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吉西他滨联合外照射诱导人乳腺癌 ()*+, 细胞凋亡
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［摘要］! 目的：研究吉西他滨联合外照射诱导人乳腺癌细胞系 ()*+, 细胞产生凋亡的作用。方

法：采用 (00 法检测吉西他滨（ 1），外照射（ 2），吉西他滨和外照射（ 2 3 1）分别对 ()*+, 细胞的抑制

作用，流式细胞仪检测各组细胞凋亡指数，电子显微镜观察 ()*+, 细胞凋亡的形态学特征。结果：细胞

生长抑制率随吉西他滨作用浓度的增加而逐渐增大；（ 2 3 1）组与 1 组及 2 组凋亡指数比较差异均有

统计学意义（ 0 4 #- #’）。结论：吉西他滨能诱导人乳腺癌细胞产生凋亡，并能明显增强放疗对 ()*+, 细

胞凋亡的诱导作用。
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! ! 吉西他滨（ ?CJM:G;K:<C）是一种新型的脱氧胞
苷类似物，属嘧啶类抗代谢类药物。已应用于胰

腺癌、肺癌、鼻咽癌及晚期乳腺癌［&］的临床治疗。

凋亡已被证实是多种肿瘤细胞死亡的重要机制之

一，而吉西他滨对多种实体瘤细胞（非小细胞肺

癌、胰腺癌、胃癌等）有致凋亡作用［"］。关于吉西

他滨联合外照射诱导人乳腺癌细胞凋亡和增强放

疗对 ()*+, 细胞凋亡的诱导作用，文献鲜有报道。
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笔者通过在体外研究吉西他滨是否对乳腺癌

!"#$% 细胞株有致凋亡作用，并观察其凋亡特征
及能否增强放疗对 !"#$% 细胞凋亡的诱导作用，
为乳腺癌的研究，吉西他滨的临床应用及其放射

增敏作用提供一定的实验依据。

! " 材料与方法

’ ( ’ & 材料 & & 乳腺癌细胞株 !"#$% 为湘雅医院
中心实验室提供。)*!+’,-.、小牛血清为 /012345
公司产品，678 凋亡检测试剂盒为北京宝赛公司
产品，吉西他滨为连云港豪森制药公司馈赠，二甲

基亚砜（ 6!9:）、四唑氮蓝盐（!;;）为 9<=>? 公司
产品。

’ ( @ & 方法
’ ( @ ( ’ & 细胞培养 & & 人乳腺癌 !"#$% 细胞培养
于 ’AB小牛血清 )*!+$’,-. 培养液中，C% D AB
":@，’..B湿度的培养箱中连续培养，-E F 换液 ’
次，用 @ ( AB胰蛋白酶常规消化传代，取对数生长
期细胞作实验。

’ ( @ ( @ & !;; 实验测定吉西他滨对乳腺癌细胞抑
制作用 & & 当培养的 !"#$% 细胞呈对数生长时，
取 ’.- G 孔接种于 H, 孔培养板中，每孔加入不同浓
度的吉西他滨，使终浓度分别为 .，. ( A，’ ( .，@ ( .，
- ( . != G >I，每组设 C 复孔。于 C% D AB ":@的培

养箱培养 -E F 后，每孔加入新鲜配制的 . ( AB
!;; @. !I 作用 - F，出现蓝色结晶，弃去上清液，
加二甲基亚砜（ 6!9:）’A. !I，轻轻震荡 ’. ><4 溶
解后，用酶联免疫检测仪于 -H. 4> 波长测定吸光
度值（ 8），根据以下公式计算：抑制率（B）J（阴
性对照组平均 8 值 $实验组平均 8 值）G 阴性对照
组平均 8 值 K ’..B。以药物浓度为横坐标，抑制
率为纵坐标，得出 A.B抑制浓度（ +"A.）。

’ ( @ ( C & 细胞处理 & & 取对数生长期细胞作实验，
各组在实验前更换新鲜培养液，并随机分为对照

组（ "）；单纯照射组（ )），照射剂量为 , !L$M 线 ,
N0；单纯药物组（ 6），采用吉西他滨 ’ ( . != G >I 作
用于 !"#$% 细胞；照射加药物组（ ) O 6），照射 ,
!L$M 线 , N0 ’@ F 后加入 ’ ( . != G >I 的吉西他
滨，各组分别经药物处理后，在 C% D AB ":@的培

养箱培养 ’@，@-，-E F 后待测。
’ ( @ ( - & 8445P<4 $L 和 *+ 双染流式细胞仪检测 &
& 收集培养瓶中贴壁和悬浮细胞，用 - D 无血清
’,-. 液洗涤 ’ 遍，离心后，加入 A !I 8445P<4 $L 抗
体染色细胞膜上的磷脂酰丝氨酸，加入 A !I *+ 标

