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奥沙利铂对 K562细胞体外生长的影响 

陈 姝 ，汤为学 ，娄世锋 

(1．重庆医科大学第二临床学院血液科，重庆 400010；2．重庆医科大学病理生理教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：观察奥沙利铂对人白血病K562细胞的作用。方法：检测奥沙利铂对K562细胞作用的时间效应和剂量效应， 

在电镜下观察奥沙利铂作用后细胞形态变化；用流式细胞仪分析细胞周期的改变。结果：随着作用时间及药物浓度的增加， 

奥沙利铂对 K562细胞的增殖抑制作用就越明显。0．O16mmol／L奥沙利铂作用 72h，K562细胞生长抑制率达 85％，形态学及 

流式细胞仪分析显示G2 期阻滞和细胞凋亡。结论：奥沙利铂诱发的人白血病细胞的凋亡与细胞分裂期阻滞密切相关。 
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Growth。——inhibiting effects of oxaliplatin on K562 cells in vitro 

CHEN Shu．et al 

(Department ofHematology，the Second College of Clinical Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the effects of oxaliplatin on human leukemia K562 cell and its mechanism．Methods：The 

leukemia cell growth was measured by MTT—microculture tetrazolium assay．Cell—cycle kinetics and apoptosis were analyzed by flow 

cytometry and microscopic examination．Results：Oxaliplatin inhibited the leukemia cell growth in concentration— and time—depen— 

dent manners．Marked ceils accumulated in G2／M  phase．The rate of cell growt h inhibition was 85％ after intervention in 0．016 

mmol／L oxaliplatin for 72 hours．The ceils showed 62／M arrest and apoptosis．Conclusion：Oxaliplatin suppresses the growth of K562 

ceils in vitm by causing cell—cycle arrest，and cell apoptosis．The mec-h
．

anisms of oxaliplatin provide theoretical guidance for clinical 

treatm ent． 
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奥沙利~(](oxaliplatin)是第三代铂类化合物，抗 

瘤谱与顺铂不同，相互间无交叉耐药性。近年来临 

床前体内外试验证实了奥沙利铂对多种人类肿瘤具 

有抗瘤活性，特别是对部分原发性或获得性顺铂耐 

药肿瘤有效。目前大多数临床研究表明，奥沙利铂 

对晚期大肠癌、卵巢癌有较好疗效；对非小细胞肺 

癌、头颈部肿瘤也有效ll叫j。该药无明显肾毒性， 

耳毒性极微，血液学毒性较轻【5’6』。但有关奥沙利 

铂对人白血病的作用及其机制的研究，国内报道甚 

少。本实验通过观察奥沙利铂对人白血病 K562细 

胞的作用，探讨其抗癌作用的机理。 

1 材料与方法 

作者介绍 ：陈 ~ (1965一 )，女，讲师， 

主要研 究方向：白血病与淋 巴瘤。 

1．1 药物 

奥沙利铂由江苏恒瑞医药有限公司提供，分子量为 

397．29。使用时用 0．9％氯化钠注射液稀释至所需的药物 

浓度。 

1．2 细胞 

K562细胞株由重庆医科大学病理生理教研室提供。用 

含 10％小牛血清的 RPMI 1640(Gibeo，美 国)培养液，在 

37℃，5％c02条件下培养。 

1．3 MTT试验 [ ] 

取对数生长期 K562细胞(5×10 ／m1)，接种于 96孔板 

内，200ta／~L。每孔加入奥沙利铂 20ta,使终浓度分别为0．004、 

0．008、0．016、0．032、0．064mmol／L。每种浓度设 8个平行 

孔。另设阴性对照组。37℃、5％coe分别培养 24h 48h、 

72h，离心，弃上清，加无血清 RPMI 1640 200th及 5m_g／ml 

Mr丌 (Fluka)20t~l，继续培养 4h后 ，离心，吸去上清，加入 

DM．~E00t,I／孑L，振荡 5min后，用 自动酶标读数仪 (Bio— 

Rad2550型，美国)，波长570nm，测定A值。 

根据下列公式计算奥沙利铂对 K562细胞的抑制率。 
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． 抑制率一 而  

