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顺铂、氧化苦参碱对肝癌 QGY细胞生长及端粒酶活性的影响 

何 松 -，左国庆 ，张 燕 ，汤为学 

(1．重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010；2．基础医学院病理生理学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察顺铂、氧化苦参碱对人肝癌细胞株QGY端粒酶活性的影响，进一步探讨两种药物的可能作用机制。方法： 

采用人肝癌细胞株 QGY作为研究对象 ，MTT法检测不同浓度和作用时间的药物对细胞增殖的抑制作用，以及对 QG~细胞粘 

附能力的影响；流式细胞仪分析细胞周期的分布及凋亡；PCR—ELISA法检测端粒酶活性的变化。结果：两种药物均具有抗 QGY 

细胞增殖、阻滞细胞周期、诱导凋亡及抑制端粒酶活性的作用。结论：对端粒酶活性的抑制可能是两种药物发挥抗肿瘤作用的 

机制之一。 
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Effects of cisplatin，oxymatrine on the cell growth and telomerase activity of 

QGY hepatoma cells 

HE song，et ol 

(DepartmentofGastroenterology,the Second AffiliatedHospital，ChongqingMedicalUniversity) 

【Abstract】Objective：To investigate the anti—cancer mechanism of cisplatin，oxymatrine by observing their effects on telomerase activity． 

Methods：The inhibition of proliferation in QGY cells were estimated by M'lq'-test．Distribution of cell cycle and apoptosis were analysed 

using flow cytometry、Th e changes of telomerase activity were detected by PCR-ELISA method、Results：Th ese two drugs could inhibit the 

proliferation of QGY cells，block the cell cycle，induce its apoptosis and inhibit the activity of telomerase．Conclusion：The inhibition of 

telomerase activity may be one of the mechanisms for the anti-can cer effect of the two drugs． 

【Key words】Hepatocellular carcinoma；Telomerase；Cisplatin；Oxymatrine 

端粒、端粒酶因与多数人类恶性肿瘤密切相关 

而受到广泛关注。端粒酶的活性与恶性肿瘤之间的 

高度相关性使其成为近年来肿瘤研究的热点，以端 

粒酶为靶点的肿瘤治疗成为抗肿瘤治疗的一个新 

途径。我们观察了抗肿瘤药物顺铂 (cisplatin。CD— 

DP)及氧化苦参碱 (oxymatrine，OMT)对人肝癌细 

胞株 QGY细胞生长及端粒酶活性的影响，以进一 

步探讨它们在肿瘤治疗中可能的作用机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株 

人肝癌细胞株 QGY由重庆医科大学肝炎研究所提供 ， 

作者介绍：何 ~k(1965一 )，男，博士，副教授， 

主要研究方向：肝癌的基础与临床。 

接种在含 lO％dx牛血清、青霉素 100IX／ml、链霉素 100IX／ml 

的 RPMI 1640(G1BCO，美国 )培养液中，置于 37oC、5％CO 

培养箱 (SHEL-LAB 2300型，美国 )内培养。 

1．2 药品与试剂 

CDDP(山东省德州制药厂 )，OMT(宁夏启元药业有限 

公司 )。上述两种药物使用时均配制成五种终浓度 (见表 

1)。M1Tr(四甲基偶氮唑盐 )(上海华舜生物工程有限公司) 

配制成 5mg／ml，过滤除菌分装备用。二甲基亚砜 (DMSO，化 

学纯，重庆东方试剂厂 )。Telomerase PCR—ELISA试剂盒购自 

德国 Promega生命科学公司。 

1．3 MTr法⋯测定不同浓度的 CDDP、OMT作用不同时间对 

OGY细胞 增殖的影响 

选取对数生长期的细胞 ，用 0．1％胰酶消化，制成浓度为 

5 X 104个 ／ml的细胞悬液，接种于 96孔培养板 中，每孔 

200 l。实验分为试剂对照组，细胞对照组，CDDP、OMT五种 

不同浓度的实验组，每孔加药 20 l，每组设 5个平行孔，置 

37℃、5％CO：培养箱内，分别培养 24h、48h、72h，离心弃上清 

液加 1640培养液 200 l及 20 1MTF，再培养 4h，离心弃上 
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清液，加 DMS0200IXl，在 自动酶标仪(Bio—Rad一550型美国， 

