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　　提　要　应用细胞培养技术对 28例手术切除标本行原代肺癌细胞培养 ,并测定了钙调素 ( CaM )阻滞剂三

氟拉嗪对原代肺癌细胞的作用。结果显示: 三氟拉嗪能抑制肺癌细胞进入增殖周期 ,使细胞阻滞于 G0 /G1期。

在长春新碱 ( V CR)、阿霉素 ( ADR)和足叶乙甙 ( V P16)各药物组加入三氟拉嗪后能使癌细胞活性 ( A值 )明显

降低 ( P < 0. 01或 P < 0. 05) ,单用三氟拉嗪组亦能使癌细胞活性降低 ,但无统计学意义 ( P > 0. 05)。结果表

明: 三氟拉嗪对原代肺癌细胞增殖有一定抑制作用 ,能明显增强 VCR、 ADR和 V P16的体外抗癌活性。此增效

作用可能与三氟拉嗪抑制钙调素和 P-糖蛋白 ( P-gp)功能有关。
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　　钙调素 ( Calmodulin, CaM)作为细胞内 Ca2+ 的重

要受体 ,在细胞分裂增殖中起重要作用。某些肿瘤的发

生、发展与 Ca2+和 CaM密切相关 ,有作者提出其可能

为肿瘤治疗的新靶点。近年来发现无毒剂量的 CaM阻

滞剂能抑制部分肿瘤细胞生长 ,加强常用抗癌药物的

效应 ,恢复耐药癌细胞的敏感性
[1, 2 ]

。目前文献报道仅

限于细胞株实验结果 ,尚未查见其对原代肺癌细胞作

用的报道。本研究就 CaM阻滞剂三氟拉嗪 ( T rif luopera-

zine, TFP)对肺癌原代培养细胞的作用作一初步探讨。

1　材料与方法

1. 1　材料
1. 1. 1　组织细胞来源　　用 28例外科手术切除肺癌组织标本

进行原代细胞培养 ,并进行 T FP作用研究。其中男 20例 ,女 8

例 ,年龄 26～ 70岁。组织细胞类型:鳞癌 20例 ,腺癌 7例 ,小细胞

癌 1例。

1. 1. 2　主要试剂及药品　　 RPM I-1640培养基 (美国 GIBCO

公司产品 )、 TFP (美国 Sigma公司 )、噻唑兰 ( M TT ,瑞士 Fluka

公司 ) ,长春新碱 ( V CR,上海第十二制药厂 )、足叶乙甙 ( V P16,

北京制药工业研究所实验药厂 )、盐酸阿霉素 ( ADR,意大利生

产 )、角蛋白单克隆抗体 (丹麦 DAKO公司 )、 ABC试剂盒 (美国

Vector Lab公司 )。

1. 2　方法
1. 2. 1　原代细胞培养及细胞初步鉴定　　原代细胞培养参照

Freshney[3]方法略加改进。培养细胞 3 d后涂片行角蛋白 ABC

法组化分析及 HE染色。

1. 2. 2　药物设置　　取作用于细胞周期不同时相的 3种抗癌

药物 ,每种药物设 1 /10、 1、 10倍血峰值 ( PPC)浓度 3个浓度点。

设两对照组 ,对照Ⅰ 为细胞悬液加 PBS,对照Ⅱ 为培养液加抗

癌药物 ,每浓度 3复孔。T FP参照文献 [ 4, 5 ]浓度分别作药敏试

验及流式细胞分析与电镜观察。

1. 2. 3　 TFP对肺癌细胞周期各时相影响的测试　 　将细胞浓

度为 5× ( 105～ 106 ) /ml的单细胞悬液各取 1 ml加入 24孔培养

板各孔 ,分成两组。同时向其中一组各孔加入 10μmol / L浓度

的 TFP 40μl。培养 24 h后离心弃上清 , PBS分别冲洗各组细胞

2次 ,以 70%酒精固定。过滤标记荧光 ,于流式细胞仪上测试细

胞周期。

1. 2. 4　透射电镜观察　　各取细胞浓度 c (细胞 ) /104 ml- 1的

癌细胞悬液 3 ml加入两培养瓶中 ,其中一瓶加入终浓度为 30

μmo l /L的 TFP,另一瓶作对照。均培养 72 h后分别收集细胞 , 1

500× g离心后弃上清 ,戊二醛缓冲液前固定 ,常规包埋、切片、

染色 ,日本产 JEM 2000-EX型透射电镜观察。

1. 2. 5　用 M TT法检测 TFP对各种抗癌药物体外抗肺癌细胞

作用的影响。

1. 2. 6　统计学处理　　数据输入计算机 ( IBM , AST ) ,并用

SPLM统计程序包作如下统计分析: t检验、χ2检验。

2　结果

2. 1　原代细胞培养及初步鉴定
　　本组 28例均培养成功 ,培养 3 d后细胞离心涂片、角蛋白免

疫组化反应均示强阳性 ,细胞涂片 HE染色确定为各类型肺癌

细胞。

2. 2　 TFP肺癌细胞周期各时相的影响见表 1

表 1　 TFP对肺癌细胞周期时相的影响 (x-± s,% )

