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紫杉醇对黑素瘤细胞A375体外抑制
作用

曹永倩王法刚 冯永强 李强 王一兵。

[摘要] 目的： 确定紫杉醇在体外对A375细胞凋亡的影响。方法： 不同浓度紫杉醇分别作用A375

细胞24 h、48 h和72 h后，用Mrr法测定对细胞生长的抑制，流式细胞术检测细胞周期及细胞凋亡的变

化，Western blot检测生存素(Survivin)的表达。结果：紫杉醇呈剂量和时间依赖性抑制细胞增殖，但高

浓度组(1000 nmol／L)与低浓度组(100 nmol／L)在促进细胞凋亡及周期阻滞方面均无明显差异(P>

0．05)。不同浓度紫杉醇作用细胞24 h后。Survivin表达逐渐升高，48 h后其表达逐渐减弱，至72 h与对

照组相比无显著性差异。结论： 紫杉醇对A375细胞的生长抑制作用在一定浓度范围内呈浓度时间

依赖性。抑制Survivin的表达是紫杉醇诱导细胞凋亡的途径之一。Survivin的表达与瘤细胞对紫杉醇产

生抗药性有关。
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[舢娥瑚ct] Objective：To determine the effects of apoptosis induced by taxol 011 meIano瑚A375 ceils．Meth-

ods：A375 cells were treated with taxol in different concentrations for different time．M1’I'method was used to assay

inhibition of eel pw磁eration．and the ch,ange of cell cycle and apoptosis were analyzed by flow cytometry．Protein

expression of suvivin was detected by Western blot．Results：Taxd inhibited the proliferation of A375 cells i11 a dose

—dependent and time—dependent nlailner，but low a叫MeI删on of taxol(100 nnml／L)inhibited the cell growth

and induced the cell cycle arrest墨effectively鹳higll concenlration(1000 nmol／L)did(P>0．05)．ne level of

survivin Was significantly hi如than that in controls after A375 cells were expo溉l to taxol for 24 h．After 48 h，the

level of割咀vi、，in decreased and there was no significant difference when compared with controls at 72 h．洲OR-"
11伦inhibifion of cell growth by taxol on melanoma A375 cells is dose—dependent and time—dependent．11他inhibi-

tion of smvivin expression is one of pathway by which taxol gnduces apoptosis．1lle drug resistance of A375 cells to

taxol may be related to the expression of survivin gene．
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恶性黑素瘤(MM)是一种恶性程度极高、临床预

后较差的恶性肿瘤，而且其对化疗药物敏感性低且易

产生耐药。肿瘤细胞对凋亡的抵抗性可降低细胞对

化疔药物的敏感性，凋亡及其调节因子是决定恶性黑

素瘤耐药的重要机制。Survivin是Ambrosinl发现的一

种凋亡抑制基因，因可延长细胞的生存又名为“存活

素或生存素”，是凋亡抑制蛋白(inhibitorofapoptosis pm．

tein，lAP)家族中最具有临床研究意义的分子。sur．

vivin主要表达于肿瘤组织内，在分化成熟的正常组织

中未见表达，被认为是肿瘤发生、发展及预后的重要
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·论著·

指标。2紫杉醇是从紫杉(红豆杉)的树皮中提取的一

种化合物，是目前I临床上治疗卵巢癌、乳腺癌、t}zl,细

胞肺癌等多种肿瘤的一线用药，但用于恶性黑素瘤治

疗的报道国内很少。其抗瘤机制与抑制微管解聚，抑

制有丝分裂，促使细胞周期停滞，促进细胞凋亡等有

关。3 Survivin作为一种能同微管结合的蛋白，参与调

控细胞凋亡和细胞周期。本文研究了紫杉醇对恶性

黑素瘤细胞凋亡的影响及与Survivin表达的关系。

1材料与方法

1．1细胞培养人黑素瘤细胞株A375细胞购于中

国医学科学院皮肤病研究所。以含10％胎牛血清的

DMEM／F12培养基，在37℃、5％co：’孵育箱中培养；

o．25％胰酶隔13消化传代，取对数生长期细胞进行实

验。
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1．2 药物和试剂 紫杉醇(泰素，tax01)购于美国

