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提 要 在人 胃癌细胞培养液中
,

添加不同浓度的胸腺啼睫脱氧核昔 ( T d R )
,

通过测定培养液中的 T d R 浓 度的变化
,

肿瘤细胞计数
、

线粒体活性分析
,

观察 T d R 在 5一氟尿啼吮 《 5
一

F U ) 化疗 中对 胃癌细胞增殖的影响
。

实验结果表 明
,

T d R 与 5 -

F U 合用能显著增强 5一 F U 的杀伤癌细胞的作用 ,从而证实 T d R 具有辅助抗肿瘤的生物调节作用
.

主压词 胸腺啼吮核昔一磷酸 /治疗作用 ; 胃肿瘤 /药物疗法 ; 氟尿啼陡 /治疗应用
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.

5 3

胃癌术后化疗是提高 5 年生存率的主要方法
。

但大剂量化疗常给病人带来很大的痛苦
,

小剂量化

疗又不能起到满意的效果
。

为了解决这一 问题
,

人们

通过实验发现
,

在化疗时投与其它的辅助性药物
,

有

时可增强化疗的效果
,

同时又能减轻化疗的副作用
,

因而提出了癌化疗生物调节作用 (b ico ha m i ca l m do
-

ul at io n) 的理论 l[]
。

本实验在人 胃癌细胞的培养液中

加入 胸腺 啼吮脱氧核昔 ( t h y m id in e ,
T dR )

,

以观察

T d R 对胃癌细胞增殖的影响
,

并在不同实验组中加

入 5
一

氟尿 啼吮 ( 5
一
F U )

,

观察 T d R 对 5
一
F U 杀伤癌细

胞的生物调节作用
。

试图了解 T d R 增强 5
一

F U 的实

际效用
,

探讨其作用机理及临床应用的可能性
。

1 材料与方法

1
.

1 细 胞

人 胃癌细胞株 (加藤 l 号 )
。

培养初浓度为 2 冰

10
`
/ m l

,

在 37 ℃
,

含 5% C O
Z

的空气条件下培养
。

1
.

2 主要试剂

5
一
F U 为日本协和发酵工业公司生产

。
T d R 为

s ig m a
e hm e i e a 一C

o m p a n y 产 品
,
T d R 液 自行配制

,

浓度 7
.

4m m o l /L
。

1
.

3 培养液

W il l
a m s 一

E 培养液
,

含青霉素 1 0拌g /m l
,

卡那霉

素 1 0如 g /m1
,

小牛血清 10 %
,

过滤灭菌
,

分装保存
。

1
.

4 实验分组

分为阴性对照组
,

T d R 添加 组
,

5
一
F U 添加组

,

T d R + 5
一
F U 添加组共 4 组进行比较

。
T d R 的添加浓

度为原液 7 4 0产m o
l / L

,
7 4拜m o l / L

,
7

.

4拜m o l / L
,

5
一

F U

的添加浓度为 0
·

0 1拜g / m l
,
o

·

l产g /m l
,
一 o拌 g / m l

。

1
.

5 测 定

L .S l 细胞计数
·

每一个培养皿取 5 份标本进行

细胞计数
,

吹匀细胞后
,

取 0
.

l m l于 96 穴培养板中
,

用 .0 巧写台盼 蓝 50 川滴入穴孔中反复抽吸染色
,

然

后在细胞计数板上计数
。

1
.

5
.

2 培养前 后 T d R 浓度 的浏定 每个培养皿在

培养前后取上清液 一 80 ℃保存
,

成批检测
。

L .5 3 线拉体活性 分析 细胞培养 7 h2 后
,

每一培

养皿取 。
.

5m l 细胞悬液
,

分注到 96 穴培养板中
,

每

穴 0
.

l m l (即一个培养皿 5 份检测标本 )
,

3 o o o r
/

m in
,

s m in
,

离心
.

弃上清
,

每穴加 0
.

4 % M T T 液〔3一

4
·

5 d im e t h y l t h ia z o
l
一
2
一
y l )

一
2

·

5
一

d ip h
e n y l t e t r a s o l iu m

b
r o m id

e

〕 1 0井l
; 0

.

l m o
l /L 唬拍酸钠 1 0拜l

,

在含 5 %

C O :

空气的培养箱中
,

37 ℃培养 3h
。

3 h 后每穴加硫

酸二 甲醇 1 5。闪
,

振荡反应 10 m in
,

用 比色分析仪测

定 ( M T P
一
2

,

M i
e r o p l

a t e
h

o t o m e t e r
C

o r a n a
E l

e o t r ie
,

日本产 )
,

测定波长 5 5 o n m
,

对照波长 6 3 o n m [么] 。

1
.

6 统计学处理

S t u
d

e n t t t e s t 分析
。

2 结 果

细胞计数

分对照组
,

T dR 添加组
,

5
一

F U 添加组
,

T d R + 5
-
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F U 添加组共 4 组进行比较
。

不同浓度的 T dR 添加

组与对照组比较
,

细胞增殖数量无明显差异
。

设对照

组为 1 0 0%
,

T dR 各浓度组分别为 8 5%
,
9 6%

,
1 0 4%

。

单用 5
一

F U 组 (浓度为 1产g / m l ) 6 5写
,

T d R 7 4 o卜m o
l /

L
,

5
一

F U 添加组为 55 写
,

比单 5
一

F u 组有更强的抑制

胃癌细胞增 殖的作 用 (附 图 )
。

不同浓度 的 T d R

( 7 4 0拜m o l /L
,

7 4拜m o l /L
,

7
.

