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丝裂霉素C联合蛙皮素增强抗胃癌作用的体外实验 

叶序卷，王 立，宁敏曼 

(重庆医科大学附属第一医院消化内科，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨丝裂霉素c联合蛙皮素在体外诱导人胃癌细胞的凋亡作用。方法：利用体外细胞培养、MTT比色技术及流 

式细胞仪等方法，在对照组、丝裂霉素 c(MMC)组、蛙皮素(BOM)组和 MMC+BOM组中，用不同浓度的 BOM及 MMC，对人胃 

癌细胞株 SGC7901的生长曲线、细胞抑制率和细胞凋亡率的影响。结果：在一定浓度范围内，BOM对胃癌细胞的促生长作用及 

MMC的抑制作用均呈时间一剂量依赖性。BOM组、对照组、MMC组和 MMC+BOM组的胃癌细胞生存率依次为 90．00％、 

82．96％、65．07％、60．14％：凋亡率在 MMC+BOM组明显增高 (29．26％)，与对照组 (4．72％)或 BOM组 (5．13％)两两比较时，具 

有显著性差异(P<0．01)；MMC+BOM组凋亡率(29．26％)较 MMC组 (25．11％)高，在统计学上具有差异性意义(P<0．05)。结 

论 ：虽然 BOM在体内外能刺激胃癌细胞增殖，但与抗癌药 MMC联合后，可协同 MMC对 胃癌细胞的凋亡，提高抗癌药的疗效。 
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Reinforcement of anticancer effect of combined mitomycin and 

bombesin On hUman gastric cancer celI in vitro 

YE Xuj"M觎 ．et 

(Department of Gastroemerology,the First Affiliated Hospital,Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To study the effects of combined mitomycin(MMC)and bombesin(BOM)on apoptosis of human gastric cancer 

cell in vitro．Methods：Four groups were formed：control group，MMC group，BOM group an d MMC+BOM group．The effects of different 

concentrations of MMC and BOM， on the rate of cell existence， and cell apoptosis in human gastric can cer line SGC 7901 were studied in 

four groups by using cell culture，MTr assay and flow cytometry．Results：Within the scope of certain density，the multiplication effect of 

BOM，an d the inhibitory action of MMC on stomach cancer cell line SGC 7901 were in a time an d dose dependent man ner．Th e rates of cell 

existence in four groups were respectively 90．o0％ in BOM group、82．96％ in control group、65．07％ in MMC group and 60．07％ in 

MMC+BOM group， lowered one by one in order． Th ere Was significant difference in statistics about the rate of apoptosis between 

MMC+BOM group(29．26％ )and control group(4．72％ )or BOM group(5．13％ )(P<0．01)．The rates of apoptosis in MMC+BOM 

group(29．26％ )and MMC group(25．1 1％ )had difference in statistics(P<0．05)．Conclusion：BOM cooperating with MMC could 

effectively induce the apoptosis of gastric cancer cells though it accelerates the multiplication of human gastric can cer cells in vivo or in 

vitro．So it could increase curative effects of anticancer agent(MMC)on cancer cells． 
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胃癌是我国最常见的消化道恶性肿瘤之一，且 

