
书书书

论著 文章编号：!"""#$%"%（&"!"）!%#!$&"#"%

渥曼青霉素联合丝裂霉素对人肝癌 !"#$%& 细胞增殖和凋亡的影响

张’ 健!，王洪林!，张’ 潜!，赵’ 媛& ’ ’ （%"""!( 重庆，重庆医科大学附属第一医院：肝胆外科!，眼科&）

’ ’［摘要］’ 目的’ 研究渥曼青霉素（)*+,-.//0/）联合丝裂霉素 1（-0,*-230/ 1，441）对肝癌 5678#& 细胞增殖、凋亡
及相关基因 12390/ :!、;.<表达的影响。方法’ 实验分 % 组，对照组：未处理的 5678#& 细胞；)*+,-.//0/ 组：用终浓度为
&$、$"、!""、&""、%"" /-*9 = > )*+,-.//0/处理的 5678#& 细胞；441组：用终浓度为 !? @A$、B? A$、A? $、!$、B" /-*9 = > 441处
理的 5678#& 细胞；联合用药组：同时用 )*+,-.//0/ 和 441 处理 5678#& 细胞，终浓度为 &(? @A$、$B? A$、!"A? $、&!$、%B"
/-*9 = >。4CC比色法检测细胞增殖状态；5*63DE, BB&$@荧光染色观察凋亡细胞核形态学变化，流式细胞术检测肿瘤细胞
周期和凋亡；逆转录聚合酶联反应及 )6E,6+/ F9*,检测 GHBI = JK,信号传导通路相关基因和蛋白的表达。结果’ 联合用药
组的细胞增殖抑制率显著高于单独用药组（! L "M "$）；联合用药作用 &% D后流式细胞术显示细胞明显阻滞于 8" = 8!期；细

胞凋亡率由处理前的（B? &B N !? B&）O提高到（!%? @& N !? B(）O（! L "M "!）；荧光显微镜下可见典型的细胞凋亡形态学改
变；联合用药后细胞 7#JK,活化程度降低，12390/ :!表达量减少，;.<表达量增加（! L "M "$）。结论’ 渥曼青霉素与丝裂霉
素联合应用，具有协同抗肿瘤效应。

