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摘  要：目的  研究去氢骆驼蓬碱衍生物 _JVJP与 R种不同传统抗肿瘤药联用的体外抑瘤作用。方法  经 _JVJP（MKTU～OMMKMM=
μgLmi）与紫杉醇、长春新碱、RJ氟尿嘧啶、顺铂和表柔比星（MKTU～OMMKMM= μgLmi）单独及联合作用于肺癌细胞 iiC、结

肠癌细胞 eqJOV、肝癌细胞 eeédO和乳腺癌jCcJT=QU=Ü后，采用jqq法检测肿瘤细胞存活率，并按照tb__法计算联合

用药协同系数（n）；进一步通过 mfLeoecÜsí=PPPQO双荧光染色和细胞划痕实验研究 _JVJP（MKTU、ORKMM和 OMMKMM=μgLmi）作

用于 iiC细胞 OQ= Ü后对瘤细胞活性、迁移的影响。结果  与 _JVJP单独用药比较，同浓度 _JVJP与长春新碱和紫杉醇联合

用药，能够显著降低jCcJT和 eqJOV细胞的存活率，n均低于 MKP（n＜N为协同）。荧光染色和细胞划痕实验结果表明，与

溶剂对照组比较，_JVJP（OR和 OMM=μgLmi）组细胞凋亡明显增多、划痕修复率显著降低（m＜MKMN）。结论  _JVJP显著抑制

iiC细胞迁移能力并提高细胞凋亡率，与不同抗肿瘤药物联合具有协同作用。=
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现代医学研究发现，骆驼蓬提取物去氢骆驼蓬

碱（Ü~rmáne）具有抗肿瘤、镇痛及抗菌等多种作

用xNJOz。但也有许多研究指出，去氢骆驼蓬碱具有严

重的神经毒性，会引起患者呕吐、震颤、幻觉甚至

死亡xPz。本实验室研究发现，去氢骆驼蓬碱 V 位取

代基的变化具有减毒增效的功能，并依据双体柔红=
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霉素和长春新碱等药物分子设计中体现的双体分子

