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【摘* 要】目的：探讨 ( 种肿瘤细胞对长春新碱（ M39>D3@E39.，

PGQ）和泰索帝（H8>.E2?./，CRG）两种化疗药物的敏感性以及

该敏感性与肿瘤细胞内 SE2E7139 基因表达之间的关系, 方法：

采用 J-- 法和形态学观察，根据两种药物对细胞的相对抑制

率，分析 ( 种肿瘤细胞对两种药物的敏感情况；应用实时荧光

定量 TGQ 技术分析比较上述细胞 SE2E7139 基因表达情况,
结果：( 种肿瘤细胞对 PGQ 的敏感程度（ 相对抑制率）依次

为：骨肉 瘤 细 胞 &B"%，’(U，&&"!，’BU；宫 颈 癌 细 胞 4./2，

+%U；肝癌细胞 44GG，+)U；肺癌细胞 V’)&，+!U；喉癌细胞

4.<#$，!%U；胃癌细胞 JWX)’，!BU；肝癌细胞 %%$!，!’U ,
对 CRG 敏 感 程 度 依 次 为：&B"%，)(U；4./2，)BU；&&"!，

))U；4.<#$，+)U；V’)&，+!U；JWX)’，!’U；44GG，!$U；

%%$!，+U ；SE2E7139 基因在各肿瘤细胞中具有不同程度的表

达，其表达强度与各肿瘤细胞对两种药物的敏感性有 关,
结论：肿瘤细胞中 SE2E9139 基因表达水平与其化疗药物敏感

程度有关，检测 SE2E9139 基因表达水平对临床化疗药物的选

择有一定的指导意义,
【关键词】肿瘤细胞；长春新碱；泰索帝；J-- 试验；抑制率；实

时定量 TGQ
【中图号】Q%+* * * 【文献标识码】V

FG 引言

化学药物治疗是目前临床恶性肿瘤治疗的主要

手段之一，选择有效的化疗药物及提高肿瘤对化疗药

物的敏感性是恶性肿瘤治疗的关键, 我们采用 J--
法［!］体外药敏试验，对肺癌、骨肉瘤等 ( 种肿瘤细胞

对两类化疗药物：长春新碱（P39>D3@E39.，PGQ）和新

一代紫杉醇类药物泰索帝（C8>.E2?./，CRG）的敏感

性进行检测，为临床用药提供依据；应用实时荧光定

量 TGQ 技术，分析了 ( 种肿瘤细胞 SE2E7139 基因的

表达程度，为提高肿瘤细胞对上述两种化疗药物的敏

感性提供分子生物学依据,

HG 材料和方法

H, H G 材 料 G ( 种 肿 瘤 细 胞：骨 肉 瘤 细 胞（&B"%，

&&"!），喉癌细胞（4.<#$）和胃癌细胞（JWX )’）) 种

肿瘤细胞来自本实验室；宫颈癌细胞（4./2）来自第

四军医大学口腔医院病理科；肺癌细胞（V’)&）来自

第四军医大学实验动物中心；$ 种肝癌细胞（44GG，

%%$!）来自第四军医大学细胞生物技术中心；二氧化
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碳培养箱（德国 !"#$"%&）；倒置显微镜［ 日本奥林

