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【摘+ 要】目的：研究白藜芦醇联合 (#IJ 促进人乳腺癌细胞

GNI% 凋亡的作用. 方法：* 种人乳腺癌细胞系（GNI%，GAT#
GD#$,!，HU#DV#, 和 D?69#,%）与不同浓度的白藜芦醇或 W 和 (#
IJ 共孵育 *) E，G// 法检测细胞存活率，并用相差显微镜观

察细胞形态学改变. 用流式细胞术（ 检测细胞凋亡相关指标

T880378 X W YZ）和 [C0?EF4,,$() 染色检测细胞凋亡. 结果：白

藜芦醇能够不同程度地抑制 * 种人乳腺癌细胞系（GNI%，

GAT#GD#$,!，HU#DV#, 和 D?69#,%）的 生 长. 白 藜 芦 醇 对

GNI%，GAT#GD#$,!，HU#DV#, 和 D?69#,% 细胞的 ZN("（ 半数抑

制浓度）分 别 为 ’(，$"%，!,& 和 $!, !5C1 W Q. 单 用 (#IJ 对

GNI% 细胞的 ZN("为 !, !5C1 W Q，联合使用 (#IJ 和白藜芦醇的

ZN("分别为 & !5C1 W Q 和 , !5C1 W Q. 与单用组相比，’( !5C1 W Q
白藜芦醇和 !, !5C1 W Q (#IJ 联合使用后，GNI% 细胞 T880378
X 水平升高. [C0?EF4,,$() 荧光染色和流式细胞术分析 GNI%
细胞的结果一致. 结论：白藜芦醇与 (#IJ 合用可协同促进

GNI% 细胞凋亡，提示白藜芦醇可能用作治疗乳腺癌的二线化

疗药.
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IJ 引言

中药植物的提取物与化疗药物的合理配伍，可大

大提高肿瘤治疗的疗效. 白藜芦醇（ B0FK0B64BC1）化学

名称为芪三酚，化学结构为 ,，(，*’三羟基二苯乙烯

（,，(，*’_ 4B7E@>BC3@F471R080），分 子 式 N!* [!$ ‘,，:B

!$). $(，属非黄酮类多酚化合物，白藜芦醇可拮抗消

化、血液、呼吸、生殖等多个系统来源的多种肿瘤细胞

的增殖［! ^ *］，对肿瘤细胞的发生、促进、发展 , 个阶段

均有抑制作用［!］. 本研究将白藜芦醇与临床常用化

疗药 (#IJ 联合应用，观察其对 (#IJ 在促进细胞凋亡

中的增效作用.

KJ 材料和方法

K. KJ 材料 J 四种人乳腺癌细胞系 GNI%，GAT#GD#
$,!，HU#DV#, 和 D?69#,% 均为本室保存细胞；白藜芦

醇（纯度大于 &&a，溶于 ("" : W Q 的丙二醇）由西安

绿康天然药物研究所提供，用时用含 !"a 小牛血清
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的 !"#$ %&’( 细胞培养液稀释至工作浓度；)*+, 购

