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10-羟基喜树碱联合热疗对肝癌协同杀伤作用的研究

祝子华1,祝金泉2

[ 摘要] 目的:研究 10-羟基喜树碱( HCPT )联合热疗对肝癌细胞有无协同杀伤作用, 为临床应用提供实验依据。方法:人肝癌

细胞株 SMMC-7721 进行细胞培养 、传代,实验分成四组:( 1)单纯热疗组;( 2)单纯 HCPT 组;( 3)热疗与 HCPT 联合组;( 4)对

照组, 各组分别进行实验, 用 MT T 法测定各组对细胞的杀伤作用。结果:单纯热疗显示温度 43℃、44.5℃(各 30 min) 对

SMMC-7721 细胞有明显的杀伤作用( P<0.01) ,而 40℃、41.5℃(各 30 min)对细胞杀伤作用不明显( P>0.05) 。HCPT 对肝

癌 SMMC-7721 细胞有明显杀伤作用( P <0.01) ,呈时间依赖性和浓度依赖性 ( P <0.01) 。HCPT 联合热疗对细胞的杀伤作

用明显强于单纯的 HCPT 或热疗的作用( P<0.01) 。结论:HCPT 联合热疗对肝癌细胞的杀伤有明显的协同作用。
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Synergic effect of the combination of thermotherapy and 10-hydroxycamp-
tothecine( HCPT) on hepatoma cells in vitro

ZHU Zi-hua, ZHU Jin-quan

(Department of Gastroenterology , Shanghai Pudong New Area Gongli Hospi tal , Shanghai 200135, China)

[ Abstract] Objective:To investigate w hether the combination of thermotherapy and HCPT has a synergic effect

on the hepatoma cells ( SMMC-7721 cell line) in vitro.Methods:The experiment consists of four g roups:

thermotherapy, chemotherapy ( HCPT ) , thermo-chemotherapy ( chermo therapy combined w ith HCPT ) and

control g roup.Results:Thermotherapy wi thin 30 minutes wi th a temperature of 43℃, 44.5℃ had an obviously

inhibited SMMC-7721 cells( P<0.01) , w hile 40℃, 41.5℃hardly had any ef fect on the cells( P >0.05) .HCPT

had a g reat cy totoxici ty effect on SMMC-7721 cells in dose and time-dependant manner( P<0.01) .The cytotoxicity

could be enhanced when HCPT was combined with

thermotherapy( P<0.01) .Conclusions:The combination

of HCPT and themotherapy has a remarkable synergic

effect on hepatoma cells.

[ Key words] liver neoplasms;10-Hydroky camptothecine;

thermotherapy;synergic ef fect

性愈低,脂质过氧化产物愈多,即脂质过氧化过程愈

强。另外, 过氧化氢酶可防止脂质过氧化增强对细

胞膜结构的破坏作用。而过氧化氢是一种毒性物

质,由于过氧化氢酶的作用使其生成水及游离的分

子氧,如果这种酶缺乏可导致细胞氧化应激升高, 从

而最终导致细胞功能衰退 。CAT 与 SOD 、GSH-Px

构成人体重要抗氧化酶系统, 三者协同作用以减少

活性氧基的产生,防止脂质过氧化及其中间代谢产

物对机体的损害, 具有十分重要的生理功能。而且

它们能有效地捕捉和清除机体内过量的超氧阴离子

自由基等自由基和过氧化氢等, 阻断和防止由超氧

阴离子自由基所引发的一系列自由基反应的病理性

加剧,维持体内氧化和抗氧化动态平衡,保护细胞膜

免受氧化和脂质过氧化损伤, 若人体内上述抗氧化

剂含量和抗氧化酶活性显著降低, 就会诱发疾病 。

而大豆异黄酮可参与调节和提高体内抗氧化酶的活

性,如 SOD是体内特异清除超氧阴离子自由基的一

种抗氧化酶, 它把超氧阴离子自由基歧化生成过氧

化氢,而过氧化氢仍然具有细胞毒性, 还可以经过

Fenton反应生成羟基自由基, 体内的 CAT 和 GSH-

Px则可以将过氧化氢转化为无任何毒性的水。
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　　肝癌单纯的手术 、化疗 、放疗和湿热疗法(热疗)

