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摘　要　采用体外克隆形成培养技术研究维拉帕米 ( V PL)联用阿霉素 ( ADM )、长春新碱 ( VCR)和足叶己

甙 ( V P-16)体外净化白血病细胞 ,结果显示: V PL 2. 2μmol /L能明显增加单一应用的不同浓度 ADM、 V CR或

VP-16对白血病细胞克隆形成单位 ( L-C FU)的抑制作用 ,而不增加其对正常粒巨系克隆形成单位 ( GM-CFU)

的毒性。 0. 92μmol /L ADM、 0. 0250μmol / L VCR及 1. 70μmol /L V P-16联合应用下 , L-CFU集落存活率为

11. 61%% ,再联用 2. 20μmol /L VPL则为 3. 52% ;而相同条件下 GM-CFU集落存活率分别为 35. 81%及 26.

05% (与相应 L-CFU组相比 ,P < 0. 01) ,提示 V PL能明显增加上述化疗药物联合应用下的选择性体外净化白

血病细胞作用。
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　　移植物骨髓中微量残留白血病细胞体内克隆

再增殖将引起复发 , 从而影响自体骨髓移植

( ABM T )的疗效 ,因此对其实施有效的体外净化将

十分必要。药物净化较常用 ,但单一药物不易达到最

佳净化效果 ,且移植物骨髓中微量残留白血病细胞

易对化疗药物产生多药耐药性 ( MDR)。已有研究证

明维拉帕米 ( VPL)能明显增加 MDR或非 MDR白

血病细胞对化疗药物杀伤的敏感性 [1, 2 ]。本研究设计

作用于细胞不同增殖周期的 3种化疗药物阿霉素

( ADM )、长春新碱 ( VCR)及足叶己甙 ( V P-16)联合

应用 ,并用 VPL提高联合用药的体外净化效果 ,为

临床提供实验依据。

1　材料与方法

1. 1　骨髓单个核细胞悬液的制备

正常骨髓 15例 ,取自非恶性血液病患者手术切

除的肋骨 ,其中男 9 例 ,女 6例 ;年龄 12～ 73 岁 ,中

位年龄 41岁。急性非淋巴细胞白血病 ( AN LL )骨髓

15例 ,取自我科住院病例 ,其中男 7例 ,女 8 例 ;年

龄 18～ 80 岁 ,中位年龄 37岁 ;初治 13 例 ,复治 2

例 ; 根据 1985 年 FAB分型: M1 3 例 , M2 4 例 ,

M 3 2 例 , M4 2 例 , M5 3例 , M 6 1例 ;骨髓白血病

细胞占有核细胞比例平均为 77. 5% ( 61% ～ 94% )。

所有骨髓细胞均用淋巴细胞分离液分离单个核细

胞 ,用 RPM I-1640培养液洗涤、稀释 ,并配制成浓度

为 2× 109 /L的单个核细胞悬液。

1. 2　体外药物净化方法

正常及白血病骨髓单个核细胞悬液均取 0.

1 m L (含 2× 105个细胞 ) ,用 RPM I-1640稀释成

1 m L,按表 1分组加入药物。 各组摇匀后置 37℃孵

育 1 h,每 10 min轻轻摇匀 1 次 ,最后离心洗涤 3

次去药物 ,收集沉淀细胞用于细胞培养。

1. 3　体外甲基纤维素半固体培养

白血病祖细胞克隆形成单位 ( L-CFU )及正常骨

髓粒巨克隆形成单位 ( GM -C FU )培养总体系

1 m L,均含 2× 105个单个核细胞、 3%小牛血清、

10% PHA-LCM、 0. 88%甲基纤维素 ( Sigma公司产

品 )、青链霉素各 100 U、丁胺卡那霉素 20μg。充分

混匀后每组分两孔 ,每孔 0. 5 m L加入 24孔培养板

中 ,置 5% CO2、 37℃、完全饱和湿度下培养 8 d,分

别计 40个细胞以上的集落数 ,取两孔集落数的均

数用于资料统计。

1. 4　统计学处理

计量资料以 x-± s表示。两组均数的比较用 t检

查 ,多组均数的比较用 F检验 , GM-C FU及 L-CFU

两组率的比较用i2检验。集落存活率= 试验组集落

均数 /对照组集落均数× 100%。
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表 1　不同浓度的 V PL、 ADM、V CR及 V P-16体外对 L-CFU及 GM-CFU集落数形成的影响

组　别
药物处理 (μm ol /L)

V PL ADM VCR V P-16

GM-CFU(n= 15)

集落数 (个 ) 存活率 (% )

L-CFU(n= 15)

集落数 (个 ) 存活率 (% )

