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辛伐他汀联合5一FU对K562细胞增殖及凋亡的影响
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[摘要】 目的：探讨辛伐他汀(Sim)联合5-Fu对白血病飚62细胞增殖及凋亡的影响，探讨其作用机制。方法：

体外培养人白血病l(562细胞，用MTT法观察Sim联合5-Fu对细胞的增殖抑制作用，实时荧光定量RT-PcR观察

对bcr／abl融合基因mRNA表达水平的影响。流式细胞术、Ho∞hst33258染色观察Sim与5．Fu联合应用诱导细胞

凋亡的作用。结果：低浓度的Sim与5-FU联合应用在抑制细胞的增殖，诱导细胞凋亡，均较各单一高浓度用药组

的作用明显增强，并且下调bcr／abl融合基因mRNA表达。结论：Sim与5-Fu联用具有明显的协同抑制细胞增殖的

作用，其作用机制可能与诱导细胞凋亡，下调bcr／abl融合基因的表达有关。
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Effects of tlIe combination of Simv嬲tatin and 5．FU on

proliferation锄d apoptosis of硒62 ceUs

HE Jin-hua，WU Feng一”n， UU Gu趴g．jie， ZHANG Xi∞一ying，UAO Xi∞-li， JLANG Ji锄一wei

(Department of BiocheIIIi8tr)r，Medical Couege，Jin蚰UlIive瑁i锣，Gu蚰gzlI叽510632，Chi帆)

[幽咖ct]AinI：To study t}le e&cts of co曲ination 0f simva8枷n w池5一FU on l(562 cells in vi仃。
肌d tlleir趴titumor mech趴isms．M[ethods：MTT躺say was used t0 detemine tlle inhibitory e妇fects 0f tlle

dmgs on k562 ceUs and real time fluorescent quantit撕ve rever∞旬阻nscription-p01)嘲e舶旧e chajn reaction

(FQ-PCR)used t0 detemine tlIe mRNA leVels of bcr／abl fusion gene．Apopt08is w髓舳alyzed by using
flow cytomny肌d H0echst33258 staining technique．R俗lllts：At 10wer concen哑tions，combination of

siⅢ蛐tin wi出5一FU had greater irIllibitory e醌cts on grDwtll趴d pmlifb训on 0f tlle leukemia ceUs，舭d
al∞induced apopt08is，when comparing wi出出e hi曲er concentration8 of tIIe drugS．It w鹪found mat au

concen嗽mons 0f tlle dmgs used in t|Iis study showed t0 be abk t0 supp他88 tIIe expression 0f tlle fusion

gene bcr／abl．Conchlsion：CombiMtion of simVastatin widl 5一FU has a si弘ific锄dy syne晒c蚰ti-c舭cer

effect．The姐titu啪r mech舳i锄may be as∞ciated丽tll induction of apoptosis衄d suppression of me fu-

si∞gene bcI／abl of飚62 ceUs．
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他汀类药物已普遍用于临床治疗高胆固醇血