4拌m o l / L ) 添 加 5
一

F U

( 1拜 g / m l )组分别是 5 5%
,

5 8环
,
6 4%

。

高浓度两组与

单 5
一
F U 对照组之 间有统计学显著差异

。

T d R + 5
一

F U 组的线粒体活性较单用 5
一
F U 组明显降

低
,

浓度 7 4拌m o l / L T d R 与 5
一
F U 合用 比单用 5

一
F U

的线粒体活性 降低 8%
,
T d R 添加浓度为 74 0拜m ol /

L 时比单独用 5
一
F U 的线粒体活性降低 19 写

。

两者

之间有统计学显著差异
,

尸 < 0
.

05
。

3 讨 论

. 对照

ǎ承à截老留砚

OL es se ee 一一一一 _

_0 0 0 1 0
.

1 1
.

0
5
一

F U浓度 (尸 g / m l )

附图 T d R 和 5
一
F U 添加后胃癌 细胞

计数的变化

纵座标表 示 细 胞 的百 分 比
,

以对照组 的细胞数 为

10 0 %
,

横座标为 SF u 浓度
,

王土 : , * 表示 尸 < 0
.

05
, n 一 6

2
.

2 培养前后 T d R 浓度的变化

T d R 的消耗量与有无添加 5
一

F U 相关显著
。

无

添加 5
一
F U 组 d3 培养后的 T d R 消耗量为 54

.

4 %
,

而

添加 5
一

F U 组消耗量为 72
.

2 %
,

两组 比较有统计学

显著差异
,

而且在高浓度 T d R 添 加和 低浓度添加
,

消耗比例亦有统计学显著差异
,

见 附表
。

附表 胃癌细胞培养 7h2 后培养液 中 T d R 消耗量

T d R I ) ( 卜rn o l / L ) 5
一

F U (一 ) 5一 F U ( + )

74 0 5 4
.

4士 1 1
.

9 2 ) 72
.

2士 6
.

9

7 4 9 2
.

3士 3
.

1 夸 10 0

1 ) T d R 两种浓度及有无添加 5一 F U 时的 T d R 消耗量 ;

2 ) 7 4 0拌m ol / L 组 5一F U 阴性 和阳性组之 间有统计学显

著差异
,

P < 0
.

05

3
.

3 线粒体活性

线粒体活性表明 细胞的增殖能力
。

实验表明
:

T d R 添加后 能明显增强 5
一
F U 杀伤肿瘤细胞的作

用
。

添加的浓度越高
,

肿瘤细胞增殖的抑制作用越明

显
,

线粒体活性越低
。

这与细胞数的结果基本一致
。

5
一

F U 是消化道恶性肿瘤的主要化疗药物之一
。

核普酸对 5
一

F U 的抗肿瘤的生物调节被认为主要是

通过抑制双氧啼 吮脱氢酶 ( d ih y d r o p y r
im d i n

e d e
h y

-

d r o g e n a s e )从而减少了对 5
一

F U 的分解并可使 5
一

F U

加速进入癌细胞的 R N A 3[]
。

双氢嗜吮脱氢酶被认为

是由肝脏产生
,

它可以加速分解 5
一
F U

。
5
一
F U 本身对

宿主无毒性作用
,

其代谢产物对宿主细胞产生毒性

反应川
.

如果抑制了双氢啼吮脱氢酶的活性
,

即可减

少 5
一

F U 的分解
,

从而 延长 了 5
一

F U 在血 中的半衰

期
,

增强了杀伤肿瘤细胞的作用仁5」。

动物实验中
,

在

5
一
F U 投与前 h1 应用 ur ac il

,

可以使 5
一
F U 在血 中的

半衰期延长 5 倍
,

生物学实验表明
,

盯 ac il 对双氢啼

吮脱氢酶有不可逆的阻抑作用 「̀ 〕 。

T h y m iid ne 的作用是使 5
一

F U 进入癌细胞 R N A

增加
。

有人报道
,

喷吮类物质可以减轻 5
一

F U 的毒性

作用
,

动物实验表明
,

若同时投入啼吮类药物
,
5
一

F U

的用量可达到致死量的两倍 v[]
。

本实验在人胃癌细胞培养液中添加 T d R
,

以观

察 T d R 对肿瘤细胞增殖的影响以及与 5
一

F U 合用时

对 5
一

F U 的抗肿瘤的生物调节作用
。

实验结果表明
,

当 T d R 的浓度在 74 拜m ol / L 时对肿瘤细胞的增殖有

一定的抑制作用
,

但统计学无显著性意义
。

而与 5
-

F U 合用时
,

对癌细胞的增殖有明显的抑制作用
。

其

结果与单用 5
一

F U 组相 比两者之差有显著性意义
,
尸

< 0
.

05
。

为便于观察对比
,

本实验所用的 5
一

F U 浓度

是较低浓度的
。

在预实验中曾采用高浓度的 5
一

F U
,

对肿瘤的杀伤作用过于强大
,

则观察不到或掩盖了

T dR 的生物调节作用
。

核昔酸的消耗量与有否应 用 5
一
F U 表现出明显

的不同
,

消耗量减少可 以理解为肿 瘤细胞数 目减

少 8LJ
。

主要表现在应用 5
一
F U 以后

,

T d R 的利用增

加
。

提示在 5
一

F U 的抗肿瘤的生物调节作用上
,
T d R

起着较大的作用
。

本实验的结果表明
,

T d R 与 5
一

F U 同时应用
,

从

细胞增殖动力学角度增强了 5
一

F U 的杀伤肿瘤细胞

作用
,

提示核昔酸类药物具有辅助抗肿瘤的生物调
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,

等
.

胸腺啼咤脱氧核昔对离体胃癌细胞化疗的生物调节

节作用
。

在目前尚未开发出更有效的抗癌药物之时
,

在投与化疗药物的同时
,

应用核昔酸类药物应是一

种较好的增进化疗效果
、

改善生活质量的新方法
。

5
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