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化疗是肿瘤治疗中使用频率最高，范围最广的

一种方法，主要通过诱导 :;* 损伤而杀死肿瘤细

胞，但也出现很多副作用i274j。化疗引起 :;* 单链断

裂时激活 *+,@0=>2@<)& 等信号通路，而 :;* 双链

断裂时激活 *+8@0=>4@<)& 等信号通路后促进 :;*

损伤修复，降低药物对细胞的毒性作用i&j。化疗药物

01+（0HZ<aVa=PUEF）主要引起 :;* 单链断裂（会有

少数双链断裂）从而诱导细胞凋亡，但同时也会激

活并促进细胞 :;* 损伤修复通路，降低化疗效果ikj。

-.7/'% 是一种 -P\aPR 共济失调毛细血管扩张和

,H[& 相关的蛋白激酶（*+,）的特异性抑制剂，通过

抑制 *+, 的磷酸化而抑制 *+,@0=>2 信号通路，阻

碍 :;* 损伤修复i)7(j。因此 -.7/'% 与化疗药物联

合使用是一种潜在提高 01+ 化疗效果的方法。目前

关于 01+ 和 -.7/'% 联合使用处理不同肿瘤细胞

的报道不少，但这两种药联合使用对结肠癌细胞

60+722( 生长、周期以及凋亡的影响还不是很清

楚。本研究以结肠癌 60+722( 为细胞模型，分别单

独使用 -.7/'%，01+ 以及二者联合使用处理 60+7

22( 细胞，检测不同条件处理后对 60+722( 细胞生

长、周期、凋亡的影响，同时利用蛋白免疫印迹

BP`aP\F YWVa 检测 :;* 损伤信号通路中关键蛋白

*+,、0=>2、0=>4 磷酸化水平以及 :;* 损伤标记蛋

白 !64*. 的水平变化。
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252 "#$%&'()* 人的结肠癌60+722(细

胞株由上海市东方医院肿瘤科惠赠，-.7/'%，喜树

碱，:8J8 培养基，胎牛血清，磷酸缓冲液（1Y9），细
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胞周期检测试剂盒，!""#$%" &'()*+,-) 双染凋亡试

