
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１４）０７０６８７０４ 论著

藤黄酸联合舒尼替尼抑制肾癌细胞的增殖

姜小良，尹志康，谭　兵，吴小候　　（４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院泌尿外科）

　　［摘要］　目的　探讨藤黄酸联合舒尼替尼抑制肾癌细胞增殖的作用。方法　 单独或联合应用藤黄酸和舒尼替尼分
别作用肾癌７８６０细胞株，采用ＭＴＴ比色法、流式细胞技术分别检测细胞活力和周期变化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测与细胞周期及
血管形成相关的蛋白变化。构建７８６０细胞株裸鼠移植瘤模型，以藤黄酸单独或联合舒尼替尼治疗裸鼠移植瘤，测量移植
瘤生长情况，免疫组织化学法检测移植瘤生长和血管生长情况。结果　 联合应用藤黄酸与舒尼替尼比单药组更显著抑
制细胞增殖（Ｐ＜０．０５），并且更多的细胞周期聚集于ｓｕｂＧ１期（Ｐ＜０．０５），Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示其与单药组比较Ｂｃｌ２表达显
著减少，Ｐ２１表达显著增加，ＶＥＧＦ显著减少（Ｐ＜０．０５）。体内实验显示：联合用药组比单药组更能显著抑制裸鼠移植瘤及
血管的形成（Ｐ＜０．０５）。结论　 联合应用藤黄酸和舒尼替尼治疗肾癌比单独用药能够更显著抑制肿瘤形成。
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　　肾癌是一种常见的泌尿系肿瘤，它的传统治疗主
要包括放疗、化疗及免疫治疗，但只对少部分患者治疗

有效。近年来，随着对肾癌分子机制认识的进一步深

入，新的肾癌靶向治疗药物已经对肾癌的治疗手段起

到了革命性的改进。在这些药物中，舒尼替尼作为一

种酪氨酸激酶抑制剂，从２００５年被美国 ＦＤＡ批准应
用于临床以来，广泛应用于肾癌的临床治疗，它的主要

作用在于能够同时抑制肿瘤的生长及血管形成。但值

得注意的是，经过一段时间的治疗，部分患者出现耐
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药。为了能更好地改善患者预后，与其他靶向药物的

联合治疗与单独用药相比已经显示出更好的疗

效［１－２］。我们将舒尼替尼与新的抗肿瘤药藤黄酸联合

使用抑制肾癌，现将结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人肾癌细胞株７８６０由重庆医科大学神经病学实验室保
存，ＲＰＭＩ１６４０培养基购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ公司，小牛血清及胰酶
购自杭州四季青公司，舒尼替尼、藤黄酸、二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、
ＭＴＴ购自美国Ｓｉｇｍａ公司，舒尼替尼和藤黄酸以２５ｍｍｏｌ／Ｌ分
别溶于ＤＭＳＯ，分装后保存于－２０℃，Ｐ２１、ＶＥＧＦ、Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＢ１、
Ｋｉ６７、ＣＤ３１、βａｃｔｉｎ抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　细胞培养与ＭＴＴ分析
　　人肾癌７８６０细胞株复苏后置入培养瓶，加入含１０％小牛
血清的１６４０培养基２０ｍＬ，培养瓶置于５％ ＣＯ２、饱和湿度、
３７℃ 孵箱中常规培养，细胞２～３ｄ传代１次。取生长对数期
细胞，调整细胞数为２×１０４／ｍＬ，按照每孔１００μＬ接种于９６孔
板内，培养１夜，待细胞贴壁后，分别按空白组（加５μＬＤＭＳＯ
液）、０～８μｍｏｌ／Ｌ藤黄酸处理组、０～８μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理
组、０～８μｍｏｌ／Ｌ藤黄酸与０～８μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼联合处理组
分别处理细胞，每组设６复孔，重复实验３次，培养４８ｈ。在各
个时间点移去培养基，加入 ＭＴＴ培养３ｈ，然后加入 ＤＭＳＯ液
完全溶解ＭＴＴ还原产物，用酶标仪在５７０ｎｍ波长处测各孔光
密度值［Ｄ（５８０）］，按公式测定细胞活力：Ｄ（５８０）实验孔／
Ｄ（５８０）对照孔 ×１００％。

