
奥沙利铂(oxaliplatin, L- OHP))是第 3 代铂类

化合物, 其化学名为左旋反式二氨环己烷草酸铂。

因为与顺铂作用机制有重要区别 [1], 对各种顺铂耐

药的肿瘤细胞株无交叉耐药,而且该药无明显肾毒

性,耳毒性极微,血液学毒性较轻,神经系统毒性主

要为剂量依赖性的自限性外周神经病变 [2,3], 故近

年来不但用于对顺铂耐药的多种人类癌症的二线

治疗 [4,5], 而且临床上已经有代替顺铂作为一线治

疗的使用 [6,7]。体内外试验及临床试验已证实了奥

沙利铂对晚期大肠癌、胃癌、胰腺癌、卵巢癌、非小

细胞肺癌等有较好疗效 [8], 但有关奥沙利铂对人宫

颈癌的作用及其机制的研究,国内外报道甚少。本

实验通过研究奥沙利铂对人宫颈癌 HeLa 细胞株

的生长抑制作用及对 Caspase- 3 活性的影响 , 旨在
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摘 要 : 【目的】研究奥沙利铂对人宫颈癌 HeLa 细胞株的生长抑制作用及对 Caspase- 3 活性的影响。【方

法】 用人宫颈癌 HeLa 细胞株经奥沙利铂处理后 , MTT法测定细胞生长抑制率, 透射电镜观察细胞形态学变

化 , 流式细胞仪和原位末端标记技术法 ( TUNEL)检测细胞凋亡率 , 比色法检测 Caspase- 3 活性变化 , ,并利用

AC- DEVD- CHO进行 Caspase- 3 抑制试验。【结果】奥沙利铂 (4～64 μmol/L)在体外能以时间和剂量依赖的方

式对宫颈癌 HeLa 细胞产生细胞毒作用并诱导其凋亡 , 奥沙利铂作用细胞株 48 h 后 ,细胞呈现典型的凋亡细

胞的形态特征 ;并能增加 HeLa 细胞的 Caspase- 3 活性 , AC- DEVD- 乙醛(AC- DEVD- CHO)可有效抑制奥沙利

铂诱导的 HeLa 细胞凋亡。【结论】 奥沙利铂在体外能抑制人宫颈癌 HeLa 细胞的增殖 , 诱导细胞凋亡 ,

Caspase- 3 活化参与了奥沙利铂诱导 HeLa 细胞的凋亡过程。
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Effect of Oxaliplatin on Human Cervical Cancer HeLa Cells In Vitro

LU Rui, GAO Ying- min
( Department of Gynecology and Obstetrics, The First Affiliated Hospital, Lanzhou University, Lanzhou 730000, China )

Abstract: 【Objective】 To study the effect of oxaliplatin on growth inhibition and caspase- 3 activity on human

cervical cancer HeLa cells. 【Methods】 Human cervical carcinoma HeLa cells were treated with oxaliplatin. Cell

growth rate was determined with MTT assay; cell morphologic changes were examined under electron microscopy.

Flow cytometry and TUNEL was used to examine cell apoptosis rate. Activities of caspase- 3 were determined by

chromometry, and its inhibition was test by AC- DEVD- CHO. 【Results】 Oxaliplatin (4- 64 μmol/L) induced

cytotoxicity and apoptosis to human cervical carcinoma HeLa cells in vitro is time- dependent and dose- dependent.

The typical apoptotic morphological features appeared in the cells treated with oxaliplatin for 48 hours; Caspase- 3

activity was up- regulated in oxaliplatin- induced apoptotic cells. The oxaliplatin induced HeLa cell apoptosis was

efficiently inhibited by AC- DEVD- CHO. 【Conclusion】Oxaliplatin can inhibit HeLa cell growth of cervical carcinoma

and induce apoptosis in vitro. Caspase3 activation may be involved in oxaliplatin- induced apoptosis of HeLa cells.
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为其在宫颈癌的临床应用提供实验依据。