药效活性增强现象，合成了新型抗肿瘤衍生物_JVJP
（图 N）xQJSz。前期本课题组已经报道了 _JVJP通过阻

断转移生长因子受体JN（qdcβof）及血管内皮生长

因子受体 O（sbdcoO）信号通路，调控肿瘤微环

境中免疫细胞的募集、抑制肿瘤血管的生成，在

体内外具有显著的抗肿瘤效果xTJUz。本实验拟通过

建立肝癌细胞、结肠癌细胞、肺癌细胞和乳腺癌

细胞模型进一步评价 _JVJP 与顺铂、表柔比星、

长春新碱、紫杉醇和 RJ氟尿嘧啶的联合用药效果，

并利用荧光染色及细胞划痕技术分析了 _JVJP 对

肿瘤细胞活性的抑制作用机制，深入评价 _JVJP
抗肿瘤活性。=
 

=

图 N= = BJVJP合成途径=
cigK=N= = pynthesis=of=BJVJP=

N= =材料=
NKN= =主要仪器=

ptJCgJOca型超净工作台（苏州安泰技术有限

责任公司）；OPOPJO型 ClO培养箱（美国 pebiiiA_
公司）；f_b=O=MMM型倒置荧光显微镜（重庆光电仪

器有限公司）。=
NKO= =药品及主要试剂=

_JVJP，合成于新疆华世丹药物研究有限责任公

司，批号 NNMRMS，质量分数＞VUKVB；顺铂（冻干

型）注射液，购自齐鲁制药有限公司，批号 PNMMOT，
规格 NM=mgL支；紫杉醇注射液，购自北京双鹭药业

股份有限公司，批号 OMNQMOMP，规格 R=mi∶PM=mg；
RJ氟尿嘧啶注射液，购自上海旭东海普药业有限公

司，批号 OMNRMOMP，规格 NM= mi∶MKOR= g；注射用

硫酸长春新碱，购自深圳万乐药业有限公司，批号

NQMPvP，规格 N=mg；盐酸表柔比星注射液，购自深

圳万乐药业有限公司，批号 NOMSbP，规格 NM= mgL
支；噻唑蓝细胞染料（jqq）、细胞核染料碘化丙

啶（mf）和细胞质染料 eoecÜsí= PPPQO，购自美国

ságm~公司，货号分别为jJONOU、mQNTM和 _JOOSN，
规格均为 OR=mg。=

NKP= =细胞=
肺癌细胞 iiC、结肠癌细胞 eqJOV、肝癌细胞

eeédO和乳腺癌细胞jCcJT，购自中科院上海细胞所。=
O= =方法=
OKN= =细胞培养=

将冻存的 iiC、eqJOV、eeédO和jCcJT细胞

于 PT=℃恒温水浴箱内复苏后，加入含 NMB胎牛血

清的 omjf= NSQM 培养基，置于 PT=℃、相对湿度

VMB、RB=ClO培养箱中培养 OQ～QU=Ü。=
OKO= =分组与给药=

设 _JVJP（质量浓度为 MKTU、PKNP、NOKOR、ORKMM、
RMKMM、NMMKMM、OMMKMM= μgLmi）组、紫杉醇、长春

新碱、RJ氟尿嘧啶、顺铂和表柔比星（质量浓度均

设 MKTU、PKNP、NOKOR、ORKMM、RMKMM、NMMKMM和 OMMKMM=
μgLmi）组；_JVJP（上述 T 种浓度）H顺铂（PKNP=
μgLmi）组；_JVJP（上述 T种浓度）H紫杉醇（PKNP=
μgLmi）组；_JVJP（上述 T种浓度）HRJ氟尿嘧啶（PKNP=
μg/mi）；_JVJP（上述 T 种浓度）H长春新碱（PKNP=
μgLmi）；_JVJP（上述 T 种浓度）H表柔比星（PKNP=
μgLmi）；溶剂对照组（无血清 omjf= NSQM）。所有

药物均用无血清 omjf=NSQM稀释，每个药物浓度设

P个复孔。=
_JVJP及协同药物剂量选择依据：经过预实验，

_JVJP 剂量超过 OMM= μgLmi时，选择的肿瘤细胞系

死亡率超过 VRB以上；当 _JVJP质量浓度低于 MKTU=
μgLmi时，肿瘤细胞存活率高于 VRB。协同药物剂

量与主药设相当剂量以便进行对照观察。=
OKP= = jqq法检测单独给药及联合用药细胞存活率=

取对数生长期的 Q种肿瘤细胞系，用含 NMB新胎

牛血清的 omjf= NSQM 培养基制成单细胞悬液（N×
NMRLmi），按每孔 NMM= μi 接种于 VS 孔培养板，置

PT=℃培养NO=Ü。按照“OKO”项添加药物及omjf=NSQM
培养基，并继续培养 QU= Ü，每孔加入 R= mgLmi 的

jqq，NM=μiL孔，继续孵育 Q=Ü。经酶标仪测定各孔

吸光度（ARTM）值，并按作图法即以 lgx药物浓度z为横轴，

以细胞存活率为纵轴计算 fCRM。=
以tb__分数乘积法计算联合用药效果，即协

同系数 n：=
n＝cEAFNI=OL{N－x（N－cEAFN）（N－cEAFO）z}=

cEAFNI=O为 N、O两种药物联用时的药效，即细胞存活率；=

cEAFN、cEAFO分别为两种药物单用时的药效，其剂量分

别为联用中的剂量；=

n＞N为拮抗；n＝N为相加；n＜N为增强协同。=

去氢骆驼蓬碱= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = _JVJP=
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OKQ= = BJVJP对 iiC细胞凋亡的影响=
采用 mfLeoecÜsí= PPPQO 双荧光染色检测 _JVJP

