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注射用盐酸吉西他滨（Gemcitabine hydrochloride for injec-
tion）是经美国FDA批准的非小细胞肺癌、膀胱癌、胰腺癌、乳
腺癌的一线用药。吉西他滨（Gemcitabine，GEM）为新型嘧啶
类脱氧核苷类似物，通过抗代谢作用来发挥抗肿瘤效应。但
由于其半衰期短、选择性较差、容易产生耐药性以及对骨髓和
胃肠道等的副作用限制了其广泛使用。不饱和脂肪酸对细胞
及核酸具有良好的亲和性，将不饱和脂肪酸骨架引入到药物
分子中，有利于药物到达细胞组织内而有效地发挥作用。共
轭亚油酸（Conjugated linoleic acid，CLA）是一种具有天然抗

乳腺癌和抗乳腺癌新生血管活性的不饱和脂肪酸。为了降低
GEM的毒副作用、提高药效，本课题组设计并合成了不饱和脂
肪酸CLA与GEM共价连接的CLA-GEM偶联物，前期已对其
合成、表征、理化性质进行了报道[1]，本文主要就其体外抗肿瘤
活性进行研究。

1 材料
1.1 仪器

TDL-5-A 低速台式大容量离心机（上海安亭科学仪器
厂）；FACSan Flow Cytometer流式细胞仪（美国 Becton Dickin-
son 公司）；TCS SP5 激光共聚焦显微镜（德国 Leica 公司）；

HC-2064高速离心机（科大创新股份有限公司中佳分公司）；

RF-5301荧光分光光度仪（日本 Shimadzu 公司）；Bio-Rad 680

酶标仪（美国Bio-Rad公司）。
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摘 要 目的：研究共轭亚油酸-吉西他滨偶联物（CLA-GEM）的体外抗肿瘤活性。方法：考察不同浓度（0.001～100 μmol/L）的
CLA-GEM和吉西他滨（GEM）溶液分别与不同肿瘤细胞（乳腺癌MCF-7细胞、乳腺癌MDA-MB-231细胞、肺腺癌A549细胞、小细
胞肺癌NCI-H446细胞、脑胶质瘤C6细胞）共同孵育72 h的半数抑制浓度（IC50）和与MCF-7细胞共同孵育24、48、72 h的细胞存活
率。将核酸转运载体抑制剂 NBMPR（100 μmol/L）和双嘧达莫（4 μg/ml）分别作用于 MCF-7细胞和 MDA-MB-231细胞，考察
0.001～100 μmol/L 的 CLA-GEM 和 GEM 对核酸转运载体的依赖性（以 IC50为指标）。考察 1 µmol/L 的 CLA-GEM 和 GEM 与
MCF-7细胞共同孵育 24 h 的细胞周期变化。结果：与 GEM 比较，CLA-GEM 孵育后对 MCF-7、MDA-MB-231、NCI-H446细胞的
IC50更低（P＜0.01），对A549、C6细胞的 IC50差异无统计学意义（P＞0.05）。GEM孵育48 h后和CLA-GEM孵育24 h后MCF-7细胞
存活率开始明显降低，GEM孵育72 h后细胞存活率最低为21％，而CLA-GEM能完全杀死肿瘤细胞。与GEM或CLA-GEM单用
比较，经NBMPR、双嘧达莫处理的GEM对MCF-7和MDA-MB-231细胞的 IC50明显升高（P＜0.01），而CLA-GEM对细胞的 IC50差
异无统计学意义（P＞0.05）。与GEM比较，CLA-GEM可使MCF-7细胞的S期延长约6％（P＜0.01）。结论：CLA-GEM较GEM的
抗肿瘤活性更强、起效更快，且不受核酸转运载体的影响。
关键词 共轭亚油酸-吉西他滨偶联物；抗肿瘤；核酸转运；细胞周期
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study in vitro anticancer activity of conjugated linoleic acid-gemcitabine conjugate（CLA-GEM）.
METHODS：IC50 of different tumor cells（breast cancer MCF-7 cell，breast cancer MDA-MB-231 cell，lung cancer A549 cell，
small cell lung cancer NCI-H446 cell，glioma C6 cell）were investigated after treated with different concentrations（0.001-100 μ
mol/L）of CLA-GEM and gemcitabine（GEM）for 72 h；survival rates of MCF-7 cell were investigated after treated with above so-
lution for 24，48 and 72 h. The dependence of 0.001-100 μmol/L CLA-GEM and GEM to nucleoside transporter was investigated
（by IC50）through MCF-7 cells and MDA-MB-231 cells treated with nucleoside transporter inhibitors（NBMPR，100 μmol/L）and di-
pyridamole（4 μg/ml）. The change of MCF-7 cell cycle was investigated after treated with 1 µmol/L CLA-GEM and GEM for 24 h.
RESULTS：Compared with GEM，IC50 of MCF-7，MDA-MB-231 and NCI-H446 cells became lower after treated with CLA- GEM
（P＜0.01），there were no statistical significances in IC50 between A549 and C6 cells（P＞0.05）. Survival rate of MCF-7 cells de-
creased significantly after treated with GEM for 48 h and CLA-GEM for 24 h. Survival rate of MCF-7 cells was the lowest，being
21％ after treated with GEM for 72 h，while tumor cells were sacrificed by CLA-GEM completely. Compared with GEM or
CLA-GEM，IC50 of MCF-7 and MDA-MB-231 cells increased significantly after treated with NBMPR，dipyridamole combined
with GEM （P＜0.01）；there were no statistical significance in IC50 after treated with NBMPR，dipyridamole combined with
CLA-GEM（P＞0.05）. Compared with GEM，CLA-GEM could prolong 6％ of S stage of MCF-7 cells（P＜0.01）. CONCLU-
SIONS：Compared with GEM，CLA-GEM exhibits significant antitumor activity and rapid action，and it isn’t influenced by nucle-
ic acid transportation.
KEYWORDS Conjugated linoleic acid-gemcitabine conjugate；Anticancer；Nucleic acid transportation；Cell cycle
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1.2 药品与试剂
CLA-GEM（北京大学医学部合成，批号：20110522，纯度：