1 材料和方法

1.1 材 料

奥沙利铂由江苏恒瑞医药股份有限公司生产

(No:06967),用前以无血清培养液配制。HeLa 细胞

株由兰州军区总医院中心实验室保存。MTT 为

Sigma 公司产品,用 PBS配成 5 mg/mL。RPMI- 1640

培养液为 GIBCO产品。胎牛血清:杭州四季青生物

制品厂产品。原位末端转移酶标记法 (TUNEL)试

剂盒(武汉博士德公司), EPICS XL型流式细胞仪

(Beckman Coulter 公司), Caspase- 3 试剂盒购自凯

基生物工程公司。Caspase- 3 阻断剂 AC- DEVD -

CHO购自 Phar Mingen 公司。

1.2 细胞培养

将 HeLa 细胞培养于含 100 mL/L胎牛血清的

RPMI- 1640 培养基中 (内含谷氨酰胺及 100 万 U/

L青霉素和链霉素) , 置 37 ℃、体积分数 5%CO2饱

和湿度下培养, 每 2～3 d 传代 1 次,取对数生长期

细胞用于实验。

1.3 MTT 实验

采用 MTT比色法 , 取对数生长期 HeLa 细胞

( 5×105/ mL) , 24 h 待大部分帖壁后分别加入不同

浓度的奥沙利铂 ( 2 μmol/L、4 μmol/L、8 μmol/L、

16 μmol/L、32 μmol/L、64 μmol/L、128 μmol/L、

256 μmol/L) ,继续培养 24 h、48 h 和 72 h,细胞对

照组每孔加入 20 μL培养液; 空白对照组在铺孔

时不加细胞悬液,只加 200 μL培养液。每个浓度

各设 3 个平行孔, 置 37 ℃、5%CO2 培养箱中分别

培养后 ,加入 5 mg/mL MTT 20 μL,继续温育 4 h

后吸弃上清,加入二甲基亚砜(DMSO)150 μL,振荡

10 min 后,用自动酶标读数仪在波长 490 nm处测

定各孔 A值。实验重复 3 次,取 3 次实验结果的平

均值作为实验结果。按下列公式计算肿瘤细胞增

殖抑制率:肿瘤细胞增殖抑制率=(对照组吸光度 A

均值 - 实验组吸光度 A均值/对照组吸光度 A均

值)×100%。

1.4 电子显微镜观察细胞形态

取对数生长期 HeLa 细胞分别加入 2 个 100

mL培养瓶中,使每瓶细胞数为 1×106个。1 瓶为阴

性对照,另 1瓶加入奥沙利铂后最终浓度 32μmol/L,

于 37 ℃、体积分数 5%CO2条件下培养 48 h, 调整

经胰蛋白酶消化后的细胞浓度至 106/mL, 加入 20

g/L戊二醛固定后 , 由电镜室按常规制备标本 , 在

透射电镜下观察细胞形态并摄片。

1.5 原位末端标记技术(TUNEL)检测细胞凋亡

分组: 对照组, 草酸铂作用组 (8 μmol/L、16

μmol/L、32 μmol/L、64 μmol/L ),每孔设 4 个复孔。

把 1×106/mL的 HeLa 细胞分别接种于 24 孔板中 ,

同时在每个孔中放置载玻片后 , 于 37 ℃、5%CO2
下培养 , 爬片 24 h, 按分组加药 , 加药结束后在 48

h 捞片。自然干燥后用 40 g/L多聚甲醛固定 ,进行

TUNEL染色。TUNEL染色步骤按 TUNEL原位凋

亡检测试剂盒说明书进行。光镜下观察凋亡细胞

呈棕黄色 ,阴性细胞呈蓝色。光镜下计算凋亡指数

(apoptosisindes,AI)。AI=凋亡细胞数/总细胞数×

100%。

1.6 流式细胞仪检测细胞凋亡

将 1×106 个 HeLa 细胞接种于 6 孔培养板 ,24