（MKTU、ORKMM、OMMKMM=μgLmi）和顺铂（OMM=μgLmi）
组对 iiC 细胞凋亡情况。按每孔 MKU= mi、N×NMS

个细胞接种于含有载玻片的 OQ孔板内，OQ=Ü进行贴

壁培养，加入药物溶液 OMM=μL 孵育 QU=Ü，吸取上清，

m_p清洗 P遍，加入 UMM=μL=m_p、OMM=μL=eoecÜsí=
PPPQO储存液，使其终浓度为 R= μgLmi并混匀。置

于 PT=℃避光温育 NR=mán；将细胞置于冰上冷却后，=
m_p清洗 P遍；加入 UMM=μL=m_p、OMM=μL=mf染液，

使其终浓度为 NR= μgLmi并混匀，Q=℃避光复染 NM=
mán；m_p 洗涤 O 次，取出载玻片用荧光显微镜观

察分析。凋亡细胞的蓝色荧光比非凋亡细胞强，其

光散射能力则降低，将二者结合起来，可以很好地鉴

定凋亡细胞。坏死细胞则由于 mf复染，呈红色荧光。

正常细胞为低蓝色L低红色（eoecÜsí=PPPQO＋Lmf＋），凋

亡细胞为高蓝色L低红色（eoecÜsí=PPPQOHHLmfH），坏

死细胞为低蓝色L高红色（eoecÜsí=PPPQOHLmfHH）。荧

光照相，分析不同处理组细胞凋亡情况。=
OKR= = BJVJP对 iiC细胞迁移的影响=

采用细胞划痕试验检测 _JVJP（MKTU、ORKMM、
OMMKMM= μgLmi）和顺铂（OMM= μgLmi）对 iiC细胞

迁移的影响。将细胞浓度为 R×NMRLmi的肿瘤细胞

铺于 OQ孔板（每孔 UMM=μL）上，加入等量的含 NMB
胎牛血清的细胞培养基，培养 OQ=Ü，使形成单层细

胞。在单层细胞上呈“一”字划痕，用 m_p清洗 P
次，加入药物溶液，平行 P个样本孔，孵育 OQ=Ü后
换成含 NMB胎牛血清的细胞培养基，孵育 OQ=Ü。吸

去培养液，用 m_p清洗 P次后，在倒置显微镜下观

察并拍照。=
划痕修复率＝（初始划痕宽度－终末划痕宽度）L初始

划痕宽度=

划痕修复率大小表示药物对细胞迁移能力的抑

制作用强弱，修复率越小表明药物对细胞迁移能力

抑制作用越强，反之则越弱。=
OKS= =统计分析=

数据分析采用 pmpp= NVKM软件处理，细胞存活

率采用 x s± 表示，多组间比较采用单因素分析，

组间两两比较采用 ipaJt检验，百分率或构成比比

较采用 χO检验。=
P= =结果=
PKN= =联合用药=

药物作用于 Q种肿瘤细胞的 fCRM值见表 N。其=

表 N= = BJVJP联合用药 fCRM值=
qable=N= = fCRM=value=of=medicines=combined=with=BJVJP= =

组别=
fCRML(μg·mi−N）=

jcCJT= eqJOV= eeédO= iiC=
_JVJP= NKTU= = TVKQP= = SMKOS= = NKOS= =
顺铂= NTKTU= = NVVKRP= = NTKTU= = NMKMM= =
盐酸表柔比星= RMKNO= = NVVKRP= = MKSP= = MKSP= =
长春新碱= PVKUN= = NVVKRP= = NVVKRP= = NVVKRP= =
RJ氟尿嘧啶= NVVKRP= = NVVKRP= = TMKTV= = NVVKRP= =
紫杉醇= NMKQT= = RKSO= = MKTV= = PKNS= =
△_JVJPH顺铂= PKNS= = NKOS= = MKNS= = MKMN= =
△_JVJPH盐酸表柔比星= PKPV= = NOKRV= = MKQM= = MKSP= =
△_JVJPH长春新碱= MKQR= = RSKOP= = NKTU= = PKVU= =
△_JVJPH=RJ氟尿嘧啶= MKOR= = PKVU= = NKPR= = SKPN= =
△_JVJPH紫杉醇= MKMN= = MKMN= = MKMN= = MKMN= =
“△”：表示不同浓度的 _JVJP=
“△”：aáfferení=concenír~íáon=of=_JVJP=