99％）；GEM（武汉市丰竹林化学医药有限公司，批号：

20120911，纯度：99％）；CLA（美国 Sigma-Aldrich公司，批号：

20121205，纯度：99％）；硝基苄基硫代肌苷（NBMPR，德国
Merck公司，批号：20121009，纯度：99％）；双嘧达莫原料药（武
汉英和制药有限公司，批号：20111225，纯度：99％）；MEM培
养基、非必需氨基酸、青霉素、硫酸链霉素均购自北京迈晨科
技有限公司；OPTI-MEM 培养基（美国 Invitrogen 公司）；

Hoechst 33258、磺基罗丹明B（SRB）、三氯乙酸（TCA）均购自
美国Sigma公司；其他试剂均为色谱纯。

1.3 细胞
人乳腺癌 MCF-7细胞、人乳腺癌 MDA-MB-231细胞、人

肺腺癌A549细胞、人小细胞肺癌NCI-H446细胞、鼠源脑胶质
瘤C6细胞均购自协和医科大学基础医学细胞中心。

2 方法与结果
2.1 细胞抑制试验
2.1.1 不同细胞系的细胞抑制试验 将 MCF-7、MDA-MB-

231、A549、NCI-H446、C6细胞分别接种于 96孔细胞培养板
中，每孔 2 500个，设 3个复孔，于细胞培养箱中在 37 ℃、相对
湿度 95％的条件下孵育 24 h，待细胞贴壁生长。然后将稀释
好的系列浓度的CLA-GEM、GEM分别加入到MCF-7（0.001、

0.01、0.1、0.5、1、5、10、50、100 μmol/L）、MDA-MB-231（0.01、

0.1、0.5、1、5、10、50、100 μmol/L）、A549（0.01、0.1、0.25、0.75、1、

5、10、50 μmol/L）、NCI-H446（0.01、0.1、0.5、2.5、7.5、10 μmol/L）

和C6细胞（0.001、0.01、0.025、0.075、0.1、0.25、0.5 μmol/L）中，

以0.5％二甲基亚砜（DMSO）溶液为空白对照。孵育72 h后按
照SRB比色分析法进行处理，采用酶标仪在540 nm波长处测定
吸光度（A），用SPSS 17.0计算细胞半数抑制浓度（IC50）。CLA-

