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摘要　目的: 观察足叶乙甙 (V P16)与82甲氧基补骨脂素 (82M O P)联合用药对人粘液表皮样癌高转移细胞株 (M c3)

的抑制作用。方法: 采用M T T 法及克隆形成法观察V P16与82M O P 联合用药对粘液表皮样癌的抑制作用。结果:

M c3细胞对V P16有较高的敏感性, 且呈显著的剂量依赖性, 其 IC50值为1625167 ngöm l; 小剂量的82M O P 可刺激

M c3细胞增殖, 高浓度的82M O P 则明显抑制M c3细胞生长, 其 IC50为75500 ngöm l; V P16与82M O P 联合应用时, 采

用分别低于V P16 IC50的100、320和1000 ngöm l 药物浓度, 联合用药的合并指数 (C I) 均小于0195, 分别为01350、

01599和01880;V P16对M c3细胞的生长及克隆形成有明显的抑制作用, IC50为126 ngöm l。结论: 82M O P 与抗癌药物

V P16联合应用, 显示明显协同抑制效应,V P16对M c3细胞克隆形成有抑制作用。

关键词　粘液表皮样癌　肿瘤转移　足叶乙甙　82甲氧基补骨脂素

　　粘液表皮样癌是常见的涎腺恶性肿瘤, 低分化

的涎腺粘液表皮样癌侵袭和转移力强, 常发生淋巴

系统或远隔脏器转移, 目前尚缺乏有效的化疗药

物, 其原因主要是它对传统化疗药物不敏感 1 。足

叶乙甙 (V P16) 是一种抗肿瘤植物药, 据报道 2 ,

V P16在体外对肿瘤细胞有明显的细胞毒作用, 有

显著的抗瘤活性, 动物实验表明V P16对小鼠L ew is

肺癌的肺转移有抑制作用, 使转移灶减少。82甲氧

基补骨脂素 (82M O P) 为中药补骨脂的有效成份之

一。近年来, 第四军医大学口腔医学院口腔生物学

教研室有关研究证明, 82M O P 对人粘液表皮样癌

高转移细胞株 (M c3) 有抑制作用。本文观察V P16

对M c3的抑制作用, 检测V P16对口腔肿瘤的抗癌

活性, 同时选择不同剂量的V P16与82M O P 联合应

用, 旨在观察两种药物联合应用时对M c3细胞的抑

制作用, 为临床化疗合理选择理想的抗肿瘤药物,

进一步治疗粘液表皮样癌及肿瘤转移等提供实验

依据。

1　材料和方法

1. 1　材料

人粘液表皮样癌细胞系M EC21由第四军医大学口腔

医学院口腔生物学教研室建立, 其高转移细胞株克隆的筛

选及其生物学特性见参考文献 3 。细胞常规培养于含10%

胎牛血清的 R PM I 1640培养液中, 5% CO 2, 37℃, 饱和湿

度。V P 16 (大连制药厂生产) , 82M O P (天津药物研究所生

产) , 采用灭菌溶液配制成高浓度贮存液, 使用前用培养液

稀释至所需浓度。

1. 2　细胞生长曲线测定

细胞计数法: 细胞常规消化, 配制成单细胞悬液, 按照

110×104öm l 浓度接种于24孔培养板, 5% CO 2, 37℃培养8

d, 每天取1组 (3个平行孔) 细胞, 消化后计数。实验重复3次,

取均数绘制细胞生长曲线, 同时计算对数生长期的细胞倍

增时间。

113　细胞数与光吸收值的关系

配制不同密度的细胞悬液, 其细胞数为110×103～ 312

×105öm l, 分别接种于96孔培养板, 每一浓度设3个平行孔,

常规培养24 h, 采用M T T 法测定每孔光吸收值 (OD )。

1. 4　M T T 法药物敏感性测定

取对数生长期细胞, 常规消化, 接种于96孔培养板, 110

×103ö孔, 24 h 后, 细胞贴壁, 加入6个不同浓度梯度的药

液, 每一浓度设5个平行孔,V P16剂量为10～ 3200 ngöm l; 对

照孔不加药, 设12个平行孔。常规培养, 药物作用5 d 后, 按

常规M T T 比色法测定OD 值, 实验重复3次, 取平均值绘制

药物浓度依赖曲线并计算药物的半抑制浓度 ( IC50值) , 并根

据临床最大用药量 (D ) 药物在血浆中浓度理论值 (PPC) 4

计算药物的相对抗肿瘤活性 (RAA ) 5 。

PPC (Λgöm l) =
60×D (m gõkg- 1öd)

5000
×2×1000

RAA =
PPC (Λgöm l)
IC50 (Λgöm l)

115　联合用药
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接种细胞于96孔板, 选用V P16及82M O P 各4个浓度联