中 _JVJP作用于 iiC细胞的 fCRM值最低；与紫杉醇

联合应用作用于 Q种细胞、与顺铂联合应用作用于

iiC细胞 fCRM值下降最多，下降至 MKMN=μgLmi。=
_JVJP与紫杉醇联合用药对jCcJT细胞的抑制

效果最为显著，协同系数 n为 MKMT；与长春新碱联

合用药对iiC和jCcJT细胞具有显著地协同作用，

协同系数 n分别为 MKO和 MKN；_JVJP与 R种药物联

合，对jcCJT细胞均有显著的抑制效果（n＜MKP）。
与长春新碱联合作用对 iiC细胞的作用最为显著，

协同系数 n为 MKO。结果见表 O、P。=
PKO= = BJVJP对 iiC细胞凋亡的影响=

采用荧光倒置显微镜紫外激发光观察，溶剂对

照组 iiC细胞由于结构形态完好，细胞呈圆形，对

荧光染料呈现拒染效应，仅呈现淡蓝色，细胞核无

mf 染料进入；在阳性药物顺铂（OMM= μgLmi）作用

OQ=Ü后，细胞大量死亡；而在不同浓度（MKTU、ORKMM=
μgLmi）_JVJP作用下，细胞凋亡现象明显增加，细

胞呈现亮蓝色，细胞大量空泡化，体积明显大于溶

剂对照组，出现明显的细胞凋亡指征，但是细胞死

亡指示并不显著，mf 未大量进入细胞内；当 _JVJP
浓度达到 OMM=μgLmi时，细胞大量被 mf着色，表示

细胞开始大量死亡。结果见图 O。=
PKP= = BJVJP对肿瘤细胞迁移的影响=

经 _JVJP处理 OQ=Ü后观察，细胞横向迁移能力

明显降低。_JVJP（OMM和 OR=μgLmi）抑制细胞横向

迁移作用显著，且高浓度组对细胞的迁移抑制作用

明显高于阳性药物顺铂。结果见图 P。=
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表 O= =同浓度药物作用下肿瘤细胞存活率（ ±sI=n ==P）=
qable=O= = purvival=rates=of=tumor=cells=with=equal=concentrations=drugs=E ±sI=n ==PF=

组别 
剂量L=

（μg·mi−N） 

细胞活性LB 

jcCJT= eqJOV= eeédO= iiC=
溶剂对照= PKNP= NMM= NMM= NMM= NMM=
_JVJP= PKNP= NOKQT–OKRQG= VRKSN–NNKVU= = SRKNS–TKMP= = OTKTQ–OKPOG= =
顺铂= PKNP= RTKMM–PKMN= = RUKPU–RKVM= = RTKVQ–NMKON= = QRKSR–TKSM=
盐酸表柔比星= PKNP= SRKNM–PKNU= = TMKRN–TKNU= = PRKVV–SKQP= = NUKNQ–OKUNGG= =
长春新碱= PKNP= UMKON–RKUO= = SQKQV–TKOO= = NNUKUR–NNKT= = RVKMV–QKRR=
RJ氟尿嘧啶= PKNP= VMKPO–UKPP= = NMMKNS–NVKU= = TMKOO–TKQN= = TPKMT–TKV= =
紫杉醇= PKNP= QRKMU–SKNNG= = NUKTP–PKMQG= = NNKVU–NKRSGG= = NSKNN–MKUTG= =
_JVJPH顺铂= PKNPHPKNP= NRKVM–NKMNGG= = QSKVT–RKOT= PTKNU–QKSG= = OTKOR–QKTRG= =
_JVJPH盐酸表柔比星= PKNPHPKNP= NRKVM–PKQTGG= = RMKQR–SKMS= = OTKQV–PKPSG= = OPKUV–OKPVG=
_JVJPH长春新碱= PKNPHPKNP= UKNP–MKVOGG= RPKOR–QKQQ= = ROKSO–PKOU= = NQKNV–PKMQG= =
_JVJPH=RJ氟尿嘧啶= PKNPHPKNP= NMKNU–OKPRGG= = RUKOS–TKMP= = QVKMT–OKPQ= = PSKMS–SKPSG=
_JVJPH紫杉醇= PKNPHPKNP= PKUU–MKQRGG= = NUKSO–OKRUGG= = NOKRU–NKRTGG= = NOKMT–NKVVGG= =
与溶剂对照组比较：Gm＜MKMR= = GGm＜MKMN=
Gm Y=MKMR= = GGm Y=MKMN vs=solvení=conírol=groué=