１．３　细胞周期分析
　　肾癌７８６０细胞株按照藤黄酸与舒尼替尼工作浓度分别为
０．５、２μｍｏｌ／Ｌ作用细胞４８ｈ后，收集所有细胞并用８０％乙醇
固定，所有其他实验步骤均参照文献［３］操作，用流式细胞仪在
激发波长４８８ｎｍ处检测红色荧光，同时检测光散射情况，用分
析软件分析细胞周期。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析细胞周期与血管形成相关蛋白
表达

　　肾癌７８６０细胞株按照１．３方法分组处理４８ｈ后，收集所
有细胞提取总蛋白，当分离的蛋白转移至硝酸纤维素膜之后，

分别用 Ｐ２１、ＶＥＧＦ、Ｂｃｌ２、ＣｙｃｌｉｎＢ１、βａｃｔｉｎ作为一抗，羊抗兔
ＩｇＧＨＲＰ作为二抗，βａｃｔｉｎ作为内参，在Ｏｄｙｓｓｅｙ扫描仪下观察
蛋白量。

１．５　小鼠移植瘤生长观察
　　５周龄雄性去胸腺的 ＳＰＦ级 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠［ＳＣＸＫ（渝）
２０１１０００１］（由重庆医科大学实验动物中心提供）３２只，体质量
１８～２２ｇ，给予无菌水和高压灭菌全价颗粒饲料喂养。将１００μＬ
含２×１０６肾癌７８６０细胞株的ＲＰＭＩ１６４０培养液与１００μＬ基质
胶混合均匀后注射入裸鼠腹腔皮下，当移植瘤长到约２５ｍｍ３，
将小鼠分为４组（每组８只）：未干预组：５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）藤黄酸
治疗组，２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）舒尼替尼治疗组，５ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）藤黄酸＋
２０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）舒尼替尼联合治疗组。藤黄酸溶解于０５％的

羧甲基纤维素钠溶液中，５ｍｇ／ｋｇ灌胃，舒尼替尼溶解于
２０ｍｍｏｌ／Ｌ柠檬酸盐缓冲液，然后２０ｍｇ／ｋｇ每天 １次口服给
药，未干预组予以同等剂量的羧甲基纤维素钠溶液或者柠檬酸

盐缓冲液处理，处理组均每天用药，连续４周。用游标卡尺测
量肿瘤尺寸，肿瘤体积计算公式：π／６×最长径×最短径２，每周

测量小鼠体质量，到第２８天时取移植瘤并称质量，置于－８０℃
冰箱保存。

１．６　免疫组织化学分析
　　移植瘤经４％甲醛溶液固定，石蜡包埋，按照４μｍ厚度连
续切片，免疫组化步骤均按试剂盒说明进行，所用一抗为鼠源

性单克隆Ｋｉ６７抗体和兔源性多克隆ＣＤ３１抗体，Ｋｉ６７染色随
机观察４个视野，以 Ｋｉ６７阳性细胞数占所有细胞的百分比计
算染色指数，微血管密度评分参照文献［４］。

１．７　统计学方法
　　使用软件ＰＲＩＳＭ５．０进行图表制作及统计学分析，计量资
料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用ｔ检验。

２　结果

２．１　藤黄酸与舒尼替尼联合处理对肾癌７８６０细胞
株生长活性的影响

　　ＭＴＴ结果显示，当藤黄酸与舒尼替尼的浓度分别低于
０５、２μｍｏｌ／Ｌ处理肾癌７８６０细胞株４８ｈ，与对照组细胞相
比，细胞增殖未见明显抑制（Ｐ＝０．０８７、０．０６５），随着两者浓度
逐渐增大，细胞明显随着药物浓度增加而抑制率增加。见图１。
选择藤黄酸与舒尼替尼浓度分别为 ０．５、２μｍｏｌ／Ｌ作用细胞
４８ｈ，发现两者联合处理比单独用药更显著抑制细胞增殖
［（６３．２±５．７）％ ｖｓ（９０．４±４．１）％、（８９．８±３．７）％，Ｐ＝
００２１、０．０３４］。流式细胞术显示与对照组和单药处理组相比，
联合处理组能显著抑制细胞于 ｓｕｂＧ１期（Ｐ＝０．０２１、０．０３８、
００２７，表１）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与＜１μｍｏｌ／Ｌ藤黄酸组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与
＜４μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼组比较