剂盒，二甲基亚砜（./01），细胞培养皿，移液管等

耗材和试剂购于上海元象医疗机械有限公司。其中

抗 -'2*3（*456787）抗体、抗 2*3 抗体、抗 -'+496

（0:5;<=）抗体、抗 +496 抗体、抗 -'+49>（*45?8）抗

体、抗 @49> 抗体、抗 ! A>2B 抗体、抗 A; 抗体均购

于 +:CC 0%D"EC%"D *:F4"GCGDH 公司，而抗 "'EFI%" 抗体

购于 -5GI:%"I:F4 公司。

结肠癌 J+*'66? 细胞株接种于 ./K/ 培养基

（含 6LM的胎牛血清和 6M青链霉素），在 ;N !、=M

+1

>

的培养箱中培养。从液氮复苏后次日更换新鲜

培养基，待细胞长至 8LM"7LM密度时用含有 K.*2

的胰酶消化处理，传代培养以便用于相关的研究。

6O> !"#$%&'( 取对数生长期的贴壁细

胞，胰酶消化后取适量的细胞悬液至含有 6 PQ 正

常培养液的灭菌 K- 管中，轻轻吹打使细胞均匀分

布，吸取单细胞悬液至血球计数板上并用盖玻片盖

上，显微镜下进行细胞计数（< 格计数原则：左上、左

下、右上、右下），每毫升（PQ）所含细胞数R（细胞数

总和,<）#6L<；计数结束后，每个孔（? 孔板）接种

6 LLL 个细胞，摇匀后至 ;N !，=M+1

>

培养箱培养。

待细胞完全贴壁后，SB'7NL 与 +-* 联合处理的细

胞，先加 SB'7NL 提前 6 4 处理后再用 +-* 处理，每

组设立 ; 个复孔，放入培养箱继续培养 N"6L T。终

止培养后吸掉培养基，每孔加入 6 PQ 的甲醇固定

;L P%"，用 6 B-U0 洗 ; 遍后每孔加入 6 PQ 的考马

斯亮蓝染色 > 4，吸掉考马斯亮蓝用 TTA

>

1 洗净残

余的染料，倒置晾干后计数。

6O; !)*+,-（/*0. 取对数生长期的贴壁细

胞，胰酶消化后取适量的细胞悬液至含有 6 PQ 正

常培养液的灭菌 K- 管中，轻轻吹打使细胞均匀分

布，吸取单细胞悬液至血球计数板上并用盖玻片盖

上，显微镜下进行细胞计数（< 格计数原则：左上、左

下、右上、右下），每毫升（PQ）所含细胞数R（细胞数

总和,<）$6L<；以每孔 ; LLL 个细胞接种到 7? 孔板，

每组设立 ? 个复孔；待细胞贴壁完全贴壁后，分别

单独使用 +-*（L、LOLL6、LOL6、LO6、6 #PGC,Q），以及联

合使用 =L "PGC,Q 的 SB'7NL 和 +-*（L、LOLL6、LOL6、

LO6、6 #PGC,Q）处理后，继续培养 ; T；然后每孔加入

>L #Q 的 /*0 溶液，培养箱中孵育 ; 4，最终在酶标

仪上选择 <7L "P波长测定各孔光吸收值，记录结果。

6O< -) /0,- 细胞周期取对数生长期的 A+*'

66? 细胞于六孔板中培养，待细胞密度达到 ?LM%

NLM时分别给予 ./01，< #PGC,Q +-*，6LL "PGC,Q

SB'7NL，< #PGC,Q +-*V6LL "PGC,Q SB'7NL 处理。

待处理 >< 4后 -U0洗涤细胞 6次收集并调整细胞浓

度 6$6L

?

F:CCW,PQ，取 6PQ 单细胞悬液，> LLL 5,P%"

< !，离心 ; P%"，弃上清，预冷的 -U0 洗两遍；加入

NLM乙醇'>L !固定过夜，次日 > LLL 5,P%" < !，离

心 ; P%"，弃掉固定液；预冷 -U0 洗两遍（用 >LL 目

的筛网过滤一次），加入 6LL #Q 的 3XEW:'2 于

;N !水浴 ;L P%"，加入 =LL #Q 的 -) 染料重悬细

胞，冰上避光孵育 ;L P%" 后上机检测。

6O= 2"":$%" S'()*+,-) 1/2 流式细胞术取对

数生长期的细胞分别用 +-*，SB'7NL，+-*VSB'

7NL 药物处理，分别给予 6L #PGC,Q+-*，6LL "PGC,

QSB'7NL，6L #PGC,Q +-*V6LL #PGC,Q SB'7NL 药物

处理。以上药物处理 >< 4 后收集细胞，6 LLL 5,P%"

离心 ; P%"，弃上清，预冷的 -U0洗两遍。加入 =LL#Q

的结合缓冲液轻轻吹打成单细胞悬液并调整细胞浓

度6$6L

?

,PQ，加入 =#Q的 ()*+避光冰上孵育 6=P%"，

再加上 6L #Q 的 -) 染料冰上避光孵育 = P%" 后上

机检测。

6O? 345678 取对数生长期的细胞，消化离

心，铺 ? FP 皿，次日待细胞长至 ?LM后分别给予

6L #PGC,Q+-*，6LL "PGC,QSB'7NL，6L #PGC,Q +-*V

6LL "PGC,QSB'7NL 药物处理；细胞处理 6> 4 后

收集细胞，加入 XK*X 裂解液，冰上裂解 ;L P%"，

6> LLL 5,P%" < !，离心 6L P%"，取上清用 U+2 蛋白

浓度测定，调整蛋白浓度，加入 =BQGET%"D UYZZ:5 于

6LL !煮 = P%"。取制备好的蛋白样品至 0.0'-2[K

胶进行蛋白电泳，使用 U%G5ET 全能型蛋白快速转膜

仪把 0.0'-2[K 胶上的蛋白转移至 -S.\ 膜上；

=M的脱脂奶粉封闭 6 4，取目的条带加入对应 -'

