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全反式维甲酸与 8-甲氧基补骨脂素联合应用
对口腔鳞癌细胞系的抑制作用

闫晓光　吴军正　陈建元

摘要　为研究全反式维甲酸 (RA ) 与 82甲氧基补骨脂素 (82M O P) 联合应用对 2 种口腔鳞癌细胞系的抑制作用特

点, 应用M T T 法测试并绘制药物抑制曲线, 用倒置显微镜观察细胞形态变化。结果表明: 30% 细胞生长抑制时, 联

合用药合并指数 (C I30) 不大于 0. 82; 50% 细胞生长抑制时, 联合用药联合并指数 (C I50) 在 0. 9 到 0. 95 之间, 表明两

药联合应用对 2 种口腔鳞癌细胞系呈现协同效应。单独应用RA、82M O P 或二者联合应用, 有类似凋亡小体样结构

出现。合适浓度的RA 与 82M O P 联合应用的临床价值有待进一步研究。

关键词　82甲氧基补骨脂素　全反式维甲酸　舌癌　牙龈癌

　　82甲氧基补骨脂素 (82M O P) 做为 PUVA 疗法

(p so ra len u lt ravio let A ) 的主要成分被广泛地应用

在皮肤病治疗领域; 全反式维甲酸 (RA ) 是白血病

分化诱导治疗的典型药物, 在临床上有肯定的疗

效。本文研究二者联合应用抗口腔癌的作用, 旨在

减少RA 与 82M O P 单独应用时的毒副作用。

1　材料和方法

1. 1　细胞系

舌癌细胞系 T ca8113 由上海第二医科大学第九医院颌

面外科提供, 龈癌细胞系 Ca9222 由日本癌研究组织库提

供, 细胞培养条件是: 37℃, 5%CO 2 及饱和湿度, 培养液用

含 10% 灭活胎牛血清的R PM I 1640。

1. 2　药物

82M O P 为天津药物研究院产品, RA 为 S IGM A 产品。

各种药物溶液均为无菌配制, 使用时培养液稀释至所需浓

度 1 。

1. 3　药物对细胞增殖抑制作用的测定

药物对细胞生长的抑制作用按常规M T T 法在 96 孔

培养板中进行 2 , 每种药按 5 倍级差配制 4 个浓度, 每组设

3 个孔, 药物作用时间为 5 d, 实验重复 3 次, 取平均值。

1. 4　数据处理与分析

肿瘤细胞生长抑制率 (% ) = (对照组光吸收值—实验

组光吸收值) ö对照组光吸收值×100%。应用 EXCEL 软件

绘制药物抑制作用拟合曲线, 用作图法分别求出 30% 和

50% 细胞生长抑制时的药物浓度, 并计算出 30% 和 50% 细

胞生长抑制时 82M O P 与 RA 联合用药的合并指数 C Ix

(X= 30 或 50) 3 :

C Ix=
联合用药时 82M O P 用量
单独用药时 82M O P 用量+

联合用药时RA 用量
单独用药时RA 用量

当 C I< 0. 95 时, 表示两种药物呈协同作用; C I> 1. 05

时, 为拮抗作用; 0. 95≤C I≤1. 05 时, 为相加作用。

1. 5　相差显微镜观察细胞形态变化

加药以后 5d 内连续观察细胞形态的变化, 第五天加

M T T , 4h 后观察细胞活力。

2　结　　果

2. 1　82M O P 与 RA 联合应用对 2 种细胞的抑制

作用

小剂量RA 与 82M O P 联合应用表现出协同作

用, 随 RA 剂量的加大, 依次表现出相加或拮抗作

用 (表 1, 图 1～ 4)。

图 1　RA 单独应用及与 82M O P 联合应用

对舌癌细胞的生长抑制曲线
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图 2　82M O P 单独应用及与RA 联合应用

对舌癌细胞的生长抑制曲线

图 3　RA 单独应用及与 82M O P 联合应用

对龈癌细胞的生长抑制曲线

图 4　82M O P 单独应用及与RA 联合应用

对龈癌细胞的生长抑制曲线

RA 与 82M O P 联合应用显示明显的浓度依赖

性抑制作用, 大剂量 RA 与小剂量 82M O P 联合应

用时呈现拮抗作用。

2. 2　82M O P 与 RA 联合应用对 2 种细胞形态的

影响

细胞最初表现为增殖不活跃, 分裂细胞少, 随

后细胞内颗粒增多, 细胞皱缩, 空泡形成, 空泡大小

不一, 细胞膜起泡, 类似凋亡小体样结构, 小体能使

M T T 还原 (图 5)。

表 1　RA 与 8-MOP 联合应用抑制 Tca8113 或Ca9-22 细胞生长时的

用药浓度和合并指数

细胞类别
IC30 (Λgöm l)

　RA 　　　　　　　82M O P　 C I30
IC50 (Λgöm l)

　RA 　　　　　　　82M O P　 C I50

T ca8113 　　0. 00±0. 0 　　15. 60±3. 1 　　0. 00±0. 0 　　46. 9±10. 3

0. 20±0. 2 4. 00±0. 03 0. 82 0. 24±0. 0 43. 6±4. 0 0. 95

0. 23±0. 3 0. 80±0. 03 0. 68 1. 20±0. 0 38. 6±3. 6 0. 91

0. 24±0. 0 0. 56±0. 03 0. 70 6. 00±0. 0 34. 1±1. 3 1. 19

0. 40±0. 533 0. 00±0. 0 11. 28±4. 0 20. 0±0. 03 1. 29

13. 08±2. 5 0. 0±0. 0

Ca9222 0. 00±0. 0 16. 4±10. 1 0. 00±0. 0 50. 5±10. 8

0. 24±0. 03 11. 7±9. 1 0. 75 0. 24±0. 03 44. 7±15. 8 0. 90

1. 20±0. 0 4. 4±6. 3 0. 47 1. 20±0. 03 42. 5±11. 9 0. 92

6. 00±2. 2 0. 0±0. 0 6. 00±0. 0 24. 3±8. 6 0. 93

8. 43±3. 4 20. 0±0. 03 1. 02

13. 40±3. 4 0. 0±0. 0

3 　联合用药与单独用药比较用药量明显减少 (P < 0. 05)