等效果均不满意, 已逐渐被综合治疗所取代。近年

来随着热疗体外技术的改进和选择肝动脉灌注栓塞

热化疗新技术的开展, 热化疗综合治疗肝癌显示美

好前景 。10-羟基喜树碱( HCPT)是从喜树中提取的

具有抗肿瘤作用的生物碱,对肝癌 、胃癌 、结肠癌 、膀

胱癌等有明显的作用
[ 1]

, 然而单一应用 HCPT 对肿

瘤缓解率仍然很低, 本研究探讨 HCPT 联合热疗对

肝癌细胞有无协同杀伤作用, 为临床进行热疗 、化疗

综合治疗肝癌提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料　DMEM 、MTT 分析纯 ( Sigma 公司) ,

HCPT(湖北黄石美升药业有限公 司) ,小牛血清(华

美生物工程公司) , 肝癌 SMMC-7721 细胞株(江西

省医学科学研究所) 。

1.2　肝癌细胞株 SMMC-7721的培养　将 SMMC-

7721细胞置于 37℃、5%CO2 培养箱, 用 10%的小

牛血清 DMEM 液培养, 反复传代 3 至 4 次, 用

0.15%胰蛋白酶 、-0.02%EDTA消化液消化,用培

养液调整细胞浓度为 1×10
5
/ml备用。

1.3　细胞毒性作用检测　MTT 法[ 2] 。

1.4　实验分组与方法

1.4.1　单纯热疗组　取 5 块 96孔板接种细胞悬

液, 每孔100μl ( 1.0 ×10
4
/孔 ) , 并设调零孔, 于

37℃、5%CO2 条件下培养 24 h 后(细胞已贴壁) , 取

其中 4 块分别置于温度可调控的多功能箱中 ( ±

0.1℃) ,于不同温度( 40℃、41.5℃、43℃、44.5℃)加

热 30 min,再放回 37℃、5%CO2 培养箱中继续培养

72 h。同时设置空白对照组(调零孔)和阴性对照组

(不加热即 37℃培养 72.5 h) 。MTT 法测定吸光度

A值,计算细胞抑制率( IR%) 。 IR=[ ( 1-实验 A

值) /对照组A 值] ×100%。

1.4.2　单纯 HCPT 组　96孔板(共 4块)接种细胞

悬液, 每孔 100 μl ( 1.0 ×10
4
/孔) , 并设调零孔, 于

37℃、5%CO2 条件下培养 24 h后,将每块板孔分成

10组,每组设 4个复孔, 各组加入不同浓度 HCPT,

其浓度(μg/ml)依次为 0.2 、0.39 、0.78 、1.0 、1.56 、

3.12 、6.25 、12.5 、25 、50。其中 1.0 μl/ml是根据有

关文献[ 3]计算 HCPT 血浆峰值浓度( PPC)的参考

值。阴性对照组则加入等量的 PBS液, 在培养箱中

继续培养于不同时间( 6 、24 、48 、72 h)后 , 按 MTT

法测定每孔的吸光度 A值,计算 IR( %)和半数抑制

浓度 ( IC50) 。 IC50 采用加权线性回归法经计算

机计算 。

1.4.3　HCPT 联合热疗组　于 96孔板接种细胞悬

液, 每孔 100 μl ( 1.0 ×104/孔 ) , 并设调零孔, 于

37℃、5%CO2 条件下培养 24 h 后, 加 HCPT 10 μl

( 1 μg/ml) ,并立即置于恒温箱中于不同温度( 40℃、

41.5℃、43℃、44.5℃)加热 30 min, 放回 37℃、5%

CO2培养箱中继续培养 72 h,同时每块孔板设立调

零孔和阴性对照组, 后者为既不加药也不加热即