表 P= =联合用药系数=
qable=P= = Combination=index=EnF=of=combined=medicine=

组别= 剂量L=
（μg·mi−N） 

n 

jcCJT= eqJOV=eeédO=iiC=

_JVJPH顺铂= PKNPHPKNP= MKOR= MKQU= MKQQ= MKQR=

_JVJPH盐酸表柔比星=PKNPHPKNP= MKOP= MKRN= MKPR= MKRU=

_JVJPH长春新碱= PKNPHPKNP= MKNM= MKRQ= MKQV= MKOM=

_JVJPH=RJ氟尿嘧啶= PKNPHPKNP= MKNN= MKRU= MKRR= MKQR=

_JVJPH紫杉醇= PKNPHPKNP= MKMT= MKNV= MKNU= MKPN=
=

经数据结果分析可知，与溶剂对照组比较，

_JVJP=OMM和 OR=μgLmi组细胞划痕修复率显著降低

（m＜MKMN），高浓度组（OMM= μgLmi）修复率低于顺

铂。结果表明，_JVJP 对肺癌细胞的迁移具有极强

的抑制效果，对防止肺癌的扩散具有重要意义。结

果见表 Q。=
Q= =讨论=

现代药理学研究表明，βJ咔啉类生物碱具有减

少细胞氧化损伤xVz、抗肿瘤xNMz、抗抑郁xNNz和扩张血

管xNOz等多种药学功效。但是近年来报道指出，βJ咔=
 

 

溶剂对照              顺铂 OMM=μg·mi−N= = = = = = = = = = = = = = = MKTU= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = ORKMM= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = OMMKMM=

_JVJPLEμg·mi−NF=

图 O= =双荧光染色标记的 iiC细胞=
cigK=O= = iiC=cells=labeled=with=double=fluorescent=staining=

啉类生物碱由于其分子结构与 NJ甲基JQJ苯基JN，O，
P，SJ四氢吡啶（jmqm）相似，具有一定的内源性

神经细胞毒性xNPz。本实验室对 βJ咔啉类生物碱去氢

骆驼蓬碱分子 V位取代基进行了修饰，合成了化合

物 _JVJP，发现其抗肿瘤活性及神经细胞毒性具有

显著改变xNQz。=
本实验联合用药结果表明，S 种药物单独使用

时对不同肿瘤细胞的抑制作用不同，_JVJP与顺铂=

x
x

50 μm=

=
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溶剂对照初始划痕= = = = = = = = = = = = = = = = = = = = = =溶剂对照终末划痕= = = = = = = = = = = = = = = = = = = =顺铂 200 μg·mL−N终末划痕=

 

_JVJP=OMMKMM=μg·mL−N终末划痕= = = = = = = = = = = = = = _JVJP=ORKMM=μg·mL−N终末划痕= = = = = = = = = = = = = _JVJP=MKTU=μg·mL−N终末划痕=

图 P= = BJVJP对 iiC细胞横向迁移的抑制作用=
cigK=P= = fnhibitory=effect=of=BJVJP=on=lateral=migration=of=iiC=cells=

表 Q= = BJVJP对 iiC细胞横向迁移的抑制作用（ ±sI=n ==P）=
qable=Q= = fnhibitory=effect=of=BJVJP=on=lateral=migration=of=

iiC=cells=E ±sI=n ==PF=

组别= 剂量L（µg·mi−N）= 划痕修复率LB=

溶剂对照= —= NMMKMM–MKRN=

顺铂= OMM= NQKVR–MKPOGG=

_JVJP= MKTU= NMMKMM–MKQV=

=
ORKMM= OVKSN–MKSTGG=

=
OMMKMM= SKNR–MKQMGG=

与溶剂对照组比较：= GGm＜MKMN=
GGm Y=MKMN vs=solvení=conírol=groué=

联合用药具有较强的协同作用，推测原因，顺铂作

为一种烷化剂能够抑制肿瘤 akA的复制，而 _JVJP
则趋向于是一种新型的细胞表面激酶受体阻断剂，

两种药物作用途径不同，相加效果明显。_JVJP 与

紫杉醇的协同效果也非常显著，在联合用于肿瘤的

治疗上甚至存在互补关系，推测他们可能作用于细

胞同一信号通路的不同节点。基于以上的结果，本

课题组认为 _JVJP与紫杉醇和顺铂组成 P联用药对

肿瘤的治疗效果应该更好，但需进一步验证。=
_JVJP 作为一种优秀的抗肿瘤候选化合物，在

单用及与顺铂和紫杉醇联用时对多种肿瘤细胞的增

殖均有显著的抑制效果，其单用机制可能是诱导肿

瘤细胞凋亡和抑制细胞迁移，该研究为 _JVJP 作为

一种抗肿瘤药物的后期开发提供了参考。=
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