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摘 要# "目的# 评价不同浓度环孢素 ! G8G32HI2JKL$ F@= " 影响化疗药物卡铂与足叶乙甙抑制视网膜母细胞
瘤(JMNKL2O37HN2P7$ <O+细胞的促效作用Q"方法$ 实验分为卡铂组 !R& "S卡铂 T "4 % PU V > F@= 组(R!+S卡铂 T &4 "

PU V > F@= 组 !R# "及足叶乙甙组 (R*+S足叶乙甙 T "4 % PU V > F@= 组 (R%+S足叶乙甙 T &4 " PU V > F@= 组 (R’+.

每组各加样 % 孔QRW 组为不同浓度 F@= 单独作用于 <O 细胞Q用从 "4 ""* 至 &4 "" PU V > 倍数增加的 , 个不同浓

度含量化疗药物卡铂和足叶乙甙及加入 "4 % PU V > 和 &4 " PU V > 浓度的环孢素作用于体外培养的 @:$<O%" 细

胞Q 采用 6BB 法比较各组 <O 细胞的生长抑制情况.通过计算 <O 细胞抑瘤率S半数细胞抑制所需药物浓度 DF%"

值及倒置显微镜下 <O 细胞形态学检查.观察环孢素影响化疗药物抑制 <O 细胞的作用Q%结果$ 卡铂及足叶乙甙

加入 F@= 作用于 @:$<O%" 细胞.其细胞抑瘤率较单独应用卡铂及足叶乙甙时增高.R& X R’ 组的 DF%" 值 (PU V >+

分别为Y"4 ##% S"4 &Z# S"4 &#"S"4 &&#S"4 ",,S"4 "WW .随着 F@= 的加用及浓度的增加.DF%" 值逐渐降低QR& 与 R!S

R# 组及 R* 与 R%S R’ 组的抑瘤率分别作 N 检验. 统计学分析均有显著性差异 ( [\ "4 "&+ Q R& 与 R!S R# 组

及 R* 与 R%S R’ 组 DF%" 的分别作方差分析检验. 统计学分析均有显著性差异 ( [ ] "4 ""%+ Q 单纯 F@= 组抑

瘤率与药物浓度无相关关系 ! [ ^"4 & " Q 倒置显微镜观察显示加用环孢素后随药物浓度增加 <O 细胞坏死变形

较卡铂组及足叶乙甙组明显Q "结论$ F@= 单独作用于 @:$<O%" 细胞无抑制杀灭作用. 但 F@= 能促进卡铂及

足叶乙甙对 @:$<O%" 细胞的抑制杀灭作用Q 随着 F@= 浓度增加. 卡铂及足叶乙甙对 <O 细胞的抑制作用越明

显Q
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视网膜母细胞瘤c2$+5/19%3&+103$ D9d是危害婴
幼儿视力和生命最常见的眼内恶性肿瘤R 以往对
D9的治疗方法多采用眼球摘除手术e 随着诊治水
平的提高R世界上越来越多的采用化疗减容等保守
方法治疗 D9R 治疗后其生存率及眼球保存率有了
较大的提高 & M$ V ’e但 D9细胞对化疗药物耐药性问题
一直是影响 D9保守治疗疗效的重要原因之一e 有
研究发现 D9 化疗失败患者肿瘤细胞中可发现抗
多种药物的 f 黏蛋白高度表达e因而有学者提出 f
黏蛋白高度表达可能是 D9 细胞对化疗药物反应
低下的原因 & PR W ’e 本研究采用 aHH 法R通过应用 f
黏蛋白抑制剂g环孢素联合化疗药物卡铂和足叶
乙甙作用于 >BCD9EF 细胞R 观察环孢素对化疗药
物抑制 D9细胞的促效作用e

! 材料与方法

!" ! 实验材料
!" !" ! 化疗药物 足叶乙甙c$+141&57$$ h4CMOd江
苏恒瑞医药股份有限公司生产i卡铂 ! 632914%3+5/ " j
山东济南齐鲁制药厂生产i 环孢素 ! 6A6%1&4125/R
=>U " j瑞士诺华制药有限公司生产R上述药物用生
理盐水配制e
!" !" # 肿瘤细胞株 视网膜母细胞瘤 >BCD9EF
细胞R中山眼科中心病理室提供e
!" # 实验分组
实验分为j卡铂组 !LM " k卡铂 l F’ E 08 J K =>U

组 mLVdk卡铂 n M’ F 08 J K =>U 组 !LP " i足叶乙甙
组 mLWok足叶乙甙 n pq E 08 J K =>U 组 cLEdk足叶
乙甙 n Mq F 08 J K =>U组 cLOd% LT 组为不同浓度
=>U单独作用于 D9细胞r
!" $ 实验方法
分别将指数生长期 >BCD9EF 细胞以 M s MFE