37℃培养 72 h 30 min 的一组。按 MTT 法测定吸

光度 A值, 计算 IR, 并应用 Burgi修正公式
[ 3]
对药

物联合热疗的相互作用进行判断:q=EA+B/ ( EA +

EB-EA×EB) 。其中 EA 、EB分别代表单纯药物和热

疗对细胞的抑制率, EA+B为两者合用对细胞的抑制

率 。若 q值大于 1.15判为协同作用, q值介于 0.85

～ 1.15判为相加作用, q值小于 0.85判为拮抗作用。

1.5　统计学方法　采用方差分析和 q检验。

2　结果

2.1　单纯热疗对 SMMC-7721 细胞的杀伤作用　

不同温度对 SMMC-7721 细胞的抑制率不同:( 1)

40℃、41.5℃热疗组与对照组( 37℃)差异均无显著

性( P>0.05) ;( 2) 43℃、44.5℃热疗组与对照组差

异均有显著性( P<0.01) (见表 1) 。43℃、44.5℃热

疗组在显微镜下见部分培养细胞由贴壁生长变为悬

浮,折光性差,而 40℃、41.5℃热疗组的细胞却无明

显变化,因此 40℃、41.5℃对细胞的抑制作用很弱,

而 43℃、44.5℃对细胞具有很强的抑制作用 。

2.2　单纯 HCPT 对 SMMC-7721 细胞的杀伤作用

　HCPT 作用不同时间对 SMMC-7721细胞的抑制

率差异有显著性( P <0.01) ,作用时间愈长, 对细胞

的抑制率愈大, IC50就愈小, HCPT 对细胞的杀伤

作用存在浓度依赖性和时间依赖性(见表 2) 。

表 1　不同温度对 SMMC-7721 细胞的杀伤作用( ni=4;x±s)

温度( ℃) A值 抑制率( %)

37(对照) 0.331±0.035　 0

40 0.317±0.023 4.2

41.5 0.316±0.019 4.5

43 0.208±0.029＊＊ 37.2

44.5 0.159±0.036＊＊ 52.0

F 28.39 —

P <0.01 —

MS组内 0.01 —

　　q检验:与对照组比较＊＊P<0.01
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2.3　HCPT 联合热疗对肝癌 SMMC-7721细胞的

杀伤作用　单纯 HCPT 组 、热药联合组与单纯热疗

组间 A值差异均有显著性( P<0.01) 。联合组对细

胞抑制率高于单纯 HCPT 组和热疗组, 经修正

Burgi公式计算 q值, q值均大于 1.15, 热疗 HCPT

两者间存在协同作用(见表 3) 。

　表 2　HCPT ( 1.0μg/ml)于不同时间 SMMC-7721 细胞的

杀伤作用( n i=4;x±s)

作用时间( h) A 值 抑制率( %) IC50(μg/ml)

对照 0.331±0.024 　　 0.0 —

6 0.335±0.045 0.0 >100

24 0.246±0.018＊＊■■## 25.7 2.60

48 0.217±0.021＊＊■■## 34.4 1.23

72 0.140±0.025＊＊■■ 57.7 0.58

F 33.72 — —

P <0.01 — —

MS组内 0.001 — —

　　q检验:与对照组比较＊＊P<0.01;与 6 h比较■■P<0.01;

与 72 h比较##P<0.01

　表 3　不同温度联合HCPT ( 1 μg/ml)对 SMMC-7721 细胞

的杀伤作用( n i=4;x±s)

温度

( ℃)