’ ’［关键词］’ 肝癌；渥曼青霉素；丝裂霉素；凋亡；GHBI = JK,信号通路
’ ’［中图法分类号］’ PAB$? A；PAB#B(!；PQA@? ! ［文献标志码］’ J
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’ ’［:3+*.0)*］’ !"#$%&’($’ C* 0/a6E,0W.,6 ,D6 6\\63,E *\ )*+,-.//0/ 3*-F0/6< S0,D -0,*-230/ 1（441）
*/ ,D6 7+*90\6+.,0*/，.7*7,*E0E ./< 6b7+6EE0*/E *\ +69.,6< W6/6E 12390/ :! ./< ;.< 0/ 90a6+ 3./36+ 3699 90/6
5678#&? )$&*+,-’ 5678#& 3699E（!"% = -9）S6+6 ,+6.,6< S0,D "，&$，$"，!""，&"" *+ %"" /-*9 = > )*+,-./#
/0/，"，!? A$，B? A$，A? $，!$ *+ B" /-*9 = > 441，*+ 3*-F0/6< 3*/36/,+.,0*/E（"，&(? @A$，$B? A$，!"A? $，
&!$ *+ %B" /-*9 = >）+6E763,0a692? 1699 E[77+6EE0*/ +.,6 S6+6 <6,63,6< F2 4CC .EE.2? c[396[E .7*7,*E0E *\ 567#
8#& 3699E S6+6 6b.-0/6< F2 5*3D6E, BB&$@ \9[*+6E36/, E,.0/0/W? 1D./W6 *\ 3699 32396 ./< .7*7,*E0E 0/ 5678#&
3699E S6+6 <6,63,6< F2 \9*S 32,*-6,+2（_14）? Rb7+6EE0*/E *\ GHBI = JK, E0W/.90/W ,+./E<[3,0*/ 7.,DS.2 +69.,6<
W6/6E ./< 7+*,60/E S6+6 ,6E,6< F2 +6a6+E6 ,+./E3+07,0*/#7*92-6+.E6 3D.0/ +6.3,0*/（PC#G1P）./< )6E,6+/ F9*,
./.92E0E? .$-/0&-’ CD6 0/D0F0,0*/ +.,0* *\ 3699 7+*90\6+.,0*/ S.E E0W/0\03./, D0WD6+ 0/ 3*-F0/6< W+*[7E ,D./ 0/
60,D6+ E0/W96 W+*[7E（! L "M "$）? _14 ED*S6< 5678#& 3699E S6+6 .++6E,6< ., 8" = 8! 7D+.E6，./< .7*7,*,03 +.,6
S6+6 0/3+6.E6< \+*-（B? &B N !? B&）O 0/ 3*/,+*9 ,*（!%? @& N !? B(）O 0/ 3*-F0/6< [E6 *\ )*+,-.//0/ ./<
441 \*+ &% D（! L "M "!）? C2703.9 3D./W6E 0/ .7*7,*,03 -*+7D*9*W2 *\ 5678#& 3699E S6+6 *FE6+a6< F2 \9[*+6E#
36/36 -03+*E3*72? J3,0a.,0*/ *\ 7#JK, S.E 0/D0F0,6<，./< -PcJ ./< 7+*,60/ 96a69E *\ 12390/ :! S6+6 <6#
3+6.E6<，F[, ,D*E6 *\ ;.< S6+6 0/3+6.E6<? 1+2%0/-’+2’ 1*-F0/6< [E6 *\ )*+,-.//0/ ./< 441 D.E . E2/6+W03
./,0/6*79.E,03 6\\63, */ 5678#& 3699E?
’ ’［;"7 5,.4+］’ 90a6+ 3./36+，)*+,-.//0/，-0,*-230/ 1；.7*7,*E0E；GHBI = JK, E0W/.90/W 7.,DS.2
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’ ’ 信号转导通路的异常改变是肿瘤细胞的重要生物
学特性，其中磷脂酰肌醇 B#激酶（7D*E7D.,0<290/*E0,*9 B#
K0/.E6，GHBI）#丝氨酸 =苏氨酸蛋白激酶（7+*,60/ K0/.E6
;，JK,）在肿瘤信号传导中起重要的调节作用。细胞

在一系列内外因素的作用下，通过启动 GHBI = JK,信号
转导通路，诱导细胞的增殖、分化，避免细胞发生凋亡，

在维持肿瘤细胞恶性生物学特性中起重要作用［!］。

GHBI激酶抑制剂渥曼青霉素（)*+,-.//0/）联合化疗
药物丝裂霉素（-0,*-230/ 1，441）在体外作用肝癌
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!"#$%& 细胞的研究少见报道。本研究采用 ’()*+,-%
-.-与 //0联合处理肝癌 !"#$%& 细胞，观察它们对
!"#$%& 细胞增殖能力和凋亡抗性改变的协同作用，并
初步探讨其可能机制，为肝癌的治疗探寻新的途径。

!" 材料与方法

12 13 材料
3 3 人肝癌 !"#$%& 购自中科院上海细胞所，’()*+,--.- 和
4,5单抗购自 6.7+,公司，丝裂霉素（国药准字 !889&9:;<）购
自浙江海正药业股份有限公司，=>%?0= 试剂盒购自 >,@,=,
公司，#%?A8@ 单抗、BC* 单抗、#%BC* 单抗、0DEF.- G 单抗购自
6,-*, 0)HI公司。
12 &3 方法
12 &2 13 细胞培养3 3 !"#$%& 细胞接种于 J9 +F 培养瓶，培养
液为含 19K胎牛血清的 =?/A1<L9，置于 8: M、JK0N&、饱和湿

