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【摘要】背景与目的：探讨他莫昔芬 ;P,Q>联合阿霉素 ;,RQ>对膀胱癌 (S’2?A细胞株生长的抑制作用。 材料与方法：采用免疫组
织化学法检测雌激素受体的表达；应用 QPP法测定不同浓度的 P,Q;#、T、#=!F1G : />及 ,RQ;=N #、#、#=!F1G : />，单独和联合作用对
(S’2?A细胞的生长抑制率 !观察 P,Q的增敏作用；采用原位杂交法检测各实验组 KOG2$ FH-,的水平。 结果：膀胱癌 (S’2?A细胞表达
雌激素受体；P,Q单独作用在低浓度时 ; #!F1G : />对 (S’2?A生长无抑制作用；P,Q联合 ,RQ作用时，对 (S’2?A细胞生长的抑制率增
加，其中 P,Q #=!F1G : /组增加显著 ; D U =N =T>，显示 P,Q能提高 ,RQ的敏感性，起到化疗的增敏作用；随着 P,Q浓度的增加和时
间的延长，(S’2?A细胞 KOG2$ FH-,的表达下调。 结论：他莫昔芬能增加膀胱癌细胞株 (S’2?A对化疗药物 ,RQ的敏感性，并抑制细胞
增殖；其增敏的作用机制可能与 KOG2$的表达下调有关。
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他莫昔芬是一种选择性雌激素受体调节剂

; WYGYOV)[Y YWVZ1_Y* ZYOY\V1Z F1I0G4V1ZW ! ‘EHQW>，具有雌
激素拮抗的作用，是治疗雌激素受体 ;EH> 阳性乳腺癌
的一线治疗药物 b# c。近年一些研究发现它是一种化疗增
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敏剂，能逆转某些 -.阳性的非性激素靶器官肿瘤的耐
药，提高化疗效果 /* 0。阿霉素 1 $234$5674%，89:;是非典型
细胞周期特异性抗代谢类药物，它对细胞 <及 :期最
敏感，对其它期癌细胞亦有迟缓作用 ! 同时也是膀胱癌
化疗方案中的主要药物之一。本研究采用体外实验探讨

=8: 单独或联合 89: 对表达 -. 的人膀胱癌细胞株
>?@ABC的生长抑制作用及凋亡的影响 ! 以了解在他莫
昔芬作用机制中 >细胞淋巴瘤 D 白血病 A*基因 1>A7E))
)EFGE54$ D )65HI(5$ *，J7)A* ;所起的作用 !从而为临床治
疗提供理论依据。

! 材料与方法
!" ! 材料
人膀胱癌 >?@ABC细胞系由北京大学医学部泌尿外

科研究所提供；他莫昔芬 1以 9:<K溶解后 L *M N保存
备用 ;和阿霉素均购自本院药房。

!" # 免疫组织化学法检测 $%&’()细胞雌激素受
体的表达

取对数生长期的 >?@ABC细胞，将细胞爬片用纯丙
酮室温固定 +M 54% O 用 PQ R*K*室温浸泡；滴加 SM!)
正常山羊血清封闭液，滴加 SM!) 一抗 1鼠抗人雌激素
受体单克隆抗体 ;，滴加 SM!)生物素化的二抗 1山羊抗
小鼠 ?TU; O滴加 SM!) 链霉菌抗生物素 A过氧化物酶溶
液 ， 加 +MM !) 新 鲜 配 制 的 二 氨 基 联 苯 胺
1 24$54%(JE%V424%E ! 98>;溶液，苏木素复染，酒精脱水，二
甲苯透明，中性树胶封片。实验以乳腺癌阳性片作阳性

对照，以 W><代替一抗作阴性对照。判断标准：雌激素受
体阳性定位于细胞核上，以胞核内出现棕黄色颗粒的细

胞定为阳性细胞，每张切片随机选取 S个高倍镜视野
1 X YMM倍 ;。“ L”代表阴性 !未见着色 O“ Z”代表 [ *MQ
的细胞阳性 O“ Z Z”代表!*MQ \ SMQ的细胞阳性 O
“ Z Z Z”代表!SMQ的细胞阳性。

!" * 四甲基偶氮唑蓝 +,--.比色分析法
将细胞以每孔 + X +MS个的浓度接种于 ]^孔板中 !

每孔终体积 *MM !)；将培养板移入 _K*孵箱中，在

PC N、SQ _K*及饱和湿度条件下培养 *Y I。小心吸尽
每孔培养液。实验分为分别加入 P种不同浓度的阿霉素
组 1 M& +、+、+M!5() D ‘;；及分别加入 P种不同浓度他莫
昔芬组 1 +、S、+M!5() D ‘;，分别加入不同浓度的阿霉素
和他莫昔芬组和对照组。对照组为不加细胞仅含培养液

的空白液。上述各组于培养箱孵育 YB I后 ! 各孔加入
S 5T D5) :== *M!)，继续孵育 Y I，弃去培养液 !加入二
甲基亚砜 19:<K; +SM!)溶解甲 1:==还原产物 ; ! 振
荡 +M 54%使结晶物充分溶解。再置于酶联免疫检测仪