个 J 0K 种植于 SO 孔培养板R 每孔种植 F’ V 0K 细
胞悬液t LM 及 LW 组按从 F’ FFW N M’ F 08 J K 倍数
增加的 S 组不同浓度含量分别加入卡铂及足叶乙
甙R LVk LP 组及 LEk LO 组按上述不同质量浓度在
加入卡铂和足叶乙甙的同时分别加入 F’ E 及 M’ F
08 J K 浓度 =>UeLT 组按从 F’ FPM N M’ F 08 J K 倍数
增加的 O 组不同浓度单独加入 =>U 作用于 D9 细
胞e 每个浓度及对照组均设 E个平行孔e 置 PT u
=BV 培养箱中孵育 WQ .e在终止前 vQ .及甲瓒结晶
形成后R于倒置显微镜下对各组细胞进行观察及照
相e加入 E 8 w K的 aHH每孔 Vp xKRW .后吸除上清
液R加二甲基亚砜 Mpp xKR置微量振荡器上振荡 Mp
05/以充分溶解结晶物R 用上清液加二甲基亚砜调
零RySOF a$+$2+$6.酶联免疫检测仪检测吸光度 U
值 !检测波长jWSF /0 " e 按以下公式计算各组细胞
生长抑制率j
细胞生长抑制率 z mM b U 用药组 w U 对照组o s Mpp{

!" % 统计方法
应用 >f>> MFq F 统计软件进行数据处理R两组

间样本分析采用 +检验方法R多组间样本分析采用
方差分析方法e
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表 ! "#$%& 加入 ’( ) *+ , - 及 %( ’ *+ , - ./0 后 12 细胞

抑瘤率

34256 ! 376 897828:8;9 <4:6= ;> 6:;?;=8@6 *8A6@ ’( ) *+ , -

49@ %( ’ *+ , - ./0 ;9 12 B655= C A D =EF G

HI B;*?4<6@ J8:7 HK! : L M( N%&E O P ’( ’%Q RI B;*?4<6@ J8:7
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R% B;*?4<6@ J8:7 RM! : L T( M%UE O P ’( ’%" R% B;*?4<6@ J8:7

RT! : L T( ’TT ! O P ’( ’%

表 % 卡铂加入 ’( K *+ , - 及 %( ’ *+ , - ./0 后 12 肿瘤细

胞抑瘤率
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表 T ./0 作用于 12 细胞的吸光度与抑瘤率

34256 T 376 42=;<269B\ ]45^6 49@ 897828:8;9 <4:6= ;> ./0 ;9 12

B655=

! 结 果

!" # $%% 检查结果
!" #" $ %&’ 影响卡铂抑制视网膜母细胞瘤细胞
的作用 卡铂 _不同质量浓度 ./0 组 #RMERT组 $
细胞抑瘤率较单独应用卡铂CR%G时增高C表 %GE引
起半数细胞抑制死亡所需药物浓度 C[.K’ 值G 随
./0 浓度增加而逐渐降低ER%‘RM‘RT 组 [.K’ 分别

为 ’( TTK‘’( %YT‘’( %T’ *+ , -aR% 组与 RM‘RT 两组
的抑瘤率分别作 : 检验E : L T( M%Y‘ T( ’TT ! O P
’( ’%! 两组差异均有显著性b R%‘RM‘RT 组 [.)’ 值

用方差分析方法比较E O L ’( ’’)! 按 c L ’( ’)E 各
组 [.)’ 值之间差异有显著性b

!& #& ! %&’ 影响 ()*$+ 抑止视网膜母细胞瘤细
胞的作用 足叶乙甙 _不同质量浓度 ./0 组 CR)‘
R&G细胞抑瘤率较单独应用足叶乙甙CRIG时增高E
随着加入的 ./0 浓度增加其 [.)’ 值逐渐降低ERI‘
R)‘ R& 组 [.)’ 值分别为 ’( %%T‘ ’( ’NN‘ ’( ’ZZ *+ ,
-b RI 组与 R)‘ R& 两组的抑瘤率分别作 : 检验E
: L M( N%&E T( ’’) ! O P ’( ’%! 两组差异均有显著
性b RI‘ R)‘ R& 组 [.)’ 值用方差分析比较E O L
’( ’’)! 按 c L ’( ’)ERI‘R)‘R& 组 [.)’ 值之间差异
均有显著性C表 MGb
!, $" - %&’ 单独作用于视网膜母细胞瘤细胞的
情况 将 ./0 药物浓度与吸光值作相关关系分