1．4 流式细胞仪分析 

根据M1vr试验结果，计算出奥沙利铂的中效浓度为 

0．O02mmol／L。取对数生长期 K562细胞分别加入两个 

100ml培养瓶中，使每瓶细胞数为 5×10 ／10ml，1瓶为阴性 

对照，另 1瓶加入奥沙利铂后最终浓度为 1／2中效浓度，即 

0．001mmol／L，培养 72h。收集细胞，PBS洗涤 2次，70％冰 

乙醇固定，碘化丙啶(PI)染色 30min。用 FACS Calibur流式 

细胞仪(B．D，美国)作流式细胞分析，汞激发波长为488nm， 

并用 Modfit LT2．0软件分析细胞周期分布。 

1．5 电镜观察 

取对数生长期 K562细胞分别加入 2个 100ml培养瓶 

中，使每瓶细胞数为5×10 ／10ml。1瓶为阴性对照，另 1瓶 

加入奥沙利铂后最终浓度为 0．001mmol／L，培养 72h，收集 

细胞，PBS洗涤2次。2．5％戊二醛固定 2--4h后用 PBS洗 

涤2次，继用 2％四氧化锇固定，脱水、包埋、切片，染色按常 

规处理，透射电镜观察摄片。 

2 结 果 

2．1 m 测定 结果 

表 1 不同浓度奥沙利铂作用 

不同时间对 K562细胞抑制率的影响 

从表 1可以看出，随着作用时间及药物浓度的 

增加，奥沙利铂对 K562细胞的抑制作用就越明显。 

根据中效原理l 8l方程式 fa／fu=(D／Dm)m，两边取对 

数后 logfa／fu=mlogD—mlogDm，设 b=m．a 7-----一 

mlogDm，Y=logfa／fu，X=logD，Y=bX—a，其中 fa 

为药物作用效应，即抑制率；fu=1一fa，D为药物浓 

度，ITI为斜率，Dm为中效浓度，即0．5效应时的药物 

浓度。计算出奥沙利铂作用 72h的中效浓度 Dm为 

0．002mmol／L。 

2．2 细胞周期分布 

表 2 奥沙利铂处理 K562细胞 72h的DNA含量分析(％) 

峰(Sub／G1)表示 DNA降解，又称细胞凋亡峰，在 

72h，Sub／G1期细胞占5．12％(见图 1、图2)。 

图 1 K562细胞流式细胞分析(未用奥沙利铂处理) 

I 

J 
J-，一 

图2 K562细胞流式细胞分析(0．O16mmol／L奥沙利铂处 

理 72h) 

图 3 未经奥沙利铂处理的K562细胞(×8000) 
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2．3 电镜观察结果 