GEM和GEM与不同细胞共同孵育后的 IC50检测结果见表1。

表1 CLA-GEM 和GEM与不同细胞共同孵育后的 IC50检测
结果（x±±s，n＝3，μmol/L）

Tab 1 IC50 of different cells after treated with CLA- GEM

and GEM（x±±s，n＝3，μmol/L）

细胞

MCF-7

MDA-MB-231

A549

NCI-H446

C6

IC50

CLA-GEM

0.58±0.03＊

1.27±0.07＊

1.11±0.31

1.98±0.97＊

0.26±0.07

GEM

2.01±0.30

3.84±0.04

0.60±0.07

7.24±1.30

0.25±0.09

注：与GEM比较，＊P＜0.01

Note：vs. GEM，＊P＜0.01

由表 1 可知，CLA-GEM 对 MCF-7、MDA-MB-231、NCI-

H446细胞的 IC50远低于 GEM（P＜0.01），说明对这 3种细胞，

CLA-GEM比GEM具有更强的抗肿瘤活性；而对于A549、C6

细胞，CLA-GEM与GEM对细胞的 IC50相似。这说明对于上述
5种肿瘤细胞，CLA-GEM比GEM的细胞生长抑制作用更强或
者效果相当。

2.1.2 不同孵育时间的细胞抑制试验 将MCF-7细胞接种于
96孔细胞培养板中（24 h 为 10 000个/孔，48 h 为 5 000个/孔，

72 h为 2 500个/孔），设 3个复孔，于细胞培养箱中在 37 ℃、相
对湿度 95％的条件下孵育 24 h，待细胞贴壁生长。然后将
0.001、0.01、0.1、0.5、1、5、10、50、100 μmol/L 的 CLA-GEM、

GEM加入到上述的细胞培养孔中，以0.5％DMSO溶液为空白
对照。分别孵育 24、48、72 h后按照SRB比色分析法测定 540

nm波长处的A，按公式计算细胞存活率，存活率（％）＝（药物

孵育后细胞的 A540/空白对照细胞的 A540）×100％。CLA-GEM

和GEM孵育不同时间后MCF-7细胞的成活率曲线图见图1。

由图 1可知，GEM只有在共同孵育 48 h以上才有显著的
细胞毒作用，并且即使共同孵育72 h后，在100 μmol/L的高浓度
GEM作用下仍然只能杀死79％的MCF-7细胞，即不能完全杀死
肿瘤细胞。而CLA-GEM在共同孵育24 h后，5 μmol/L的CLA-

GEM（与 GEM 比较，P＜0.01）即有显著的细胞抑制作用，50

μmol/L即可完全杀死MCF-7细胞。共同孵育48 h后，10 μmol/L

的CLA-GEM即可完全杀死MCF-7细胞。这说明相比于原药
GEM，CLA-GEM极大地增强了对MCF-7细胞的抑制作用。

2.2 核酸转运载体抑制试验

将 MCF-7和 MDA-MB-231细胞接种于 96孔板中（5 000

个/孔）孵育 24 h 后，将核酸转运载体抑制剂 NBMPR（100

μmol/L）或者双嘧达莫（4 μg/ml）加入细胞[2-3]。30 min后，将核
酸转运载体抑制剂吸出，加入0.001、0.01、0.1、0.5、1、5、10、50、

100 μmol/L 的 CLA-GEM 和 GEM 溶液。继续孵育 72 h，按
“2.1.1”项下方法测定并计算 IC50。每个浓度重复3次。NBM-

PR 和双嘧达莫分别与 GEM、CLA-GEM 联用后对 MCF-7、

MDA-MB-231细胞的 IC50检测结果见表2。

表2 NBMPR和双嘧达莫分别与GEM、CLA-GEM联用后对

MCF-7、MDA-MB-231细胞的 IC50检测结果（x±±s，n＝

3，μmol/L）

Tab 2 IC50 of MCF-7 and MDA-MB-231 cells after treated

with NBMPR and dipyridamole combined with

GEM or CLA-GEM（x±±s，n＝3，μmol/L）

药物

GEM

GEM+双嘧达莫
GEM+NBMPR

CLA-GEM

CLA-GEM+双嘧达莫
CLA-GEM+NBMPR

IC50

MCF-7

2.01±0.30

52.10±12.80＊

79.13±4.21＊

0.58±0.03

0.83±0.03

0.92±0.08

MDA-MB-231

3.84±0.04

53.30±10.77＊

89.53±1.05＊

1.27±0.07

3.24±0.67

1.51±0.37

注：与GEM比较，＊P＜0.01

Note：vs. GEM，＊P＜0.01

图 1 CLA-GEM和GEM孵育不同时间后MCF-7细胞的成

活率曲线图（n＝3）

Fig 1 Survival rate curve of MCF-7 cells after treated with

CLA-GEM and GEM for different time（n＝3）
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由表 2可知，对MCF-7细胞，NBMPR和双嘧达莫可以显
著降低 GEM 的敏感性（P＜0.01），分别使 GEM 的 IC50增加了
40倍和24倍；相比之下，CLA-GEM的 IC50仅分别增加了1.6倍
和 1.4 倍。在 MDA-MB-231 细胞上可以看到同样的趋势，