波长 570nm)上测出各孑L吸光度 A值 ，计算实验组的抑制 

率。以上实验重复3次，取平均值。 

根据下列公式计算抑制率： 

抑制率 (fa)=(1一实验组平均 A值 ，细胞对照组平均 

A值 )×100％ 

根据中效方程式计算药物的中效浓度 (IC )： 

faJfu=(D／DIn)In 

fa为抑制率，fu(存活率 )=1一fa，D为药物浓度，Dm为 

中效浓度即抑制率为 0．5时所需药物浓度，nl为斜率。 

1．4 Mrrr法测定 CDDP、OMT对 QCY细胞粘附能力的影响 

取对数生长期的QCY，0．1％胰酶消化，制成细胞悬液， 

调整细胞浓度为 5 X 104个 ／ml，接种 2Oral(1×106个 )于 

20Oral培养瓶中，实验分为 3组，即细胞对照组，CDDP、苦参 

碱 3个实验组，置 37℃、5％CO 培养箱培养 72h，分别用 

0．1％胰酶消化，调整细胞浓度为 2,5×10 个 ／ml，接种于 96 

孑L培养板内，每孑L 200Ixl(5×104个 ／孑L)，每组接种 20孑L， 

置 37℃、5％CO 培养箱培养，分别于 30rain、60rain、90min、 

120min吸取每组 4孑L培养液 ，用生理盐水轻轻洗 2次 ，加入 

RPMI 1640培养液 200Ixl备用。120min加入 1640培养液 

200Ixl后，96孑L培养板离心，吸去每组第 5个 4孑L培养液 

(作为各组对照组 )，加入 200Ixl RPMI 1640培养液，然后每 

孑L均加 20 lMrrr，再培养4h，用 Mrrr法测出各孑LA值。计算 

三组在不同阶段粘附率。粘附率 =各时段 A值 ／对照组 A 

值。以上实验重复 3次，取平均值。 

1．5 流式细胞仪分析 CDDP、OMT对 QCY细胞周期分布及 

凋亡的影响 

选取对数生长期的细胞，用 0．1％胰酶消化，制成浓度为 

5×104个 ／ml的细胞悬液，接种 20ml于 20Oral培养瓶内。实 

验分为 3组，即对照组，CDDP、OMT3个实验组，置 37℃、5％ 

CO 培养箱培养 24h，48h，72h。分别收集各时段细胞，PBS洗 

涤2次，将细胞悬液转入 EP管中离心弃上清液，缓慢加入预 

冷的70％乙醇固定 lh，PBS洗涤 2次，将等体积的细胞悬液 

和PI染液混合 ，4℃放置 30rain，将样品放人 FCM的样品室 ， 

以激发波长 488nm测定，并用 Modfit LT2．0软件分析细胞周 

期分布及凋亡情况。 

1．6 CDDP、OMT对 QCY细胞端粒酶活性的影响 

1．6．1细胞样品制备 细胞培养及处理同流式细胞仪测定。 

分别收集各时段细胞，取 2×10s个细胞人消毒 EP管中，重 

复 3管 。4℃低温离心 ，弃上清液 ，加 200 l裂解液 ，冰浴 

30rain，4℃低温高速 (14000drain)离心 20min，吸取 175 l 

上清液 (细胞提取液 )于消毒 EP管中，一80℃保存备用。 

1．6．2阴性标本制备 取 2 l阳性标本，65℃水浴 10min。 

1．6．3 RT—PCR 取 10 l细胞提取液，加入反应底物 ，总体 

积 50 l，30℃逆转录20min，94℃灭活 5min，经 94℃ 30s变 

性 、50℃ 30s退火 、72℃ 90s延伸 ，30个循环 ，72℃扩增 1O 

min，产物 4~C保存。 

1．6．4 ELISA半定量检测端粒酶活性 取 5 l PCR反应产 

物 ，加入到 20 l变性液中，室温放置 10 min，再加入 225 l 

杂交液充分混匀，取 100 l加到链霉卵白素包被的 96孔板 

内，进行 ELISA检测。 

1．6．5结果判定 阴性对照 A<0．2，阳性对照 A>1．0为有效 

测定。 

1．7 统计分析 

数据均用统计软件包 SAS6．12版本分析 ，结果均以 x±s 

表示 ．两样本均数 比较采用 t检验 ，不同处理组率的比较采 

用 )f 检验，显著性水平以P<0．05判断。 

2 结 果 

2．1 CDDP、OMT对 QCY细胞增殖的抑制作用 

MTr法结果表明：CDDP、OMT对 QCY细胞的 

增殖均具有抑制作用。抑制率随着药物浓度的增加 

而增加，具有剂量依赖关系；随着时间的延长而增 

加，具有时间依赖关系。CDDP组各浓度及时间之间 

P<0．001，OMT组各浓度及时间之间 P<0．001。见 

表 1 

表1 MTT法检测CDDP、OMT对QGY细胞增殖的抑制率( ±s) 