中，由空白孔调零后，以酶标仪检测 Y]* %5处的光吸收
值 1 & ; ! 以上实验重复 P次。按下式计算不同浓度药物
单用或合用对膀胱癌 >?@ABC细胞株的生长抑制率。药
物细胞毒性以 ?_SM表示。

抑制率 a 1对照组 & 值 L实验组 & 值 ; D对照组 & 值 X +MMQ

!" / 原位杂交检测 012’# 3456的表达
实验组和对照组分别制成细胞涂片，按照 J7)A*

5.,8原位杂交说明书操作。判断标准参照文献 / P0 b随
机选择 S个高倍镜视野 1 X YMM倍 ;进行判断，细胞浆着
色呈棕黄色为阳性表达。J7)A* 5.,8的表达以染色强
度和阳性细胞率的得分之和进行判断：无染色记 M分，
弱染色 1浅黄色 ;记 +分，中等染色 1棕黄色 ;记 *分，强
染色 1黄褐色 ;记 P分；阳性细胞率 [ SQ记 M分，!SQ
\ *SQ记 +分，!*SQ \ SMQ记 *分，!SMQ记 P分。上
述两项积分相加，M分为阴性 1 L ;，+ \ *分为弱阳性
1 Z ;，P \ Y分为中等阳性 1 Z Z ;，S \ ^分为强阳性
1 Z Z Z ;。

!" 7 统计学方法
数据处理应用 <W<<+M& M统计软件包进行统计分析，

实验数据 ’( c ) 表示，显著性检验采用 * 检验，两组间阳
性率的比较采用!

*检验，以"a M& MS为检验水准。

# 结 果
#" ! 雌激素受体在膀胱癌 $%&’()细胞的表达
膀胱癌 >?@ABC细胞株表达雌激素受体，且为强染

色；主要以核膜周围明显，胞核内出现棕黄色颗粒。

见图 +。

#" # 他莫昔芬对膀胱癌 $%&’()细胞的生长抑制
效应

他莫昔芬不同浓度 1 +、S、+M!5() D ‘; 的单独作用
组，在高浓度组对 >?@ABC细胞生长的最大抑制率达
*CQ，而在低浓度有一定促进细胞增殖的作用，但是 P组
之间的差异无统计学意义 1 + d M& MS; 1表 +;。阿霉素与
他莫昔芬联合使用时，随着他莫昔芬浓度的增加，>?@ABC
细胞的 & 值呈降低趋势，1表*; !他莫昔芬的增敏倍数分

! ! " !
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别为 #% &&、$% ’’和 (% ’(倍。 !" # 作用 $%&’()细胞前后 *+,’! -./0的表达结果
经原位杂交法检测 )*+,-&细胞内均有 ./0,$ 1234

阳性杂交信号，呈现为棕黄色颗粒状着色，主要见于胞

浆，以核周胞浆区更明显，呈强阳性 5 6 6 6 7。在不同
849 浓度作用 $: ;，)*+,-&细胞呈中等阳性至阴性
5 6 6 < = 7，随着浓度的增加，./0,$ 1234的表达水平
呈减弱趋势 5表 >7。

?@ABCD & EF0BG *H;I.IJIAH @FJG ’
849 K!1A0 LM

#!1A0 LM
N!1A0 LM
#K!1A0 LM

K% ($: O K% K$(
K% (&# O K% #>$
K% N-’ O K% KN&
K% :NN O K% K>N

=
= &P
N% (P
$&P

=
Q K% KN
Q K% KN
R K% KN

表 + ’")单独应用,$*-./细胞的吸光度!值
’0123 + (443567 84 ’") 89 ,$*-./ 53227:"，"# ; $ <

’ EF0BG：/A1CF@GS TIJ; 4U9 K!1A0 LM V@ABC

! ! " #
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?@ABCD
WAH/GHJ@FJIAH AX 4U95!1A0 LM7

K # N #K
)0FHY

4U9 FHS 849 5#!1A0 LM7
6 6 6

L
L

6 6
L

6 6 L 6
L
=

表 ? "@)单独及与’")联用后152-A B#%"表达强度
’0123 ? (CDE377F89 84 152-A B#%"

?@ABCD
WAH/GHJ@FJIAH AX 4U95!1A0 LM7 *WNK 5!1A0 LM7 ZGHDIJIEIJ[

K% # # #K
4U9

8495#!1A0 LM7
8495N!1A0 LM7
8495#K!1A0 LM7

K% N’N O K% #K#
K% NK( O K% #$(
K% :$: O K% K’$
K% N>& O K% ##(

K% (’# O K% K$#
K% >(N O K% K#K!

K% >’# O K% K$-!

K% NK- O K% K-’

K% N’K O K% K:$
K% :#: O K% K->
K% >(’ O K% KN’!

K% $#& O K% KN-!