于第四军医大学附属一院西药房；!"#$ %&’( 培养基

为美国 -./01 公司产品；小牛血清购自杭州四季青生

物材料工程有限公司；四氮唑溴盐（#22）、34456.4
7 8 "$ 双标试剂盒和 9150:;<==>)? 购自美国 @.ABC 公

司；其余试剂均为国产分析纯D EF*&( 荧光显微镜和

倒置相差显微镜及照像系统为日本 GHIBJK; 产品；遥

控酶 标 分 析 仪 为 奥 地 利 2LM3N 公 司 产 品；+3M@
MCH./KO流式细胞仪为美国 E*P 公司产品D
!D "# 方法

%D >D %Q #22 法测定细胞存活率Q 参考 RCBCK5 等［)］

的方法采用对数生长期的细胞，倾出其培养液，用

"E@ 洗细胞 = 次，加适量的胰蛋白酶消化并细胞计数

后，将细胞按 ’ S %(= T & S %(= 8 孔（不同种类细胞接种

密度不同）分组加入 U& 孔培养板，每孔 >(( !VD 按细

胞系、化疗药品种及药物浓度分组，白藜芦醇实验组

分为 & 个浓度组：>，>(，’(，?(，>(( 和 ’(( !B1H 8 V；

)*+, 实验组参照其在人体的血浆高峰浓度，选择其

最高峰值浓度的 (D % T >( 倍范围，分为 & 组：?，?(，

%&(，=>(，?(( 和 %&(( !B1H 8 V；联合用药实验组分为

& 组，分别是 ?，?(，%&(，=>(，?(( 和 %&(( !B1H 8 V )*
+, 与 &) !B1H 8 V 白藜芦醇联用D 每种药物浓度接种

) 复孔，每组设阴性对照组（培养液中只有细胞，无药

物）和空白对照组（ 培养液中只有等量的药物，无细

胞）D 细胞常规培养 >’ : 后，将培养液换成含不同浓

度药物的培养液，培养板置于 MG> 培养箱，在 =WX，

)( BV 8 V MG> 条件下继续培养 ’? :，倒置相差显微镜

观察细胞生长状态并拍照D 然后取出全部培养板，每

孔加入 #22 溶液（) A 8 V）>( !V，再继续培养 ’ :，小

心吸出培养液，每孔加入 %)( !V 二甲基亚砜，振荡

%( B.4，使沉淀充分溶解，用酶标仪在 ’U( 4B 波长下

测定光密度，计算肿瘤细胞存活率D 计算公式为：细

胞存活率 Y（ 实验组光密度 Z 空白对照组光密度）8
（阴性对照组光密度 Z 空白对照组光密度）S %(([ D
%D >D >Q 流式细胞仪分析细胞凋亡Q 根据 34456.4 7 8
"$ 双标试剂盒说明，用双蒸水 %\’ 稀释结合缓冲液，

"E@ 洗涤样品细胞后，以稀释的结合缓冲液重悬细

胞，并调整细胞浓度为 > S %() T ) S %() 8 BVD 取 %U)
!V 细胞悬液，加入 ) !V 34456.4 7 混匀，室温反应

%( B.4，"E@ 洗细胞一次，再以 %U( !V 稀释的结合缓

冲液重悬，加 %( !V（>( !A 8 BV）"$，用流式细胞仪分

析D 每样 本 收 集 % S %(’ 个 细 胞 荧 光 信 号，采 用

M5HH]K5;< 软件分析结果D
%D >D =Q 9150:;<==>)? 荧光染料染色观察细胞核形态

的改变Q 药物处理后的细胞用 "E@ 洗涤并重悬，加

入浓度为 ) !A 8 BV 的 9150:;<==>)? 荧光染料反应 %(
B.4，于荧光显微镜下观察并拍摄图像D 观察细胞核

形态，以细胞萎缩、核固缩、染色质凝聚和荧光强度增

强等作为凋亡细胞指征D
统计学处理：数据以 ! " # 表示，采用 @"@@ ?D ( 统

计软 件 进 行 分 析D 行 多 个 独 立 样 本 两 两 比 较 的

N5B54I.法检验，$ ^ (D () 为差异有统计学意义D

"# 结果

"$ !# %&& 实验检测细胞存活率# "白藜芦醇对 ’ 种

乳腺癌细胞生长的抑制作用：#22 实验检测细胞存

活率并绘制细胞生存曲线，曲线表明白藜芦醇能抑制

’ 种乳腺癌细胞的生长，测得白藜芦醇对 #M+W 细胞

的 $M)(（ 半数抑制浓度）为 &) !B1H 8 V，对 #P3*#E*
>=%，@_*E!*= 和 E0CJ*=W 细胞的 $M)( 分别为 >(W，%=U
和 >%= !B1H 8 V（ 图 %）D #)*+, 和白藜芦醇联用对

