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要!肝癌在全球#特别是在中国#有着很高的发病率&在中国#每
$#

万人中约有将近
A#

人罹患肝癌&在临

床治疗肝癌等癌症的方法上#最常用最普遍的手段是手术治疗和化学治疗等方法&不同的化合物对不同的癌症细

胞的细胞活力影响有很大的不同&为了比较不同的化合物对体外培养的肝癌细胞的细胞活力的影响#做了如下实

验&利用
@77

检测细胞活力的方法#分别检测了不同浓度的阿霉素#顺铂#依托泊苷#

%6]8

#甲硫哒嗪和白藜芦醇等

C

种常用化合物对肝癌细胞的细胞活力影响&实验结果表明#阿霉素#依托泊苷#甲硫哒嗪和白藜芦醇的
QP%#

值分

别为
#?"%

+

3

(

HY

#

"#

+

3
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HY

#

%##

+

@

#
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+

@

&在一定的浓度范围内#随着阿霉素浓度的升高#肝癌细胞的细胞活力

显著下降#正常肝细胞的活力也有一定的下降$随着依托泊苷的浓度的增加#肝癌细胞和正常肝细胞的细胞活力都

显著下降$随着甲硫哒嗪的浓度的增加#肝癌细胞活力显著下降#正常肝细胞的活力几乎没有影响&

关键词!肝癌$细胞$化学治疗$化合物$细胞活性
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肝癌&是一种常发疾病&在人类癌症发病率中位

列第三*

$

+

'特别是在中国&有着很高的肝癌发病率&

全世界大约有
%#R

的肝癌患者在中国*

"

+

'治疗肝

癌已经到了刻不容缓的地步'肝癌可以通过手术和

化学治疗等手段进行有效的治疗*

"6!

+

'化学治疗&又

称化疗&使用一种或者多种对肿瘤细胞具有细胞毒

性的药物进行治疗的方法*

A6%

+

'化疗不仅可以对原

发肿瘤有效&对转移性肿瘤同样具有杀伤作用*

C

+

'

不同的化合物有着不同的作用机理'一些是抑制

[=N

合成或者造成
[=N

损伤的基因毒性化合物'

例如阿霉素$

['S')(L52*

%&

%6]8

&顺铂$

P2:

f

,+;2*

%和

依托泊苷$

G;'

f

':2K0

%等'还有一些是特异性抑制

激酶活性'例如白藜芦醇$

E0:90)+;)',

%&甲硫哒嗪

$

7/2')2K+J2*0

%等'筛选出具有特异性的潜在的抗

癌药物&对癌症的治疗有重大的意义'药物的研发

到临床的应用&要经历一个漫长的过程'通过在细

胞水平上研究某一化合物对癌症细胞活性的影响&

可以初步建立一个候选化合物库'

为了达到这一目的&筛选出具有高特异性的影

响肝癌细胞的细胞活性的化合物&本研究利用这
C

种化合物在不同浓度的状态下对肝癌细胞的细胞活

性的影响进行了初步的探讨&并为建立候选化合物

库做前期准备'

!

!

材料与方法

$?$

!

实验材料与仪器

肝癌细胞系
VGY6MA#A

&

4@@P6MM"$

&和肝正常

细胞系
l4U6MM#$

均由本实验室保存'本实验所用

的细胞都使用含
$#R]V4

的
[@G@

$

[(,L055'h:

H'K2-20KG+

3

,0h:H0K2(H

%培养基&并且在
%RPd

"

&

!Mb

培养箱中培养'

[@G@

购自
UQVPd

公司&

]V4

购自
V2'P/)'H

公司'

%6]8

&依托泊苷&阿霉

素&顺铂&白藜芦醇和甲硫哒嗪均购自
42

3

H+

公司'

二氧化碳培养箱型号为
VVU$C8>$%$Y

&

X0)+0(:

,



倒置显微镜型号为
d,

<

H

f

(:

&

QWM$6""]Y

-

\X

,酶联免

疫检测仪-酶标仪型号为华运安特&

[U%#!!N

'

$?"

!

试验方法

$?"?$

!

细胞的培养和传代

将两株不同的肝癌细胞和肝正常细胞放在温度

为
!Mb

&二氧化碳浓度为
%R

的培养箱中培养'每

隔两天给细胞换新鲜的培养液&并且在倒置显微镜

下观察细胞的生长情况'当细胞长满时&进行传代'

确认没有污染和细胞状态良好后&将培液倒掉&加入

"HY

的
\V4

洗
$

次&加入
#?%HY

胰酶进行消化&

轻轻摇动让胰酶浸润所有细胞&将细胞放入
!Mb

消

化
!H2*

'待细胞变圆&彼此分离后&弃去胰酶&加

入有血清的培液终止消化'接着&用枪把细胞吹散

均匀&使之尽量分散成单个细胞'一部分细胞用于

实验&一部分细胞用于传代&多余的细胞则废弃'

$?"?"

!

@77

法检测细胞活力

将状态良好单细胞按
%T$#

!个-孔植入
DC

孔板

中培养&待细胞贴壁后&加入经过稀释的药物&培养

AF/

'之后加入
@77

溶液&使
@77

在细胞溶液中

的最终浓度为
%H

3

-

HY

&继续培养
A/

&弃去培养&加

入
$##

+

Y

二甲基亚砜$

[@4d

%溶解'接着&用酶联免

疫检测仪于
%D%*H

和
C%#*H

处检测隔空的吸光值'

$?"?!

!