　 1 a 　 0 　 0 　 0 　 0 115. 50± 61. 07 100. 00 　 115. 73± 56. 01　 100. 00

b 2. 20 0 0 0 112. 43± 58. 36 97. 34 104. 93± 49. 71 90. 67

2 a 0 0. 46 0 0 95. 26± 51. 51 82. 48 66. 53± 33. 60 57. 49

b 2. 20 0. 46 0 0 81. 79± 46. 17 70. 81 40. 70± 26. 811) 35. 17

3 a 0 0. 92 0 0 74. 89± 28. 96 64. 84 51. 03± 27. 89 44. 09

b 2. 20 0. 92 0 0 67. 46± 41. 35 58. 41 26. 07± 20. 161) 22. 53

4 a 0 1. 84 0 0 62. 80± 44. 21 54. 37 36. 77± 24. 65 31. 77

b 2. 20 1. 84 0 0 51. 65± 34. 62 44. 72 15. 77± 14. 051) 13. 63

5 a 0 0 0. 0125 0 101. 48± 55. 29 87. 86 71. 77± 27. 25 62. 02

b 2. 20 0 0. 0125 0 85. 38± 48. 01 73. 92 49. 50± 30. 491) 42. 77

6 a 0 0 0. 0250 0 82. 57± 46. 88 71. 49 61. 87± 31. 39 53. 46

b 2. 20 0 0. 0250 0 73. 22± 44. 23 63. 29 37. 40± 24. 431) 32. 32

7 a 0 0 0. 0500 0 65. 48± 44. 33 56. 69 43. 57± 24. 58 37. 65

b 2. 20 0 0. 0500 0 62. 60± 42. 15 64. 20 25. 37± 17. 341) 21. 92

8 a 0 0 0 0. 85 93. 98± 54. 36 81. 37 60. 03± 29. 98 52. 39

b 2. 20 0 0 0. 85 78. 62± 36. 38 68. 07 33. 37± 21. 23
1) 29. 15

9 a 0 0 0 1. 70 78. 06± 43. 97 67. 58 44. 77± 27. 22 38. 69

b 2. 20 0 0 1. 70 66. 27± 33. 81 57. 38 22. 93± 17. 27
1) 19. 81

10 a 0 0 0 3. 40 57. 83± 38. 80 50. 07 32. 30± 23. 45 27. 91

b 2. 20 0 0 3. 40 49. 73± 26. 42 43. 06 15. 00± 13. 07
1)

12. 96

11 a 0 0. 46 0. 0125 0. 85 60. 94± 36. 72 52. 81 30. 20± 26. 54 26. 10

b 2. 20 0. 46 0. 0125 0. 85 48. 57± 23. 82 42. 05 13. 13± 13. 71
1)

11. 35
2)

12 a 0 0. 92 0. 0250 1. 70 41. 36± 33. 26 35. 81 13. 43± 8. 57 11. 61

b 2. 20 0. 92 0. 0250 1. 70 30. 09± 18. 06 26. 05 4. 07± 2. 931) 3. 522)

　　注: 1) b与同组 a相比 P < 0. 05; 2)与同组 GM-CFU集落存活率相比 ,P < 0. 01

2　结　果

2. 1　 V PL对 ADM、 VCR或 V P-16分别应用下 L-

C FU及 GM-CFU集落存活率的影响

由表 1可见 ,单独应用 V PL对 L-CFU和 GM-

CFU集落存活率均无明显影响 ;而 VPL明显增加

各浓度 ADM、 V CR或 V P-16对 L-CFU集落的抑制

作用 ,其中 2. 20μmo l /L V PL分别与 0. 92μmo l /L

ADM、 0. 0250μmo l /L V CR或 1. 70μmo l /L V P-16

联用下 , L-C FU集落存活率为 22. 53% 、 32. 32%及

19. 81% ,分别为相应不加 V PL组的 1. 96、 1. 65、 1.

95倍 (P < 0. 05);而 V PL并不增加上述 3种化疗药
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物对 GM-CFU的抑制作用。

2. 2　 V PL对 ADM、 VCR及 V P-16联合应用下 L-

C FU和 GM-CFU集落存活率的影响

由表 1可见 , V PL能明显提高 2种浓度 ADM、

VCR及 V P-16联合应用对 L-CFU集落的抑制作

用 ,而不增加其对 GM-C FU的毒性 ,提示 V PL能明

显增加 3种化疗药物联合应用的净化效果。 其中

V PL 联 用 0. 92μmol / L ADM、 0. 0250μmol /L

VCR和 1. 70μmo l /L V P-16作用下 , L-CFU仅存

活 3. 52% ,而 GM-CFU集落尚存活 26. 05% (P < 0.