#M+W 细胞生长的影响：#22 实验测得，)*+, 单独作

用于 #M+W 细 胞 的 $M)( 为 %= !B1H 8 V，)*+, 和 &)
!B1H 8 V 白藜芦醇联合使用作用于 #M+W 的 $M)( 降低

到 U !B1H 8 VD

图 %Q 白藜芦醇对人乳腺癌细胞系 #M+W，#P3*#E*>=%，@_*
E!*= 和 E0CJ*=W 生长的抑制作用

"D "# 倒置相差显微镜下观察细胞形态# 随着药物浓

度的增加，与阴性对照组相比，白藜芦醇实验组中

#M+W 细胞数量逐渐减少，细胞形态发生明显改变D
)*+, 实验组与阴性对照组相比，在较低的药物浓度

下，细胞的数量和形态就有明显变化，但很快进入平

台期，随药物浓度的增加，细胞的数量和形态变化不

明显D 联用 )*+, 和白藜芦醇于 #M+W 细胞，与阴性

对照组相比，’? : 后镜下可见到：随着药物浓度的增

加，细胞数量逐渐减少，细胞形态发生明显改变，没有

出现平台期（图 >）D 且上述细胞形态学改变与 #22
实验结果具有相同的趋势D
"$ ’# ())*+,) - . /0 检测细胞凋亡# 凋亡早期，细胞
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内膜的磷脂酰丝氨酸移位到细胞外膜，荧光标记的

!""#$%" & 极易与细胞外膜的磷脂酰丝氨酸结合从而

使其染色’ ()*+ 细胞经 ,- !./0 1 2 白藜芦醇联合 34
!./0 1 2 -5*6 处理 78 9，细胞凋亡率明显高于两药分

别单用（! : 4，" ; <’ <-），其中联用组细胞凋亡率为

（83’ , = 7’ 4）>；而 ,- !./0 1 2 白藜芦醇、34 !./0 1 2
-5*6 和 对 照 组 分 别 为（37’ 3 = ?’ 8）>，（73’ 4 =
4’ -）>，（<’ 4 = <’ ?）> ’

图 ?@ 单 用 白 藜 芦 醇、-5*6 和 联 用 -5*6 加 白 藜 芦 醇（,-
!./0 1 2）78 9 后 ()*+ 细胞的形态学改变@ A ?<<

!’ " # 凋亡细胞的形态学 # 经 B/#C9DE44?-8 荧光染

料染色，荧光显微镜下，正常细胞染色质均匀，核形态

规则（图 4!）’ ,- !./0 1 2 白藜芦醇或 34 !./0 1 2 -5
*6 作用 78 9 后，凋亡细胞即可出现，呈现细胞体积缩

小，核固缩，染色质凝集、碎裂；两种药物联用后，凋亡

细胞数进一步增加，形态学特征更加典型（图 4F G H）’

$# 讨论

白藜芦醇能通过降低血液中胆固醇、抑制脂质过

氧化而减少动脉粥样硬化、高血脂症的发生，能抑制

血小板聚集从而阻止血栓形成，还有抑制自由基生成

等作用［, I +］’ 白藜芦醇抑制心血管疾病的广泛作用

已经有不少研究’ 新近实验证明，白藜芦醇能抑制乳

腺上皮癌细胞的恶性生长、小鼠肝癌细胞恶变［3］，具

有抗炎作用［8］’ 这些实验结果已引起广泛关注’
本实验结果表明，白藜芦醇能在体外抑制 7 种人

乳腺癌细胞系的生长，且随着剂量的增加，细胞生存

率显著降低’ 我们发现不同浓度白藜芦醇对细胞生

长的影响不同，? G ?< !./0 1 2 的白藜芦醇促进细胞

的生长，细胞生存率 J 3<<>；大于 7< !./0 1 2 浓度

时，细胞生存率随药物浓度的增加而降低，这可能是

“毒物兴奋效应”［K］’ 相差显微镜下可见，不同药物组

干预后，()*+ 细胞数量和形态的改变与 (LL 实验结

果一致’

!：阴 性 对 照；F：,- !./0 1 2 白 藜 芦 醇；)：34 !./0 1 2 -5*6；H：,-

!./0 1 2白藜芦醇 M 34 !./0 1 2 -5*6’