根据 M1Tr法结果及中效方程式计算出 CDDP、 

OMT作用 QCY细胞 72h的中效浓度 (Dm)分别为 

0．0025mmol／L、7．3822mmol／L，说明 CDDP对 QcY细 

胞的抑制作用大于 OMT。 

2．2 CDDP、OMT对 QCY细胞粘附能力的影响 

MTr法测得 QCY细胞粘附率的变化情况。随 

着时间的延长 ，对照组细胞的粘附能力增加，比相 

应的给药组 (CDDP及 OMT)细胞粘附率有更明显 

的增加。见表 2。 

从表 2可见 ，对照组各时段之间 P<0．001。 

CDDP组 各 时段 P<0．001，OMT组各 时段 P< 

0．001；CDDP组粘附率 <OMT组粘附率。 
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2-3 CDDP、OMT对 QGY细胞周期分布的影响 

流式细胞仪分析结果表明：经 CDDP作用 QGY 

细胞 24h后 ，使 Go／G 期细胞减少，细胞阻滞于 S 

期；作用 48h及 72h后，Go／G 期细胞减少，出现 S及 

GJM期阻滞，在 DNA直方图上 G 峰前出现的亚二 

倍体峰 (Sub—G )表示 DNA降解 ，又称细胞凋亡 

峰，分别达到4．58％和6．33％。OMT作用 QGY细胞 

24h后 ，将细胞周期阻滞于 Go／G 和 S期 ，48h及 72h 

为S期，凋亡率分别为 18．27％和 16．28％。说明两种 

药物均能阻滞 QGY细胞的细胞周期进程同时诱导 

细胞凋亡。经 x：检验，不同时间正常细胞组和药物 

处理组的凋亡峰 P<0．01，差别有显著性意义。 

表 3 CDDP、OMT对 QGY细胞周期分布及凋亡的影响(％) 

2．4 CDDP、OMT对 QGY细胞端粒酶活性的影响 

通过实验发现，两种药物作用 QGY细胞 24h 

后均出现 QGY细胞端粒酶的活性的抑制，72h后端 

粒酶的活性明显降低。这一结果说明两种药物均可 

抑制肝癌细胞端粒酶的活性，该抑制作用随着作用 

时间的延长及药物浓度的增加而增强，具有时间和 

剂量依赖性。48h、72h与对照组之间均有显著性差 

异(P<0．001)。见表 4。 

表 4 CDDP、OMT对 QGY细胞端粒酶活性的影响(A值) 