01) ,提示该联合方案有明显的选择性体外净化作

用。

3　讨　论

影响化疗疗效的重要原因之一是白血病细胞对

化疗药物产生 MDR,移植物骨髓微量残留白血病细

胞产生 MDR克隆也将影响 ABM T药物体外净化

的效果。较多的研究已证明 V PL逆转 M DR[1, 3, 4 ] ,并

可提高非 MDR白血病细胞对化疗药物杀伤的敏感

性 [2, 5]。本研究结果显示 , VPL对不同浓度的 ADM、

VCR或 V P-16体外抑制 L-CFU克隆生长均有增强

作用 ,而不增加它们对 GM-CFU的毒性 ,说明 V PL

可用于提高这些化疗药物体外净化的效果。用 V PL

联合上述 3种化疗药物体外净化白血病细胞 ,结果

显示 V PL能明显增加 3种化疗药物联合应用对 L-

C FU克隆生长的抑制作用 ,也不增加其对 GM-CFU

的毒性 ,提示该联合净化方案有较好的体外净化效

果 ,且 26. 05%的 GM-CFU回收率可足以保证骨髓

的造血重建。

关于 V PL逆转 M DR的机制目前尚不完全清

楚 ,可能是基于其与 P-170蛋白的结合 ,而使细胞内

化疗药物蓄积浓度增加 ,提高药物对白血病细胞的

杀伤敏感性。 P-170是由位于人染色体 7 q21. 1的

mdr1基因编码的膜糖蛋白 ,它是一种 ATP依赖的

流出泵 ,可将化疗药物泵出细胞外 ,从而使细胞内化

疗药物浓度减少 [3, 4 ]。 本研究 15例 ANLL有 13例

属初治病人 ,据有关资料 ,初治白血病 MDR出现率

可达 25% ～ 75% [7～ 9 ] ,说明本组病例 M DR也是存

在的 ,本实验结果可能部分是由于 V PL的逆转

M DR作用 ,但也可能还有其增加非 M DR白血病细

胞对化疗药物杀伤敏感性的作用。 这些作用对于

ABM T移植物骨髓微量残留白血病细胞的体外净

化将有重要的临床意义 ,且无需考虑 V PL的心脏毒

副作用。
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THE INDUCTION OF HUMAN IgG TO EPSTEIN-BARR

VIRUS CAPSID ANTIGEN ( EB-VCA) IN SCID MICE

Xiao Xibing1　 Chen Xigu2　 Zhang Changqing1　 Huang Bing2

Li Jing lue1　 Fong Kaita o1　 Ye Yong zhao1　 Sun Yun1

( 1　 Cent ral Laborato ry of Tumor Hospital, Sun Yat-sen University of Medical Sciences, Guangzhou, 510060

2　 Laboratory of Animal Center, Sun Yat-sen Univ ersi ty of Medical Sciences )

Seve re combined immunodeficient disease-human periph eral blo od lymphocyte ( SCID-h PBL) and human

peritoneal lymph node lymph ocy te ( SCID-hPLNL ) mice models have been establish ed by intr aperitoneal in-

jection of lymphocy tes iso la ted fr om no rmal human periphe ral blood o r peritonea l lymph nodes into SCID

mice. The mice w ere th en immunized by EB-VCA positiv e B95-8 cells. The sera from the SCID mice w ere

then tested fo r their lev el o f human IgG and induction o f human IgG to EB-VCA ( Ig G /VC A) . The results

r ev ealed tha t 70% ( 7 /10) of sera had positiv e human IgG /VCA in the immunized mice, in comparison to

17% ( 2 /12) in the contr ol g roup. The GM T ( geometric mean titer ) of human IgG /VC A and the lev el o f hu-

man IgG in the ser a we re 1∶ 108 and ( 96. 2± 56. 4)μg / L in 14 SCID-hPLNL mice and 1∶ 7. 8 and ( 13. 84±

6. 0)μg /L in 8 SCID-h PBL mice r espectiv ely. The results suggested tha t SCID-hPLNL mice may be mo re ef-

fectiv e for induction of human IgG to some specific immunogen than the SCID-hPBL mice.

Subject headings　 herpesv irus 4, h uman /immunology; antibodies, vir al; mice, SCID
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IN VITRO PURGING OF LEUKEMIC CELLS BY

VERAPAMIL COMBINED WITH ADRIAMYCIN,

VINCRISTINE AND ETOPOSIDE

Dai Mush ui　 Hong Wende　 Pang Guoyuan　 Peng Aihua　 Luo Shaokai

( Labo ratory of Hematology, Fi rs t Af fi liated Hospital, Su n Yat-sen Univ ersi ty of M edical Sciences , Guangzh ou, 510080)

Using semi-so lid culture tech nique of clonal fo rma tion in vitr o, w e observ ed the influence o f v erapamil

( V PL ) upon ex vivo purging activity o f adriam ycin( ADM ) , vincristine( VCR) o r etopo side( VP-16) . Th e re-

sults show ed that V PL significantly enhanced the killing activ ity o f ADM , VCR o r V P-16 on leukemia pro-

genitor ( L-CFU ) cells, but did no t add their to xicity to GM-CFU. When purged by combination o f 0. 92

μmo l /L ADM , 0. 0250μmo l / L V CR and 1. 70μmo l /L V P-16 o r V PL combined with them, the surv iv al rate

o f L-CFU w as 11. 61% , 3. 52% , respectively , w ith the surviv al ra te o f GM-C FU w as 35. 81% , 26. 05% ,

r espectiv ely , suggesting that V PL selectiv ely enhanced ex v iv o purg ing activ ity o f combina tion o f the above

chemother apeutic agents on leukemic cells, but did not add their tox icity to GM-CFU.

Subject headings　 verapamil /therapeutic use; leukemia, myeloid, acute /drug therapy; bone mar row

purging ; antineopla stic agents, combined
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