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　　提　要　目的: 探讨诱导分化剂联合细胞毒药物对胃癌细胞的作用效能 ,寻找治疗胃癌的新途径。方法:

应用全反式维甲酸 ( AT RA)、α-干扰素 (α-IFN )和 5-Fu,分别以单用、两两双用和联用对胃癌细胞系 SGC-7901

细胞作用 ,用 M TT法、流式细胞术、图像分析和 CEA测定等方法观察细胞的形态和功能变化。结果: ①随着

单用、双用和联用对胃癌细胞的抑制率逐渐升高 ,平皿克隆形成率逐渐下降 ,细胞周期示 G0 /G1期细胞相对

积聚 , DNA合成受抑制。②癌细胞恶性表型逐渐消失 ,成熟细胞特征逐渐增多 ,培养液 CEA滴度逐渐下降。

③药物作用后细胞凋谢现象明显 ,可见大量凋谢小体。结论: 3种药物联合使用时可对胃癌细胞产生显著的抑

制增殖、诱导分化和促凋谢作用。联合细胞毒诱导分化对胃癌细胞有明显的抗肿瘤作用。

　　关键词　全反式维甲酸 ;α-干扰素 ;联合细胞毒诱导分化 ;胃癌

　　中图法分类号　 R735. 2

　 　随着维甲类 ( Retinoids)药物在治疗白血病中取

得显著疗效 ,肿瘤的诱导分化治疗 ( Induction dif feren-

tiation therapy, IDT)这一新概念被提了出来 [1 ]。继而

美国 W axm an教授联合应用诱导分化剂和细胞毒药

物对白血病细胞进行作用 ,产生了显著抗癌效应 ,于是

即提出了联合细胞毒诱导分化治疗 ( Com bina tion cy-

to toxic-di fferentia tion therapy , CCDT )的新概念
[2 ]

。

本研究应用诱导分化剂全反式维甲酸 ( AT RA)、细胞

毒药物 5-Fu和生物调节剂α-干扰素 ,在实体瘤领域对

胃癌细胞株 SGC-7901进行作用 ,以探索这一联合作

用的抗肿瘤效应。

1　材料与方法

1. 1　药物及剂量
　　主要试剂为全反式维甲酸 ( Sigma公司 ) ,用无水酒精溶

解 ,乙醇终浓度为 0. 1% ～ 0. 2% 。α-干扰素 (军事医学科学院提

供 )于临用前用 RPM I 1640培养液溶解稀释备用。5-Fu(上海第

十二制药厂产品 )。噻唑氮蓝 ( M T T ) (瑞士 FLUKA公司产

品 )。试验分组并确定药物浓度如下: ① ATRA( 106 mo l / L) ;

② 5-Fu( 2. 5μg /ml);③ α-IFN ( 2000 IU /ml) ;④ ATRA+ 5-Fu;