图１　不同药物浓度对肾癌７８６０细胞株抑制４８ｈ后细胞活力的影响

表１　各药物处理组细胞周期分布（％，珋ｘ±ｓ）

组别 Ｇ２／Ｍ Ｓ Ｇ１ ｓｕｂＧ１
对照组 ４０．４２±４．３４ １８．４７±４．１１ ３７．６６±１．１２ ３．４５±３．４５ａ

藤黄酸组 ２６．３６±２．１２ ２１．６８±３．９８ ４１．３４±３．２４ １０．６２±４．５６ａ

舒尼替尼组 １２．２２±３．７８ ２５．６７±６．５４ ４４．６７±７．５６ １７．４４±１．１２ａ

联合处理组 ２１．８４±１．２３ １９．２８±５．４５ ３１．４５±２．１１ ２７．４３±３．１１

ａ：Ｐ＜０．０５，与联合处理组比较
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２．２　细胞周期相关蛋白及血管形成相关蛋白表达变化
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示：联合处理组与对照组及单独用药组
相比较，能显著降低 Ｂｃｌ２（Ｐ＝０．０３２、０．０２３、０．０４５）与 ＶＥＧＦ
蛋白表达（Ｐ＝０．０４２、０．０２６、０．０４１），显著升高 Ｐ２１蛋白表达
（Ｐ＝０．０１１、０．０２４、０．０４７），而 ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白表达变化不明显
（Ｐ＝０．０６６、０．０７３、０．０８５）。见图２。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；１：对照组；２：藤黄酸组；３：舒尼替尼组；
４：联合处理组；Ｂ：半定量分析结果；ａ：Ｐ＜０．０５，与联合处理组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测单药与联合用药处理细胞７８６０细胞株

４８ｈ后各蛋白表达变化

２．３　移植瘤形成分析
　　对移植瘤的药物干预发现：与对照组及单独处理组比较，
联合处理组能显著抑制移植瘤的体积（Ｐ＝０．０２８、０．０３３、
００４１）和质量（Ｐ＝０．０４８、０．０３１、０．０１１），见图３。为了进一步
对移植瘤的增殖及血管形成情况进行分析，于２８ｄ时摘除移植
瘤，对移植瘤进行免疫组织化学分析，结果显示：联合处理组平

均每４个高倍视野的 Ｋｉ６７阳性细胞数量百分比［（１６．７±
２４）％］明显少于单独用药组［（６７．４±３．２）％，（７６．５±
４５）％］及对照组［（８６．３±１．６）％］移植瘤（Ｐ＝０．０１８、０．０２３、
０．００４），联合用药组由 ＣＤ３１标识的微血管密度（１１．２±６．４）
也明显少于单独用药组（３４．７±３．６，４２．１±６．８）及对照组
（５７３±２．７）移植瘤（Ｐ＝０．００８、０．０１３、０．０１１）。

３　讨论

　　近十年来，以酪氨酸酶抑制剂为代表的针对肾癌
的靶向治疗药物已被证实有效并逐渐在临床上推广。

作为一种新型的小分子酪氨酸酶抑制剂，舒尼替尼能

对４０％的肾癌患者有效并成为转移性肾癌的一线用
药［５－６］。然而，因部分肾癌患者对舒尼替尼耐药并最

终在治疗过程中出现进展，因此，为进一步改善这部分

患者的预后，新的治疗策略显得尤为重要。研究［１－２］

表明舒尼替尼联合贝伐单抗、索拉非尼等药物治疗能

比舒尼替尼单独用药更能显著抑制肾癌的发展。藤黄

酸作为一种植物藤黄的有效成分，已有一系列研究显
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图３　单药或联合用药处理小鼠肾癌移植瘤２８ｄ后移植瘤体积（Ａ）和

