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顺铂、5-氟尿嘧啶对人宫颈肿瘤细胞 (Hela细胞)的相互作用 
彭 勤 ，彭 惠 ，骆云鹏 ，汤为学 

(I．重庆医科大学临床学院妇产科；2．重庆医科大学临床学院眼科；3．重庆医科大学病理生理学教研室 重吠 400016) 

【摘 要】目的：观察顾钿、5-氟屎啼啶及甲氨喋峥在件外对人宫颈肿瘸细胞 (nela．~l胞)的f}删 。并观察颤铀、5-氟尿嘧啶 

配伍对Hela~胞的丰H互件Hj。方法：采用MrT测定法观察顺铂、5·氟屎啼啶及甲氨喋呤单用及台J=lj对Hel蜘 胞的影响，流式细 

胞仪观察捌l ：披细胞周期的变化。并利用中效原理判定顺铂和5·氟屎嘴啶台硝的效果。结果：顺铀和5-氟屎嘧啶 独戍 时随 

着药物剂量增加．其抑制作J_}{也增加，两药大剂量 (大丁【I_效剂量)合用时可产生寸吉抗佧fIj(cI)I)，小剂量 (小丁中效剂 

量)台用时 产生协同佧用 (CI<I)。甲氨喋岭在本实验条件下宋见硝最抑痛怍坩。结论：顺铂和5-氟埭嘧碇台用小嗣量产 

生协同作用．大剂量产生拮抗作用。 
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The mutuaI effed of cisplatin and 5-fluorouracil On Hela cellline 

PENG Qing,et al 

(Department of Obstetrics and Gynecology，College of Clinical Medicine， 

ChongqingMedical University，400016) 

【Abstract】 Objective：To study the ability of cisplatin，5-fluorouracil and methotrexatum on inhibiting the 

proliferation of HeLa cellline．And to evalua把 the killing mutua1 effects of PDD and 5-Fu on Hela eell1ine． 

Methotis：To obsegve the effect of individua1 and associated drugs on HeLB cells the methy1 thiazolyl tetrazolium 

(MTT)assay wa．s used．The changes of cell pexind and the apoptosis were observed with flow cytometer(FCM) 

andthemedian-effect principle was also ed．Results Killing effects oftheindividua1 drugswgre eI1hanced as 

drug concentration increased．We also observed that the interaction of drugs was at bigher conccntratioIl(CI>1)， 

synergism at lower concentration(Ct<1)．but methotrexatum had no obvious effect on HeLa cells in this 

experimental coridition．Conclusion：The higher concentration with combination was observed in antagonism ．the 

lower conc entration in syne sln． 

【Key words】Hela cells：Anticancer drug：Combination index 

虽然某些了宫颈癌患者 适合化疗，但化疗在 

治疗予宫颈癌复发、转移时确有一定疗效，联合化 

疗对予宫颈癌复发者的有效率为21％~66％，中位 

有效率为45％。顺铂作为最有效的药物．常与其它 

药 物 联 合 使 用 。我 们 观 察在 体 外 应 用 顺 铂 

(Cisplatin，PDD)，5-氟尿嘧啶 (5-fluorouracil， 

5-Fu)和 甲氨喋呤 (methotrexatum MTX)三种化 

疗药物对人宫颈肿瘤细胞 (Hela细胞)的作用，用 

Chou-Talalay含用指数法 (即中效原理 ) 定理分析 

前2种药物之间相互作用的效果。 

1 材料和方法 

作●舟蝈l彭 勤 (1954- )．粥． 谐跃师，嘲士 

1．I 材料 

Hela细胞株：山重庆医科大学病毒性肝炎研究所赠送。 

培养基RPMI．1640(美GIBCO)，经火活新生小牛血清 (杭 

州四乖消生物 】 程材料有限公司)，青霉索 (10玎u／L)． 

链霉素 (0．I ge1)，网甲罐偶氯唑盐 (M丌 ，Fluka)．用pH 

= 7．4的PBS配成5mg／ml的溶iIIc，除苗待f{j。二 甲摹 旺飘 

(DMSO．苏州正 化 I 研究所，分析纯 )％4L培养扳 

(美，Coming)，微量振荡器 (WZ·ZA型．北京海淀电子 

医疗仪器J。)，自动酶标读数仅 (E2500型，美Bio-Rad)． 

细胞培养恒温箱 (}'{奉池本理化 I：业株式会社)．超净 作 

台 (苏州挣化设稀J )。抗痛药物：顺铂 (Cispl=in， 

PDD)．5-氟屎嘧啶 (5-fluorottracil．5-Fu)，甲氨喋峥 

(methotrexatum MTX) 。 

I．2 方法 

I．2．1 用m 法检测药物作朋 Hd嘶I胞经o．25％N蒜消化 

传代、扩增，制成5 x io"／ml细胞强液，接种于％彳L培养扳巾 
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(200 Ihf1．)。实验包括试剂埘照．肿瘤细胞阴性对照及币 