⑤ 5-Fu+ α-IFN ;⑥ AT RA+ α-IFN; ⑦ ATRA+ α-IFN+ 5-Fu。

1. 2　细胞及培养
　 　体外培养 SGC-7901人胃中分化转移腺癌细胞株 ,采用

RPM I 1640培养基加入 10%小牛血清和适量抗生素 ,于 37℃、

5% CO2恒温箱内饱和湿度培养。癌细胞贴壁生长 ,裸鼠接种成

瘤率 100% 。

1. 3　体外培养 SGC-7901细胞观测指标

　　 ① M T T法测定细胞增殖能力: 参照 M osman方法 [2]并加

以改进。在加药培养至 66 h时 ;向各孔加入 M TT应用液 10 μl

( 5 mg /ml) , 37℃孵育 6 h ,再加入十二烷基硫酸钠 ( SDS Sigma

产品 ) ,充分溶解后用 BIO-TEKEL312酶标仪测定 570 nm波长

处各孔吸光值。②软琼脂集落形成: 采用鄂征的方法 [4]。③流式

细胞术: 应用 FACS sta r plus型流式细胞仪进行检测 ,采用

Ba rlogie的细胞周期分析法 ,细胞增殖指数 ( Pro liferation in-

dex , PI )按下列方式计算: P I= [ ( S+ G2 M ) /( G0 / G1+ S+

G2 M ) ]× 100% 。④形态学观察:光镜、电镜观察 ,并应用 IA-1型

图像分析 仪进行自动扫 描测量 , 求出核浆面积比 值。

⑤ CE A-EIA(单克隆抗体 )测定: 试剂盒由军科院提供。

2　结果

2. 1　 AT RA、 5-Fu和 α-IFN单用、双用和联用对

SGC-7901细胞增殖能力的影响

2. 1. 1　 3药单用、双用和联用时对 SGC-7901细胞株的增殖抑

制作用不同。各组作用 3 d和 6 d后自身对比抑制率差异显著

( P < 0. 01) , 3种药物单用、双用和联用时其抑制率呈梯形上升 ,

三种用法间抑制率相比较差异显著 ( P < 0. 01) ,见图 1。

2. 1. 2　分组作用后平皿克隆形成率。随单用、双用和联用呈梯

形下降 ,见图 2。

2. 1. 3　 SGC-7901细胞经分组作用后可见有明显 G0 /G1期积

聚 ,而 S、 G2 M期相对减少。单用时 5-Fu可使 S期细胞相对增

高 ,而 G0 /G1期细胞基本与对照组相似 , ATRA和 α-IFN作用

后 G0 /G1期积聚现象明显 ,与对照组比较差异显著 ( P <

0. 05)。双用和联用时 G0 /G1期积聚更为明显 ,与 1、 3组相比较
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差异显著。增殖指数的变化随单用、双用和联用而呈逐渐下降 趋势 ,见表 1。

图 1　各药物组细胞抑制率

Fig 1　 Ef fects of diff erent treatment ( medicine ) on the

cytostat ic rate of SGC-7901 cell line

** : P < 0. 01vs 3 days a fter;++ : P < 0. 01vs 1, 2,

3 g roups; ## : P < 0. 01v s 4, 5, 6 g roups

图 2　各药物组平皿克隆形成率

Fig 2　 Ef fect of dif f erent medicicine on the plating

ef f iciency of SGC-7901 cell line

** : P < 0. 01 v s contr ol;++ : P < 0. 01 vs 1, 2, 3

g roup;## : P < 0. 01 v s 4, 5, 6 g roup

表 1　药物作用 3 d后各组细胞周期及增殖指数的变化 (% ,x-± s)

Tab 1　 The ratio of cell cycles and PI of each group af ter administrat ionfor 3 days (% ,x-± s )

Cont rol 1 2 3 4 5 6 7

Go /G1 38. 7± 2. 74 60. 3± 1. 91* 43. 3± 2. 01 51. 6± 1. 34* 72. 4± 2. 28* # 61. 5± 1. 84* 69. 2± 2. 75* # 78. 7± 3. 26* #

S 26. 4± 2. 76 25. 5± 3. 22 48. 5± 2. 11 21. 3± 2. 20 31. 8± 1. 86 24. 0± 2. 17 17. 6± 1. 49

G2M 24. 9± 1. 99 14. 2± 1. 89 8. 2± 2. 63 16. 3± 2. 27 6. 3± 2. 64 6. 7± 1. 73 6. 8± 2. 78 4. 7± 1. 78

PI 51. 3± 1. 99 39. 7± 2. 39* 56. 7± 3. 64 48. 4± 2. 78 27. 6± 2. 13* # 38. 5± 3. 29* 30. 8± 1. 77* # 28. 3± 3. 26* #

* : P < 0. 05 vs contro l;# : P < 0. 05 vs 1, 3 g r oup

2. 2　 SGC-7901细胞的作用后形成变化

2. 2. 1　经 ATRA和α-IFN作用后细胞胞体突受抑制 ,细胞大

多呈圆形成椭圆形 ,形态相对规则 ,对照组细胞则呈多形性 ,

“长角样”现象多见。细胞堆集现象减少 ,大多散在生长 ,培养至

第 6天可有胞浆空泡出现 ,细胞逐渐老化。电镜观察示处理后细

胞胞核变得相对规则 ,呈圆形或卵圆形 ,核膜平整 ,未见深切

迹 ,多数细胞仅有一个核仁 ,染色质变得细而分散。细胞浆相对

增多 ,细胞器发达 ,分泌泡增多。细胞膜较对照组相对规则 ,微

绒毛变化不明显。

2. 2. 2　细胞经作用后可见凋谢现象出现 ,细胞核染色质浓缩

密结 ,于核膜内侧边集 ,核膜破裂 ,出现由胞膜包囊的染色质块

即凋谢小体 ( Apopto tic body )。各实验组 6 d后均可见到普遍凋

谢现象。

2. 2. 3　图像分析结果表明　　经 ATRA及联用组作用 6 d后

测胞浆和胞核面积 ,见细胞核平均面积下降 ,胞浆平均面积上

升见表 2。

表 2　药物作用对细胞核浆面积比例的影响 (x-± s )

Tab 2　 Changes of ratio of the cell nuclear square and

cytoplasm square af ter administrat ion ( x-± s )