记的 678，摇匀避光冰浴 ’A ><4。加入 . ( -B孵育
液，用流式细胞仪进行分析（ 每次检测 ’.- 个

细胞）。

’ ( @ ( A & 透射电镜观察 & & 收集吉西他滨 ’ ( . != G

>I 作用 ’@ F 及照射 , !L$M 射线 , N0 ’@ F 后加

入吉西他滨 ’ ( . != G >I 的药物作用 ’@ F 的细胞，

*Q9 液洗涤 @ 次，CB 戊二酸固定悬液细胞 - F，
*Q9 液洗涤 @ 次，再用 ’B锇酸固定 ’ F，丙酮梯度

脱水，树脂包埋制成超薄切片，醋酸钠、枸椽酸铅

染色、透射电镜下观察并摄影。

’ ( C & 统计学处理 & & 采用 9*99’’ ( . 统计软件，
经 !;; 法检测的光密度值及抑制率以 #! R " 表示，

对不同浓度吉西他滨对 !"# 细胞的抑制率采用 #

检验，对凋亡指数采用重复测量方差分析，以 $ S

. ( .A 为差异有统计学意义。

# " 结 " " 果

@ ( ’ & !;; 法检测吉西他滨对乳腺癌 !"#$% 细胞

的生长抑制作用 & & !;; 法检测结果显示，不同

浓度的吉西他滨处理细胞 @- F 后，细胞生长不同

程度被抑制，且药物浓度增加，细胞生长抑制率逐

渐增大（表 ’）。

表 !" 不同浓度吉西他滨对 !"#$% 细胞处理
@- F后的抑制率比较（#! R "）

药物浓度（!= G >I） 吸光度 抑制率（B）
.& ’( @, R .( .A& & .&
.( A ’( ., R .( .%& & ’A( E R ’( -.& &

’( . .( H-’ R .( .E!! @A( - R -( ,.!!

@( . .( ACH R .( .,!! A%( @ R C( @.!!

-( . .( @H% R .( .C!! %,( - R @( E.!!

& & 与 . != G >I组比较，!! $ S .( .’

+"A.为 ’ ( E. != G >I。本实验选择低于 +"A. 的

吉西他滨浓度用于诱导细胞凋亡的研究。

@ ( @ & 流式细胞仪检测各组 !"#$% 细胞的凋亡情

况 & & 流式细胞仪检测结果显示，!"#$% 细胞自

发凋亡率极低；（ ) O 6）组与 6 组及 ) 组相比较，

差异均有统计学意义（$ S .( .A，表 @）。

表 #" !"#$% 细胞经过不同方式处理后不同
时间的凋亡指数（8+）

组别
8+（B）

’@ F @- F -E F
"组 .( ’, R .( ’’& .( @’ R .( ’% .( @E R .( ’H
6组 -( H’ R .( @’! ’.( .- R .( %C E( E’ R .( C@!

)组 .( @H R .( @-! .( C@ R .( ’H! E( ’H R .( ,’!

（) O6）组 @@( - R @( H’& C( C- R ’( E’ ’( .@ R .( .,

& & 与（) O 6）组比较，! $ S .( .A

’’%
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! ( $ ’ 透射电镜形态学检测 ’ ’ 透射电镜观察到
% ( " !) * +, 吉西他滨处理 %! - 后的乳腺癌 ./012
细胞早期凋亡细胞的形态学表现为染色质边集，

胞浆浓缩，核固缩，可见有膜包绕的凋亡小体（图

%）；照射剂量 # 34 复合 % ( " !) * +, 吉西他滨处理

%! - 后的晚期凋亡细胞中还可见一些碎片（图
!）；照射剂量 # 34 复合 % ( " !) * +, 吉西他滨处理
%! - 后的乳腺癌 ./012 细胞中可见到胞体肿胀，
胞内颗粒样改变的坏死细胞（图 $）。

