
维生素 Ｅ琥珀酸酯体外防护顺铂肝细胞毒性并增强
其抗肿瘤细胞增殖活性

李秋娟，卢永科，仲来福

（大连医科大学毒理学研究室，辽宁 大连 １１６０２７）

摘要：目的 研究维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）对顺铂
（ＣＰ）肝细胞毒性及联合用药增强抗肿瘤活性的可
能。方法 用二步灌流法分离人和大鼠肝细胞，接

种于胶原铺被的９６孔板，细胞贴壁后，分别加入一
系列浓度的ＣＰ，ＶＥＳ及 ＣＰ＋ＶＥＳ，于 ４８ｈ用噻唑蓝
（ＭＴＴ）比色法检测细胞存活率，并计算半数抑制浓
度（ＩＣ５０）；同样方法用于检测ＣＰ，ＶＥＳ及ＣＰ＋ＶＥＳ对
人前列腺癌细胞系 ＤＵ１４５和人大肠癌细胞系
ＣＣＬ２２９的抗增殖作用。结果 ＣＰ，ＶＥＳ，ＣＰ＋ＶＥＳ１
ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１对
人肝细胞的 ＩＣ５０分别为２．３５，＞１００，２．２６，４．２５，６．９３
ｍｇ·Ｌ－１；ＣＰ，ＶＥＳ，ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０
ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１对大鼠肝细胞的 ＩＣ５０分
别为４．７０，＞１００，１０．９４，１７．５７，２３．２４ｍｇ·Ｌ－１；ＣＰ，
ＶＥＳ，ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋
ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１对 ＤＵ１４５和 ＣＣＬ２２９的 ＩＣ５０分别为
６．３６，５５．３６，５．０４，４．８５，０．５８和 ９．５８，３９．４７，７．２９，
４．２２，２．４３ｍｇ·Ｌ－１。结论 ＶＥＳ能明显减低 ＣＰ所
致人和大鼠肝细胞毒性，增强 ＣＰ对 ＤＵ１４５和
ＣＣＬ２２９细胞的抗增殖作用。
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维生素Ｅ琥珀酸酯（ｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，ＶＥＳ）是
维生素Ｅ中活性最强的一种同型物。近年研究表
明，ＶＥＳ对胃癌、乳腺癌、前列腺癌、结肠癌等肿瘤细
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胞的增殖有抑制作用，并可诱发肿瘤细胞凋亡，但不

抑制正常分裂细胞的生长［１，２］。化疗药物则没有这

种选择性。顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＣＰ）是临床上最常用的抗
肿瘤药物之一，肝肾毒性是限制其临床剂量的毒副

作用。本文旨在研究 ＶＥＳ对 ＣＰ肝细胞毒性的影
响，并探讨ＶＥＳ与 ＣＰ合用增强抗肿瘤活性的可能
性。

１ 材料与方法

１．１ 材料、试剂及仪器

人肝组织块，约１ｃｍ３，取自外伤肝脾破裂急诊手
术病人。ＳＤ大鼠，♂，体重１８０～２２０ｇ，本校实验动
物中心提供。人前列腺癌细胞系ＤＵ１４５购自中国协
和医科大学基础所细胞室，人大肠癌细胞系 ＣＣＬ２２９
由中国医科大学医学分子生物学研究所宋今丹教授

惠赠。ＳＫ６０１型酶标仪系日本Ｓｅｉｋａｇａｋｕ公司产品，胶
原铺被的 ９６孔板购自日本 Ｉｗａｋｉ公司，胎牛血清为
Ｇｉｂｃｏ公司产品，ＣＰ，ＶＥＳ，Ⅳ型胶原酶、噻唑蓝〔３（４，５
ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，
ＭＴＴ〕和ＲＰＭＩ１６４０均为Ｓｉｇｍａ公司产品。
１．２ 原代肝细胞分离与培养