2*3 抗体，2*3 抗体，-'+496 抗体，+496 抗体，-'

+49> 抗体，+49> 抗体，! A>2B 抗体，A; 抗体，"'

EFI%" 抗体，< !孵育过夜；次日用 6B*U0* 洗 ; 遍，

每次 = P%"，根据抗体的属性加入对应的鼠或兔的

荧光二抗，避光室温孵育 6 4；6B*U0* 洗 ; 遍，每次

= P%"，K+Q 曝光显影，观察结果。

6ON 9:;<2 细胞活性实验 /*0（? 个平行复

孔），细胞克隆实验（; 个平行复孔），蛋白免疫印迹

实验（; 次独立重复实验）等均采用 0-00>>OL 统计

软件进行统计分析，两组间样本比较采用 ! 检验，检

验水准 $&LOL=，"]LOL= 时，差异具有统计学意义，

^"]LOL=，̂^"]LOL6，̂^^"]LOLL6。

! !"

>O6 SB'7NL 增强 +-* 抑制 A+*'66? 细胞的生长

吴锦欢，等O2*3 抑制剂 SB'7NL 对 +-* 诱导的结肠癌细胞生长的影响!
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细胞集落经考马斯亮蓝染色结果（图 !"），表明

#$%&'( 和 )*+ 共同作用明显抑制 ,)+-!!. 细胞

的生长（!/(01!）。进一步探究 #$%&'1 增强 )*+ 对

细胞增殖的抑制作用，与 )*+ 单独处理相比较，)*+

与 #$%&'1 共同处理后 2+3（细胞活力测定）统计

结果（图 !4）表明，#$-&'1 和 )*+ 共同作用能显著

抑制 ,)+-!!. 细胞的生长（!/1511!），抑制率随着

给药浓度的增加而升高。

"6 克隆形成实验检测 #$7&'1 对 )*+ 抑制 ,)+%!!. 细胞生长的影响；46 2+3 实验检测 #$%&'1 对 )*+ 抑制 ,)+%!!. 细胞生长的抑制的影

响（8!/(0(9:88!/(5(!:888!/(5((!）

! ! "#$%&'"#$ ()*% +(*,!!-&'()*+,-.

./0 ! "#,%&' 12342516 731 188157 98 /23/:/7/20 0;9<73 /26=516 :> ()*

生
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率
;
<

!11
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!

1 ! !59 = =59 >

)*+ 浓度;（?@）

)*+
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)*+ 浓度;（!@DE;F）

=5= #$7&'( !" )*+ #$ ,)+7!!. %&'(

) 为了进一步证实 #$7&'( 能够增强 )*+ 对

,)+7!!. 细胞生长的抑制作用，分别使用 #$7&'(，

)*+ 以及联合使用 #$7&'( 和 )*+ 处理 ,)+7!!.

细胞。倒置镜下观察发现，与对照（I23J 处理）比

较，单独使用 )*+ 处理后细胞的增殖能力明显减

弱，)*+ 联合 #$%&'1 处理后细胞增殖能力显著受

到抑制。以上实验结果表明 #$%&'1 能够显著增强

)*+ 抑制 ,)+%!!. 细胞生长的效果（图 =）。

=6> #$%&'1!" )*+ * ,)+%!!. %+,-./

0 为了研究 #$%&'1 和 )*+ 对 ,)+%!!. 细胞周

期的作用，单独 )*+ 处理诱导细胞周期阻滞在 K=L

2期，而与单独 )*+ 处理的细胞比较，联合 #$%&'1

和)*+ 处理的细胞 K=L2 期阻滞明显减弱（图 >），

结果表明 #$%&'1 能够减弱由 )*+ 诱导的细胞周

期阻滞。

=6H #$%&'1 (1 )*+ 23. ,)+%!!. %+4

5 为进一步阐明 #$%&'1 增强 )*+ 杀伤 ,)+%

!!. 细胞作用效果，流式细胞术检测细胞凋亡率，使

用 3*33 统计分析（图 H），与对照相比，单独使用

)*+ 处理 ,)+%!!. 细胞凋亡率明显增加 （! /

1611!），而 #$%&'1 与 )*+ 联合使用处理 ,)+%!!.