度细胞培养箱中培养。实验时取对数生长期细胞。

12 &2 &3 实验分组3 3 实验分 L 组。将 !"#$%& 细胞浓度调至
19L O +F，每孔接种 &99 !F，8: M，JK 0N&培养 &L P，分别加入终
浓度为 &J、J9、199、&99、L99 -+(F O Q ’()*+,--.-（’()*+,--.-
组）和 12 :J、82 :J、:2 J、1J、89 -+(F O Q //0（//0 组）的培养
液。联合用药组（’()*+,--.- R //0）：同时加入 ’()*+,-.- 和
//0，使终浓度分别为 &<2 :J、J8S :J、19:2 J、&1J、L89 -+(F O Q。
对照组为 9 -+(F O Q ’()*+,--.- 及 9 -+(F O Q //0 处理的
!"#$%& 细胞。
12 &2 83 />>法检测 ’()*+,--.- 与 //0 对肝癌细胞增殖的抑
制作用3 3 空白对照组为不含细胞的培养液，每组设 J 个复孔。
分别继续培养 &L、L;、:& P 后，每孔加入 J +7 O +F />> &9 !F，继
续培养 L P，吸弃孔内培养液，加 G/6N 1J9 !F。酶标仪测定光
密度值［!（J:9）］。细胞生长抑制率 T［1 U处理组!（J:9）O对
照组 !（J:9）］V 199K。分别计算出 & 个单药及联合用药的
&L P 的 A0J9，以下实验均以 A0J9的浓度作为实验浓度。

12 &2 L3 !("EPW* 88&J;荧光染色3 3 各组细胞培养 &L P，L M固定
细胞 J +.-；加入 !("EPW* 88&J;荧光染料，室温下避光染色19 +.-；
抗荧光淬灭封片剂封片后在荧光显微镜下观察凋亡细胞核。

12 &2 J3 流式细胞术测定细胞周期 3 3 各组细胞培养 &L P，
&2 J 7 O Q 胰蛋白酶溶液消化细胞，?46 1 +F重悬细胞，:9K冰乙
醇固定细胞过夜，加入 =XB,W" B 至终浓度 J9 +7 O Q，8: M 恒
温水浴 1 P，加碘化丙啶染色液至终浓度为 J9 +7 O Q ，L M避光
染色 1 P，流式细胞仪测定细胞周期变化。实验重复 8 次。
12 &2 <3 流式细胞术测定细胞凋亡 3 3 各组细胞培养 &L P，
&2 J 7 O Q 胰蛋白酶溶液消化后 ;99 ) O +.-离心，将细胞转入流式
管，用结合缓冲液重悬细胞至（8 Y J）V 19J O +F，取上液 1ZJ !F，
加入 [A>0标记的 B--"\.-%]（&9 !7 O +F）J !F，室温避光 19 +.-，
;99 ) O +.-离心，用 1Z9 !F 结合缓冲液重悬细胞，再加入 ?A
（J9 !7 O +F）19 !F，避光反应 J +.-后，加入 &99 !F结合缓冲液，
立即用 [B06E,-进行流式细胞术定量检测，以对照组细胞不加
B--"\.-%] [A>0及 ?A的一管作为阴性对照。
12 &2 :3 =>%?0= 检测 3 3 各组细胞培养 &L P，按 >).I(F =XB
抽提试剂盒说明书分别提取各组细胞总 =XB。提取样本经紫
外分光光度计测得 !（J:9）在 12 ; Y &2 9。逆转录反应按试剂盒