同抗痛药物组。将3种单药的5个不同浓度分别加在96~f1．扳 

内，每孔加药量20̈ l。每种剂量6个平行孔．PDD药物浓度 

(终浓度)为2．5，5．1O，7．O．4op m1，5-Fu为2s．5O． 

IO0．200．40O 喜，ml，MTX为2、5，5，l0，20．加u马，ml。 

两药台肘 (PDD+~；Fu，PDD+MTX．5Fu+MTX)聚硝两药台 

用比例为I I的方案，每孔加总药量仍为20 I(每种单药剂 

量浓缩I倍善加L0 1)．置1：37"C，饱和湿度．禽 m 培 

养精内培养6胁后．200 -m静 10mln．弃 清，每孔加入 

200 I无血ii苛的RPMI·1610搜如 IMTT。继续培养4h．再离 

心弃 清后．每孔加DMSO2~ 1，微量振蒲器振荡5m|n． 

自动酶标读数仪比色 (波长6~llm)。测出光密度0D 并计 

算药物对Hela~t胞的抑制率，存活率：HeLa细胞存活率车执 

癌药物组光高度值／细胞对照组光密度值×loo％ 抑制率= 

lO口％一存活率。 

I．Z2 瀛式细胞仪检查 先制成2×i l，mI细胞赫液，设肿瘤 

细胞阴性对照和Plil~(5 咖 I)、5-Fu(50 m1)及PDD 

+$-Fu (5+如 咖 I)作用4胁的实验组。消化后．J{_IPBS艘 

洗两次．轻轻打匀细胞。j}j75％酒精 (I～2m1)嘲定．行流 

式细胞仪分析 

I．3 结不判定 

用测得的光密度OD值进幸 抑制率计算。根据中效方程 

式 m D ，进行『f]效作图 伽恤_fu，x爿帔D．y=ltX+ 

b(fa为敢应，flI为I．血．D为药物浓度，m为斜爿《)，计算m 

PDD和5一FiJ两种抗癌药物单用及台Hj时各自的巾效剂量f 

I。 F- m，b=y_科)，然后 算m两药台州时l0％～90％并 

种效应的台坩指数(Cl1，cH D)一／(Dx)I+(D Dxk+a(D)，【Dk， 

{9x1一(Dx ，DI， 为台埘时产生x效虑时两药备自所需浓 

度，(D 、(Dx 为两药单独使用时产生x效戍时两药各自浓 

度。a=l为两种相互 }排斥性药物，a卸为两种相互排斥怿 

药物；Cl<l协同，CI=I相加，CI>I拈抗I 。 

1,4 统计学方法 

每份标本平行测定6孔，求其半均值(j± )，粟埘SAS软 

件 差分析-q检验，每个药物试验组与阴性对照组比较。 

2 结 果 

2，l MTX、5．Fu和 PDD单用及合用对HeLa~胞的 

影响 ’ 

MTX备实验组经统计学分析与对照组无明显差 

别，因此PDD+MTX，5Fu+MTX合用无明显意义 

5·Fu、PDD及PDD+5一Fu药物组．随药物浓度的增 

加 ，存 活率逐渐降低 ，抑制率逐渐增加 (见表 

1) 。 

2．2 流式细胞仪分析 

流式细胞仪观嚓肿瘤细胞阴性对照和PDD(5 

衰1 M'FI"法测定5．Fu和PDD单用硬台用 

对Hel郴 胞的髟响 (n ．i± ) 

‘与对照组比较， P<0．05 

g／m1)、5-Fu(50 g／m1)发 PDD+5·Fu (5+50 

m1)作用48h四个实验组细胞周期的变化，PDD及 

PDD+5一Fu组使细胞滞留于G~-GI期，5一Fu使细胞主 

要滞留于s期，此三个药物组均可见捌亡峰，见表 

2．图l～4。 

2．3 PDD~5．Fu相互作用分析 

两种抗癌药物单用及两药合用时随着药物浓度 

增加其抑制作用也增加，见表l，据此表算得的x、 

Y输入sAs直线l u] ．相关分析程序，注意取log， 

并把药物浓度单位换算成umo1]L可直接求得直线的 

a、 b、 r， 5-Fu： Y=-0 793± 0．388x， ，96l： 

PDD：Y一0．22 1+0．727x， ，= ．960： 5一Fu+PDD：Y=．0． 

694+0．459x，r=0．986。另可求出中效浓度5．Fu为 

I4．430 g／ml， PDD：为 O．604 ml，PDD+5·Fu为 

l3．913~g／ml(其中PDD0．552~g／ml，5-Fu13．361 ug 

Jm1)。进而计算出两药台用时在小同抑制率时各自 

所需药物浓度之间相互作用是协同，相加，拈抗(见 

图5) 
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48h对HcLaW胞周期的变化 
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图1 肿瘤细胞阳性对照的流式细胞仪分析围 
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图2 PDD(5 咖 l胙  

使细胞滞留于C,o-G~期 

图3 5-Fu(50p m1)作用HeLa~胞48h的 

流式细胞仪围，细胞主要滞留于s期 

图 

RM  

图4 PDD+5-Fu(5+50 ~Jmi)作用HeL,q Mt4Sh 

的漉式细胞慢图，使细胞{鼙譬-~C,o-GJ期 

0  
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如 
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图5 5-Fu与PDD~m用时的抑制作用与合用指数的关系 