h 待大部分贴壁后 ,分别加入 2 种不同浓度的奥沙

利铂 , 使其终浓度分别为 8 μmol/L、32 μmol/L,同

时设对照组,各组设 3 个复孔。继续培养 24 h 后获

取细胞,磷酸盐缓冲液(PBS)洗涤,加入 70%冷乙醇

固定后重新收集细胞,PBS洗去固定液, 加入 RNA

酶反应过夜,与碘化丙啶(PI)染液混匀后,上流式细

胞仪检测细胞凋亡。

1.7 比色法检测 Caspase- 3 活性

取对数生长期的细胞(2×105/mL),试验组加入

不同浓度的奥沙利铂,对照组不加药,培养 24 h、48

h、72 h 后收集细胞, PBS洗涤,冷的 lysis buffer 悬

浮细胞, 置冰上 20 min,4 ℃,11 000×g离心 3 min,

测定上清液蛋白浓度 , 吸取 50 μL含 50～200 μg

蛋白的细胞裂解液上清 , 加入 50 μL reaction

buffer, 再加入 5 μL caspase- 3 Substrate, 并于 37

℃避光孵育 4 h,用酶标仪(405 nm)测定吸光度 ,与

对照组进行比较观察 caspase- 3 活化程度。

1.8 Caspase- 3 抑制试验

HeLa 细胞浓度调整为 2×105/mL, 先加入抑制

剂 AC- DEVD- CHO 40 μL (0.1 μg/μL), 在 37 ℃、

5%CO2 孵箱中孵育 2 h 后 ,加入奥沙利铂(终浓度

16 μmol/L),再孵育 72 h 后 ,分别检测细胞凋亡率

及 Caspase- 3 活性。测定结果与未加抑制剂的相应

结果进行比较。每组设 4 个复孔。

1.9 统计学处理

统计分析使用 SPSS10.0 软件包。统计学采用
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单因素方差分析、独立样本 t 检验、SPEARMAN秩

相关检验 , 计量资料用均数±标准差 ( x±s)表示 ,显

著性水平以 P< 0.05 判断。

2 结 果

2.1 奥沙利铂对 HeLa 细胞生长的抑制作用

4 μmol/L以下的奥沙利铂对 HeLa 细胞无生

长抑制作用 , 各时间点在浓度加大到 64 μmol/L

后处于平台期 , 4～64 μmol/L随着奥沙利铂剂量

的增加和作用时间的延长,其对 HeLa 细胞的抑制

率也明显增加(图 1)。

2.2 显微镜观察细胞形态

电镜下见未处理组 HeLa 细胞表面有较多微

绒毛 ,细胞核大而圆 ,染色质分散 ,核仁明显。32

μmol/L药物处理 48 h 后, 较多 HeLa 细胞皱缩,体

积变小 , 胞质电子密度增高,有较多大小不等的空

泡形成;染色质聚集于核膜周围,核固缩,有的碎裂

成多块(图 2)。

2.3 TUNEL 染色检测 HeLa 细胞凋亡结果

不同浓度的奥沙利铂作用 48 h 后, 计数凋亡

细胞。细胞核染为棕黄色者为凋亡阳性细胞,细胞

核染为蓝色者为阴性细胞 , 奥沙利铂组较阴性对

照组阳性细胞数明显增多 , 且随着浓度的增加 , 阳

性细胞数也随之增加。0、8、16、32、64 !mol/L组的
细胞凋率 ( %)分别为 1.1±1.2、7.4±1.1、14.2±2.4、

22.5±2.1、25.4±6.3, 与 0 !mol/L组相比 , 4 组浓度
差异均有显著意义(P 均=0.000,图 3)。

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡结果

HeLa 细胞经奥沙利铂 (8 μmol/L、32 μmol/L)