(-% $N
>-% N&
$$% -$
’% -#

=
#% &&
$% ’’
(% ’(

表 A "@)单独及与’")联用后吸光度!值及其增敏效应
’0123 A (443567 84 "@) 09G H8E ’") 89 ,$*-./ 53227

4U9：FS@IF1[/IH；849：8F1A\IXGH ] WA1CF@GS TIJ; 4U9 V@ABC，!’ R K% KN

# 讨 论
近年研究发现在某些非生殖系统肿瘤也有雌激素

受体 ^: _，而且部分肿瘤如结肠癌 ^N _经抗雌激素治疗后肿

块缩小，生存期延长，所以对非生殖系统肿瘤的雌激素

受体研究也逐渐引起重视。膀胱癌是我国最常见的泌尿

系统肿瘤，文献报道 !膀胱癌组织中存在雌激素受体 !其
阳性率为 $$P < :K% ’P ^( _，在研究中发现膀胱癌 )*+,-&
细胞株亦有雌激素受体表达，且呈强阳性。提示他莫昔

芬有可能通过阻断雌激素受体，从而影响雌激素介导的

作用机制，改善膀胱癌细胞化疗效果。

有学者研究 ^& = - _ 发现他莫昔芬可以增加 8$:、
38+)# 、8Z?‘,->K#! ‘8)’和 )a8WW’KN膀胱癌细胞株
的化疗敏感性，而且在相同的浓度下，比维拉帕米更有

效。本研究结果亦证实他莫昔芬能提高膀胱癌 )*+,-&
细胞株的化疗敏感性 ! 且呈剂量依赖性 ! 与阿霉素联用
后 *WNK下降，增敏倍数可达 #% && < (% ’(倍。进一步研究
发现他莫昔芬可以抑制异体种植在裸鼠的膀胱移行细

胞癌 N(>&细胞株增殖 ^’ _。‘DB 等 ^#K _在晚期膀胱癌治疗

临床实验中证实，大剂量的他莫昔芬联合顺铂、氨甲蝶

呤和长春花碱的治疗效果与传统的 W9b方案疗效相
当，而且该方案化疗副作用可以接受。

c;FHV等 ^## _ 研究证实 ! 849诱导 9Wa,&乳腺癌细
胞凋亡与 ./0,$下调有关，而与 .F\ ! ./0 d5M7 和 CN>无

关。本研究发现在膀胱癌 )*+,-&细胞有中等强度的
./0,$ 1234表达，经他莫昔芬作用后，发现癌细胞中
./0,$ 1234表达强度减弱，并且随着浓度的增加而减
弱。现已发现 ()*+,基因增强子上含有某些与雌激素受
体蛋白结合序列一致的 Ze# 结合位点 ^#$ _! 由此推测雌
激素可能在转录水平直接调节 ./0,$ 1234的表达。在
线粒体凋亡途径中 ! ./0,$蛋白的变化便足以改变 .F\ L
./0,$比率 ! 影响线粒体膜的通透性，其比值增大使线
粒体膜通透性加大，引起细胞色素 W 的释放，激活
WFDCFDG ’，最后激活 WFDCFDG >，使细胞发生凋亡 ^#> _。目

前雌激素受体有 f2"和 f2#两种亚型 !在膀胱癌，f2#
占据主导地位 ^#: _。因此他莫昔芬与不同受体结合，激活

或抑制不同基因，激活不同通路，而对细胞增殖的影响

还有待于进一步研究。

目前认为选用他莫昔芬作为逆转剂具有较大的临

床应用价值。然而，对选用多大浓度才能起到有效的逆

转作用仍有争议。本研究结果显示 ! 他莫昔芬在
#!1A0 L M浓度时，对膀胱癌 )*+,-&细胞的生长表现为
刺激作用，即“拟雌激素作用”，提示在用他莫昔芬治疗

肿瘤时剂量应足够，否则可能引起相反的治疗效果。

MIGH等 ^#N _报道在稳定的给药后，他莫昔芬在各种固体组

织中的浓度高于血清浓度的 #K < (K倍。假定治疗膀胱
移行细胞癌的组织细胞周围间隙浓度需要达到

#K!1A0 L M，那么血清浓度只要 #!1A0 L M就足够了。根
据大剂量他莫昔芬临床 *期试验，按每天 -K 1V L 1$，持

续 ’ < #> S，该浓度是容易达到的；暗示大剂量他莫昔芬
在此浓度下可安全使用 ^#( _。
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! 讨 论
传统的苜蓿产品以家畜饲料为主，作为保健食品应

用较少 -. /。目前，苜蓿叶蛋白、苜蓿总皂苷、苜蓿多糖等

提取物的研究已成为苜蓿研究的热点 -0 / ，研究显示苜

蓿具有广阔的开发前景。有关苜蓿总皂苷毒性和致突变

性的研究未见报道。

本研究对小鼠的经口 1203进行实验，结果表明，小

鼠 1203为 +4& 3+ 5 6 75。按照《保健食品检验与评价技术
规范》的规定，属实际无毒级；苜蓿总皂苷的各实验剂量

组对小鼠骨髓细胞微核试验结果为阴性，对雄性小鼠睾

丸精子未造成影响，表明苜蓿总皂苷无明显的遗传毒性

作用。本研究结果表明苜蓿总皂苷作为保健品开发是安

全的。
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