具有恶性程度高及转移早的生物学特性，临床上发 

现的病例多为进展期 胃癌，手术疗效不尽完美，所 

以化疗成为治疗胃癌的主要辅助治疗手段 ；对于进 

展期胃癌特别是化疗疗效不显著者，Gn期细胞比较 

多，在胃癌的常规化疗中 G0期细胞往往存活下来 ， 

作者介绍：叶序卷(1975一 )，男，硕士， 

主要研究方向：消化系疾病治疗。 

且大多数化疗药对 G0期细胞是不起作用的，这就 

成为复发和转移的根源；探索化疗药物如丝裂霉素 

c联合其它药物 ，促使 Gn期细胞尽可能进入增殖 

期，充分发挥化疗药物对肿瘤细胞的杀伤作用，成 

为目前临床上关注的热点之一。本实验从体外胃癌 

细胞培养的角度 ，观察并探讨丝裂霉素 c联合蛙皮 

素对人胃癌细胞株 SGC7901生长情况的影响，为化 

疗药物以及蛙皮素相关制剂对胃癌进行生物学治 

疗提供依据。 
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1 材料与方法 

1．1 肿瘤细胞株 

人 SGC7901胃癌细胞株由本校病理生理教研室提供 ， 

用含 5％胎牛血清 的 RPMI一1640完全培养液 ，37℃ ，5％ 

CO 条件下培养。 

1．2 主要试剂及仪器 

胎牛血清购于杭州四季青生物工程材料公司；RPMI一 

1640培养粉为美 国 Gibco公 司产品 ，蛙皮素 (Bombesin， 

BOM)、噻唑蓝 (M1Tr)为美国 Sigma公司产品；丝裂霉素 c 

(MMC)为13本京都协和发酵工业株式会社制造；二甲亚砜 

(DMSO)购于美国 Merck公司；Annexin V—FITC试剂盒为晶 

美生物工程有限公司产品 ；自动酶标仪型号 为美 国的 

Bio—Tek Elx800；流式细胞仪为美国FACS Calibur BD。 

1-3 实验分组 

本实验以模拟临床用药剂量时，人体血浆最大浓度、相 

关文献报道【-1及体外预实验结果为参考，将 MMC的剂量分 

为：20、10、5、2．5、1．25mg／L 5个浓度。BOM则根据文献【 结 

合 本 研究 的预 实 验 制 定五 个 浓 度 等 级 (40、20、10、5、 

2．5 g／L)。实验分为：对照组 (c)、丝裂霉素组(M)、蛙皮素 

组 (B)及 MMC+BOM组 (M+B)，M组和 B组根据药物浓 

度不同各分为 5个亚组，M+B组中药物浓度根据预实验结果 

计算 MMC的中效浓度 (IG )及 BOM参照文献 所设定 ，详 

见 (表 1)。 

1．4 MrIT显 色法 

检测 MMC和 BOM分别作用于胃癌细胞的时效量效关 

系(M组和 B组 )，将备用的细胞悬液接种于 96孑L板，90 l， 

孑L，每组设 5个复孑L。4h细胞完全贴壁后加入受试药物 

表 1 实验分组和药物剂量 

组别 药物剂量 

MMC(mg／L) BOM( g／L) 

(10 l，孑L)，药物剂量见表 1，置于培养箱中分别培养 1、2 

和 3天。另外 c、M3、B3和 M+B组按上述方法重新接种 96 

孑L板培养 24h用于检测细胞抑制率，同样每组设 5个复孑L。 

实验终止前 4h，每孑L加入 MrIT液 (5ge1)20 l，实验结束后 

去除每孑L溶液，加入 DMSO 150 1／孑L，振荡 lOmin，用自动酶 

标仪在 570nm波长下测定每孑L的A值。 

1．5 流式细胞仪样品制备 

将细胞悬液接种于 6孑L板中，2ml／孑L，每组设 3个复孑L， 

4h细胞完全贴壁后加入药物。有 C、M3、B3和 M+B四组检测 

细胞凋亡，加药方案见表 1。培养 24h后收集细胞，按 An— 

nexin V—FITC试剂盒说明书操作 ，上流式细胞仪进行分析。 

1．6 统计学处理 

数据用均数 ±标准差 (x~s)表示；应用配对 t检验和 F 

检验进行分析。 

2 结 果 

2．1 MTT显 色法测 定 

2．1．1时效量效关系比较 由结果可见 (见表 2、3)， 

随着浓度增加，BOM促胃癌细胞增殖效应增强，而 

MMC对胃癌细胞的抑制率增大；随着时间延长 ， 

BOM促胃癌细胞生长作用增强，而MMC对胃癌细 

胞的抑制率也增大，即在一定浓度范围内，BOM对 

胃癌细胞的促生长作用及MMC对胃癌细胞的抑制 

作用均呈时间 一剂量依赖性。BOM、MMC对胃癌细 

胞的量效时效关系曲线见图 1、2。 
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图 1 对照组、BOM组生长曲线 
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注：与对照组相比，}P<0．01， ¨P<0．05。 

表 3 MTT法检测不同浓度、不同时间 MMC对胃癌细胞的抑制率(-±s) 