作用 24 h 后,G1 期前出现亚二倍体峰即凋亡峰,明

显高于对照组。细胞凋亡率对照组为 1.2%±0.1%,

8 μmol/L奥沙利铂组为 6.30%±2.61%, 32 μmol/L

奥沙利铂组为 19.2%±3.1%, 两用药组与对照组凋

亡率比较 , 差异均有统计学意义 , t 值分别为

22.43, 45.21 ( P< 0.05,图 4)。

2.5 奥沙利铂对 HeLa 细胞 caspase- 3 活性的影

响

不同浓度的奥沙利铂 (8 μmol/L、16 μmol/L、

32 μmol/L、64 μmol/L) 作用 HeLa 细胞株 24 h、48

h 和 72 h 后, 随着奥沙利铂浓度的增加和作用时

间的延长,caspase- 3 活性逐渐增强(表 2)。在作用

时间为 24 h 时 , 采用 SPEARMAN秩相关检验 , 奥

沙利铂浓度与caspase- 3 活性相关系数 r=0.691、P=

0.003 ; 在浓度为 16 μmol/L 时 , 作用时间与

caspase- 3 活性相关系数 r=0.824、P=0.000。说明奥

沙利铂对 HeLa 细胞的 caspase- 3 活性的影响可能

具时间和浓度依赖性。

2.6 Caspase- 3 抑制试验结果

16 μmol/L奥沙利铂加入抑制剂 AC- DEVD-

图 1 奥沙利铂对 HeLa 细胞生长的抑制作用

Fig.1 Inhibitory effect of oxaliplatin on HeLa cells growth

图 2 奥沙利铂作用后电镜下细胞凋亡的形态表现

Fig.2 The morphological change of HeLa cell by

Oxaliplatin under electronic microscope

A: control; B: 32 μmol/L oxaliplatin group. The apoptosis of

HeLa cell under the electronic microscope. The fragmentary chromatin

concentrates around the film and the nucleolus disappears.

图 3 奥沙利铂诱导 HeLa 细胞凋亡的作用

Fig.3 Apoptosis of HeLa cell induced by oxaliplatin

A: negative control group; B: 64 μmol/L oxaliplatin group,

positive cells of apoptosis is that nucleus is dyed for brown(TUNEL×

400)
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CHO组 Caspase - 3 活性及细胞凋亡指数分别为

0.136±0.024 和 13.2±1.4, 而未加抑制剂组分别为

0.248±0.016 和 21.6±2.3,两组 Caspase- 3 活性相比

较 t 值为 2.539, P< 0.05; 两组细胞凋亡指数相比

较 t 值为 26.900, P< 0.01,均有统计学差异。

3 讨 论

宫颈癌是妇科最常见的恶性肿瘤, 是引起妇

女癌症相关死亡的重要原因 , 且发病率近年呈逐

年上升趋势和年轻化。过去认为宫颈癌属于化疗

药物不敏感肿瘤, 仅在晚期及复发的患者中将化

疗作为综合治疗的一部分。大量临床实践已经证

明, 局部治疗手段不能控制肿瘤周围肉眼看不见

的微小转移灶以及可能存在的全身亚临床转移。

因此 , 近年来国内外对化疗在宫颈癌中的应用进

行了基础及临床方面的研究, 取得了满意效果,提

高了患者 5 年生存率,从而确定了化疗在宫颈癌治

疗中的地位, 意识到化疗在延长患者的生命和改

善生活质量方面起着重要的作用并提出了新辅助

化疗的概念,且术前辅助化疗越来越受到重视[9]。

铂类药物是目前宫颈癌新辅助化疗的主要用

药 , 传统的金属铂类化合物抗肿瘤药,如顺铂进入

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。奥沙利铂为顺铂类衍生物,

可克服顺铂的不足之处,对各种顺铂耐药的肿瘤细

胞株无交叉耐药 ,而且该药无明显肾毒性 ,耳毒性

极微,血液学毒性较轻 ,神经系统毒性主要为剂量

依赖性的自限性外周神经病变 , 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,能够诱发 DNA一级和次级损伤,引起人类肿

瘤细胞凋亡[1]。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,临床上已经有

代替顺铂作为一线治疗的使用。

大量体外研究已证明,许多抗癌药物的抗肿瘤

作用不是杀伤肿瘤细胞而是诱导肿瘤细胞凋亡或

两种形式并存。由于药物杀伤肿瘤细胞可导致细

胞坏死,产生严重的炎症反应,因此,诱导肿瘤细胞

凋亡也成为了现代抗肿瘤药物治疗的新策略。对

宫颈癌放疗前的辅助化疗 , 尤其需要寻找诱导肿

图 4 流式细胞仪检测细胞凋亡

Fig.4 Cell apoptosis detected by flow cytometry

1×106 cells were treated with oxaliplatin stained with propidium iodide and analyzed on a flow cytometer for indentifying sub - G1 peak

representing apoptotic cells.