Tab 1　 The ef f ect of TFP on the lung cancer

cell cycle (x-± s, % )

Groups n ( S+ G2+ M)% P v alue

No-T FP 10 63. 64± 28. 91

TFP 10 44. 75± 28. 02
< 0. 01

　　由表 1可见 ,加用 TFP组 S、 G2及 M期细胞百分比明显减

少 ,相对地 G0、 G1期细胞百分比明显增加 ,与未加 TFP组比较

相差非常显著 ( P < 0. 01)。
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2. 3　 TFP处理后肺癌细胞透射电镜观察
　　本实验观察了 4例肺癌细胞 (其中鳞癌 3例 ,腺癌 1例 )。结果

发现 TFP作用两种类型的肺癌细胞超微结构均有变化 ,鳞癌

细胞为线粒体肿胀变性 ,微管、微丝减少 ,腺癌则为线粒体变

性 ,嵴消失以及微绒毛减少 ,表明 TFP对肺癌细胞有一定抑制

作用。见图 1, 2。

图 1　培养 3 d后肺鳞癌细胞电镜照片 (加 TFP后 )　 ( TEM× 10 000)

Fig 1　 Ultrastructure of cells of lung squamous cell carcinoma af ter cultured for 3 days ( add TEP)　 ( T EM× 10000)

图 2　培养 3 d后肺腺癌细胞电镜照片 (加 TFP后 )　 ( TEM× 6 000)

Fig 2　 Ultrastructure of cells lung adenocarcinoma af ter cultured for 3 days ( add TFP)　 ( TEM× 6000)

2. 4　 TFP对各抗癌药物体外抗肺癌细胞活性的影响见表 2

表 2　 TFP对 3药体外抗肺癌活性的影响 ( x-± s , CB /A )

Tab 2　 The eff ect of TFP on the anti-cancer ef f ects of the three drugs ( x-± s , CB /A )