Group Number of cel ls SC μm2 SN μm2 SN /SC

Cont rol　　 100 491. 2± 78. 7 305. 6± 89. 1 0. 622　

ATRA　　 　 100 659. 8± 78. 7 306. 7± 53. 9 0. 313*

ATRA+ α-IFN
+ 5-Fu　　　 100 632. 1± 87. 3 193. 7± 43. 7 0. 306*

* : P < 0. 01 v s contr ol; SN: the squar e of cell nucle-

ar; SC: the squa re of cy topla sm

2. 3　培养液 CEA含量测定表明
　　培养 3 d后与 6 d后 CEA的浓度与对照组比较明显下降 , 6

d后双用组及联用组较之单用组和同组 3 d后 ,浓度亦明显下

降。联用组下降尤其明显 ,见图 3。
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图 3　各组作用后对细胞培养液 CEA浓度的影响

Fig 3　 Ef fect of diff erent medic ine on concentration

of CEA in the culture-medium

** : P < 0. 01 vs con trol; + : P < 0. 05 vs 3 days

af ter and 1, 2, 3 g roup; # # : P < 0. 01 vs 4, 5, 6 group

3　讨论

　 　本实验表明 AT RA、 5-Fu和 α-IFN对胃腺癌

SGC-7901细胞株产生了明显的增多殖抑制、诱导分

化和促凋谢作用。 AT RA是维生素 A的一种衍生物 ,

是已被证实的一种强有力的诱导分化剂 ,它可促使多

种未分化或低分化细胞向终未分化
[ 5]

。α-IFN是一种

作用较复杂的细胞因子
[6 ]

,本实验证明其对胃腺癌细

胞系 SGC-7901具有诱导分化作用。 SGC-7901细胞的

增殖抑制、克隆形成能力降低、堆叠样生长状态逐渐消

失、 G0 /G1期积聚、培养液 CEA浓度下降和细胞超微

结构的变化显示了癌细胞向终未分化 ,已具备一些成

熟细胞的特征。凋谢是细胞的一种特征性死亡方式 [7 ]。

本实验表明 3药联用有明显的促凋谢作用。药物联用

后作用明显大于单用 ,其机制可能与以下因素有关: ①

5-Fu与诱导分化剂之间的偶联协同作用 ;② ATRA与

α-IFN之间的不同作用通路互补 ; ③α-IFN促进 5-Fu

代谢为 5-dum p而抑制了胸腺嘧啶脱氧核苷的合成。

　　本实验从新的角度为探索胃癌治疗的新疗法指出

了方向。其作用机制仍有待于进一步研究。联合细胞毒

诱导分化是一种在不杀伤肿瘤细胞的基础上 ,诱导其

向成熟方向分化从而使肿瘤细胞丧失其恶性生理学特

征 ,并进而产生凋谢的新方法。其理论意义深远 ,实际

应用前景亦较广泛。
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Effects of dif ferentiation inducers in combination with cytotoxic agents

on human gastric carcinoma cell line SGC-7901
Xia Feng , Wang Daike, Liu Baohua , Feng Shuzheng, Cheng Lin, Li Yibin ( Depa rtment of Gene ral Sur ger y, Daping

Hospital, Third M ilitar y M edical Univ e rsity , Chongqing , 400042)

　　 Abstract　Objecti ve: T o investiga te the effects of differ entiation inducer s in combina tion with cy to tox ic

agents on human gastric carcinoma cell line and explor e a new approach of tr ea tment to the cancer. Methods:

The effects o f ATRA in combination w ith α-IFN and 5-Fu on human gastric carcinoma cell line SGC-7901

w ere obse rv ed in vitro . The ga stric carcinoma cell line was expo sed to the thr ee agents in sing le, two-agent-

combining o r thr ee-agent-combining manner r espectiv ely. The mo rpho logical and func tional changes of the
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cell line w ere observ ed with M TT , flow cytometr y, image ana ly sis and CEA. Results: ① The

cyto static r ates of the cell line w ere g radually inc reased w hile plating efficiency decreased af ter the tr eatment

in thr ee manne rs. The cells at G0 / G1 phase w ere r ela tively inc reased and synth esis o f DN A inhibited. ② The

malignant pheno type of th e cell line g radually disappea red while char acteristics of ma ture cell we re pro g res-

siv ely incr eased. ③ Obvious cell apopto sis and plenty o f apoptotic bodies were seen a fter trea tment. Conclu -

sion: The combined use o f the th ree agents can significantly inhibit pro lifera tion, induce differentia tion and

promote apopto sis in the ga stric car cinoma cells.