A: control; B: 8 μmol/L oxaliplatin group; C: 32 μmol/L oxaliplatin group

表 2 不同浓度的奥沙利铂对 HeLa 细胞 caspase- 3 活性的

作用

Table 2 Caspase- 3 activity changing of HeLa cell line after

treatment with different concentrations oxaliplatin (x±s, n=6)

Control

8 !mol/L
16 !mol/L
32 !mol/L
64 !mol/L
F

P

24 h

0.098±0.022

0.093±0.012

0.104±0.015

0.147±0.024

0.221±0.021

3.445

0.032

48 h

0.106±0.024

0.138±0.016

0.158±0.026

0.218±0.017

0.386±0.028

9.000

0.009

72 h

0.112±0.018

0.149±0.018

0.248±0.016

0.395±0.024

0.587±0.022

43.370

0.000

中山大学学报(医学科学版) 第 28 卷488



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

瘤细胞凋亡的药物 , 因为药物杀伤肿瘤细胞导致

细胞坏死、缺氧 , 而缺氧可以降低肿瘤细胞对放疗

的敏感性。对于奥沙利铂是否能诱导人宫颈癌细

胞凋亡, 国内外报道甚少。

本实验表明, 4～64 μmol/L的奥沙利铂对人宫

颈癌 HeLa 细胞生长有明显的抑制作用, 并且呈时

间和剂量依赖性;原位末端标记技术(TUNEL)检测

显示奥沙利铂在一定浓度可诱导人宫颈癌 HeLa

细胞凋亡且呈剂量依赖性 , 流式细胞仪可检测到

细胞凋亡峰, 电镜下部分细胞呈现典型凋亡特征,

证明了一定浓度的奥沙利铂可诱导 HeLa 细胞凋

亡。

Caspases 活性的变化是细胞凋亡的重要调节

机制, 目前认为 Caspases 是一切凋亡信号传导的

共同通路, 正常情况下,Caspases 在细胞内以无活

性的酶原形式存在,当凋亡过程被启动后凋亡信号

可传导至 Caspases 酶原 ,使其部分肽链发生水解 ,

形成具有活性的 Caspases,然后各种 Caspases 如同

凝血过程一样产生 “瀑布式”层层激活,最终导致

细胞发生凋亡 ,目前已发现在人体内的 Caspases

共有 14 种 ,其中起核心作用的是 Caspase- 3[10- 12]。

监测 Caspase- 3 是否被激活可以帮助判断奥沙利

铂诱导 HeLa 细胞凋亡是否与 Caspase- 3 活化有

关。

本实验证明 , 奥沙利铂在一定浓度可诱导

HeLa 细胞凋亡,Caspase- 3 活性测定发现细胞凋亡

过程中确有 Caspase- 3 的激活,其活性强度亦呈剂

量时间依赖性增高。抑制试验发现 Caspase- 3 活性

与凋亡细胞百分率均下降,证明 Caspase- 3 参与了

奥沙利铂作用 HeLa 细胞的凋亡过程。另外还发现

抑制试验对细胞凋亡仅是部分抑制 , 未加 AC-

DEVD- CHO组细胞凋亡指数为 21.6±2.3, 加入抑

制剂组细胞凋亡指数为 13.2±1.4,是由于细胞凋亡

受多基因网络的调节 , 还存在着不依赖于

Caspase- 3 激活的凋亡途径, 因此对奥沙利铂诱导

宫颈癌细胞凋亡的机制尚需深入的研究。
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