质量（Ｂ）变化

示其能够显著抑制肝癌、肺癌及胃癌等恶性肿瘤的发

展［７－９］，它能够抑制肿瘤细胞的生长，却并不影响动物

的造血及免疫系统功能。目前，针对藤黄酸抗乳腺癌、

结肠癌、前列腺癌、鼻咽癌、肝癌等作用已进行了一系

列研究［１０－１４］，但其抗肿瘤作用机制并不明确。近期研

究表明其作用机制很可能与细胞凋亡及血管形成相

关。本研究发现：一定浓度的藤黄酸与舒尼替尼均能

抑制肾癌细胞７８６０细胞的增殖，而两者联合使用能
够更显著抑制细胞增殖，这种增殖的抑制可能与更强

的细胞周期ｓｕｂＧ１期阻滞有关。为了进一步分析其增
殖抑制的机制，我们使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测其周期关
键调控蛋白的变化，作为一种原癌基因，Ｂｃｌ２除能够
抑制细胞凋亡，还能够加强细胞对抗各种有毒物质的

能力，使其下调能够提高肿瘤细胞对各种抗肿瘤药物

的敏感性。本研究发现联合用药组比对照组及单独用

药组的Ｂｃｌ２蛋白表达水平更低，可能细胞的增殖及
周期变化与Ｂｃｌ２的变化相关。Ｐ２１作为一种细胞依
赖性激酶抑制剂成员，它能同时诱导细胞Ｇ１和Ｇ２期停
滞，而ＣｙｃｌｉｎＢ１是一种细胞 Ｇ２期向 Ｍ期转化的关键
调控基因。本研究发现联合用药组比对照组及单独用

药组的Ｐ２１蛋白表达水平有较明显增加，而 ＣｙｃｌｉｎＢ１
的表达未见明显变化，这些也与实验中细胞周期变化

一致，同时还发现与血管形成密切相关蛋白 ＶＥＧＦ表
达在联合用药组显著降低。为了进一步在体内实验中

验证联合用药组与单独用药组的差别，我们用肾癌

７８６０细胞株构建裸鼠移植瘤模型，发现联合用药组
比单独用药组和对照组的移植瘤体积和质量都明显减
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少，而裸鼠的体质量未见明显减轻，证实联合用药在不

带来明显副作用的前提下能够比单独用药更能够抑制

肾癌的生长。为进一步分析这种抗瘤机制，我们切取

移植瘤，并用免疫组织化学法检测Ｋｉ６７和ＣＤ３１表达
水平。Ｋｉ６７作为一种细胞增殖相关标记物，其表达水
平降低常常意味着细胞增殖能力的下降，而 ＣＤ３１标
记的微血管密度常常与血管形成能力密切相关。我们

发现在联合用药组的两者评分比对照组和单独用药组

显著降低，进一步证实藤黄酸与舒尼替尼联合用药比

单独用药更有效抑制肾癌的发展。

　　本研究虽然只对藤黄酸和舒尼替尼的联合抗肾肿
瘤用药做了一些初步的研究，但其对于将来两者的临

床联合用药起到一定的借鉴作用。
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１　临床资料

　　患者，女性，４２岁，因左侧颌下区反复肿胀疼痛１年余，加
重５ｄ，于２０１４年２月１９日到我院口腔科门诊就医。患者１年
前出现左侧颌下区肿胀伴疼痛，进食时肿痛愈发明显，１年来肿
胀疼痛反复发作，经外院多次静脉输液抗感染治疗，５ｄ前患者
复又出现左侧颌下区肿胀，外院抗感染治疗后肿胀未消退，遂

到我院求治。检查发现患者左侧颌下区肿胀，可扪及颌下腺肿

胀，触痛明显，挤压左侧颌下腺导管口无明显液体溢出。口内

见左侧舌下一黄白色质硬物，如图１可见该硬物位于第三磨牙
舌侧，部分穿出颌下腺导管及口底黏膜外露于口底。于局麻下

行左侧颌下腺导管结石摘除术。取出结石如图 ２，体积约
２．０ｃｍ×１．２ｃｍ×１．０ｃｍ，质量约１．５ｇ，结石取出后挤压左侧颌
下区，又见一小块结石自口内颌下腺导管瘘口排出，约０．６ｃｍ×
０．４ｃｍ×０．１ｃｍ，并伴有带乳白色豆渣样物的浑浊液体溢出。

图１　颌下腺导管巨大结石患者口内见结石位于第三磨牙舌侧，
已穿破口底黏膜
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