巴斯（’()*）］；照相机（日本奥林巴斯）；酶联免疫检

测仪（国营华东电子管厂 +,)-..）；台式低温离心机

（提取 #/$ 用）；蛋白核酸分析仪（ 英国 0"/1$2 公

司）；实时荧光定量 3’# 仪（北京东胜公司）；四氮唑

兰（455，华美公司）；分析纯二甲基亚砜（+4&6，天

津博迪化工有限公司）；&27#8,9::; < 染料（ 上海开

放科技有限公司）= 依据临床最大血液峰值浓度：

%’# -= > ?@ A B，+6’ -= * ?@ A B 设置体外用药剂量=
%’# 设置 C 个浓度梯度（ 剂量组）［ 单位（?@ A B）］：

-= ->，-= >，>，>-，*-- 和 >--；+6’ 设置 D 个浓度梯度

（剂量组）［ 单位（?@ A B）］：-= --*，-= -*，-= *，*，*-，

*-- 和 >--=
!= "# 方法

*= .= *E 455 法检测E 用小号培养瓶培养细胞，待细

胞长满 后，加 入 .= > @ A B 胰 蛋 白 酶 消 化 ) ?F;，用

#34. *CG- 完全培养液终止消化，移入 *- ?B 离心管

离心，再重悬于完全培养液，用计数板计数，调整细胞

悬液至细胞密度为 > H *-D A B，每孔加细胞悬液 *--
!B，即 -= > H *-G A 孔，接种于 IC 孔板= 设实验孔（ 加

药）、对照孔（只加细胞）和调零孔（只加培养液），每

个浓度设 ) 个复孔= 将 IC 孔板置于 )DJ，>- ?B A B
’6. 饱和湿度的 ’6. 培养箱培养 .G K，实验孔分别加

入不同浓度的两种化疗药物 >- !B，继续培养 GL K 后

取出 IC 孔板，每孔加入 455（> @ A B 37& 缓冲液）.-
!B 继续培养 G K，小心吸除上清后加入 +4&6 *>-
!B A 孔，振荡数分钟，使结晶物充分溶解= 选择 GI-
;? 波长，使用酶联免疫检测仪检测每孔 ! 值，按下列

公式计算相对抑制率：抑制率 M（* N
! 值实验孔

! 值对照孔

）H

*--O =
*= .= .E 实时荧光定量 3’# 检测 &PQPK?F; 基因表达

E 细胞总 #/$ 提取及逆转录：分别收集 L 种肿瘤细

胞（ R *-C 个细胞），59FSTU 法提取细胞总 #/$（ 按说

明书进行），常规方法分别进行反转录合成 V+/$，得

到不同 浓 度 的 V+/$，用 蛋 白 核 酸 分 析 仪 测 定 各

V+/$的 ! 值，用 WW!.6 调整浓度均至 -= . @ A B= 定

量 3’#：根据 ,:;:XQ;Y 报道的 &PQPK?F; 基因序列合

成 3’# 引物如下（上海博亚），上游引物：>Z8’$5$5,
,’55’55’5,$5$5’’$,8)Z；下 游 引 物：>Z8’5’,$,
55$,5’$,’55’$,5’5’,5’8)Z= 3’# 反应体系为：

模板 V+/$ * !B，*- H 3’# 缓冲液 . !B，*- ??TU A B
W/53 * !B，*- !?TU A B 引物 * !B，"#$ +/$ 聚合酶

-= > !B 及 &27# ,9::; * 染料 * !B，加水至 .- !B，

使用北京东胜公司的实时荧光定量 3’# 仪，于 IGJ

)- [，>LJ )- [，D.J G- [，反应 )> 个循环= 琼脂糖

电泳观察 3’# 产物=
统计学处理：用 &3&& 软件，计算不同药物浓度 )