图 !" 透射电镜下 %( " !) * +,吉西他滨处理 ./012 细胞 %! - 后的早

期凋亡细胞（ 5 %& """）

!"#$ ! 6789:; 8<=<>=>7? ?;::@ =A ./012 ?;::@ BCD;E >E8C@+7@@7=C ;:;?>E=C

+7?E=@?=<; 8A>;E >E;8>+;C> F7>- );+?7>897C; %( " !) * +,

（ 5 %& """）

图 #" 透射电镜下照射剂量 # 34复合 %( " !) * +,吉西他滨处理 ./012

细胞 %! -后的晚期凋亡细胞（ 5 %G """）

!"#$ # C=C1H789:; 8<=<>=>7? ?;::@ =A ./012 ?;::@ BCD;E >E8C@+7@@7=C ;:;?>E=C

+7?E=@?=<; 8A>;E >E;8>+;C> F7>- );+?7>897C; %( " !) * +, F7>- ;I<=1

@BE; >= # 34 E8D78>7=C（ 5 %G """）

图 $" 透射电镜下照射剂量 # 34 复合 %( " !) * +, 吉西他滨处理

./012 细胞 %! -后的坏死细胞（ 5 %# """）

!"#$ $ J;?E=@7@ ?;::@ =A ./012 ?;::@ BCD;E >E8C@+7@@7=C ;:;?>E=C +7?E=1

@?=<; 8A>;E >E;8>+;C> F7>- );+?7>897C; %( " !) * +, F7>- ;I<=@BE; >=

# 34 E8D78>7=C（ 5 %# """）

$ " 讨 " " 论

细胞凋亡（ 8<=<>=@7@）在正常的胚胎发育、组织
分化、个体生长、衰老及维持内环境稳定等方面都

起重要作用［$］。它是一个多基因参与的细胞主动

“自杀”过程，如 9?: 1!，<&$，K8I 等均与凋亡有密
切关系［L］。不同诱发因素经不同信号途径，将胞

外信号转导至胞内，激活凋亡基因，进而激活各种

蛋白酶降解各自的底物，导致凋亡发生。在肿瘤

化学治疗中，大多数化学治疗药物都是通过诱导

细胞凋亡清除肿瘤细胞［&1#］；在肿瘤放射治疗中，

肿瘤细胞受照射后，MJN 受损而发生单链断裂，而

且其核酸内切酶活性升高，使 MJN 单链断裂变为
双链断裂，诱发凋亡［2］。吉西他滨是一种新型的

嘧啶类抗代谢药物，OB8C) 等［G］认为吉西他滨诱导
凋亡的主要作用机制是抑制细胞内 MJN 合成并
造成 MJN 断裂，且这种作用呈 /8! P 依赖性。细胞

药理学显示，吉西他滨是细胞周期特异性药物，主

要作用于 MJN 合成期，即 Q 期，对 3! 和 . 期无作

用［R］。在放疗中，放疗敏感性如以死亡为标准，.
期最敏感，以分裂延缓为标准，3! 期最敏感，Q 期

对放疗较为抗拒［%"］。本实验发现吉西他滨 % ( "

!) * +, 作用 %! S LG - 均可见凋亡细胞。说明细
胞凋亡是化学治疗作用的一个重要组成部分。照

射剂量 # 34 复合吉西他滨 % ( " !) * +, 时，即可发
现较多凋亡细胞，说明吉西他滨具有增强放疗对

./012 细胞凋亡的诱导作用，与 T8BF;:@ 等［%%］报道
一致。而单纯药物或放射治疗后，细胞凋亡出现

晚，凋亡指数低，有一定的时间性和局限性。

吉西他滨诱导肿瘤细胞凋亡的机制中 !"# 基
因起重要作用［%!］。 MJN 损伤后可激活野生型
!"#，诱导细胞进入 3" 静止期，直到损伤 MJN 修
复，若损伤得不到修复，就活化那些诱导细胞凋亡

的基因转录，使细胞发生凋亡。

综上所述，吉西他滨是一种有效的凋亡诱导

剂，可以抑制乳腺癌细胞生长，诱导其凋亡，并在

一定条件下增强放疗对细胞凋亡的诱导作用。由

!%2
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此提示诱导细胞凋亡可能是吉西他滨抗人乳腺癌

作用的机制之一。
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《国际病理科学与临床杂志》

征& 稿& 启& 事

《国际病理科学与临床杂志》是由教育部、中南大学主办的国家级医学学术期刊。原刊名《国外医学·

生理、病理科学与临床分册》，更名后，本刊在保持特色，致力于介绍国外医学研究领域的新动态、新技术、新

经验的基础上，加强了对国内研究成果和现状的报道。主要栏目有：研究论著、专家论坛、综述、重点实验室、

成果报道等。本刊为“中国科技论文统计源期刊（中国科技核心期刊）”，并被美国《化学文摘》（"7）等国内

外多家重要数据库和检索系统收录。欢迎投稿，特别欢迎并优先刊发高水平的研究论著。

本刊具有学术水平高、指导性强、信息时效快等特点。本刊已实现Z投稿 [审稿 [编辑Z全程网上处理，

敬请登陆本刊网站投稿。
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