热药联合组

A值

单纯热疗组

A值

单纯HCPT

组A值

F P MS组内

Burgi公

式 q值

37 0.140±0.025
■■ 0.331±0.035 0.140±0.025

■■ 58.96　 <0.01 0.001 —

40 0.081±0.015 0.317±0.023 — 17.19
＊
<0.01 — 1.271

41.5 0.058±0.013 0.316±0.019 — 21.89
＊
<0.01 — 1.369

43 0.012±0.007 0.208±0.029 — 13.14＊ <0.01 — 1.364

44.5 0.006±0.005 0.159±0.036 — 8.42
＊ <0.01 — 1.341

对照组 0.331±0.035 0.331±0.035 0.331±0.035 　 0.00 1.00 0.001 —

　　q检验:与热药联合组比较■■P<0.01;＊示 t 值

3　讨论

　　早在 100年前就有学者作过温热治疗肿瘤的尝

试,但由于受到肿瘤热疗加热技术的限制,肿瘤热疗

学发展较慢。近 20年来由于多学科的介入, 体外加

热装置与技术获得很大进步, 并以大量生物学理论

为依据,肿瘤热疗又重新受到重视[ 3] 。单纯热疗用

于人体肿瘤因无法杀灭全体癌细胞群, 效果并不理

想,多数主张热疗合并其他疗法(如化疗 、放疗) , 它

能明显地提高肿瘤的缓解率。本实验 HCPT 联合

热疗进行肝癌治疗的体外研究为临床选用合理的热

化疗方案提供了实验依据 。

本实验发现 40℃、41.5℃各30 min对细胞杀伤

作用很弱, 而 43℃、44.5℃各 30 min对细胞具有明

显杀伤作用。HCPT 作用 SMMC-7721 细胞 6 、24 、

48 、72 h 的 IC50 分别为 >100 、2.6 、1.23 和

0.58μg/ml, HCPT 最高抑制效应达到100%。根据

药物在体外对肿瘤细胞有杀伤作用的判断标准[合

成化合物或植物提取纯品的半数肿瘤细胞抑制浓度

( IC50 <10 μg/ml) 或植物粗提取物的 IC50 <

20 μg/ml,并且有细胞毒性计量依赖关系,其最高抑

制效应达 80%以上] , HCPT 对 SMMC-7721细胞有

明显的杀伤作用。本实验结果还显示 HCPT 浓度

愈高,作用时间愈长,对细胞的抑制率就愈大, IC50

就愈小,表明 HCPT 存在浓度依赖和时间依赖的特

性 。HCPT 以高于 PPC 10倍的浓度( 12.5 μg/ml)

作用6 h SMM-C-7721 细胞无明显杀伤作用, 而以

PPC 浓度( 1 μg/ml)作用 72 h 其对细胞的抑制率达

到57.7%。这说明 HCPT 对细胞的杀伤作用以时

间依赖为主,此与氟脲嘧啶的作用特性相似,如果临

床采用低剂量持续静脉输注方法其抗癌效果可能会

比一次性静脉推注效果好。HCPT 杀伤细胞的机

理,有许多研究证实:( 1) HCPT 作用于S 期, 为细胞

周期特异性药物, S 期的作用较 G1和 G2 期明显;

( 2) HCPT 选择性抑制拓扑异构酶 Ⅰ ( topoiso r-

merase Ⅰ) , 干扰 DNA 的复制;( 3)诱导肿瘤细胞发

生凋亡[ 4] 。

HCPT 联合热疗对细胞杀伤作用的结果表明:

HCPT 与热疗两者存在明显的协同作用, 不仅

43℃、44.5℃如此, 40℃、41.5℃与 HCPT 合用也有

协同作用 。两者协同作用的机理[ 5] 可能为:( 1)温

热破坏细胞膜的稳定性, 使细胞的通透性增加, 使

HCPT 进入细胞内增多;( 2) 相互抑制了由温热及

HCPT 引起的肿瘤细胞损伤的修复如 DNA 损伤的

修复 、DNA 的合成。在人体内是否有此现象, 有待

临床观察。
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