Bristol—Myers Squibb公司，储存液为6 mgCmL，避光室

温保存，实验时以：DMEM／F12培养基稀释至所需浓

度。Annexin V—FITC凋亡检测试剂盒购于北京晶美

生物工程有限公司；Survivin兔抗人多克隆抗体购于

Abcam公司，Actin抗体购于Santa Cruz公司，辣根酶标

记的山羊抗兔IgG抗体购于北京中杉金桥生物技术

有限公司。

1．2方法

1．2．1 WIT试验(噻哗蓝比色分析法)A375细胞经胰

酶消化后计数，接种于96孔板，每孔细胞5 X It?。分

设对照组和不同浓度药物组(10、50、100、1000 nmol／

L)，每组设8复孔，分别培养24 h、48 h；于培养时间结

束前4 h每孑LJJI]入5 g／L MTr 20皿，继续孵育4 h，弃

上清每：fL,Ou入200皿二甲基哑砜(DMSO)终止，然后

再振荡15 min，于酶标仪490 llln波长处检测吸光度

OD值。以对照组细胞活力为100％，按公式计算不同

浓度紫杉醇对A375细胞增殖的抑制率。细胞抑制率

(％)=(1一药物组OD值／对照组OD值)×100％。

1．2．2 Western blot(蛋白免疫印迹试验)将A375细胞

消化后，接种于大培养皿中，按不同浓度药物加药，分

别于24、48 h取样本离心收集细胞，加入细胞裂解液，

冰上放置20 min，20 000 drain离心10 min，取上清，提

取细胞内总蛋白，灌制10％SDS一聚丙烯酰胺凝胶，

常规电泳，转膜，5％脱脂奶封闭，加入1：5000稀释兔

抗人Survivin多克隆抗体，4℃孵育过夜，漂洗后加入

辣根酶羊抗兔二抗，室温孵育1 h，漂洗后加入显影

剂，上机利用I心r一4000化学发光仪显影系统显像。
1．2．3流式细胞仪(FCM)分析细胞凋亡及细胞周期

的变化按不同时间及不同浓度组收集细胞PBS洗

涤后加100 ttL Binding Buffer、5 ttL Annexin V一兀T℃和

10止PI，混匀避光室温反应15 min，再加500 ttL Bind．

ing Buffer后在双变量流式细胞仪进行检测细胞凋亡

率，检测细胞周期时细胞洗涤后加入80止8]-fL剂、
550 ttL PI混匀4℃反应30 min后上机枪测。

1．2．4统计学方法应用SPSS 13．0统计软件进行

数据处理，率的比较采用单因素方差分析。

2结果

2．1细胞形态学改变倒置湿微镜下观察：对照组

细胞为扁平的多角形，细胞问排列紧密，互相衔接，具

有E皮样细胞形态(图1)。经紫杉醇处理24 h后，细

胞排列松散、细胞体积缩小，悬浮的单个细胞增多，随

作用时间延长及药物浓度增高，悬浮的单个细胞逐渐

增多，部分细胞皱缩，胞质内出现颗粒状物质，并可见

坏死细胞逐渐增多，偶见多核或舣核巨细胞(图2)。

China J Lepr Skin Dis．Apt 2010,Vol——．26,——N———o————．—4

图1 止常对烘绀A375细胞(HE，X too) 图2 100 mnol／L

紫杉醇作用24 h(HE，×100)