症，近年来实验证明：他汀类药物能抑制多种恶性肿

瘤细胞增殖，诱导细胞凋亡，而对正常细胞影响较少

的作用¨J。5一氟尿嘧啶(5．Fu)能阻断DuDP向DT—

DP的转变，抑制DNA的生物合成，属周期特异性药

物，是治疗肿瘤、预防肿瘤复发和肿瘤复发后化疗最

常用的药物之一，但副作用较大。目前国内外关于

他汀类药物联合化疗药物对癌细胞作用的影响研究

较少，通过检测辛伐他汀(simv嬲t“n，sim)与5一Fu

联合对白血病飚62细胞生长的影响，以及探讨两

者的协同抗癌作用，以期为白血病的治疗提供新的

实验依据。

1材料和方法

1．1材料

人慢性粒细胞白血病飚62细胞由暨南大学医

学院血液病研究所惠赠。辛伐他汀(北京双鹭药

业，批号：20071101)，RPMI一1640培养液(美国Gibco

公司)，小牛血清(美国GM公司)，TRIzOL试剂

(美国InviⅡDgen公司)，M—MLV逆转录酶(美国Pro—

mega公司)，Taq酶(美国TaKaRa公司)，琼脂糖

(西班牙Biowest公司)，Genefinder染料(美国MBI

公司)，RealMasterMix(美国Ta№Ra公司)。引物由

上海生物工程技术有限公司合成。

1．2方法

(1)辛伐他汀处理参照文献的方法悼3将无水

乙醇溶解后加入与辛伐他汀等物质的量浓度的

NaOH，50℃水浴2 h，调pH至7．20，过滤除菌，浓

度为lO mmoL／L，分装后于一20℃保存备用，使用

前用RPMI．1640稀释后加入培养体系。5．Fu用无

菌生理盐水稀释至相应浓度。

(2)细胞培养l(562用含体积分数为lO％小

牛血清、青霉素loo pg／mL、链霉素100斗g／mL的

RPMI-1640培养液，在37℃、95％饱和湿度、体积

分数为5％CO：培养箱中常规培养，每2—3天换液

传代培养。

(3)MTT法实验分组：A组：单加辛伐他汀，

终浓度为8．0、16．0、32．O斗m0L／L；B组：单加5一F．U，

终质量浓度为5、lO、20斗g／mL；C组：联合用药(Sim

+5一Fu叠加：8．O斗moL／L+5斗g／mL，16．O H肌oL／L

+lO．0斗g／mL，32．0斗moL／L+20斗g／mL；空白对照

组：不加药物。将细胞以浓度为l×105／mL接种于

96孔板中，每孔180“L，分别加入不同浓度的sim，

5一Fu，Sim+5一Fu，其终浓度为上述浓度。每个浓度

每个时间点设置5个复孔，置于恒温孵育箱内继续

培养。第24、48、72 h后常规MTT法于570啪波长
测定各孔吸光值(A)，并计算细胞增殖抑制率。

细胞增殖抑制率=(1一实验组A值／对照组A

值)×loo％

(4)药物联合作用评价【31 采用金氏公式Q=

E．“／(E．+瓯一E．×瓦)判断两药不同药物浓度相

互作用是否有协同作用，式中Ea+b为合用药物的

抑制率，Ea、凸分别为A药、B药单独用药的抑制

率。若Q在O．85一1．15内为两药合用单纯相加，Q

>1．15为有协同作用，Q<0．85则表示两药合用

有拮抗作用。

(5)流式细胞术 取对数生长期的K562细

胞，以浓度为1×106／mL接种于12孔板中，每孔

800灿，A组加32．O斗moL／L的Sim；B组加20．O
肛g／mL的5一FU；C组为Sim+5一FU的叠加浓度；设

未加干预的为阴性对照组细胞，每个浓度设3个复

孔，培养48小时后收集细胞，用预冷PBS洗2次，

体积分数为70％的乙醇4℃固定过夜，以20恤g／mL

碘化丙锭处理30 IIlin，加入碘化丙锭染色液至终质

量浓度50斗g／mL，避光染色30 min，经流式细胞仪

检测亚二倍体率。

(6)Hochest33258染色细胞处理同上，细胞

培养48 h后，收集细胞，预冷0．01 m0L／L PBs反复

洗涤后，留少许上清，用微量加样器吸取细胞在洁净

载玻片上涂片，室温自然干燥，甲醇：冰醋酸固定液

固定15 min，Hoechst 33258染色工作液(10仙g／mL)

避光染色30 min，流水冲洗5 min，荧光显微镜观察

细胞凋亡形态。

(7)实时荧光定量RT—PCR细胞处理同上，培

养48 h后，收集各组细胞，用TRizol试剂提取总

RNA。逆转录反应体系：4卜L 5×缓冲液、O．75止
上下游引物、1．3此dMPs、1灿orligodT、0．5汕
RNA酶抑制剂、1 pL M—MLv逆转录酶、2¨L总

RNA，用蒸馏水补足到20斗L，混匀后于37℃反应

l h。95℃反应10 Illin，瞬时离心，置于一20℃保

存。25止的PCR反应体系：模板l灿，上下游引

物各l斗L，11．25斗L的sYBRgreen混合染料，补足

无RNA酶的水至25灿。混匀后，放入热循环仪中
进行反应。条件设置如下：95℃15 s预变性，95℃
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4 s，60℃15 s，72℃15 s共45个循环。所有的样