大鼠肝细胞的分离按文献［３］方法并加以修改。
无菌条件下将乙醚麻醉的大鼠开腹暴露门静脉，经

门静脉以２０ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速灌流１０ｍｉｎ，灌流液为
含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＨＥＰＥＳ和２ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＧＴＡ的无钙
镁Ｈａｎｋｓ溶液，再以同样的流速灌流含１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＨＥＰＥＳ，５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２和质量分数为 ０．５ｇ·Ｌ－１

胶原酶的 Ｈａｎｋｓ溶液 １０ｍｉｎ，使肝脏变软。取出肝
脏，钝性分离肝细胞，悬浮于 Ｈａｎｋｓ溶液，以 １００μｍ
的筛网过滤，２０００×ｇ离心 １ｍｉｎ，沉淀即为肝实质
细胞，弃上清，用质量分数为０．４％的台盼蓝溶液检
测肝实质细胞存活率，若存活率低于 ８０％，则用
３０％Ｐｅｒｃｏｌｌ溶液分离去除死细胞以提高存活率。
用培养液将细胞浓度调至２×１０８Ｌ－１，接种于胶原
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铺被的９６孔板，每孔０．１ｍＬ。
人肝细胞的分离按文献［４］方法并加以修改。

所用灌流液、胶原酶溶液等同大鼠肝细胞的分离。

将约１ｃｍ３人肝组织块用灌流液冲洗，暴露血管，以
２０ｍＬ·ｍｉｎ－１的流速灌流 １０～２０ｍｉｎ，肝脏变灰白
色，再以同样的流速灌流含胶原酶的 Ｈａｎｋｓ溶液。
至肝脏变软，取出肝脏，钝性分离肝细胞，悬浮于

Ｈａｎｋｓ溶液，以下处理同大鼠肝细胞分离。
１．３ 肝细胞处理与细胞毒性检测

大鼠肝细胞 ３ｈ后贴壁，人肝细胞 ４ｈ后贴壁，
弃去原培养液，加入含有不同浓度药物的新鲜培养

液，即一系列浓度的ＣＰ，ＶＥＳ及二者的混合溶液，与
细胞一起孵育 ４８ｈ。ＶＥＳ用无水乙醇溶解，乙醇终
浓度为０．２％。药物处理分成５组，分别为ＣＰ，ＶＥＳ，
ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ
２５ｍｇ·Ｌ－１组。其中ＣＰ（ｍｇ·Ｌ－１）的剂量为０．２，０．４，
０．８，１．５，３，６，１２．５，２５，５０，１００，ＶＥＳ除注明剂量外，
与ＣＰ剂量相同。考虑到人肝细胞对药物耐受性比
大鼠肝细胞差，所以给药剂量稍有变化。人肝细胞

不做联合用药的最高剂量 ＣＰ＋ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１，而
做一个最低剂量 ＣＰ＋ＶＥＳ１ｍｇ·Ｌ－１。在 ３７℃培养
４８ｈ后，弃去培养液，代之以含ＭＴＴ（５ｍｇ·Ｌ－１）的培
养液，继续培养１ｈ，弃去培养液，加酸化的异丙醇溶
解液，１ｈ后，紫色结晶完全溶解，在ＳＫ６０１型酶标仪
检测 ５９５ｎｍ／６３０ｎｍ波长下的吸光度值，计算细胞
相对存活率。

１．４ 人前列腺癌细胞和人大肠癌细胞培养与处理

将ＤＵ１４５和 ＣＣＬ２２９接种于 ５ｃｍ×５ｃｍ培养
瓶中，加入含１０％小牛血清及青霉素、链霉素各１００
ｋＵ·Ｌ－１的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃，５％ ＣＯ２条件
下按常规传代培养，待细胞处于对数生长期时，以每

孔１×１０５接种于 ９６孔板，培养 ２４ｈ。按 ＣＰ，ＶＥＳ，
ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１和 ＣＰ＋
ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１剂量分成 ５组进行处理，处理方法、
检测及计算方法与上述肝细胞处理相同。