2．2紫杉醇对A375细胞的抑制效应 不同浓度的

紫杉醇分别作用24、48、72 h对A375细胞牛长抑制结

果表明：①随着药物浓度的增加，细胞存活率降低，有

明显的剂世依赖关系(图3)，f口．当浓度增加至1000

runol／L时，细胞生长抑制率增加冬明显。②同一浓度

的药物有时问依赖关系，随着作用时问的延长，细胞

存活率降低，以作用铝h时最明显。

图3不同浓度紫杉醇作用24—72 h

对A375细胞生长抑制率的变化

2．3细胞周期及细胞凋亡率的改变 FCM结果显示

10 nmol／L紫杉醇作用24 h后G／M期细胞即增多，同

时细胞凋亡率与对照组相比从5．23％增至15。23％。

表明紫杉醇具有明显的周期阻滞及诱导细胞凋亡的

作用。低浓度范围内(10—100 nmol／L)，细胞凋亡率

随药物浓度的增加而显著增加(P<0．05)，呈浓度依

赖I生，而浓度进一步增加，凋亡率增加不明显(P>

0．05)。相同浓度的紫杉醇随作用时间的延长，细胞凋

亡率明显增加(P<0．05)，呈时间依赖关系(表1、2)。

2．4 Western blot检测结果 由图4—6可以看出不

同浓度紫杉醇作用24 h后，Survivin的表达逐渐增加，

有浓度依赖关系。而随着作用时间的延长，至48 h后

Survivin的表达与对照组相比减弱，Survivin的表达呈

现出随时间先升高后降低的变化趋势。
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表1不同浓度紫杉醇对A375细胞周期的影响

‘与对照组相比，P<0．05

表2不同浓度紫杉醇对A375细胞凋亡率的影响

’与对照组相比，P<0．05

A正常细胞对照组 B 50 nmol／1．组

图4紫杉醇不M浓度组作用24 h对A375细胞周期的变化

图5不同浓度封i紫杉醇作用于A375 24 h后Survivin的表达

图6不问浓度组紫杉醇作用于A．375 48 h后Survivin的表达

3讨论

紫杉醇是一种新型的抗微管剂，通过促进微管蛋

白二聚体的聚合并抑制其解聚，从而稳定微管，使细

胞周期停滞于G2，M期，抑制细胞分裂和增殖。4本研

究M1Tr结果表明，紫杉醇对A375细胞的生长抑制作

用在一定范围内呈剂量一时间依赖关系。随浓度增

加，细胞抑制率逐渐增加，低浓度延长作用时间，同样

可提高细胞抑制率。100 nmol／L浓度作用48 h时可
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灭活50％以上肿瘤细胞，但浓度继续增加至1000