注： 和 值为时间组之间比较的方差分析(F检验 )结果；F和 P值为浓度组之间比较的方差分析(F检验 )结果。 

2．1．2 细胞抑制率 M组和 M+B组对胃癌细胞的 

生长产生明显抑制作用，与对照组比较，细胞生长 

抑制率明显提高；M+B组与对应 B组配对比较 ，细 

胞抑制率也高于后者 ；M+B组与 M组比较两者也 

有差异性 (P<0．05)，前者高于后者；BOM组与对照 

组比较 ，细胞生存率显著增加，具有统计学意义 

(P<0．0fi)，提示 BOM在体外能促进胃癌细胞增殖。 

2．2 Anncxin V联合 PI双参数检测胃癌细胞凋亡 

有 C、M3、B3、M+B四组胃癌细胞进行了凋亡检 

测，结果见表 4，B组、C组、M组和 M+B组的细胞 

表 4 丝裂霉素 C、蛙皮素干预胃癌细胞的生长情况 

生存率依次降低，凋亡率则从 c组、B组、M组到 

M+B组依次升高，M+B组的凋亡率与c组、B组两 

两比较具有显著差异性 (P<0．01)，M+B组的凋亡 

率较 M组高，两组之间比较有差异性(P<0．05)。 

3 讨 论 

在临床上，胃癌患者进行化疗的目的是为了有 

效地诱导胃癌细胞凋亡，从而最终杀灭胃癌细胞。 

MMC是临床上治疗胃癌最常用和较有效的化疗药 

物，该药物是一种烷化剂抗癌药，它的两个烷化中 

心可与 DNA形成交叉连接 ，使细胞中 DNA解聚， 

抑制 DNA复制 ，还可引起 DNA单链断裂。所以 

MMC主要作用于细胞增殖各期，尤其是对 G 晚期 

细胞最为敏感，但对 Gn期细胞则不敏感【5】。Szepes— 

hazi[~等试验研究证实，人类胃癌细胞表达高亲和力 

的蛙皮素 (BOM)受体 I型；目前认为 BOM是 胃癌 

细胞增殖的刺激因子，BOM与胃癌细胞膜上受体的 

结合是通过蛋白激酶 c和酪氨酸激酶信号途径，快 
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速诱导基因 c—iun和 iun—B mRNA的表达以及增强 

激活蛋白AP一1 DNA的活性，来发挥其刺激胃癌等 

肿瘤细胞的增殖作用；由此可见，BOM能够促使胃 

癌 G。期细胞进入 G 期 、S和M期 ，理论上 MMC联 

合 BOM用于胃癌的化疗，更有利于 MMC发挥诱导 

胃癌细胞凋亡并最终杀灭的作用。 

在体外 BOM和 MMC单独作用于 胃癌细胞， 

BOM能使 G0期的胃癌细胞进入增殖期，而 MMC对 

增殖期的胃癌细胞具有明显杀伤作用；如将两者联 

合作用于胃癌细胞，应表现出更强的杀伤作用。本 

研究结果提示 ，M+B组的细胞抑制率和凋亡率均 

高于 M组，其差异均具有显著性 (P<0．05)；这说明 

MMC可以有效地抑制由BOM所导致的DNA合成 

和胃癌细胞的增殖作用，从而促使胃癌细胞凋亡。 

因此，应用化疗药物 MMC联合 BOM有良好的协同 

作用，可有效诱导胃癌细胞凋亡，提高抗癌的疗效： 

但 BOM有促进胃癌细胞增殖的作用，BOM和 MMC 

联合使用，在体内的利弊还有待多方面的深入研究 

研讨。 

国内学者陈嘉勇171等人用生长激素联合抗癌药 

奥沙利铂体外干预胃癌细胞生长，得出生长激素与 

抗肿瘤药合用可以增强抗肿瘤药对 胃癌细胞的杀 

伤作用；其原理与本研究相似。国外 szepeshaLzi旧等 

人证实，蛙皮素细胞毒性模拟剂 AN一215能抑制此 

类肿瘤的生长；TerrytSl等也研究了高亲和力喜树碱 
一 蛙皮素共扼物，此类物质对具有蛙皮素受体的肿 

瘤细胞有细胞毒性作用。利用共扼物治疗肿瘤，是 

肿瘤治疗学中新的发展方向，即制备抗癌药与相关 

激素的共扼物，通过与肿瘤细胞膜上激素受体的结 

合，对肿瘤细胞起杀伤作用。对于丝裂霉素 C，是否 

可以制备丝裂霉素 一蛙皮素共扼物，其蛙皮素能使 

胃癌细胞从G0期进入G。等期，以利于丝裂霉素作 

用于胃癌细胞，使其死亡或凋亡 ，这些都有待进一 

步去探讨或尝试。本研究结果提示蛙皮素与丝裂霉 

素有协同效应，但还有很多问题比如对其具有蛙皮 

素受体的正常细胞是否具有杀伤作用，其作用的机 

制及强度，体内给蛙皮素是否会导致胃癌病情的加 

重或促进其转移，等等诸多问题有待更深入研究。 
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