后细胞凋亡率显著增加（!/1611!），表明 #$%&'1 能

增强 )*+ 诱导的 ,)+%!!. 细胞凋亡。

=69 #$%&'1 (1 )*+ 26. IM" 78 为了进

一步阐明 #$%&'1 增强 )*+ 作用的分子机制，不同

药物处理 ,)+%!!. 细胞后，蛋白免疫印迹检测IM"

单链损伤关键蛋白 ",="$、N7"+O、N7)PQ! 等表达

水平，结果（图 9）发现与对照组相比，单独 )*+ 处

理后，N7"+O，N7)PQ! 和 ",="$ 表达显著上调；与

单独 )*+ 处理相比联合 #$7&'1 和 )*+ 处理后，显

著下调 N7"+O，N7)PQ!（!/1611!），而 N7)PQ= 并未

下调（N7)PQ= 由 "+2 激活，表明 #$7&'1 特异性

! ? "#,%&'/ ()*-.%+(*,!!-&'"012*34567

@!?AB

./0 ? C9;D39E90/54E 9:F1;G47/92 98 +(*$!!- 51EEF 4871; 7;147H127

</73 ICJKL "#,%&'L ()* 426 "#,%&'M()* 89; NO 39=;F

P!?AQ

I23J

#$7&'1

)*+

#$7&'1A)*+
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A：不同药物处理 E-/0''K 细胞后 L0A/BM L3-CD'N L3-CD,，!E,A2

等蛋白 OPQ6P7J ?8R6 结果；?3S 图为 A 图（+ 次独立实验）实验结果

分析 L3A/B T/C7'4U4VW LX-CD' T;P7+*&VW LX-CD, T/C7PKUV，!E,A2

（;P7X'+4）相对表达水平统计结果（!!"%$%&，!!!"%$%'，!!!!"%$%%'）
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吴锦欢，等$A/B 抑制剂 12X45% 对 -./ 诱导的结肠癌细胞生长的影响!
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!"#$ !"#%&

好）；显著上调 !$%&' 的表达（!()*))+），由此表明

,'-./) 进一步加剧 012 诱导的 34& 损伤。以上结

果表明 ,'-./) 通过抑制 &25 的磷酸化抑制 34&

损伤修复，增强 012 诱导的细胞凋亡。

! !"

34& 损伤会导致基因组的不稳定性进而引发

细胞死亡或肿瘤的发生，因此细胞进化出一套完整

的检验系统和 34& 损伤修复反应（335）机制去保

护细胞免受 34& 损伤对细胞的毒害作用，但与此

同时 335 的高效性也是导致肿瘤细胞在 34& 损

伤抗肿瘤药物作用下产生耐药的主要因素6+%7。有研

究发现 335 的抑制剂能增加化疗药物对肿瘤的杀

伤效果，目前 335 信号通路中 089+ 的抑制剂已经

在临床上使用6/-.7。&25的靶向抑制剂主要有 ,'-./)

（也称 ,:"%%）和 &;3</!"，其中 ,'-./) 对 &25 具

有更高的特异性。有研究表明，,'-./) 通过抑制

&25 的激活，阻碍了由顺铂类药物诱导的 089+ 的

磷酸化（=>?-@AB），提高 34& 损伤标记蛋白 $%&'