图 4@ 单 用 白 藜 芦 醇、-5*6 和 联 用 -5*6 加 白 藜 芦 醇 诱 导

()*+ 细胞凋亡的荧光染色@ A 3<<<

@ @ 动物实验表明，-5*6 抑瘤率较高，同时其毒性反

应也较重，主要表现为厌食、腹胀、精神萎靡、消瘦等

症状；而白藜芦醇单用时无此类症状，和 -5*6 联用时

症状较轻，厌食、腹胀及消瘦不明显，说明白藜芦醇可

减少化疗药物 -5*6 对机体的毒性反应［3<］’ 本实验

以 ()*+ 细胞为主要研究对象，联用 -5*6 和白藜芦

醇后，()*+ 细胞的生存曲线较单用 -5*6 的生存曲

线明显向左下方偏移，说明白藜芦醇能明显增强化疗

药物 -5*6 的抑癌效果’ ,- !./0 1 2 的白藜芦醇与 34
!./0 1 2 的 -5*6 表现出明显的协同效应，两药联合应

用后，凋 亡 细 胞 比 例 明 显 比 单 用 任 一 种 时 升 高’
B/#C9DE44?-8荧光染色的实验结果也表明白藜芦醇

可以促进 -5*6 对 ()*+ 细胞的促凋亡作用’ 因此，

白藜芦醇作为治疗乳腺癌的二线化疗药具有广阔的

应用前景，这对于临床上提高抗癌化疗药物的治疗指

数、降低毒副反应及延长患者的寿命，具有重要的

意义’
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!" 临床资料" @DDR 年以来我院进行女性体检 Q@BD 例，年龄

@@ ^ PB（平均 QR1 P）岁1 检查者膀胱充盈，取仰卧位，暴露检查

部位1 采用西门子 L+#3#I)’ 型超声诊断仪、-UI)D-_HRDDN ‘
T，电子凸阵探头，频率均为 Q1 A &S[1 体检结果正常人数

@!@! 例，占 PR1 ?a；异常人数 !!A> 例，占 QA1 Qa 1 结果说明，

女性以宫颈囊肿、子宫肌瘤、盆腔积液为高发病种1 主要疾病

与年龄无明显差异，以子宫肌瘤的发病平均年龄最高（表 !）1

#" 讨论" Q@BD 例女性体检中发现各种妇科疾病，妇科常见病

患病率高，定期体检可早期发现各种生殖系统疾病并得到早

期治疗1 从 体 检 结 果 看 妇 科 患 病 最 高 的 是 宫 颈 囊 肿 占

!>1 !a，平均年龄 Q>1 ! 岁，其主要原因与宫颈炎症有关，文献

报道［!］宫颈炎症可以产生宫颈囊肿1 子宫肌瘤占本组 B1 !a，

位居第 @，是育龄期妇女多发病，占妇科疾病的 @Da ^ QAa，

子宫肌瘤是一种激素依赖性肿瘤，青春期前少见，绝经后肌瘤

停止生长逐渐萎缩，甚至消失1 大部分患者没有临床症状，可

定期 N 超体检观察，必要时手术治疗1 卵巢囊肿患病率为

!1 Qa，文献报道［@］有 !Da 的卵巢囊肿会发生卵巢囊肿蒂扭

转，约 Qa卵巢囊肿会产生破裂，患者可因并发出血而产生出

血性休克1 所以进行定期 N 超检查，可以防止不必要危险1 盆

腔积液是盆腔炎症一种直接征象1 在排卵期和其它生理因

素，许多妇女 N 超体检时在子宫直肠窝见液性暗区前后径在

! 25 以下，且无症状，应属正常，不应轻易诊断盆腔积液，以

免误导临床医生1

表 !W 女性体检异常 Q@BD 例结果

疾病种类 检出数（&） 患病率（a ） 年龄段（岁）

宫颈囊肿 P@? !>1 ! QD ^ AQ（Q>1 !）

子宫肌瘤 @PQ B1 ! @? ^ PB（RP1 P）

卵巢囊肿 RQ !1 Q @R ^ R@（Q!1 R）

子宫肌腺症 @B D1 B QP ^ RB（RR1 @）

内膜异位 !R D1 R @> ^ QB（QQ1 ?）

节育环下移 !> D1 P Q! ^ A@（RD1 @）

妊娠 P D1 @ @? ^ QP（QD1 R）

盆腔积液 !A> R1 B @@ ^ RR（QR1 P）
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