3 讨 论 

端粒是真核细胞线形染色体末端的重复 DNA 

序列 ，端粒长度被认为是细胞衰老和癌变的一个 

“有丝分裂时钟”。端粒长度的维持需要端粒酶的 

激活。在肿瘤的发生过程中，由于细胞过度增殖，端 

粒酶被激活 ，重新调整了 “有丝分裂时钟”而阻止 

端粒的缩短。目前 ，端粒酶在肿瘤发生过程中的作 

用已日益为人们所关注。研究结果表明，人正常肝 

细胞中无端粒酶活性表达，而肝癌细胞中端粒酶阳 

性表达率为 85％以上，且随分化程度的降低端粒酶 

活性逐渐增强。切除的肝癌组织的端粒酶活性越 

强，其复发率越高。端粒酶在肿瘤细胞中起着重要 

的作用，其功能是添加重复序列于 DNA端粒末端 ， 

阻止端粒随细胞分裂而缩短，稳定染色体 DNA。抑 

制端粒酶活性可能会恢复肿瘤细胞的衰老程序。因 

此，许多学者推测，端粒酶可能是肿瘤治疗最佳靶 

点之一l 2l。 

我们实验的 MTT法结果显示 ：CDDP、OMT对 

QGY细胞的增殖均具有抑制作用 ，抑制率随着药物 

浓度的增加而增加，具有剂量依赖关系；随着时间 

的延长而增加 ，具有有时间依赖关系。CDDP、OMT 

可以降低 QGY细胞的粘附能力，且 CDDP较 OMT 

有更强的粘附抑制作用。通过 PCR—ELISA法检测 

CDDP、OMT对肝癌细胞株 QGY端粒酶活性的影 

响，发现一定浓度的 CDDP、OMT都可以不同程度 

地抑制 QGY细胞端粒酶活性并且同样具有剂量和 

时间依赖性。顺铂对 QGY细胞的增殖及端粒酶活 

性的抑制作用均较 OMT强。顺铂同DNA的联结方 

式主要为 G—Pt—G和 A—Pt—G的形式，而端粒和端 

粒酶 RNA(human telomerase RNA，hTR)的碱基顺序 

正是富含这种结构，因此顺铂抑制了hTR的表达从 

而对端粒酶活性进行了调节，但有的研究说明 hTR 

的表达和端粒酶活性的关系并无相关性吲，因此抑 

制 hTR对端粒酶活性是不是有直接的影响尚不能 

肯定。 

我们在实验中观察到 CDDP、OMT在抑制 QGY 
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细胞增殖及端粒酶活性的同时，也诱导细胞凋亡， 

提示两药对肿瘤的抑制作用与端粒酶活性的调节 

以及凋亡有关。但是端粒酶活性的降低是凋亡的原 

因还是结果，尚不能明确，有待进一步研究。至于凋 

亡启动后端粒酶活性发生改变的机制 ，可能是由于 

凋亡过程中细胞的完整性受到破坏而影响到端粒 

酶的活性和表达，或端粒酶受凋亡相关基因的调控 

所致。最近的研究表明，凋亡相关基因如 c—Myc， 

Bcl一2和 p53等直接或间接参与端粒酶活性的调 

控【 。 

流式细胞仪检测结果显示 CDDP、OMT影响了 

QGY细胞的周期分布。作用 72h后 ，CDDP出现 S 

及 GJM期阻滞；OMT则以 S期阻滞为主，说明两种 

药物均能阻滞 QGY细胞的细胞周期进程同时诱导 

细胞凋亡。较多的实验表明端粒酶活性的调节亦具 

有细胞周期依赖性，在细胞周期的不同阶段端粒酶 

的表达发生明显变化。但是 Holt等【s指 出，端粒酶活 

性的表达在细胞周期的各个阶段中并不发生明显 

变化，端粒酶活性通常与肿瘤细胞的增长速率密切 

相关，退出细胞周期而处于静止期后端粒酶活性受 

到抑制。两药对肝癌细胞周期的影响与下调端粒酶 

表达的关系有待进一步研究． 

Kondo等f61研究表明，抑制端粒酶活性能增强顺 

铂诱导神经胶质瘤细胞系 U251-MG凋亡的敏感 

性，提示端粒酶可能与化疗敏感性有关。应用端粒 

酶抑制剂抑制肿瘤细胞端粒酶活性能增加化疗药 

物如 CDDP的敏感性，将低细胞毒性的端粒酶抑制 

(上接第 654页) 
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[1O] 刘亮明，罗 文，刘晶美 ，等．HBx在原发性肝癌发病中的作用 

及其生物治疗策略【J】_世界华人消化杂志，2005；13(4)：432—439． 

[10] Liu ML，Luo W，Liu JM，et a1．The role of HBx protein played in the 

development of primary hepatocellular carcinoma and the biological 

therapy strategyaimedatit【J]．WorldChin JDigestol，2005；13(4)：432— 

439． 

[11] 张 瑞，顾长海，张绪清 ，等．HBV前 S1／$2基因变异所致大 、 

药物如苦参碱和化疗药物联合应用不仅能够降低 

化疗药物的剂量以减少毒副作用，而且能够提高肿 

瘤治疗的效果，为肿瘤治疗提供了一条新途径。 

从本研究结果看 ，CDDP、OMT在体外通过阻滞 

细胞周期 、诱导细胞凋亡而发挥抗肿瘤作用，其在 

诱导凋亡的同时又伴有端粒酶活性的下降，这提示 

对端粒酶活性的抑制可能是两种药物发挥抗肿瘤 

作用的机制之一，也为联合促进凋亡、抑制端粒酶 

活性及提高化疗敏感性的这一治疗途径提供了理 

论依据。 
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