本检测均包含一个不加模板的阴性对照，以排除假

阳性的结果。制作标准曲线，确定目的基因扩增效率

的一致性，计算参照文献[4]，运用计算2。△△Q值来

比较对照组和实验组的目的基因mRNA的相对表达

量的差异，以△△Q值(面±s)为定量结果进行统计分

析；检测基因及内参照的引物序列(见表1)。

表1检测基因引物序列

1．3统计学方法

采用SPssl3．0统计软件进行分析。采用完全

随机设计的单因素方差分析(one—way ANOVA)分析

组间差异的显著性，显著性差异定为(P<0．05)，所

有数据均以(元±s)表示。

2 结果

2．1 SiIn及5-FU对I【562细胞增殖的影响

不同浓度的的sim、5一Fu单独和联合应用均可

以抑制人白血病细胞硒62细胞的增殖，并具有明

显的量一效关系，但是Sim+5一Fu联合用药组抑制

作用较单一用药组更强(P<o．05)，其中中浓度的

联合用药组对白血病细胞的生长抑制率增加更为明

显(见表2)。

表2 SiIn及5-FU对l【562细胞增殖(i±s，一=3)的影响

与对照组比较，1)、2)、3)P<0．05；与sim组比较，3)P<O．05；与

5·FU组比较，3)P<0．05

2．2两药作用效果分析

两药联合应用对K562细胞作用24、48、72 h

后，低浓度，中浓度联合时具有协同作用，高浓度联

合表现为相加作用(见表3)。

表3 SiIn与5-FU联合作用于K靳2细胞的Q值

组别 24 h 48 h 72 h

Sim 8岬ol／L+5-FU5}Lg／mL 1．23 1．24 1．23

Siml6斗moL／L+5-FUlO斗吕／mL 1．26 1．22 1．07

SiⅡ132¨moVL+5一FU20}Lg／mL 1．13 1．04 0．948

2．3 PI单染流式细胞术检测结果

单用高浓度的Sim、5一Fu，和联合用药作用细胞

48 h后，凋亡率随着联合用药浓度的增加而显著增

加，各组药物作用于细胞后，凋亡率较空白对照组相

比，有显著差异(P<O．05)，sim联合5一Fu具有共

同促进飚62细胞凋亡的作用(见表4，图1)。

表4 SiIII及5·FU作用于K562细胞亚二倍

体率(i±s。n=3)的比较

组别 细胞凋亡率／％

对照组

SirIl32仙moL／L

5-FU20斗∥mL

Sim8岬oL／L+5一FU 5 ILg／mL
Siml6斗moL／L+5一FU 10}Lg／mL

SiⅡ132斗mol／L+5一FU20}Lg／mL

3．26±O．68

8．65±0．121)

9．36±1．131)

13．0±0．362)

22．39±1．562)

29．68土2．012)

与对照组比较，1)P<O．05，2)JP<0．01

2．4 Hoecllst 33258染色观察细胞凋亡形态学变化

空白对照组未见明显的凋亡现象，而Sim、5．FU、

联合用药组可见细胞凋亡的形态学改变：核固缩、核

碎裂，出现大小不一碎片，及凋亡小体(见图2)。

2．5 实时荧光定量RT-PCR检测结果

bcr／aM融合基因PcR产物的熔解曲线峰值在

86．O℃，GAPDH的峰值在85℃。熔解曲线分析可

见只有单峰值，排除了非特异性扩增。实验组较对

照组目的基因mRNA的相对表达量明显降低，有显

著性差异(P<0．01)，目的基因mRNA的相对表达

量随联合用药浓度的增加而减少，具有量效关系

(见图3)。
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图l PI单染流式细胞仪检测结果代表图

网2 Sim及5一FU致细胞凋亡的形态学改变(×20)
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厂]R广]一

3讨论

辛伐他汀是他汀类药物的一种，是临床上治疗高

胆固醇血症主要药物；他汀类药物除具有降胆固醇的

作用外，对恶性肿瘤具有治疗作用，其机制与抑制肿

瘤细胞增殖、诱导肿瘤细胞凋亡有关∞‘6J。5一Fu是

临床一线抗癌药物，但体内副作用大，临床上多联合

用药，其目的在于分散毒性，延缓或防止耐药。

单一运用Sim和5一FU对飚62细胞生长均有

不同程度的抑制作用，但二者联合应用，具有更强的

抑制飚62细胞生长的作用。MTT法结果表明：不

同浓度辛伐他汀与5一Fu联合应用时，抑制率均较单

一种药物提高，而中浓度抑制率增大更为明显，且呈

时间、剂量依赖效用。两药效果分析显示：低浓度，

中浓度联合具有协同作用，而高浓度联合则表现为

相加作用，亦即用低、中浓度辛伐他汀与低、中浓度

5一Fu联合用药，取得与单用辛伐他汀或单用5一Fu

高浓度相等的疗效或单药高浓度所不能达到的疗

效，且两药低、中浓度联合具有协同抑制细胞增殖的

作用，对指导临床用药具有重要意义。

细胞凋亡及其调控机制的异常是肿瘤发生发展

和肿瘤治疗效果的重要因素。本实验应用流式细胞

术结果显示：sim或5一Fu，单一高浓度用药组均可诱

导K562细胞发生凋亡，但联合用药组细胞凋亡较

单一用药组显著，同样其凋亡率差别也具有统计学

意义(P<0．05)；说明：中浓度的联合用药对促进细

胞凋亡的作用较单用高浓度要强，以及高浓度所不

能达到的效果。提示两者联合应用促进细胞凋亡方

面具有协同效用，这对评价肿瘤治疗效果和预后具

有重要的意义。

bcr／abl是CML细胞的增殖和存活至关重要，

是CML发病的关键¨‘8j。运用实时荧光定量RT．

PCR检测bcr／abhllRNA表达水平的变化。单一用

药组和联合用药组均能下凋bcr／abl融合基因的表

达，且随着联合用药浓度的增加，目的基因mRNA的

相对表达量随联合用药浓度的增加而减少，具有量效

关系，认为辛伐他汀联合5一Fu具有协同抗癌作用与

bcr／abl融合基因的表达下调有关。

AgaⅢal等一。报道运用他汀药物预处理细胞可

以增加由氟尿嘧啶和顺铂诱导的凋亡，并且伴有凋

亡抑制基因Bcl．2的表达的下降，以及促凋亡基因

Bax表达的增高。辛伐他汀与5一Fu联合运用时，低

浓度和中浓度联合时具有协同抑制细胞增殖的作

用，且其抑制细胞增殖和促进细胞凋亡的作用较单

用药物强，甚至具有单用高浓度药物所不能达到的

效果，其机制可能为辛伐他汀联合5．Fu可下调bcr／

abI融合基因mRNA的表达，诱导细胞凋亡。
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