NBMPR 和双嘧达莫显著降低了 GEM 的细胞抑制作用（P＜

0.01），分别使 GEM 的 IC50增加了 23倍和 14倍，而仅使 CLA-

GEM的 IC50分别增加了1.2倍和2.6倍。这提示核酸转运载体
抑制剂对GEM有明显抑制作用，而对CLA-GEM基本没有影
响。这说明GEM依赖核酸转运载体进入细胞，而CLA-GEM

不依赖核酸转运载体进入细胞。

2.3 细胞周期试验
按照碘化吡啶 DNA 染色法 [4]考察 GEM 和 CLA-GEM 对

MCF-7细胞周期的影响。每次分析所用的细胞数不少于 5×

105个，收集的细胞数为 10 000个。数据使用 FCS Express V3

软件进行分析。细胞固定，用碘化吡啶染色，通过流式细胞术
检测 1 µmol/L GEM 和 1 µmol/L CLA-GEM 对 MCF-7细胞周
期的影响，并设不加任何药物的对照。GEM和CLA-GEM孵
育MCF-7细胞后的细胞周期变化见表3。

表 3 GEM 和 CLA-GEM 孵育后 MCF-7 细胞的周期变化
（x±±s，n＝3，％％）

Tab 3 Cell cycle of MCF-7 cells after treated with GEM and

CLA-GEM（x±±s，n＝3，％％）

药物
对照
GEM

CLA-GEM

G1

71.26±0.33

70.03±0.65

64.94±2.33

S

25.52±1.32

29.41±0.23

35.06±2.33＊

G2/M

3.22±0.41

0.56±0.31

0.32±0.23

注：与GEM比较，＊P＜0.01

Note：vs. GEM，＊P＜0.01

与对照比较，GEM和CLA-GEM可以阻滞MCF-7细胞周
期在 S期，分别提高了S期细胞比例约4％和10％；与GEM比
较，CLA-GEM可使细胞周期的S期延长约6％，差异有统计学
意义（P＜0.01）。

3 讨论
由于脂肪族基团CLA的引入大大增加了GEM的脂溶性，

CLA-GEM 有利于通过被动转运进入细胞内，同时 CLA 对
GEM的N4位氨基的保护作用使CLA-GEM在体外细胞抑制
试验中显示出比原药GEM更好的抗肿瘤活性。

GEM 是亲水性核苷类似物，不能通过简单扩散进入细
胞 [5-6]，必须借助平衡型核酸转运载体（hENT1）和浓聚型核酸
转运载体（hCNT1）才能进入细胞。定量反转录-聚合酶链式反
应法测定非小细胞肺癌患者中的 hENT1和脱氧胞苷激酶
（dCK）表达量的结果表明，hENT1表达量增加，GEM敏感性增
加；dCK表达量降低，GEM耐药性增加[7]。Nakano Y等[8]研究
表明，胰腺癌的获得性耐药与 hENT1、dCK、核糖核苷酸还原
酶 M1（RRM1）、RRM2的表达量有关。Greenhalf W 等 [9]研究
表明，经免疫标记法检测，有 hENT1的胰腺癌患者比没有
hENT1的患者生存期更长。另有报道，GEM与硬脂酸形成的
偶联物装入纳米粒中可以克服由于RRM1过量表达产生的耐
药性 [10]。Guzmán-Gutiérrez E 等 [11]研究表明，耐药肿瘤组织
hENT1的表达量明显低于正常组织，表达量降低，意味着依赖
核酸转运载体进入细胞的药物吸收减少以及耐药性的产生。

耐药性的产生主要是由于核酸转运载体被破坏，MTT试验表
明在耐药型细胞系上SQGem（角鲨烯与GEM形成的偶联物）

的 IC50显著低于GEM[12]。这提示核酸转运载体对GEM造成了
较大的作用局限性 。

在GEM上引入脂溶性基团可以改变药物进入细胞的方

式，如NEO6002，其为GEM与心磷脂形成的偶联物。研究证
明，NEO6002是通过被动转运进入细胞内，不依赖核酸转运载
体[13]。SQGem通过被动转运的方式进入细胞后主要集中在细
胞膜以及以内质网为主的细胞器中，接着SQGem被缓慢释放
到细胞浆内，并降解成GEM，部分GEM会被核酸转运载体泵
出细胞[14]。