个复孔相对抑制率，计算结果用 % & ’ 表示；不同肿瘤

细胞 &PQPK?F; 基因定量 3’# 四个重复样品的 () 值，

以 % & ’ 表示，不同肿瘤细胞间比较用方差分析，两

两比较用 B&+8) 检验=

"# 结果

"= !# 倒置显微镜下观查# 两类化疗药物对肿瘤细胞

生长和形态的影响：对照孔细胞正常贴壁生长增殖；

加药孔细胞生长缓慢，分裂相减少或消失，胞质粗糙，

内有颗粒堆积，可见细胞明显回缩，并有一定数量细

胞破裂解体（\F@ *）=
"$ "# 两类化疗药物对 % 种细胞的的 &’’ 药敏结果

# 血浆峰值浓度孔抑制率!>-O 为高度敏感（"），

R )-O 为中度敏感（ ] ），^ )-O 为耐药（ 不敏感）

（ N ）= 如 5QX *，结果为：IC-D，II-*，!:UQ，$>GI 四种

细胞对两种药物均敏感，其中 IC-D，II-* 对 %’# 高

度敏感，对 +6’ 中度敏感，!:UQ，$>GI 两种细胞对两

种药物均中度敏感，!!’’ 对 %’# 中 度 敏 感 而 对

+6’ 不敏感，!:_8. 对 +6’ 中度敏感而对 %’# 不敏

感，4(/G> 和 DD.* 两种细胞对两种药物均不敏感=
随药物浓度的增加每种细胞的抑制率有升高趋势

（\F@ .）=
"$ (# 定量 )*+ 结果# 将荧光信号对扩增循环数作

图，\F@ ) 显示 L 种肿瘤细胞 &PQPK?F; 基因 3’# 荧光

扩增曲线，表明每一个样品中双链 +/$ 的浓度都升

高到了背景荧光水平之上，并且都进入了指数扩增

期，域值线设定为最初的 ) ‘ *- 个循环荧光值标准偏

差的 *- 倍= () 值（ 荧光曲线与域值线交叉的点）随

着初始模板浓度的增加而成比例地减少= 每种细胞

V+/$ 均进行了四个重复，通过计算 () 值的差异来验

证检测的准确性，5QX . 所示重复样品间 () 的标准

差小于 -= )= \F@ G 为肝癌细胞（!!’’）V+/$ 四个重

复样品的荧光扩增曲线，显示出极好的重复性= \F@ >
显示了各细胞 V+/$ 3’# 熔解曲线，随着温度的升

高、与双链结合的 &27#8,9::; < 染料的释放，荧光信

号也随之平滑的下降，荧光强度随温度变化的负一次

倒数也被显示= 荧光强度变化的拐点（ 熔点，5?）处

清晰地看到了一个单一的峰，这个峰对应着扩增产物

的熔解温度（LCJ），表明扩增产物为目的产物，荧光

强度随温度变化的负一次倒数图中没有杂峰，也未出

现主峰的异常增宽，表明实验中未出现污染，引物二

聚体和假阳性现象=
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(&#)*，+, -；0：0&)( %&12%31$% (&#)*，,/ -4

56( 78 9&#:%- ;#$<6%6#$ #= %-1 #>%1#>2&;#32 ;1’’ ?@AB 6$ ;#$%&#’
(&#)* 2$< <&)( %&12%31$% (&#)* 2% <6==1&1$% %631 *#6$%>
图 78 对照组与加药组骨肉瘤 ?@AB 细胞不同时间的生长情况

表 78 CDD 法检测 / 种细胞对两种药物于临床最大血浆峰浓

度（A4 E 3( F G，A4 7 3( F G）的抑制率（H ）和敏感度

D2I 78 J$-6I6%6#$ &2%1 2$< >1$>6%6K6%L #= 16(-% M6$<> #= ;2$;1& ;1’’>
%&12%1< IL %:# <&)(> :6%- %-1 32N632’ ;#$;1$%&2%6#$ 6$ *’2>3

（A4 E 3( F G，A4 7 3( F G） （! O P，" # $）

"1’’
J$-6I6%6#$ &2%1

Q6$;&6>%6$1
R1

J$-6I6%6#$ &2%1

0#;1%2N1’
R1

?@AB E/4 P S +4 E （!） ,B4 ? S A4 / （ T ）

??A7 EE4 , S +4 ? （!） ,,4 + S +4 E （ T ）

U1’2 P@4 B S 74 @ （ T ） ,@4 P S +4 A （ T ）

!E,? PA4 ? S +4 + （ T ） P74 7 S 74 A （ T ）

CVW,E 7E4 @ S P4 / （ X ） 7E4 P S +4 , （ X ）

U1*Y+ 7B4 + S +4 @ （ X ） PP4 @ S P4 P （ T ）

UU"" P,4 A S P4 E （ T ） 7+4 A S +4 7 （ X ）

BB+7 7E4 , S +4 P （ X ） P4 , S ,4 @ （ X ）

R1：>1$>6%6K6%L4

56( +8 0#>2(1Y1==1;% ;)&K1> =#& 16(-% M6$<> #= ;2$;1& ;1’’> %# Q6$Y
;&6>%6$1（!）2$< 0#;1%2N1’（.）

图 +8 / 种肿瘤细胞对长春新碱（!）和泰索帝（.）的剂量Y效
应曲线

!" #$ 琼脂糖电泳 %&’ 产物结果$ 如 56( @ 显示，在

0G+AAA 标准分子质量的 ,EA I* 处可见一特异性条

带，与 R%2%-36$ 基因大小一致，无其他杂带，与熔解曲

线所得结果相一致4
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!"# $% !&’()*+,*-,*.,/,&* ,’)0*+ (1 234356"- #*-* 1() *"#53 7"-8+
(1 ,4-,*) ,*&&+
图 $% 9 种肿瘤细胞 234356"- 基因 :;< 荧光扩增曲线