3 3 　30% 细胞生长抑制时RA 对两种细胞的用药量差异显著 (P < 0. 05)

3　讨　　论

本实验发现: 舌癌细胞 T ca8113 生长抑制率为

30% 时, RA 单独用药量非常小, 只有 0. 4Λgöm l ,

表明该细胞对 RA 极为敏感; 龈癌 Ca9222 细胞生

长抑制率为 30% 时, RA 的用量为 6. 0Λgöm l, 明显

比 30% T ca8113 细胞生长抑制时 RA 的用量大

(P < 0. 05)。50% 细胞生长抑制时, RA 或 82M O P

对 T ca8113 和Ca9222 细胞的用药量基本相同。在

RA 与 82M O P 联合用药呈现协同作用时, 一般表

现为一种药物用药量的显著减少 (P < 0. 05) , 而另

一种药物的用药量有一定程度的减少 (P > 0. 05) ,

未见二者同时显著地减少 (表 1)。

从药物对细胞的生长抑制曲线可以发现: 较大
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或较小剂量的 RA 对两种细胞表现出浓度依赖性

抑制作用; 在中等剂量 (0. 24～ 6. 00 Λgöm l) 时, 药

物抑制曲线出现一个平台, RA 浓度提高, 而细胞

生长抑制率无明显变化 (图 1, 3)。从图 2, 4 中可见:

当 RA 为低浓度而 82M O P 为高浓度时, 二者联合

应用表现出协同作用, 作者在对粘液表皮样癌及其

高转移细胞株的研究中, 也发现了相似的结果, 提

示: RA 与 82M O P 联合应用的基本原则为小剂量

RA 与较大剂量 82M O P 联合应用。

颜会兰等 4 认为: 维甲类化合物诱导细胞细胞

凋亡的机制与细胞生长分化的不同方式有关, 与细

胞类型有关, 维甲类抑制细胞生长, 引起细胞分化

终止, 直至凋亡。其方式有三: ①首先诱导细胞分

化, 然后凋亡; ②同时诱导细胞分化和凋亡; ③单独

诱导细胞凋亡, 不依赖分化过程。本实验观察到类

似凋亡小体样结构, 它的形成方式有待进一步的研

究。文献报道 5 , PUVA 疗法可以诱导凋亡, 82
M O P 单用是否有凋亡作用还不清楚。

在细胞水平对 RA 和 82M O P 的研究发现: 它

们参与对酶的合成、生长因子、结合蛋白、细胞外效

应、免疫活动及蛋白激酶 C 连锁系统的调节作

用 6, 7 。目前研究表明, 维甲酸对头颈癌及口腔癌前

病变有抑制作用 8 。82M O P 对头颈癌的研究少见

报道, 但它在皮肤病方面的应用提示它在头颈癌治

疗领域可能有光明的应用前景。作者的研究工作显

示, 低浓度 RA 和 82M O P 联合应用对癌细胞产生

协同抑制效应, 经计算, 在临床常规用药条件下,

RA 和 82M O P 在血浆中最高理论浓度值分别为

24 Λgöm l 和 132 Λgöm l, RA 对 T ca8113 和

Ca9222细胞的相对抗肿瘤活性由单用时的均为 2,

提高到联合用药时的 20; 82M O P 对 T ca8113 和

Ca9222 细胞的相对抗肿瘤活性由单用时的均为 3,

提高到联合用药时的 3. 3～ 5. 5, 联合用药以后相

对抗肿瘤活性提高, 二者联合应用有可能取得提高

疗效、减轻毒副作用的效果。

(本文图 5 见中心插页 5)　　
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Inh ib itory Effects of 8-m ethoxypsora len Com bin ing w ith A ll

Tran s Retino ic Ac id on Ora l Squam ous Cancer Cell L ines
Yan X iaoguang,W u Junzheng, Chen J ianyuan

Colleg e of S tom a tology , T he F ou rth M ilita ry M ed ica l U n iversity

Abstract
To study the inh ib ito ry effects of 82m ethoxyp so ralen (82M O P) com bin ing w ith all t rans ret ino ic acid (RA ) on tongue

cancer cell line T ca8113 and gingiva cancer cell line Ca9222,M T T assay (tetrazo lium 2based co lo rm etric assay) w as app lied and

the changes in mo rpho logy w ere observed w ith the inverted m icro scope. T he resu lts show ed that w ith 30% grow th inh ib it ion

of the cell lines, the Com bination Indexes (C I30) of the tw o drugs w ere no mo re than 0. 82, and w ith 50% grow th inh ib it ion,

the Com bination Index (C I50) w ere from 0. 9 to 0. 95,w h ich indicated synergic com binat ion effects of the tw o drugs again st the

tw o o ral squamous cancer cell lines. A pop to sis2body2like structu res w ere observed in the cells treated w ith RA , 82M O P, o r

the com binat ion of RA w ith 82M O P. W hether com binat ion of the tw o drugs at app rop ria te concen trat ions has clin ical value

needs to be invest igated.

Key words: 　82m ethoxyp so ralen　　all t rans ret ino ic acid　　tongue cancer　　gingiva cancer
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