说明书操作。分别检测实验组和对照组肝癌细胞 #%?A8@、
#%BC*，0DE%F.- G1、4,5基因的表达。?0= 引物用 ?).+") ?)"+.")
J2 9 软件设计，由上海生工合成，#%?A8@ 上游：J^%BBB00>$BB%
0B$$0>B>$%8^，下游：J^%$0B00B00>0BB>BB$>0%8^，产物大
小为 ::J _#；#%BC*上游：J^%0>$$$>0BBB$BB$>0B%BB$$%8^，
下游：J^%0B$>0>$$B>$$0$$>>$%8^，产物大小为 LJJ _#；0DE%
F.- G1上游：J^%$>000B0>00>B0$B>B0$%0%8^，下游 J^%$>>$%
$0B00BBB$$B>>00%8^，产物大小为 L;: _#；4,5 上游：J^%
$0B>$>>00B$B>000B$B$>%8^，下游：J^%$$B>$>$$B$0$B%
B$$>0B%8^，产物大小为 J&J _#。"%,E*.- 上游：J^%00B0%
$BBB0>B00>>0BB0>00%8^，下 游 J^%B0>0$>0B>B0>00>%
$0>>$0>%8 ^，产物大小为 &:& _#，?0=反应条件：ZJ M J +.-；
Z& M 89 W，（#%?A8@，L: M，#% BC*、0DEF.- G1、4,5、"%,E*.- J: M）
退火 L9 W，:& M 1 +.-，扩增 89 个循环；:& M 19 +.-。&2 9 7 O Q
琼脂糖凝胶上进行电泳，4.(%=,5 凝胶成像系统采集图片，结
果采用 ‘H,-*.*D N-"软件进行灰度值分析，实验重复 8 次。
12 &2 ;3 ’"W*")- _F(* 检测3 3 各组细胞培养 &L P，加入适量的
=A?B裂解液冰浴中裂解细胞，40B（?.")E"）法进行蛋白定量，
取等量蛋白（J9 !7）进行 6G6%?B$a电泳分离，经 199 7 O Q聚丙
烯酰胺凝胶电泳分离后电转移到 ?]G[ 膜上，JK脱脂奶粉室
温封闭 1 P 后，加入一抗 #%?A8@、BC*、#%BC* 与 0DEF.- G1、4,5
（抗体稀释度为 1b J99）。加入二抗 !=? 标记的山羊抗兔 A7$
（抗体稀释度为 1b 1 999），"%,E*.- 作为内参照，用 aQ0 发光试
剂盒（美国 B+")WP,+公司）检测杂交信号，4.(%=,5凝胶成像系
统采集图片，结果采用 ‘H,-*.*D N-"软件进行灰度值分析，实验
重复 8 次。
12 83 统计学方法
3 3 结果以 !" c #表示，采用 6?66 112 J 统计软件，组间多重比
较采用 Q6G%$检验。

#" 结果

&2 13 ’()*+,--.-、//0对 !"#$%&细胞的生长抑制作用
3 3 不同浓度 ’()*+,--.-、//0 单用或联用，对 !"#$%& 细胞
均有不同程度的生长抑制作用，且各组随剂量和作用时间的增

加，抑制效果有增强趋势（% d 9S 9J）。联合用药组较单药组抑
制更明显（图 1）。提示 ’()*+,--.- 联合 //0 具有协同抑制
!"#$%& 细胞增殖的作用。

&2 &3 ’()*+,--.-、//0对 !"#$%&细胞凋亡的影响
&2 &2 13 细胞核形态学观察 3 3 凋亡细胞的细胞核呈致密浓
染，荧光亢进呈亮蓝色，核染色质边集或呈碎片状、团块状分

布。正常的活细胞细胞核形态规则，发出均匀的荧光。镜下观

察，对照组细胞核形态规则，荧光均匀，未见明显凋亡，’()*%
+,--.-、//0作用后可见核染色质浓集，形状不规则，荧光呈亮
蓝色，大量细胞呈凋亡细胞形态学改变。联合用药组 !"#$%&
细胞核染色质更加浓集，形状更加不规则，亮蓝色荧光更加明

显，见图 &。
&2 &2 &3 细胞周期变化3 3 ’()*+,--.- 作用 &L P，可使 6 期细
胞明显降低（% d 9S 91），$9 O $1期细胞比例明显升高（ % d
9S 91），即引起 !"#$%& 细胞阻滞于 $9 O $1期，从而抑制其增殖；

//0作用于 !"#$%& 细胞，主要引起细胞阻滞于 $& O /期（% d
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!：! " #$ #%，与对应 &’()*!++,+组和 --.组比较；/：! " #$ #%，与同组 01 2比较；3：! " #$ #%，与同组 14 2比较
5：&’()*!++,+组；6：--.组；.：联合用药组

图 !" #$%&’())*)、++,、联合用药对肝癌 -./012 细胞的生长抑制作用

#7 #8）；&’()*!++,+与 --.联合作用 9:;<=0 细胞后，<# > <8期

细胞比例明显升高（! " #7 #8），而 ? 期细胞明显降低（! "
#7 #8），<0 > -期细胞也有所降低，但变化不显著（! @ #7 #%）。
与对照组比较，&’()*!++,+作用后，细胞凋亡率明显增加（! "
#7 #%）；--.作用后，凋亡率也有所增加，但变化不显著（! @
#7 #%）；联合用药后，凋亡率增加最明显（! " #7 #8）。见表 8。

!! !"