表 =% 9 种肿瘤细胞同一浓度 ,>?@ 四个重复样品的平均 !"
值及标准差

A4B =% C*4- 4-8 +34-84)8 8*0"43"(- "- !" 04&’*+ 1() 35* 1(’) )*D.
&",43* +46D&*+ (1 ,>?@ 1)(6 *"#53 7"-8+ (1 ,*&&+ 43 35* +46* ,(-.
,*-3)43"(- （# E F，$ % &）

;*&& $ % &

G*D.= =H FI J KH I9B8

LLKI =H M= J KH INB8

@MFL $H OK J KH =FB81

G*&4 $H O9 J KH ILB81

LOKN FH MI J KH =KB8

NN=I IKH $O J KH IL

GG;; IIH == J KH II

CP?FM I=H =$ J KH II

B’ Q KH KI (& NN=I；8’ Q KH KI (& CP?FM；1’ Q KH KI (& LOKNH

!"# F % !&’()*+,*-,*.,/,&* ,’)0*+ (1 234356"- #*-* 1() 35* 1(’)
)*D&",43* +46D&*+ (1 GG;; ,*&& ,>?@
图 F% GG;; 细胞 ,>?@ 四个重复孔的 234356"- 基因荧光扩

增曲线

!" 讨论

R;< 和紫杉醇（A@S）两类化疗药物为广普化疗

药物，>T; 是一种较新型紫杉醇类抗肿瘤药物，目前

在临床有一定应用H 两类化疗药物均为作用于微管

蛋白破坏微管系统的细胞周期特异性药物 H R;<主

!"# M % C*&3"-# ,’)0*+ 8*D",3"-# 35* 1&’()*+,*-,* "-3*-+"3/ 4-8
-*#43"0* 1")+3 8*)"043"0* D&(3+ 1() *"#53 7"-8+ (1 ,*&& ,>?@ +46D&*+
图 M% 9 种肿瘤细胞 ,>?@ 234356"- 基因 :;< 熔解曲线

C：>U=KKK；I：G*D.=；=：LLKI；$：@MFL；F：G*&4；M：LOKN；O：NN=I；

N：GG;;；9：CP?FMH

!"# O % @-4&/+"+ (1 :;< D)(8’,3+ (1 234356"- #*-* 1)(6 *"#53
7"-8+ (1 ,*&&+ B/ 4#4)(+* #*& *&*,3)(D5()*+"+
图 O% 琼脂糖电泳 9 种肿瘤细胞 234356"- 基因 :;< 产物结果

