

& 体内 E34/' 和 E56以二聚体形式发挥作

用$若E34/' 同聚体形成则细胞存活$而当 E34/' 与

E56形成异二聚体时则抑制 E34/' 的抗凋亡功能&

因此E56与 E34/' 作为细胞凋亡通路上的两种重要

基因$二者在细胞内的表达比例是决定细胞在体内

受到某种刺激后是否发生凋亡的重要因素& 联合检

测二者的表达是判定非小细胞肺癌预后的重要因

素& 本研究表明 &'

#

;<74多西紫杉醇作用于"#$%

细胞 '$ ?后$ E34/'<E56比值与对照组相比表达明

显降低$差异有统计意义& 提示$多西紫杉醇可能通

过调控E34/'<E56的比值诱导非小细胞肺癌 "#$%

细胞的凋亡&

整合素是广泛存在于细胞表面的一类细胞黏附

分子$由
!

和
"

两个亚基单位形成跨膜异二聚体$

!

亚基的胞内域参与调节整合素与配体的特异性结

合$

"

亚基则与黏着斑的形成与信号转导有关)&&*

&

整合素通过黏着斑激酶(整合素连接蛋白激酶和磷

脂酸肌醇 + 磷酸激酶信号转导通路$介导肿瘤细胞

的信号转导(增殖(黏附(转移以及肿瘤血管的形成&

"U53?K等)&'*研究表明$整合素
!

#

"

&

亚基在肺癌细

胞中高度表达$与非小细胞肺癌的转移(侵润(低分

化趋向(肿瘤分级(患者的生存期密切相关$是非小

细胞肺癌患者预后不良的危险因素& GO?KJ5等)&+*

发现$在非小细胞肺癌组织中$整合素
!

#

"

&

是影响

预后的最主要危险因素& 本研究结果表明$多西紫

杉醇抑制了肺癌 "#$% 细胞中整合素亚基
!

#

的表

达$而对整合素
"

&

亚基无影响& 提示$多西紫杉醇

可能通过抑制 "#$% 细胞表达整合素亚基
!

#

而抑

制"#$% 细胞表达整合素
!

#

"

&

$从而影响"#$% 细胞

的增殖(黏附$以及转移能力&

上述研究表明$多西紫杉醇可抑制非小细胞肺

癌细胞株"#$% 细胞增殖$其机制是通过抑制E34/'<

E56表达比例诱导其凋亡$并可能抑制整合素
!

#

"

&

表达而影响 "#$% 细胞的增殖(黏附$以及转移能

力& 但多西紫杉醇是否还有其他抗肿瘤作用机制$

还需要我们进一步的研究&
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