!# !$
5：对照组；6：&’()*!++,+组；.：--.组；A：联合用药组
图 2" #$%&’())*)、++,、联合用药作用 -./012 细胞前后的荧
光染色"（9’:32B) CC0%4 D 0##）

表 !" #$%&’())*)、++,及联合用药处理前后 -./012 细
胞周期分布的改变［" E C，（!# F $）G］

组别 <# > <8 <0 > - ? 凋亡率

对照组 H8$ HI F 8$ 08 88$ 0J F 0$ H4 0I$ #1 F 8$ 8% 8$ II F #$ JC
&’()*!++,+组 I#$ CC F #$ 8J/ J$ %C F #$ 81 0#$ 81 F #$ 40/ 4$ %8 F 8$ 0J!

--.组 %J$ JC F 8$ C1 C4$ I F 8$ CC/ 8$ CI F 8$ #1/ %$ 41 F 8$ HC
联合用药组 4#$ II F 8$ CI/ 88$ C% F 0$ 08 I$ 44 F #$ 44/ CJ$ CH F %$ 80/

!：! " #7 #%，/：! " #7 #8，与对照组比较

0$ 0$ CK 细胞凋亡的变化K K 当 &’()*!++,+或 --. 单独处理
9:;<=0细胞后，细胞凋亡比例［分别为（J$ 8I F 8$ I4）G、（J$ ## F
07 ##）G］较对照组［（C$ 0C F 8$ C0）G］有增高趋势；当二者联
合应用时凋亡率［（81$ 40 F 8$ CH）G］明显高于对照组（! "
#7 #8）。提示 &’()*!++,+ 联合 --. 对 9:;<=0 细胞凋亡具有
协同促进作用。

0$ C K 各组 9:;<=0 细胞 ;=LMCN、;=5O)、.P3Q,+ A8和

6!R *ST5的表达
K K 与对照组相比，&’()*!++,+组和 --.组肝癌细胞 ;=LMCN、

;=5O)、.P3Q,+ A8*ST5表达量均下降（! " #7 #%），6!R *ST5 表
达量增加（! " #7 #%）；联合用药组变化更加显著。见图 C。

- 8 0 C 1

I## /;!

C## /;!
0## /;!

";=LMCN（II% /;）

"!=!3),+（0I0 /;）

%## /;!
C## /;!
8## /;!

"6!R（%0% /;）
"!=!3),+（0I0 /;）

%## /;!
C## /;!
8## /;!

";=5O)（1%% /;）
"!=!3),+（0I0 /;）

%## /;!
C## /;!

8## /;!

".P3Q,+A8（14I /;）
"!=!3),+（0I0 /;）

-：AT5标准（AU 8 ###）；8：对照组；0：&’()*!++,+ 组；C：--. 组；
1：联合用药组
图 3" 各组-./012细胞/14536、/178&、,9:;*) <!、=(> ’?@7的表达

0$ 1K 各组 9:;<=0 细胞 ;=LMCN、;=5O)、5O)、.P3Q,+ A8

和 6!R 蛋白的表达
K K 与对照组相比，&’()*!++,+、--. 及联合用药处理肝癌细
胞后，;=LMCN、;=5O)、.P3Q,+ A8蛋白表达量均下降（! " #7 #%），
6!R 蛋白表达量增加（! " #7 #%）。见图 1。

8 0 C 1
4%D8#C!
%HD8#C!
H#D8#C!
C0D8#C!

00D8#C!
10D8#C!

";=LMCN
"5O)
";=5O)
".P3Q,+ A8

"6!R
"!=!3),+

8：对照组；0：&’()*!++,+组；C：--.组；1：联合用药组
图 A" 各组 -./012 细胞 /14536、/178&、78&、,9:;*) <!、=(> 蛋白
表达的改变

3" 讨论

K K &’()*!++,+是一种霉菌代谢产物，其通过与磷脂
酰肌醇 C 激酶（LMCN）的催化亚单位 ;88# 结合，非竞
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争性和不可逆的抑制 !"#$ 的激酶活性，从而阻断
!"#$ % &’(信号通路，是 !"#$ 的特异性抑制剂［)］。
**+是从头状链霉菌培养液中分离提取的一种广谱
抗肿瘤抗生素，对多种实体肿瘤有效，已经用于临床多