GEM主要作用于S期和G1晚期，并可阻止细胞由G1期进
入S期。本研究中CLA-GEM可以显著延长细胞S期；PEG与
GEM形成的偶联物（PEG-GEM）也可以有效延长细胞 S期滞
留时间。有研究用溴脱氧尿苷掺入法进一步验证了这一结
果，即作用24 h后，GEM有18％的细胞处于S期，而PEG-GEM

有23.5％细胞处于S期[15]。

综上，CLA-GEM具有良好的体外抗肿瘤活性。
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飞龙掌血醇提物对佐剂性关节炎模型大鼠炎症相关因子的影响
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摘 要 目的：研究飞龙掌血醇提物对佐剂性关节炎（AA）模型大鼠炎症相关因子的影响。方法：将70只SD大鼠随机分为正常

对照组、模型对照组、阳性对照化学药组（来氟米特片，0.012 g/kg）、阳性对照中药组（雷公藤多苷片，0.012 g/kg）和飞龙掌血醇提物

低、中、高剂量组[1、4、6 g（生药）/kg]，每组10只。除正常对照组外，其余各组大鼠均 id弗氏完全佐剂复制AA模型，造模同时各给

药组大鼠 ig相应药物，正常对照组和模型对照组大鼠 ig等容生理盐水，每天2次，连续28 d。检测各组大鼠足趾肿胀度，关节炎指

数，血清及关节滑膜组织中白细胞介素（IL）-1β、IL-6、IL-10、肿瘤坏死因子α（TNF-α）、前列腺素E2（PGE2）含量。结果：与正常对照

组比较，模型对照组大鼠原发性、继发性足趾肿胀度和关节炎指数升高；血清及关节滑膜组织中 IL-1 β、IL-6、TNF-α、PGE2含量增

加，IL-10含量减少（P＜0.01）。与模型对照组比较，各给药组大鼠上述指标均明显改善（P＜0.05或P＜0.01）。结论：飞龙掌血醇

提物通过调节血清及滑膜组织中抗炎、促炎因子的表达，从而发挥对AA模型大鼠的防治作用。

关键词 飞龙掌血；醇提物；佐剂性关节炎；大鼠；白细胞介素；肿瘤坏死因子α；前列腺素E2

Effects of Alcohol Extract of Toddalia asiatica on the Inflammation-associated Cytokines of Model Rats
with Adjuvant Arthritis
WANG Xiankun1，LI Pu1，REN Yi1，LIANG Zicong1，YANG Zaibo2（1.Guizhou Qiannan Buyi and Miao Autono-
mous Prefecture Hospital of Traditional Chinese Medicine，Guizhou Duyun 558000，China；2.Qiannan Normal
College for Nationalities/Guizhou Province College Research Center of Ethnical Medicinal Plant Resources Ex-
ploitation Engineering，Guizhou Duyun 558000，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effect of alcohol extract of Toddalia asiatica on the inflammation-associated cytokines of

model rats with adjuvant arthritis（AA）. METHODS：70 SD rats were randomly divided into a normal control group，a model con-

trol group，a positive control chemical medicine group（Leflunomide tablets，0.012 g/kg），a positive control TCM group（Tripter-

ygium glycosides tablets，0.012 g/kg）and the groups of low，medium and high-dose [1，4，6 g（crude drug）/kg] alcohol extract of

T. asiatica，with 10 rats in each group. The rats in all groups except for the normal control group were given complete Freund’s

complete adjuvant id for the establishment of AA models. At the same time，the rats in the drug administration groups were given

corresponding drugs ig，while those in the normal control group and the model control group were given isometric normal saline

ig，twice a day，for 28 consecutive days. The degree of toe swelling，arthritis index and the levels of interleukin（IL）-1β，IL-6，

IL-10，tumor necrosis factor α（TNF-α）and prostaglandin E2（PGE2）in serum and synovial membranes of all groups of rats were

determined. RESULTS：Compared to the normal control group，the model control group demonstrated higher degree of primary and

secondary toe swelling，arthritis index and levels of IL-1β，IL-6，TNF-α and PGE2 in serum and joint synovial membrane，and low-

er level of IL-10 therein（P＜0.01）. Compared to the model control group，all the above-mentioned indexes of the rats in drug ad-

ministration groups significantly improved（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：The alcohol extract of T. asiatica. has a preven-

tive and therapeutic effect on the model rats with AA by regulating the expression of anti-inflammatory and proinflammatory cyto-

kines in serum and synovial membrane.

KEYWORDS Toddalia asiatica；Alcohol extract；Adjuvant arthritis；Rats；Interleukin；Tumor necrosis factor α；Prostaglandin E2
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