磷酸化（=>?-+@.）和 C&1+ 磷酸化（=>?-"%A）水平，

加剧了由顺铂类化疗药物诱导的 34& 损伤 6"-.7。此

外，研究发现 ,'-./) 的类似物 ,:-"%+ 在卵巢癌

细胞中也有类似的效果6+)7。

化疗药物喜树碱（012）是一种天然五环的喹啉

生物碱，最早用于结肠癌的治疗，主要通过抑制

34& 拓扑异构酶"而导致 34& 双链在复制时断

裂，进而激活细胞凋亡发挥其抗肿瘤作用6++7。但是由

于癌细胞存在较高 34& 损伤修复活性，其通过

34& 损伤修复降低 012 等化疗药物对细胞的毒害

作用，最终导致化疗耐受降低化疗效果6+%7。因此，靶

向抑制 34& 损伤信号通路中的关键蛋白（&25D

&2E，089+，089% 等）是一种潜在提高化疗药物治

疗效果的有效策略6+!7。

在本课题中，我们选择 &25 的特异性抑制剂

,'-./) 与 012 联合使用，比较联合使用 ,'-./)

和 012 与单独使用 012 对 $02-++< 细胞的生长、

周期以及凋亡等的影响。同在其他肿瘤的研究结果

相似6+A-+<7，我们发现 ,'-./) 能够显著减弱由 012诱

导的细胞周期阻滞作用，加剧由 012 诱导的 34&

损伤；,'-./) 能显著增强 012 诱导 $02-++< 细胞

凋亡，抑制细胞增殖以及提高 012 对 $02-++< 的

杀伤作用。同时通过检测 34& 损伤信号通路（主要

是 34& 单链断裂信号通路）上关键蛋白磷酸化的

表达水平，我们发现 ,'-./) 特异性地抑制了由

012 诱导的 &25 的磷酸化水平，此外作为 &25 磷

酸化底物的 089+ 的磷酸化水平也显著降低，而作

为 &2E 底物的 089% 的磷酸化水平没有受到抑制。

这表明 ,'-./) 抑制是一种 &25 高选择性，高特性

的抑制剂。此外我们还检测了 34& 损伤标记蛋白

!$%&' 的表达水平，发现联合使用 ,'-./) 和 012

处理细胞比单独使用 012 处理细胞，!$%&' 有着

更高的表达水平。这表明 ,'-./) 可能够通过抑制

&25 的激活，从而降低由 012 诱导 34& 损伤修复

活性，从而加剧了由 012 诱导的损伤，进而增强了

$02-++< 细胞的敏感性，增强了 012 对 $02-++<

细胞的杀伤能力。

由于机体的复杂性以及 34& 损伤修复信号通

路的错综复杂，详细的机制还需要进一步的研究验

证。在本课题中我们初步验证了在细胞水平上 ,'-

./) 能增强 012 对 $02-++< 细胞的杀死效果，为了

进一步验证 ,'-./) 能够增强 012 在结肠癌中的

治疗效果，下一步我们将选用更多不同的结肠癌细

胞系作为研究对象，分别检测 ,'-./) 是否能够增

强 012 对这些细胞系的杀伤效果。其次，我们计划

在动物（小鼠）水平上验证 ,'-./) 是否能够增强

012 对结肠癌的杀伤能力。总之，我们的研究结果

初步表明 ,'-./) 是一种潜在提高 012 在结肠癌

中化疗效果的药物，但为了使其能够应用到临床，

还需要进一步的研究和验证。
#$%&"

6+7 聂磊，薛迎利，李雅D等* 托泊替康与伊立替康单药治疗老年小细

胞肺癌的疗效观察6F7*现代肿瘤医学，%)+/，%B（<）G.)B

6%7 孙佳，李胜范，郑丽丽* &2E H&25 在 34& 损伤反应中的作用6F7*

中华临床医师杂志，%)++DB（<）G+<"!