种肿瘤的治疗。其作用机制是通过烷化基团和 ,-&
螺旋形成交联，破坏 ,-& 和 .-& 的结构而引起肿瘤
细胞周期阻滞，同时引起细胞凋亡［#］。/0(1 等［2］研究
发现 !"#$ 通路抑制剂能抑制卵巢癌细胞增殖；$1(134
567 等［8］研究显示 95:(;1<<=< 可阻断胰腺癌细胞中
!"#$ % &’(信号通路，下调 >?@4) 基因表达，上调 >1A 等
基因的表达，从而抑制细胞增殖，诱导细胞凋亡。本研

究用 95:(;1<<=<、**+及联合用药作用 B7CD4) 细胞
)2、2E、F) 0 后，发现对 B7CD4) 细胞增殖均有抑制作
用，并具有量效与时效关系。联合用药的中效浓度小

于二者单用时的中效浓度，即抑制相同数量的肿瘤细

胞生长联合用药只需要 95:(;1<<=< 的 # % )8，**+ 的
)F % 8G，表明两种药物合用对肝癌细胞生长的抑制效果
明显优于单独应用，充分说明联合用药只需小剂量即

可达到高效应，这可以降低化疗药物对机体的不良反

应及肿瘤细胞的耐药性。流式细胞术结果显示联合用

药使 B7CD4) 细胞明显阻止在 DG % DH期，其可能的机制

是抑制与增殖相关的 +3?@=< ,H基因的表达，与 /I31<J
等［K］研究结果相似。B57?06(##)8E 荧光活染结果显
示：95:(;1<<=<与 **+ 作用后出现少量的细胞凋亡
形态学改变，联合用药后可见大量的细胞出现凋亡形

态学改变；&<<7L=<4M % !" 双染法检测发现联合用药细
胞凋亡率较 95:(;1<<=<、**+单用明显增大。.N4!+.
及 976(7:< O@5( 检测结果显示，联合用药组 >1A 基因及
蛋白表达水平明显高于95:(;1<<=<、**+单用组。
P P !"#$是磷脂酰肌醇依赖激酶家族成员，参与一系
列细胞功能的调节，在肿瘤的发生、发展过程中起重要

作用，包括细胞生长、增殖和凋亡，细胞运动和侵袭，转

移，细胞周期调控，端粒酶活性，血管生成等［F，E］。&’(
是 !"#$最主要的靶酶，与多种细胞活动、物质代谢调
节有密切关系。在 !"#$途径中，当上游信号刺激细胞
膜表面时，穿膜受体酪氨酸激酶自磷酸化或磷酸化其

他底物后，可在细胞膜内表面产生 !"#$ 结合位点，
!"#$结合后可产生一些磷脂，激活其下游的 &’(，活化
的 &’(可介导各种类型的细胞生长和分化［Q］。如可以
使促凋亡基因 >1A的 R7:H#K % R7:HH) 残基磷酸化，从而
阻断 >1A与 >?@4) %或 >?@4L@形成二聚体，>1A再与抗凋
亡蛋白 H24#4# 相结合，使 >1A 不能发挥促细胞凋亡作
用［HG，HH］。&’(通过调节细胞周期影响细胞增殖，+3?@=<
,H水平对细胞周期 DH % R 的转换至关重要，DR$#! 通
过磷酸化作用促进泛素介导的 +3?@=< ,H的降解，&’(

通过直接磷酸化抑制 DR$#!的激酶活性从而阻止 +34
?@=< ,H的降解

［H)］。为此，我们用 .N4!+. 及 976(7:<
O@5(检测了 C4!"#$、C4&’(基因及其蛋白表达。结果发
现联合用药组C4!"#$、C4&’( 表达下降程度明显大于
95:(;1<<=<、**+单用组。提示联合用药可能通过增
强抑制 !"#$ % &’( 信号通路从而使通路下游与细胞增
殖相关的周期素+3?@=< ,H 降低和促凋亡基因 >1A 表
达增高有关，而使 B7CD4) 细胞增殖减少，凋亡增加，
为临床肝癌的治疗提供了新的药物和治疗位点。
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