统计分析

数据的表现为平均值加减标准差&它们之间差

异的显著性是用
4;(K0*;h:#;0S;

'当
@

#

#?#%

时&

认为差异显著'

'

!

结
!

果

"?$

!

基因毒性类化合物对肝癌细胞和肝正常细胞

的细胞活性的影响

!!

图
$

$

+

%所示&随着阿霉素的浓度的增加&肝癌细

胞
VGY6MA#A

和
4@@P6MM"$

的细胞活性显著下降&

其对肝癌细胞
VGY6MA#A

的
QP%#

值为
#?"%

+

3

-

HY

&

对肝癌细胞
4@@P6MM"$

的
QP%#

值为
#?C#

+

3

-

HY

'

同时对比肝正常细胞
l4U6MM#$

&随着阿霉素浓度

升高&肝正常细胞
l4U6MM#$

的细胞活性也会产生

一定的影响&

QP%#

值为
%

+

3

-

HY

'这表明阿霉素是

一种潜在的治疗肝癌的化合物'而其他的化合物&

随着浓度的增加&

%6]8

对两种肝癌细胞的活性影响

都不高&反而对肝正常细胞的活性影响更高,顺铂几

乎对两种肝癌细胞的活性没有影响&反而对肝正常

细胞有着一定的影响,依托泊苷&在杀伤肝癌细胞的

同时也对肝正常细胞的细胞活性造成很大的影响'
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图
$

!

基因毒性化合物对肝癌细胞和肝正常细胞的作用

注!$

+

%用不同浓度的阿霉素处理
VGY6MA#A

&

4@@P6MM"$

和
l4U6MM#$

后
AF/

用
@77

检测细胞活性'

$

L

%

B

$

K

%在和$

+

%同样的条件下&分别使用不同浓度的
%6]8

&顺铂和依托泊苷对细胞进行处理后用
@77

检测细胞活性的影响'药物浓度如图
$

中所示'
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白藜芦醇和甲硫哒嗪对肝癌细胞和肝正常细

胞的细胞活性的影响

!!

如图
"

$

+

%所示&当白藜芦醇的浓度小于或等于

"##

+

@

时&对两种肝癌细胞和肝正常细胞的细胞

活性影响不明显,当浓度达到
$###

+

@

时&对肝癌

细胞
VGY6MA#A

的细胞活性影响很大&能够抑制

F#R

的细胞的细胞活性&其对肝癌细胞
VGY6MA#A

的
QP%#

值约为
C##

+

@

,对肝癌细胞
4@@P6MM"$

的细胞活性也有一定的影响,但是&对肝正常细胞的

细胞活性几乎没有影响'甲硫哒嗪对肝癌细胞活性

的影响与白藜芦醇相似&当甲硫哒嗪的浓度达到

%#

+

@

&能够抑制约为
D#R

的肝癌细胞
VGY6MA#A

和
4@@P6MM"$

的细胞活性&

QP%#

值都为
"#

+

@

,

但是&对肝正常细胞的细胞活性几乎没有影响'

图
"

!

白藜芦醇和甲硫哒嗪对肝癌细胞和肝正常细胞的细胞活性的影响

注!$

+

%用不同浓度的白藜芦醇处理
VGY6MA#A

&

4@@P6MM"$

和
l4U6MM#$

之后
AF/

&

@77

法检测细胞活性'$

L

%

VGY6MA#A

&

4@@P6

MM"$

和
l4U6MM#$

细胞用不同浓度的处理之后
AF/

&通过
@77

检测细胞活性'

*

@

#

#%#%

&

**

@

#

#%#$

&

***

@

#

#?##$

'

$

!

讨
!

论

随着人们生活水平的提高&平均寿命大大延长&

曾经严重影响人类健康的的天花)鼠疫等疾病渐渐

被消灭&但是由人类自身所引起的癌症的发病率却

日益升高&死亡人数也逐年上升'在当今社会&癌症

已经严重威胁着人类的健康'筛选出具有显著疗效

的化疗药物&已经刻不容缓'化合物对细胞活性的

影响有着不同的分子机制'有的是抑制
[=N

的合

成&有的是导致
[=N

的断裂*

M6$$

+

&还有的是抑制蛋

白质的合成*

$"6$%

+

'理想的化疗药物是这种化合物能

够大部分或者完全抑制肿瘤细胞的细胞活性&而对

正常的细胞的细胞活性没有影响或者影响较小'利

用体外培养的肿瘤细胞和正常的细胞体系对单一或

者多种化合物的评价是化疗药物筛选的最开始的一

部分'通过这种方法可以筛选出对某种或者某几种

的肿瘤细胞的细胞活性有较大影响的化合物'然后

进一步的实验可以从中筛选出可以应用于临床的化

疗药物'

在本实验中&分析了
C

种化合物在不同浓度的

状态下对两种肝癌细胞和肝正常细胞的细胞活性的

影响'

@77

细胞活性实验表明&白藜芦醇和甲硫

哒嗪符合化疗药物筛选的最基本要求&即在某种的

药物浓度下&可以绝大部分抑制肝癌细胞的细胞活

性&并且对正常肝细胞的细胞活性影响较小&这表明

它们是两种很好的潜在的抗肿瘤活性的小分子化

合物'

总之&笔者利用体外肝癌细胞培养系统的优点&

初步的探讨了
C

种化合物的抗癌潜能&为建立抗癌

化合药物候选库做了前期的探索'为进一步的验证

及动物和临床实验提供了依据'
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