　　 Key words　 ATRA; α-IFN ; induction; differ entiation; cy to to xicity; ga stric cancer

　　 (上接 216页 )

屑性间质性肺炎。例 2: 大体观察见气管粘膜略显浅红色 ,腔内

有少许粘液性液体流出。双肺饱满 ,表面、切面暗红色 ,以双下

叶明显。切面未见有明显泡沫状液体流出 ,质地较实。镜下见双

肺组织病变相同 ,肺泡腔、细支气管腔内有大量脱落的肺泡上

皮细胞及少量羊水成分 ,右下肺叶病变明显 ,大量脱落上皮阻

塞肺泡腔 ,其内有新生毛细血管长入 ,间质明显充血 ,少量炎细

胞浸润。肺膜 (胸膜脏层 )轻度充血。气管腔上皮部分脱落。病理

诊断: 新生儿脱屑性肺炎。

讨论

　　 DIP在小儿较少见 ,国内自鄢氏等于 1965年首次报告以来

陆续有病例报告 [1～ 3]。小儿 DIP起病急 ,来势凶猛 ,病死率高 ,

故应及早诊断及时治疗。

　　目前对 DIP的病因尚不清楚 ,是异物反应还是感染后遗症

或自身免疫性疾病 ,或与遗传有关 ,尚无定论。一般认为 DIP分

为两种类型 : ①原发性: 发病急骤 ,无其他疾病 ;②继发性: 常见

于其他疾病如肺炎、肝炎、各种感染之后突然起病。本组例 1左

肘部有一小脓肿 ,尸解脑膜可见炎性细胞浸润 ,故考虑其为继

发性 ,起病与感染及自身免疫低下有关 ;例 2发生于肺炎恢复

期 ,也属继发性。

　 　 DIP的临床表现以咳嗽、气促、发绀、进行性呼吸困难为

主 ,可有心衰 ,病程长者可出现杵状指 (趾 ) ,多数有低热。外周

血白细胞及中性粒细胞增高 ,胸片可因不同病期表现为: 肺纹

粗糙、模糊 ,呈现片状影乃至毛玻璃样改变。其病理特点为: ①

肺多呈暗紫色 ,有不同程度实变 ; ②肺泡内聚集大量含 PAS颗

粒的巨噬细胞 ;③肺泡上皮细胞 (Ⅱ型肺泡细胞为主 )增生并脱

落到肺泡腔内 ;④肺泡间质有炎性细胞浸润 ,无明显纤维化及

坏死 ;⑤肺泡壁由于充血水肿及细胞浸润而增厚。

　　因无特异性的临床表现及实验室检查指标 , D IP的诊断较

困难 ,尤其是起病急进展迅速者 ,钟氏 [1 ]报道 17例均为尸检确

诊。一般认为患儿突然咳嗽、发绀、进行性呼吸困难、心力衰竭

加上胸片改变 ,患儿又无其他疾病或在其他疾病的基础上出现

上述情况应疑及本病 ,但确诊需做肺活检。 Hewitt [4]报道儿童

DIP患病者临床经过多数较急 ,病情重 ,且年龄越小症状越重 ,

最小的发病年龄为生后 1 d[3]。

　　目前尚无经治疗存活的婴儿病例报道 [1, 2, 3, 5] ,因此及早诊

断及治疗显得格外重要。早期即用肾上腺皮质激素治疗有效 ,

一般用强的松 ( 1～ 2) mg /kg d- 1 , 4周～ 8周后逐渐减量 ,维持用

药 1年～ 2年或更长时间 ,约对 10% ～ 15%的患儿有效。亦有用

强的松 ( 3～ 5) mg /kg d- 1或强的松龙 2 mg /kg d- 1获得较好疗

效 ,此外还可用环磷酰胺、氯喹等免疫抑制剂。本文 2例患儿起

病急 ,迅速恶化 ,例 2在肺炎已好转时突然出现上述表现 ,均酷

似本病 ,但因对 DIP警惕性不高 ,加之例 1胸片仅为肺纹增粗 ,

又有小脓肿 ,例 2有腹泻 ,且两例均有皮肤花斑纹 ,故考虑感染

性休克而忽略了本病。虽然用了激素 ,但由于病情进展迅速 ,可

能大量脱落肺泡上皮细胞、炎性分泌物阻塞气道 ,致全身缺氧、

酸中毒、多脏器功能受累 ,终因呼吸循环衰竭而死亡。因此我们

认为对 DIP第一要警惕 ,遇有临床表现及体征患儿应想到此病

的可能而进行必要的检查如胸片、乳酸脱氢酶、血象、免疫球蛋

白、类风湿因子等 ;第二要及时治疗 ,可用激素静脉给药 ;第三 ,

当气道阻塞严重者及早行气管插管、气道冲洗 ,并给以相应的

对症治疗。

　　关键词　肺炎 ,脱屑性 ;肺炎 ,间质性

　　中图法分类号　 R563. 1
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