nmol／I．时，细胞抑制率增加不明显。

紫杉醇的主要作用是抑制细胞有丝分裂，周期阻

滞作用非常敏感，即使在低剂罐时其阻滞作用已非常

明显，100 nmol／L浓度紫杉醇作用24 h即可将超过

80％的细胞阻滞于岛，M期，细胞被阻滞于该期影响

有丝分裂，为联合用药提供了重要靶点，例如顺铂主

要作用于细胞DNA，影响其复制，与紫杉醇联合应用

具有协同作用，已是临床应用广‘泛的化疗方案。

流式细胞仪检测结果显示低浓度(10～100 nmol／

L)时细胞随药物浓度的增加而凋亡率增加，但在高浓

度(1000 nmol／L)时细胞凋亡率增加不明显(P>

0．05)，但继发性坏死随药物浓度的提高而在不断增

加。并且高浓度延长作用时间并不能明显提高细胞

凋亡率。紫杉醇1000 nmol／L组作用于A375细胞72 h

时，>90％细胞已死亡，而凋亡率却有所下降。这提

示紫杉醇诱导细胞凋亡的机制冈药物浓度的不同而

不同。紫杉醇诱导细胞凋亡的途径不单纯依靠细胞

周期阻滞作用。同时低剂量长时间作用和高剂量短

时间的作用模式对于黑索瘤细胞凋亡率的影响相差

不大，而后者的细胞毒性要高于前者，因此应用低剂

量延长作用时间可作为l临床给药的一种参考。

Survivin在G1期不表达，G2，M期表达增加40

倍，5这种高表达与其抑制凋亡密切相关。Survivin对

促进肿瘤细胞完成有丝分裂，维持细胞增殖活性具有

重要作用。Survivin是莺要的凋亡抑制因子。我们的

研究发现，在紫杉醇作用的最初24 h内，Survivin与对

照组相比是增加的，与朱晓东等6的报道相一致。短

时间内紫杉醇能诱导Survivin的表达是紫杉醇引起的

细胞应激反应。正常对照组细胞大部分处于岛／GI

期和S期，G2／M期细胞相对较少，Sttrvivin在这二期表

达少，但加入紫杉醇后，细胞大部分被阻滞于G2／M

期，这也是Survivin表达增高的原因之一。紫杉醇作

用48 h，Survivin的表达减弱，并且呈剂量依赖性。药

物作用48 h时，细胞凋亡率达到最高，而Survivin的表

达也降到最低，这说明Survivin参与了紫杉醇诱导细

胞凋亡的机制。Survivin基因高表达被认为是肿瘤细

胞对紫杉醇产生抗药性的机制之一。马晓黎等7证实

卵巢癌细胞对紫杉醇的耐药性与Survivin的表达有

关。Survivin被认为是与肿瘤对药物的抵抗作用有

关，特别是与微管发生相互作用的抗肿瘤药物。8利用

反义寡核苷酸技术或RNA干扰技术抑制Sutvivin基

因的表达，阻断其抗凋亡作用，或许能降低耐药性的

产生。

我们的实验证实，紫杉醇对A375细胞有较强的

生长抑制及诱导凋亡作用，且其作用有时间一剂量依
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赖性。紫杉醇的抗肿瘤活性是通过多种途径实现的，

包括细胞周期阻滞，诱导细胞凋亡，抑制Survivin的表

达等，这些不同的作用机制将为如何提高紫杉醇对恶

性黑素瘤的疗效提供联合用药的新思路。
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开远市2002—2008年新发现麻风病人分析

潘琼华王曦李黎娜王兵

开远市地处云南省东南部，少数民族

比较集中，全市累计发现麻风病人537

例。近年来，发现率和患病率，是全国患

病率超过l，万的少数县(市)之一。为了

制定相应防治措施，现将2002—2008年新

发麻风病人资料分析如下。

1资料与方法

资料来自本市麻风病疫情监测系统

数据库和病案资料。麻风的诊断标准、分

型和畸残分级参照“麻风防治手册”。1

2结果

表1 131例麻风患者传染源及发现方式

·经验交流·

7年间，共发现131例麻风患者(含复

发2例)，平均年发现率为6．23／10万；确

诊时平均年龄38．8岁，平均延迟期1．43

年。131例麻风患者的传染源和发现途径

见表1。

。2004和2005年各有l例复发，未计入统计

131例麻风患者中，15岁以下儿童患

者3例(2．3％)；单皮损者23例(17．6％)；

确诊时有I型或ll型麻风反应者ll例

(8．4％)，2级畸残者15例(11．5％)；多菌

型95例(72．5％)；细菌指数(BI)≥4．0+

者66例(50．4％)。

3讨论

开远市曾于2003年和2008年开展了

两次消除麻风运动，期间在人群中开展了

广泛的健康教育活动，从而使较多的病人

作者单位：云南省开远市皮肤病防治院，661000

早期就诊与皮肤科而被发现。因此，诊断

延迟期(平均1．43年)和2级畸残率

(11．5％)明显低于全国水平。2’3

131例患者中，有明确接触史者占

71．3％，与全国的70．8％相近。虽然理论

上通过对接触者追踪和定期检查可发现

较多病人，但对追踪方式和时限仍需进一

步探讨。4
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