合应用药物接触方案, 5 d 后以M T T 法测定OD 值, 实验重

复3次。取均数绘制联合用药剂量- 效应曲线, 计算 IC50值

及50% 抑制时联合用药的合并指数 (C I50) 6 。

C I50=
V P16用量
V P16 IC50

+
82M O P 用量
82M O P IC50

判断标准: C I50< 0195为协同效应; C I50> 1105为拮抗效

应; C I50介于0196～ 1104之间为相加效应。

1. 6　克隆形成法测定V P16对M c3的抑制作用

采用双层琼脂培养法, 铺设含20% 胎牛血清的 R PM I

1640的底层培养基于24孔培养板, 琼脂的浓度为015% ; 上

层培养基琼脂浓度为013% , 同时含有4个不同浓度梯度的

药液及500ö孔的细胞悬液, 每组设4个平行孔, 对照组不加

药。常规培养2周, 以每个集落细胞数等于或多于50个细胞

为一个克隆, 计数, 实验重复2次, 取均数计算克隆形成率,

作图法计算V P16对M c3克隆形成的半抑制浓度 ( IC50)。

2　结　　果

2. 1　细胞数与OD 值的关系

OD 值随着细胞数增加而升高, 采用 Sigm a

P lo t411软件分析细胞数量与M T T 还原产物光吸

收值的关系, 结果 (图1) 所示, 接种细胞数量在

110×103～ 312×105öm l 范围内与OD 值呈显著正

相关, 相关系数 r= 0196, 表明M T T 实验适用于该

细胞株药物敏感性实验。

图1　细胞数与对应的OD 值

2. 2　细胞生长曲线

细胞倍增时间为2614 h,M c3细胞生长稳定 (图

2)。

图2　细胞生长曲线

2. 3　药物敏感性实验M T T 法测定

随着V P16药物浓度的增加, 细胞生长明显抑

制, 其作用特点表现为明显的浓度依赖性。V P16对

M c3细胞作用的 IC50值为1625167 ngöm l, RAA 值

7124 (图3)。小剂量82M O P 可促进细胞增生, 随着

药物浓度的增加, 细胞生长明显抑制, 其对M c3细

胞的 IC50值为75500 ngöm l(图4)。

图3　M TT 法测定V P16剂量- 效应曲线

图4　82MO P 剂量- 效应曲线

2. 4　V P16对M c3细胞克隆形成的抑制作用

不同浓度的V P16不同程度抑制M c3细胞的克

隆形成, 随着药物浓度增加, 克隆形成逐渐减少, 呈

明显的药物浓度依赖性。根据克隆形成药物剂量-

效应曲线作图 (图5) , 求得 IC50 值为126 ngöm l,

RAA 值为9314 (表1)。
表1　不同剂量 VP16对M c3细胞克隆形成的影响

药物浓度
(ngöm l)

克隆数
克隆形
成率 (% )

克隆抑制
率 (% )

0 73. 0 14. 6

32 63. 3 12. 6 13. 18

100 37. 5 7. 5 48. 63

320 29. 5 5. 9 59. 58

1000 8. 3 1. 67 88. 53

2. 5　联合用药实验

V P16与82M O P 联合应用, 可增强V P16对细

胞的生长抑制作用 (表2)。
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表2　VP16与8-MOP 对M c3细胞联合用药

药物浓度及合并指数

V P16浓度
(ngöm l)

82MO P 的 IC50
(ngöm l)