１．５ 统计学处理

绘制人和大鼠原代肝细胞 ＣＰ，ＶＥＳ，ＣＰ＋ＶＥＳ１
ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１，
ＣＰ＋ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１各组药物浓度细胞存活率曲线
图，绘制 ＣＰ，ＶＥＳ，ＣＰ＋ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ１０
ｍｇ·Ｌ－１，ＣＰ＋ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１各组对ＤＵ１４５和ＣＣＬ２２９
药物浓度细胞存活率曲线。用 Ｂｌｉｓｓ法计算各组半
数抑制浓度（ＩＣ５０）及９５％可信区间。

２ 结果

２．１ 维生素Ｅ琥珀酸酯对顺铂肝细胞毒性的影响
如图１所示，ＣＰ对原代人肝细胞的 ＩＣ５０为２．３５

（２．００～２．７５）ｍｇ·Ｌ－１；ＣＰ对原代大鼠肝细胞的 ＩＣ５０
为４．７０（３．９６～５．５７）ｍｇ·Ｌ－１，后者是前者的 ２倍。
两者之间有显著的种属差异（Ｐ＜０．０５）。ＶＥＳ对原
代人和大鼠肝细胞的 ＩＣ５０均大于１００ｍｇ·Ｌ－１。表明
ＣＰ对正常的人与大鼠肝细胞均有明显细胞毒性，并
且对人肝细胞的细胞毒性大于对大鼠肝细胞的细胞

毒性。ＶＥＳ则未见明显细胞毒性。

Ｆｉｇ１． ＥｆｆｅｃｔｏｆｖｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ（ＶＥＳ）ｏｎｃｉｓ
ｐｌａｔｉｎ（ＣＰ）ｉｎｄｕｃｅｄｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｔｏｈｕｍａｎｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ
（Ａ）ａｎｄｒａｔｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ（Ｂ）．Ｔｈｅｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｉｎｃｕ
ｂａｔｅｄｗｉｔｈＣＰａｎｄ／ｏｒＶＥＳｆｏｒ４８ｈ．ＭＴＴａｓｓａｙｓｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏ
ｅｖａｌｕａｔｅｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

不同浓度的ＣＰ，加入ＶＥＳ１，５，１０ｍｇ·Ｌ－１，对于
人肝细胞的 ＩＣ５０为２．２６（１．８５～２．７５），４．２５（３．５５～
５．０９）和６．９３（５．８８～８．１８）ｍｇ·Ｌ－１。显示随 ＶＥＳ剂
量增大，ＣＰ对人肝细胞的细胞毒性减小，且呈剂量
依赖关系，有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。

不同浓度的 ＣＰ，加入 ＶＥＳ５，１０，２５ｍｇ·Ｌ－１，对
于大鼠肝细胞的 ＩＣ５０为１０．９４（１０．４４～１１．９０），１７．５７
（１５．３９～２０．０７）和 ２３．２４（２０．４７～２２．７５）ｍｇ·Ｌ－１。
显示随ＶＥＳ剂量增大，ＣＰ对大鼠肝细胞的细胞毒性
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减小，且呈剂量依赖关系，有显著性差异（Ｐ＜０．０５）。
不同浓度的ＣＰ，加入ＶＥＳ５ｍｇ·Ｌ－１和不同浓度

的ＣＰ，加入 ＶＥＳ１０ｍｇ·Ｌ－１两个剂量对于大鼠肝细
胞的 ＩＣ５０分别是对人肝细胞 ＩＣ５０的２．５７和２．５３倍。
进一步表明，ＣＰ对人肝细胞的细胞毒性大于对大鼠
肝细胞的细胞毒性。