A value in dif ferentid rug concent ration
Groups Drugs

1 /10 PPC PPC 10 PPC

　　 Cel l cont rol

　　 Tes t　 No-TFP

　　　　 T FP

　No-T FP 0. 453± 0. 23　　

　　 TFP 0. 436± 0. 24

　　 VCR 0. 382± 0. 19　　 0. 305± 0. 18 0. 235± 0. 17　　

　　 ADR 0. 375± 0. 20 0. 306± 0. 20 0. 246± 0. 18

　　 V P16 0. 333± 0. 21 0. 245± 0. 16 0. 190± 0. 10

　　 VCR 0. 325± 0. 20** 0. 234± 0. 19** 0. 170± 0. 12**

　　 ADR 0. 310± 0. 20** 0. 226± 0. 18** 0. 170± 0. 12**

　　 V P16 0. 296± 0. 18* 0. 185± 0. 13* 0. 130± 0. 10**

* : P < 0. 05, ** : P < 0. 01 vs Test No-TFP g roup

　　从表 2可见反映各活细胞数量及活度的 A值的均值有较大

的标准差 ,这是由于不同肺癌组织块所含活细胞数及各活细胞

增殖活性差异性较大所致。单用 TFP时对肺癌细胞活性有一

定抑制作用 ,但无统计学意义 ( P > 0. 05)。经 TFP处理的肺癌

细胞 ,在用抗癌药物后 ,其增殖活性 ( A值 )较未用 TFP组均显

著降低 , P < 0. 01或 0. 05。说明 T FP能明显增强上述 3种抗癌

药物的抗癌活性。

3　讨论

　　近年来发现许多恶性肿瘤细胞中 CaM含量明显

增高 ,而 CaM阻滞剂可以明显地抑制该类细胞的增

殖。三氟拉嗪为一种典型的 CaM阻滞剂。作者用其处

理原代肺癌细胞后 ,发现肺癌细胞的 G0 /G1期细胞比

例显著地增加 , S+ G2+ M期明显下降 ,细胞周期进程

明显受阻于 G0 /G1期。 透射电镜观察结果表明 , TFP

处理后原代肺癌细胞的部分细胞器变性坏死 ,细胞功

能受到一定程度抑制。 提示 TFP可能通过抑制 DNA

的合成和改变细胞周期的进程而抑制肺癌细胞的增殖。

　　有研究已证实 CaM阻滞剂能逆转部分癌细胞株

的耐药性 ,增加化疗的敏感性。 Hait等
[6 ]发现在 V CR

和 ADR耐药的人白血病 P388细胞株中 , TFP可使药

物在细胞内蓄积 ,使化疗增敏。 TFP对原代培养的肺

癌细胞的作用如何? 目前尚未见报道。本实验研究了
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T FP对 28例原代培养肺癌细胞的化疗敏感性的影

响。结果显示 , TFP能明显增强 V CR、 ADR及 V P16

3药的体外抗肺癌活性 , TFP处理前后抗癌效应比较

P < 0. 01或 P < 0. 05;该增强作用有剂量依赖性特

点 ,随抗癌药物浓度增加而作用增强。本组结果与某些

作者用部分细胞株研究结果一致 [1, 2 ]。

　　肺癌细胞易发生多药耐药。现已公认 ,典型的多药

耐药与 P-糖蛋白 ( P-gp)有关 ,涉及的药物有蒽环类、

长春碱类、鬼臼毒素类以及秋水仙碱和放线菌素 D等

天然疏水性产物。 本实验中选用的 V CR、 ADR及

V P16均为天然疏水性产物 ,这几种药物可能存在着

一个相似的耐药机制 ,且很大程度上与 P-gp有关。 当

出现耐药且功能增强时 , P-gp能加速上述药物排出细

胞 ,使细胞内药物蓄积减少 ,进而使肿瘤细胞对药物产

生耐药性。 目前化疗增敏的具体机制尚不太清楚。

Tsuruo等
[7, 8 ]提出 CaM阻滞剂逆转耐药 ,使化疗增敏

的可能机制为:①直接抑制 Ca2+ -CaM复合物形成 ,使

CaM失活 ,丧失加速抗癌药物从细胞内外排的能力 ;

②抑制细胞膜上能量依赖性外排系统 (如 P-gp) ,使药

物在细胞内蓄积增加 ;③增强某些抗癌药物与细胞内

靶目标 (如 DNA)的亲和力 ,有利于药物发挥作用 ;④

抑制 DNA修复过程中的一个或多个环节。 T FP可能

通过抑制 CaM及 P-gp功能来增加 V CR、 ADR及

V P16在细胞内的蓄积 ,从而增强它们的抗癌活性。此

外 , T FP还能增强 V CR、 ADR与细胞核 DNA的亲和

力 ,使细胞内药物的蓄积进一步提高 ,有利于发挥抗癌

效应。这可能是本实验中所见到的 TFP对 3药作用不

一致的原因。

　　本实验结果证明 TFP对原代肺癌细胞增殖有一

定抑制作用 ,并能明显增强 V CR、 ADR和 V P16体外

抗肺癌细胞作用 ,为今后进行动物及临床试验研究奠

定了理论基础。
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Effects of trif luperazine, a calmodulin antagonist, on the primany lung

cancer cells
Xiong Wei, Shen Hanfang ( Depar tment o f Respira tor y Disease, Southw est Hospita l, Third Milita ry Medica l Univ er sity ,

Chongqing , 630038)

　 　 Abstract　 After 28 speim ens of the prima ry human lung cancer cells obtained by opera tion we re cul-

tured, the effects o f triflupera tine ( TFP) , a calmodulin ( CaM ) antag onist , o n the prima ry lung cance r cells

w ere investig ated. It w as found tha t T FP inhibited the pro liferation o f cancer cells and thus the per centag e of

cells a t G0 /G1 pha se w as increased significantly. The activity o f cancer cells w as significantly w eakened when

TFP w as added into the VC R, ADR and VP16 tr eating g roups ( P < 0. 01 o r P < 0. 05) . These finding s sug-

gest tha t TFP can exert ce rtain deg ree o f inhibito ry effec ts on the pr olifer ation of prima ry lung cance r cells

and enchance the anticancer effects o f V CR, ADR and VP16 in v itro. The la tter may be due to the inhibitor y

effects of TFP on CaM and P-gp.

　　 Key words　 lung neopla sm s; triflupera zine; cell, cultured; antineoplastic ag ents

479第 6期　　　　　　　　　　　熊　玮 ,等 .钙调素阻滞剂三氟拉嗪对原代肺癌细胞作用的研究　　　　　 　　　　　　