3 讨 论 

动脉灌注，以铂类化合物为基础的联合化疗为 

复发宫颈肿瘤患者提供了新的治疗希望 。联合化 

疗的目的是提高疗效，降低用药剂晕，减少毒副反 

应尤其是对骨髓 的抑制作用；通过多渠道 、多途 

径、多环节抗肿瘤提高疗效。避免产生抗癌药性； 

消除肿瘤细胞异质性和多重抗药异质性对化疗带来 

的小利影响；增加具有杀伤作用的细胞剧期的时相 

广度和深度，即对处于细胞剧期的多种时相细胞。 

均能有较强的杀伤作用一 。 

联合用药是肿瘤化疗的基_奉原则之一，且合用 

种数有增多的趋势。如何定量分析符成分之间的协 

同，相加或拈抗作用是人们多年撵索的课题。目前 

多采用的Chou．1 alay合用指数法(~-IJ中效原理)国外 

已广泛应用，国内也有报道 。此试验 的PDD及5· 

Fu这两种抗癌药物单用时在体外对Hela细胞的抑制 

作用均较好，并随着药物剂量的增加。抑制作用增 

强。因此选为合用药，两药合用。用此中教原理分 

析。它们的中效浓度及各 自用景均比单用中效浓度 

要小得多，这充分说明联合用药优点j 需小剂景而 

达到高效，使药物 良反应减少。MTX在此研究条 

件下对Hela细胞无明显抑制作用，可能与MTX需体 

内活化有关，机理有待进一步探讨。流式细胞仪分 

折PDD及PDD+5-Fu组使细胞滞留于GO-Gl期，5-Fu 

组使细胞主要滞 留于S期，从而抑制细胞增生，产 

生其细胞毒作用。出现捌亡峰。 

鉴于患者的个体差_异及宫颈肿瘤复发，转移后 

对化疗的敏感性的问题 。在化疗前行抗癌药物敏感 

性测试，以了解患者体外试验单药及联合用药情 

况，计算出中效浓度，定罱分析符抗癌药物之间的 

(下转第50页) 
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ml，术中驶术后病理证实为海绵状血管瘤。表 明 

sTNFR-l检测可用于PHC的病程分期和中晚期肝癌 

的辅助诊断．但对早期诊断价值 大。TNF在PHC 

的阳性率与sTNFR-I无差别 ，且与病期 、门脉癌 

栓、AFP无关。我们认为，作为PHC肿瘤标志物， 

检 UsTNFR-I意义大于TNF。 

恶性肿瘤患者体内sTNFR)'[高的机制及意义尚 

不完全清楚。有报道TNF是最强有力的sTNFR促释 

放剂，但奉研究中PHC血浆TNF、sTNFR-l无显著相 

关性，可能与影响sTNFR的因素较多有关。PHC常 

伴有严重的肝硬变背景，多数患者存在门脉高压 

症，此时由于 胃肠道黏膜屏障功能降低 、门体分 

流、肝脏网状 内皮细胞受损，血中内毒素含景增 

高，而内毒素是sTNFR产生的又一强烈促进剂，这 

可能是肝硬变患者s'INFR—l也显著增高的一个原 

因。鉴于多种肿瘤细胞表达有大最的TNFR，且肿 

瘤细胞较正常细胞更易于脱落其表面蛋白，有人认 

为，恶性肿瘤患者体内 高水平sTNFR除由机体免疫 

细胞受肿瘤抗原刺激产生外，至少有一部分为肿瘤 

细胞本身所释放，这可能是肿瘤细胞逃避内源’性 

TNF攻击的一个机制，sTNFR的产生直接导致肿瘤 

细胞膜TNFR数 日减少而降低对TNF毒性的敏感 

性，并抑$~TNF的多种抗肿瘤活性。此观点最近已 

得到证实 。由于sTNFR参与了肿瘤病人的免疫机 

能下降，闻此，高sTNFR常提示 良的预后 。奉 

研究表明，随着PHC的进展，相对于sTNFR—I，TNF 

更加小足，困此导致患者的免疫功能进一步恶化， 

经有效治疗后sTNFR—l显著下降，提示有效治疗后 

PHC患者的免疫功能有一定程度的改善，与文献报 

道一致 。另外 ，高sTNFR—I与血清白蛋白早负相 

关，与其他临床生化指标无关，可能也是sTNFR-l 

能独立提示预后的原因之一 。总之，检测sTNFR-l 

对于了解PHC机体免疫状态、监测治疗、判断复发 

及预后有重要意义。如何阻J 机体免疫细胞及肿瘤 

细胞释放sTNFR以加强免疫细胞活性和肿瘤细胞对 

TNF敏感性有待进一步研究。 
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协同，相加，拮抗作用，为临床抗癌药物的选择发 

联合应用时剂景的选择提供参考。在化疗的前后， 

同时辅助放疗，以增强疗效，延长患者的生命 。 
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