析E O d ’( %E统计学分析无显著性差异 %表 T & b 故
可认为单纯 ./0 药物浓度与 12 肿瘤细胞的抑制
无相关关系b

!& ! 倒置显微镜观察结果
未加入化疗药物前E 倒置显微镜下可见 12细

胞紧密粘附成团E细胞附壁性好E细胞个体大E边界
清晰透亮C图 %Gb 加入不同浓度卡铂和足叶乙甙药
物后E /e$12K’细胞数随着药物浓度增加E 镜下细
胞逐渐稀疏E 细胞个体体积逐渐缩小E 堆积成团的
12细胞结合力下降E松散成个体漂浮E细胞附壁逐
渐减少b 原来边界清晰‘透亮的细胞逐渐变得边界
模糊E细胞内颜色加深b 部分细胞内的细胞器开始
皱缩E细胞核浓缩E部分可见崩解b视野内可见细胞
崩解碎片增多C图 M! TGb 在相同浓度的卡铂和足叶
乙甙组内加入 ./0后E可见 12细胞的形态改变较
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以上所述更明显 #图 $%! 且随着 &’(浓度的增加!
)*细胞松散皱缩!变形+坏死改变越来越明显, 单
独加入不同浓度 &’( 的 ’-.)*/0 细胞! 其细胞形
态与未加药对照组无明显差异, 视野内细胞密度
大! )*细胞间聚集成团!细胞附壁良好!细胞边界
清晰!透亮!个体大小均匀,未发现细胞内细胞器和
细胞核的浓缩+崩解等情况,

! 讨 论

!" # 环孢素影响化疗药物对 $%细胞疗效的机制
随着对视网膜母细胞瘤诊治水平的提高!目前

越来越多的学者在采用保守治疗方法治疗 )*以达
到保留眼球及部分有用视力的目的, 化疗减容是
)*保守治疗的重要方法之一, 所谓化疗减容 ! / " 是

指对以往肿瘤较大需采取眼球摘除术的患者!采用
全身或局部化疗方法使肿瘤体积缩小! 再联合激
光+ 冷冻+ 局部巩膜板敷贴放疗等手段进行综合治
疗, 此方法是目前世界上 )*治疗首选的保守治疗

方法!其治疗后生存率及眼球保存率有了较大的提
高 ! 1# 2# 3 ",但有学者发现 ! 4 "!部分 )*患者在进行数个
化疗疗程后会出现疗效下降或无效现象!部分化疗
患者肿瘤复发时再使用原来有效的同一化疗方案

时也会出现治疗无效的情况! 因而 )* 化疗的耐药
性引起人们的重视, 以往的研究发现!)*细胞对化
疗药物容易产生多药耐药性作用! 其中 205 6
705 )* 细胞即使未经化疗药物作用也会产生耐药
性 ! 8# 9 ", 基础研究发现在 )*化疗失败患者肿瘤细
胞中可发现抗多种药物的 : 黏蛋白高度表达!因而
有学者提出这可能是 )*细胞对化疗反应低下的原
因 ! 7# $ ", : 黏蛋白是一种依赖 (;:的膜转移因子!其
通过向细胞外转运化疗药物而促使化疗药物从耐

药的肿瘤细胞中外流,而大剂量的环孢素是 :黏蛋
白抑制剂! 在动物实验及临床应用中! 发现环孢素
可逆转 )*细胞对多种化疗药物的耐药作用! 使化
疗药物在肿瘤细胞中积聚而达到抑制和杀灭肿瘤

细胞的作用 ! 4 ", 本研究采用不同浓度的环孢素联合
化疗药物卡铂和足叶乙甙作用于 )* 细胞! 通过
<;; 法测量及倒置显微镜下观察 )* 细胞的生长
情况!评价环孢素影响卡铂及足叶乙甙抑制和杀灭
)*细胞的促效作用,
本组实验所采用的化疗药物卡铂 #=>?*@AB>CDE%

及足叶乙甙#FC@A@GDHF# I:.13%是目前世界上治疗小
儿恶性肿瘤新一代化疗药物!卡铂是非特异性作用
于细胞循环阶段的药物!它通过影响肿瘤细胞 JK(
的链内与链间的交叉!产生细胞毒性作用而抑制杀
灭肿瘤细胞 ! 10 ",足叶乙甙是半合成的鬼臼酯素衍生
物! 具有广谱抗肿瘤活性! 作用机制为抑制核苷转
移!抑制肿瘤细胞 JK(+)K(及蛋白质合成, 从本
组实验结果发现!不同浓度的卡铂及足叶乙甙均对
’0.)*/0 细胞有抑制杀灭作用, 卡铂及足叶乙甙药
物浓度越高! )* 细胞数量越少! 细胞抑瘤率越高!
)*细胞抑瘤率与药物浓度呈剂量相关效应,
!& ’ 环孢素对化疗药物卡铂和足叶乙甙抑制 $%
细胞的增效作用

