
重庆医科大学学报 2004年第 29卷第 3期 (Journal of Chongqing Medical University 2004 Vo1．29 No 3) 

文章编号：0253—3626(2004)03—0398—02 

昆布多糖硫酸酯对乳癌细胞化疗药物的增敏作用 

董浦江 ，姚榛祥 

(重庆医科大学临床学院器官移植研究室，重庆 400016) 

【中国图书分类法分类号】R735．7 【文献标识码】B 【收稿日期】2003—10—24 

细胞程序死亡(Programmed cell death PCD)抑制蛋白对 

肿瘤细胞化疗效果有明显影响，Bcl一2控制着 PCD途径的 

下游位置，该基因蛋白过度表达可使肿瘤细胞对化疗药物耐 

受性增加【 。昆布多糖硫酸酯(Laminarin suiphate．LAMS) 

为昆布多糖经硫酸化后的多糖酯，作者利用该物下调 Bcl一2 

基因蛋白表达的功效，探讨 LAMS x,L~L癌细胞化疗药的增 

敏作用。报道如下。 

1 材料与方法 

1．1 LAMS 

由本室参照文献[ 从海带提取制备，多糖含最 30％。 

使用时用生理盐水稀释成 40,ug／ml(使 435一S、MCF一7细 

胞 IC50的平均浓度)，0．22p．1孑L径滤器过滤。 

1．2 化疗药物 

氟脲 嘧 啶 (5一Fu)、氨 甲喋 啶 (MTX)、雏 裂霉 素 

(MMC)、阿霉素(ADM)、环磷酰胺(( x)分别由上海旭东海 

普药业有限公司、上海华跃制药有限公司、Kyowa Hakko Ko— 

gyo Co．Ltd、浙江海正药业有限公司、上海华联制药有限公 

司出品。使用时用生理盐水稀释至 5倍血液药峰浓度：5一 

Fu 250p．g／ml M TX 40t~g／ml MM C 10,ug／ml，ADM 4p．g／ml， 

( X 100yg／ml。 

1．3 实验细胞 

仍̂ A—MB～435S细胞、MCF一7细胞 由本室常规培 

养。实验时用含 10％新生牛血清的 RPMI一1640培养液将 

细胞浓度凋成 1×10 ／ml。 

1．4 LAMS对乳癌细胞 Bcl一2基因蛋 白的影响 

取对数生长期实验细胞以每孑L 1000／21置内放盖玻片的 

24孑L培养板，一式三份。5％co：、37℃培养 24h，实验孑L分 

别加 15tA、30p．1、45p．1 LAMS液。继续培养 24h，取出盖玻片， 

按 Bcl一2免疫组化试剂盒操作说明书进行染色、固定。 

结果判断 放大 400倍视野下，按乳癌细胞胞浆中棕黄 

色颗粒或不规则块状物数量及颜色深度分为强阳性(+++)、 
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阳性(++)、弱阳性(+)及阴性(一)，分别计数为 3、2、1及 

0分，求积分指数(积分指数 =阳性细胞百分率 ×强度计 

分)。 

1．5 LAMS对乳癌细胞增殖抑制试验 

取对数生长期实验细胞以每孑L 200／A接种于 96培养 

板，一式三份。37℃、培养 24h。实验孑L每孑L分别加 LAMS 

液3tA、6tA、9,ul、12td，对照孑L加 6tA生理盐水继续培养 24h， 

加5mg／ml MTT液 20p．1，再培养 4h，吸弃上清液 20p．1，加 

DMSO200tA，震荡 5rain，用酶标仪 (波长 600rim)测定光密 

度。 

1．6 LAMS对化疗药物治疗乳癌 It5 剂量的影响 

分别取对数生长期实验细胞以每孑L 200p．1接种于 96培 

养板，一式三份。37℃、培养 24h。LAMS xCN~L每孔分别 

加 L?dVIS液 3tA、6tA。化疗药物xCN4L每孑L分别加化疗药物 

1．25p．1、2．5tA、5tA、10肛l、15tA、20tA。试验孑L为上述化疗药剂 

量再加LAMS 3ul，6tA两组。继续培养24h，加5H1g／mlMTT 

液20p．1，再培养4h，吸弃上清液 200p．1，加 I)MSO 200p．1；震荡 

5rain，用酶标仪(波长 600ran)~1]定光密度： 

1。7 统计 学处理 

数据以均数 ±标准差( ±S)或均数( )表示，数据间比 

较用 t检验。P<0．05为差异显著。 

2 结 果 

2．1 LAMS对乳癌细胞 Bcl一2基因蛋白的影响见表 1，由 

表可见随着 LAMS浓度增加，Bcl一2基因蛋白表达降低 

表 1 LAMS对乳癌细胞 Bcl一2基因蛋白的 

影响(积分指数，j± ，”：3) 

与对照孑L比较 P<0．05；一 与对照孑L比较 P<0．01 

2，2 LhJ~IS对乳癌细胞增殖抑制效果见表 2，从表可见 9,ul 

以上以及 12tAL LAMS分别对 MCF一7、MDA—MB一435S 
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乳癌细胞有抑制作用。 

2．3 LAMS对化疗药物治疗乳癌细胞 I o的影响见表 3，从 

表可知LAMS能降低化疗药物治疗乳癌细胞的 I 0，降低的 

程度与 LAMS浓度成正比。尤其对 5 Fu、MTX作用显著： 

表2 LAMS对乳癌细胞增殖抑制效果( ± ， =3) 

MCF 7 御̂)A—MB一435S 

与对照比较 P<0．05， 一与对照比较 P<0．叭 

3 讨 论 

由Bcl一2基因蛋白介导的耐药性与药物积累有关的 

MDRl基因表达无关，它是通过抑制 Caspase激酶的联级活 

化和 PAR降解及其它凋亡特性导致肿瘤细胞对 PCD耐受， 

从而使其耐受化疗药物。应用某种药物使 PCD抑制蛋白表 

达降低，同时以远低于常用剂量的化疗药杀伤肿瘤细胞。是 

提高肿瘤化疗效果的又一新途径l3j。 

近年发观 LAMS具有多种生物功能，是良好的免疫激 

活剂_4 J，能抑制硷性性成纤维细胞生长因子附着及其依赖性 

细胞增殖和抗某些肿瘤的作用 。作者以不致使乳癌细胞 

增殖抑制剂量的 LAMS进行实验，结果表明 LAMS可下调 

乳癌细胞Bcl一2蛋白的表达，并可降低5一Fu、MTX、MMC、 

ADM、CTX的有效治疗剂量，尤其对 5 Fu、MTX作用显 

著，这与文献 报道降低 Bcl一2基因蛋白表达尤其可增强 

肿瘤细胞对细胞毒化疗药物敏感性相符。 
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