２．２ 维生素Ｅ琥珀酸酯对顺铂抗增殖活性的影响
图２Ａ显示，ＣＰ和 ＶＥＳ对 ＤＵ１４５的 ＩＣ５０分别为

６．３６（５．６９～７．１１）和５５．３６（５１．５６～５９．４４）ｍｇ·Ｌ－１，
显示ＣＰ和ＶＥＳ均可抑制 ＤＵ１４５细胞的增殖活性，
且ＣＰ作用更强。不同浓度的 ＣＰ，加入 ＶＥＳ５，ＶＥＳ
１０和 ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１，对于 ＤＵ１４５的 ＩＣ５０分别为
５．０４（４．３５～５．８３），４．８５（４．２６～５．５３）和 ０．５８（０～
０．７）ｍｇ·Ｌ－１。ＣＰ与ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１合用的 ＩＣ５０仅是
单独ＣＰＩＣ５０的１／１０，表明 ＶＥＳ可明显增强 ＣＰ的抗
ＤＵ１４５增殖活性。并呈剂量依赖关系，且后两个剂
量之间差异显著（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｉｇ２． ＥｆｆｅｃｔｏｆＶＥＳｏｎａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆ
ＣＰａｇａｉｎｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅｓ．Ａ：ｈｕｍａｎｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｌｉｎｅＤＵ１４５；Ｂ：ｈｕｍａｎｃｏｌｏｎｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＣＣＬ２２９．ＳｅｅＦｉｇ１
ｆｏｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ．珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．

图２Ｂ显示，ＣＰ和ＶＥＳ对ＣＣＬ２２９的 ＩＣ５０分别为
９．５８（７．５２～１２．１９）和 ３９．４７（３４．９２～４４．６２）ｍｇ·
Ｌ－１，显示 ＣＰ和 ＶＥＳ均可抑制 ＣＣＬ２２９细胞的增殖

活性，且ＣＰ作用更强。不同浓度的ＣＰ，加入ＶＥＳ５，
ＶＥＳ１０和ＶＥＳ２５ｍｇ·Ｌ－１，对于 ＣＣＬ２２９的 ＩＣ５０分别
为７．２９（６．２２～８．５５），４．２２（３．３４～５．３４）和 ２．４３
（１．７３～３．４１）ｍｇ·Ｌ－１。显示 ＶＥＳ３个水平与 ＣＰ联
合用药的 ＩＣ５０均小于单独 ＣＰ或单独 ＶＥＳ的 ＩＣ５０，两
个高水平ＶＥＳ与ＣＰ联合用药ＩＣ５０显著地小于ＣＰ的
ＩＣ５０（Ｐ＜０．０５）。表明 ＶＥＳ可明显增强 ＣＰ抗

ＣＣＬ２２９增殖的活性。

３ 讨论

ＣＰ作为细胞毒药物在治疗肿瘤时，可引起肝肾
细胞毒性作用。本研究发现，人肝细胞对 ＣＰ细胞
毒性比大鼠肝细胞更敏感，表明 ＣＰ对人和大鼠肝
细胞毒性存在种属差异。

ＶＥＳ对正常肝细胞无明显细胞毒性，但可促进
肿瘤细胞分化，诱导 ＤＮＡ合成抑制，导致细胞凋
亡［５，６］。ＶＥＳ抑制肿瘤细胞生长的机制不同于维生
素Ｅ，其主要作用是增加分泌和活化潜在的上皮细
胞生长抑制剂 转移生长因子β（ｔｒａｎｓｆｏｒｍｉｎｇ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＴＧＦβ），并且增加需要ＴＧＦβ信号传导
的细胞表面蛋白表达，这可能与 ＶＥＳ诱导肿瘤细胞
凋亡有关。

本研究结果提示，ＣＰ对人肝细胞毒性大于对大
鼠肝细胞毒性，ＶＥＳ对正常细胞无明显细胞毒性，与
ＣＰ联合使用能明显减低 ＣＰ肝细胞毒性，并呈剂量
依赖关系。ＶＥＳ单独使用可以抑制某些肿瘤细胞的
增殖，与ＣＰ联合使用可以增强 ＣＰ的抗肿瘤活性，
即二者可以协同杀伤肿瘤细胞。
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