通过对环孢素的药物代谢动力学的研究发现!
环孢素在血浓度较高剂量下存在剂量疗效相关关

系!靶细胞暴露于环孢素越充分!疗效越好 ! 2# 7 ", 卡
铂及足叶乙甙加入不同浓度的 &’( 后!’-.)*/0 细
胞抑瘤率较单独应用卡铂及足叶乙甙时增高!且加
入 &’( 浓度增加细胞抑瘤率也增加! 加用 &’( 后
L&/0 值逐渐降低! 两组抑瘤率及 L&/0 值统计学显示

图 # 未用化疗药物培养的 ()*$+,- 细胞

图 ’ 加用 -" ’, ./ 0 1 卡铂培养的 ()*$+,- 细胞

图 ! 加用 -" 2’, ./ 3 1 足叶乙甙培养的 ()*$+,- 细胞

图 4 加用 -" ’, ./ 5 1 卡铂 6 2" - ./ 5 17(8 培养的 ()*

$+,- 细胞

9:/& 2 ()*$+,- ;<==> ;?=@?A<B C:@DE?@ ;D<.E@D<AFG<?@:;

BA?/> $ M 20%

9:/H ’ ()*$+,- ;<==> ;?=@?A<B C:@D -I ’, ./ 3 1 ;FA%EG=F@:J

N M 20%

9:/& ! ()*$+,- ;<==> ;?=@?A<B C:@D -& 2’, ./ 5 1 <@EGE>:B<

N M 20%

9:/& 4 ()*$+,- ;<==> ;?=@?A<B C:@D -& ’, ./ 5 1 ;FA%EG=F@:J

6 2& - ./ 5 1 7(8# M 20%
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差异有显著性, 这说明 -./ 能够提高卡铂和足叶
乙甙对 01细胞的抑制杀灭作用, 在使用较高浓度
卡铂和足叶乙甙时2随着 -./ 浓度的增加2卡铂及
足叶乙甙对 01细胞抑制效果越明显, 但在低浓度
足叶乙甙作用于 01细胞时2加入 -./ 的浓度变化
对细胞抑瘤率影响不明显2这可能与低浓度足叶乙
甙抑制 01细胞的作用不如卡铂有关,

01 细胞发生坏死3 凋亡首先可以看到细胞逐
渐疏松2细胞间结合力下降2附壁逐渐减少4然后可
见细胞数量逐渐减少2细胞发生坏死5皱缩2细胞崩
解碎片增多,从倒置显微镜下观察随着化疗药物浓
度的增加2 .6701&+ 细胞数逐渐稀疏2 细胞结合力
下降2附壁逐渐减少, 细胞发生坏死5皱缩2细胞崩
解碎片增多,在相同浓度的卡铂和足叶乙甙组内加
入 -./ 后2 01细胞的形态改变较同一浓度单纯化
疗药物作用所致改变更明显2 且随着 -./ 浓度的
增加201细胞坏死凋亡改变越来越明显,这也从形
态学上显示随着 -./ 的加入及浓度的增加2 化疗
药物对 01细胞的杀灭作用逐渐增强2 -./ 具有提
高化疗药物杀灭 01细胞疗效的作用,
单独应用不同浓度 -./ 作用于 .6701&+ 细

胞2其细胞抑瘤率并无明显改变, 其细胞形态与对
照组相比2 细胞密度5 细胞附壁情况及细胞之间联
结状况均未见明显差异,提示单纯 -./ 对 01&+ 细
胞并无抑制杀灭作用2 卡铂与足叶乙甙加入 -./
后 01细胞抑瘤率提高与 -./ 抑制 01细胞的多药
耐药性2促进了化疗药物对 01的疗效有关,高浓度
-./ 作用于 .6701&+ 细胞所引起的较低的抑瘤
率2可能与培养液内高含量 -./ 对 01细胞的毒性
作用有关,
从本实验结果我们认为 -./ 单独作用于

.6701&+ 细胞无抑制杀灭作用2 虽然对 -./ 对化
疗药物卡铂及足叶乙甙治疗 01 细胞的促效作用
机理尚不明确2 但 -./ 能提高卡铂及足叶乙甙对
.6701&+ 细胞的抑制杀灭作用,在相同浓度的化疗
药物作用下2 -./药物浓度增加2 可增进卡铂及足

叶乙甙对 01细胞作用的效果, 这为我们在今后临
床应用化疗药物治疗 01过程中合理使用环孢素提
供了理论依据,
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