要作用是抑制微管聚合，使分裂期细胞不能形成纺锤

体，使核分裂停止于 C 期而导致细胞死亡；A@S 主要

作用于细胞 V= 晚期和 C 期末，它虽可促进微管蛋白

装配成微管，然而却抑制微管的裂解，导致微管排列

异常，使纺锤体失去正常功能而引起细胞死亡［=］H 不

同类型的肿瘤细胞对 R;< 和 >T; 的敏感性不同，

CAA 法是快速敏感的药敏检测方法，临床相关性好，

尤其在肿瘤治疗方面，有较高的临床参考价值H
本实验结果表明骨肉瘤细胞系 LOKN，LLKI 对两

种药物都具有好的较敏感性，G*&4，@MFL 对两者的

敏感性次之，喉癌细胞 GW:.= 及肝癌细胞 GG;; 则

选择性地对其中一种药物中等程度敏感而对另外一

种耐药，胃癌细胞 CP?FM 和肝癌细胞 NN=I 对两者都

不敏感H 有研究报道，胃癌细胞对于其他多种包括 M.
氟尿嘧啶（M.!X）、丝裂霉素（CAA）等化疗药物化疗

效果也不理想［=］，研究表明多药耐药（C><）的产生

是导致胃癌细胞 CP?FM 产生耐药和治疗失败的原

因之一［$］H
国内外还有研究结果表明肿瘤基因 234356"- 的

表达程 度 与 肿 瘤 对 化 疗 药 物 的 敏 感 性 有 一 定 关

系［F，M］H 234356"-（又称 T:I9）是一种高度保守的细胞

内磷蛋白，在多种恶性肿瘤中高度表达，是恶性肿瘤

治疗的新靶点H 与上述两种化疗药物相同，234356"-
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蛋白的下游作用靶点也是微管系统，只是作用路径不

同，在细胞分裂间期（!" 期）该蛋白 # 末端部分具有

抑制微管蛋白聚集的作用［$ % &］，因此，研究 & 种肿瘤

细胞 ’()(*+,- 基因表达与它们对两种化疗药物的敏

感性具有一定意义.
实时定量 /01 原理是利用荧光信号的变化实时

检测 /01 扩增反应中每一个循环扩增产物量的变

化，通过 !" 值和标准曲线实现对起始模板的定量和

定性分析，!" 值是 /01 扩增过程中，扩增产物（ 荧光

信号）到达一定的荧光强度（ 阈值）时所经过的扩增

循环数. !" 值与起始模板的关系研究表明，每个模板

的循环数（!" 值）与该模板起始拷贝数的对数存在线

性关系，即初始模板量越多，扩增产物达到某一值

（域值）时所需要的循环数越少即 !" 值越小［2］. 我们

的实验实际是利用荧光染料 ’341 !566- 7 以各细胞

同一浓度 89#: 中同一基因（’()(*+,- 基因）89#: 的

不同拷贝数为模板，因此比较 !" 值即可比较各细胞

之间同一浓度 89#: 中 ’()(*+,- 基因 89#: 的拷贝

数，实际间接地比较了不同肿瘤细胞之间 ’()(*+,- 基

因的 +1#: 含量差异，从而得到 ’()(*+,- 基因表达

差异.
根据每个模板的循环数（!" 值）与该模板起始拷

贝数的对数存在线性关系，有：

;<=（#: > #4）? !!" @<=（A B $C）

即：
#:

#4
?（A B $C）!0( D C:，C4 :，4 两样品的

浓度（模板起始拷贝数）

若 EF ? A，就有 EF 扩增效率

#:

#4
? G!!" D !!" :，4 两样品 !" 值之差

本实验 显 示，对 两 种 药 物 均 敏 感 的 H 种 细 胞

’()*+,- 基因表达明显高于对两种药物均不敏感的 G
种细胞（% I ". "A），例如骨肉瘤细胞 22"A ’()(*+,- 基

因的表达是胃癌细胞 JK#HL 的 GAG. GM % G. L$ 倍约 A"GH
倍，即低表达的 G 种细胞（JK#HL 和 NNGA）对两种药

物的敏感性较差；’()(*+,- 基因高度表达的 22"A 细

胞对两类化疗药物具有较好的敏感性；O6PQG 细胞

’()(*+,- 基因高度表达，对 R01 不敏感而显示出对

9S0 敏 感；’()(*+,- 基 因 低 表 达 的 OO00 细 胞 对

R01 敏感而对 9S0 不敏感；:LH2，O6@) 和 2$"N M 种

细胞随 ’()(*+,- 基因表达的递减对两种药物的敏感

性递 增，它们的’()(*+,-基因表达较高，但:LH2与

O6@) 之间无统计差异（% T ". "L），而 2$"N 与 :LH2，

O6@) 之间有统计差异（% I ". "A）.
通过本实验，显示了 & 种肿瘤细胞对 R01 和

9S0 两种化疗药物的敏感性，同时初步探讨了这几

种肿瘤细胞 ’()(*+,- 基因表达的高低与它们对化疗

药物敏感性之间的关系. 本实验结果对临床肿瘤治

疗用药具有一定参考价值，同时为从分子生物学角度

提高肿瘤化疗效果提供了一定的实验依据.
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