电镜观察显示未经处理的 K562细胞呈幼稚状 

态，核大、圆，胞质内有大量的核蛋白体，其它的细胞 

器(线粒体、内质网等)较少。见图 3。奥沙利铂作 

用后细胞核物质固缩，碎裂成多块，胞质电子密度较 

高，有大小不等的空泡形成，此为凋亡细胞。见图 

4。 

3 讨 论 

同顺铂相似，奥沙利铂的主要作用机制是通过 

DNA一复合体的形成来介导的。当铂化合物进人 

细胞时，所形成的链内复合体能阻止 DNA复制和 

转录，引起细胞毒损伤。另外，链内交叉联结复合体 

和DNA一蛋白质交叉联结复合体也能引起细胞损 

伤。由于奥沙利铂复合体和顺铂复合体在靶分子和 

作用机制方面有一些重要区别，从而导致不同的抗 

瘤谱。与顺铂相 比，奥沙利铂能更有效抑制 DNA 

合成，具有更强的细胞毒作用。因此奥沙利铂能够 

诱发DNA一级和次级损伤，引起人类肿瘤细胞凋 

亡 [9l。 

本实验表明，奥沙利铂对人白血病 K562细胞 

生长有明显的抑制作用，并有时间和剂量依赖关系， 

其作用机制主要表现在 G2／M期阻滞和一定数量的 

细胞凋亡。这使奥沙利铂应用于血液肿瘤治疗具有 

理论依据，并可指导该药的联合应用。例如处于分 

裂期细胞比其他期细胞对化疗更为敏感，因此使用 

奥沙利铂联合治疗可使患者获得更好的治疗效果。 

在化疗前进行体外抗癌药物敏感性测试，通过 

中效方程式，计算出中效浓度，定量分析抗癌药物单 

用时的最佳剂量以及合用时药物之间的协同、相加 

或拮抗作用，可以为临床抗癌药物联合应用方案的 

设计提供参考，从而为个体的白血病患者筛选出比 

较敏感的联合用药方案，达到增加疗效，减少不良反 

应的目的。 

传统的金属铂类化合物抗肿瘤药，如顺铂进人 

人体后多积聚于肝、肾、膀胱，造成明显肾损害，血液 

非蛋白氮升高及胃肠道反应等毒性，从而限制了临 

床使用剂量的提高。因此，奥沙利铂的问世，扩大了 

铂类化合物抗肿瘤药的应用范围，单一或联合治疗 

多种类型肿瘤已显示出良好的应用前景。奥沙利铂 

单药使用引起骨髓抑制少见。Extra等[10]进行了大 

规模 工期临床研究，44例进展期大肠癌病人共实施 

了116周期奥沙利铂化疗，大多数病人以前接受过 

化疗。结果表明，血液系统毒性中等，血小板减少与 

药剂量密切相关。当奥沙利铂<90rag／m 时，无血 

小板下降，接受 135～150rag／m2者发生率为 13％， 

175～200mg／m2者 28．5％，血小板下降程度低于 

WHO制定的 Ⅱ度血小板毒性标准。与血小板相 

似，中性粒细胞下降程度为 工、Ⅱ度，红细胞数变化 

不明显。Levi等【 J和de Gramont等[ ]观察了应用 

奥沙利铂和5一FU、亚叶酸(FA)联合化疗的血液系 

统毒性，Ⅲ、Ⅳ度血液毒性发生率 39％，症状容易控 

制，其余为轻度骨髓抑制。进一步临床观察表明，血 

液系统毒性主要是由5一FU引起，随 5一FU剂量 

增加血液毒性呈正相关，因此可以通过降低 5一FU 

剂量减少血液系统毒性的发生。 

目前大多数奥沙利铂临床试验仍集中于结直肠 

癌，特别是与 5一氟尿嘧啶(5一FU)／四氢叶酸(FA) 

联合治疗初治和对 5一FU／FA耐药的晚期结直肠 

癌患者显示满意的临床疗效。但对其他类型肿瘤包 

括白血病、淋巴瘤的临床疗效及基础研究的资料还 

很少，有待于进一步深入研究。 
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到 30％，并且 pIRES2一EGFP空载体和重组载体 

pIRES2一BMP，一EGFP二者的转染效率上没有明 

显的差异 ，该实验 重复了 3次，结果均一致。(图 

4a、4b、4c) 

2．4 plRES2一BMP2一EGFP重组体在 293一T细 

胞中mRNA的表达水平(图5) 

RT—PCR结果显示，转染 pIRES2一BMP2一 

EGFP质粒的 293一T细胞 中 BMP2 mRNA表达水 

平远高于相应转染 plRES2一EGFP空载质粒组和 

未转染任何质粒组(图5)。 

3 讨 论 

质粒 pIRES—EGFP为双顺反子真核表达载 

体，在其多克隆位点和EGFP编码区基因之间设计 

有核糖体进入位点(IRES)，此位点引导真核细胞 

mRNA40S亚 基 的募 集，用 于 转 录 后 修 饰 的 

SV40mRNA早期 PolyA信号肽与 EGFP相隔约 

150个碱基，确保克隆人多克隆位点的外源基因与 

EGFP编码基因共同转录；而翻译出来的 EGFP与 

目的蛋白各具独立的空间结构和生理活性，而不是 

融合蛋白。所以，IRE S作为一种生物技术工具，在 

基因治疗中的直接作用就是从一条多顺反子 mR— 

NA翻译几个目的蛋白_3 J，并允许两个 目的基因同 

时并且同水平表达_2 J。同时，从本实验结果可以看 

出，IRE S载体上携带上目的基因并不影响载体的转 

染效率。 

骨形态发生蛋白(Bone Morphogenetic Protein， 

B )属于转化生长因子 超家族，它能在非骨组织 

中诱导新骨形成，其中BMP2被认为是活性最强的 

诱导成骨因子_4 J。但是由于 目前得到足够、有活性 

的BMP2蛋白仍有难度，并且全身应用BMP蛋白可 
客 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒 客 盒 盒 盒 盒 盒 盒 盒  
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能对身体其他器官产生副作用或诱发免疫反应。解 

决的方法可以选择局部基因治疗，直接将携带有 

BMP，基因的表达载体导人身体特定的部位，使其 

在局部表达有活性的蛋白而发挥治疗作用，所以，如 

何选择一个易于检测且不影响目的基因表达的载体 

就显得尤为重要。 

本实验构建了plRE S2一BMP2一EGFP真核表 

达载体，并利用 GFP作为标记基因，从而可以实时 

监测 BMP基因在体内的表达和蛋白定位，为进一 

步研究 BMP2在体内的定位及与其它细胞因子的相 

互作用提供一个有用的工具载体。 
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