6!7 ;8IJK 1，L>M N，LIJK O，>P IQ* &2E -R>SMIP>S TPIUMQMVIPMWJ WX

;:Y+ Z?WRWP>T 34& SIRIK> ?>TZWJT> IJS ?ISMW?>TMTPIJ[> P8?W\K8

0$C+6F7*4IP 0>QQ YMWQ，%)+A，+<（.）G"<A

6A7 王晓娜，任来峰，赵安江，等* @-甲基腺嘌呤对喜树碱诱导的宫

颈癌 $>QI细胞凋亡的影响6F7*中国免疫学杂志，%)+<，@%（"）G++%"

6B7 FWTT! 5，EI?PMJ = :，]\8I 5，>P IQ* &25 MJ8MUMPW?T ,: -"%+ IJS

,' -./) T>JTMPMV> [IJ[>? [>QQT PW PWZWMTWR>?IT> M MJ8MUMPW?T U^

SMTIUQMJK 34& ?>ZQM[IPMWJ MJMPMIPMWJ IJS XW?9 >QWJKIPMWJ ?>TZWJT>T6F7*

0IJ[>? 5>T，%)+A，/A（%@）G<.<"

6<7 $IQQ & Y，4>_TWR> 3，LIJK N，>P IQ* 1WP>JPMIPMWJ WX P\RW?

?>TZWJT>T PW 34& SIRIKMJK P8>?IZ^ U^ P8> T>Q>[PM`> &25 MJ8MUMPW?

,'-./)6F7* aJ[WPI?K>P，%)+A，B（+A）GB</A

6/7 bW9IT :，1?>`W 5，1WQQI?S F 5，>P IQ* 2I?K>PMJK &25 MJ `M`W \TMJK P8>

JW`>Q MJ8MUMPW? ,: -"%% ?>T\QPT MJ T>Q>[PM`> T>JTMPMVIPMWJ WX

ZIJ[?>IPM[ P\RW?T PW ?ISMIPMWJ6F7* 0>QQ 3>IP8 3MT，%)+%，@：>AA+

6"7 OW?S 0 F，&T8_W?P8 &* 28> 34& SIRIK> ?>TZWJT> IJS [IJ[>?

P8>?IZ^6F7* 4IP\?>，%)+%，A"+（/@"+）G%"/
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功能异常，最终导致肝硬化甚至肝癌!F#。肝纤维化发

生最为关键的一步是 KO= 的活化和增殖!W#。5eM7!>

是目前已知最强的促肝纤维化细胞因子!H#。KO=& 在

5eM7!> 的作用下活化增殖，并且促进细胞外基质

"型胶原和#型胶原的产生进而使得肝纤维化进

一步发生发展!d#。本实验应用蒿鳖养阴软坚方能显

著抑制 Cg7D 细胞的增殖，表明蒿鳖养阴软坚方可

通过抑制 Cg7D 细胞增殖发挥抗纤维化的作用。羟

脯氨酸是胶原蛋白中特有的有效成分，肝纤维化

时，活化的 KO=& 合成大量以胶原纤维为主的细胞

外基质，测定培养液上清中羟脯氨酸含量可换算成

KO=& 产生胶原蛋白的含量，以反映肝纤维化的程

度!>V#。蒿鳖养阴软坚方能显著降低羟脯氨酸含量。

$7OYR 是 KO=& 活化的标志，在肝纤维化研究中被

广泛应用，$7OYR 的表达随着肝纤维化的加重而增

加!>>#。本实验通过测定 Cg7D 细胞中 $7OYR 的表达

来反映肝纤维化的程度。实验结果显示，蒿鳖养阴软

坚方降低 $7OYR 蛋白水平，表明蒿鳖养阴软坚方能

抑制 Cg7D 细胞活化，从而发挥抗肝纤维化的作用。

中药在治疗肝纤维化方面有其独特的优势，中

药复方多成分、多靶点的特点正好应对肝纤维化复

杂的发病机制。蒿鳖养阴软坚方主要是由鳖甲、青

蒿、地黄等九味中药构成，具有多种药理作用。本实

验探究蒿鳖养阴软坚方对 Cg7D 细胞增殖，细胞产

生羟脯氨酸含量以及相关蛋白表达的影响，发现蒿

鳖养阴软坚方具有良好的抗肝纤维化作用。

本研究结果显示，蒿鳖养阴软坚方通过抑制

KO=& 的激活增殖和细胞外基质的沉积减轻 5eM7

!> 诱导的肝纤维化，为临床治疗肝纤维化提供了新

的理论依据。
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