C I50 合用效应

0 75500

100 21780 0. 350 协同

320 30400 0. 599 协同

1000 20000 0. 880 协同

图5　克隆法测定V P16剂量- 效应曲线

3　讨　　论

肿瘤细胞的浸润、转移过程复杂 7 。为有助于

了解癌转移的重要环节, 第四军医大学口腔医学院

口腔生理学教研室于1990年建立了人粘液表皮样

癌细胞系M EC21, 并采用裸鼠体内人工肺转移和

体外细胞培养的方法从M EC21细胞系中筛选出人

粘液表皮样癌高转移细胞株 (M c3)。近年来又发

现,M c3细胞对阿霉素 (ADM )、平阳霉素 (PYM )、

52氟脲嘧啶 (52FU )、长春新碱 (V CR ) 等抗癌药物

有较强的敏感性。本实验应用V P16作用于人粘液

表皮样癌高转移细胞株, 根据文献报道 8 加入药物

后观察3～ 6个倍增时间, 实验选用药物接触时间为

5 d (4. 5个倍增时间)。药物敏感性实验M T T 法表

明, V P16对M c3细胞生长有明显的抑制作用, 并呈

浓度依赖性。联合用药实验所见, 低浓度的V P16不

能明显抑制M c3细胞的生长, 但其与不同剂量的82
M O P 联合应用的药物接触方案, 可增强其对细胞

的抑制作用, 使M c3细胞对V P16的药物敏感性明

显增强; 单独用药时, 小剂量的82M O P 可刺激M c3

细胞生长, 浓度高则可明显抑制细胞生长。然而,

V P16与82M O P 的联合用药, 采用分别低于V P16

IC50的100、320和1000 ngöm l 等药物浓度与低于82
M O P IC 50的剂量联合应用, 其联合用药的合并指数

(C I) 均小于0195, 分别为01350, 01599和01880, 显

示两种药物联合应用具有明显的协同抑制效应。联

合用药可减少化疗药物的使用剂量, 减少药物的毒

性反应, 延缓细胞的耐药性发生, 有可能以低剂量

的V P16佐以82M O P 获得与高剂量V P16单用的效

果, 从而减轻V P16的毒副作用, 同时在人粘液表皮

样癌的治疗, 特别是防治转移方面可能有一定意

义, 值得进一步研究。

在克隆形成率测定试验中同时可见V P16作用

于M c3细胞, 克隆形成明显减少, 并且其克隆形成

率减少亦与V P16药物剂量呈浓度依赖性, V P16对

M c3细胞的生长抑制和克隆形成抑制表明其在人

粘液表皮样癌的治疗, 特别是防治转移方面可能有

一定意义。另外, 值得注意的是M T T 法与克隆形

成法结果相比较, 前者 IC 50 值是后者的1218倍,

RAA 值则后者是前者的1219倍, 而克隆形成率与

肿瘤细胞的恶性程度, 特别是癌侵袭和转移力有

关。有资料报道 3 ,M c3细胞克隆形成与肿瘤转移

率有明显的相关性, 由此根据实验结果试推断,

V P16可能对人粘液表皮样癌高转移细胞有一定作

用。
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3　讨　　论

3. 1　眼裂高度增加的原因

重睑成形术使下垂的上睑皮肤上提, 并与睑板

前筋膜粘着, 睁眼时上睑皱褶下部皮肤随睑板整体

向上后方向移动并重叠出现皱褶。虽然上眼睑皮肤

表面积未改变, 但是皮肤重叠, 导致眼裂高度变大。

3. 2　睫毛显露长度增大的原因

单睑时上睑下垂的皮肤将睑缘及部分睫毛遮

盖, 重睑形成后下垂的皮肤被上提, 上睑缘显露, 睫

毛也全长显露。

3. 3　睫毛上翘角度增大的原因

重睑成形术使上睑皱褶下部的皮肤与睑板前

筋膜粘着, 从而使上睑下部皮肤与睑板的运动一体

化。睁眼时睑板的运动不仅是向上运动, 并同时沿

眼球的球面向上后方运动, 这种向后的移动造成上

睑缘稍呈外翻状, 这时睫毛也随之上翘。

3. 4　术后外眼形态的整体变化

由于眼裂高度显著增大, 眼睛变大, 使角膜 (黑

眼珠) 暴露更多, 则外眼比术前变得更加明亮有神。

粗黑密集的睫毛全长显露、上翘, 并向上外方向自

然展开, 增添了眼睛的美感。重睑皱褶使上睑形成

阶梯, 上方皮肤形成亮区, 皱褶下部皮肤相对呈暗

区, 上睑缘露出灰色纹理, 玉白色的巩膜与清晰透

明的黑眼珠相衬托, 使外眼出现多层次、颇具魅力

的立体效果。
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M orpholog ica l Changes of Externa l Eyes Before and Af ter Blepharopla sty
Yu Zineng, W en Bo, Xu Baohua, et al
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W est Ch ina U niversity of M ed ical S ciences

Abstract
Objective: To discuss the morpho logical changes of ex ternal eyes befo re and after blepharop lasty. M ethods: A survey of 92

patien ts treated by blepharop lasty w as carried out to campare the ex ternal eye morpho logy of p re2operation w ith that of post2
operation. Results: It w as found sign ifican t differences in the post2operative patien ts, including the increased length and heigh t of

eyelids, and obvious changes of the length and angle of the exposed eyelashes. Conclusion: B lepharop lasty m akes the eyelashes

exposed and held up, and increases the up2to2low distance of eyelids. T hese changes p romote the beauty of eyes.

Key words: 　blepharop lasty　　morpho logy of ex ternal eyes
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Inh ibitory Effects of Etoposide Combined with 8-methoxypsora len
on H ighly M eta sta tic Human M ucoep idermo id Carc inoma Cel ls

L i Yan, W u Junzheng, Situ Zhenqiang, et al

D ep artm ent of O ral B iolog y , S tom atolog ical Colleg e, the Fou rth M ilitary U niversity

Abstract
Objective: To study the inh ibito ry effects of E toposide (V P16) com bined w ith 82m ethoxyp so ralen (82M O P) on hum an h igh ly

m etastatic m ucoep idermo id carcinom a cells (M c3). M ethods: M c3 cells w ere exposed to the drugs and their com binations at

various concen trations. T he inh ibito ry effects w ere tested w ith m icroculture tetrazo lium co lo rim etric assay (M T T assay) and

co logen ic assay. Results: T he IC50 values of V P16 and 82M O P w ere 1625. 25 ngöm l and 750000 ngöm l respectivily, the C I50 of

the com bination at 100320 and 1000 ngöm l of V P16 w ith 82M O P w ere 01350, 01599 and 01880 respectively. Conclusion: T he

data indicate that com bination of V P16 and 82M O P is synergic in the inh ibition of M c3 cell grow th.

Key words: 　m ucoep idermo id carcinom a　　neop lasm m etastasis　etoposide　　82m ethoxyp so ralen
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