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摘 要 目的：研究蛇葡萄素钠（AMP-Na）协同卡铂对肺癌 Lewis 细胞增殖的抑制作用。方法：以 6.25、12.5、25、50、100 μg/ml

AMP-Na+3.125、6.25、12.5、25、50 μg/ml 卡铂培养细胞 4 h，测定细胞活力并计算抑制率与半数抑制浓度（IC50）。以 12.5、25、50、

100 μg/ml AMP-Na+12.5 μg/ml卡铂培养细胞12 h，流式细胞仪检测细胞半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶3（Caspase-3）表达。结果：

系列质量浓度AMP-Na与系列质量浓度卡铂联用后对细胞生长有明显抑制作用，随质量浓度的升高，卡铂对Lewis细胞的 IC50逐

渐降低；AMP-Na 质量浓度范围在 6.25～50 μg/ml 时，与 3.125～25 μg/ml 卡铂联用后，对 Lewis 细胞增殖的协同抑制作用最强。

AMP-Na与卡铂联合培养细胞12 h后，细胞Caspase-3 表达明显增强。结论：AMP-Na与卡铂合用对Lewis细胞增殖具有协同抑制

效应，其机制可能与AMP-Na激活细胞Caspase-3，从而诱导细胞凋亡有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the inhibitory effects of ampelopsin sodium（AMP-Na）combined with carboplatin on the

proliferation of Lewis cell of lung cancer. METHODS：6.25，12.5，25，50 and 100 μg/ml AMP-Na and 3.125，6.25，12.5，25 and

50 μg/ml carboplatin were used to culture the cells for 4 h，and the cell viability was determined and the inhibition rate and half in-

hibition concentration（IC50）were calculated. 12.5，25，50 and 100 μg/ml AMP-Na and 12.5 μg/ml carboplatin were used to culture

the cells for 12 h，and the flow cytometry was used to determine the expression of Caspase-3. RESULTS：AMP-Na with serial con-

centrations combined with carboplatin with serial concentrations had obvious inhibitory effects on the cell proliferation. With the in-

crease of mass concentration，the IC50 of carboplatin on the Lewis cells was gradually decreased；when the AMP-Na of 6.25-50

μg/ml was combined with carboplatin of 3.125-25 μg/ml，it showed the strongest inhibitory effects on the Lewis cell proliferation.

When cells were cultured with AMP-Na and carboplatin for 24 h，the expression of Caspase-3 increased significantly. CONCLU-

SIONS：AMP-Na combined with carboplatin has synergistic inhibitory effect on the Lewis cell proliferation by a mechanism that

may be related to the apoptosis induced by Caspase-3 activated by AMP-Na.
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蛇葡萄素（Ampelopsin）是我国华南地区广泛分布的蛇葡

萄属植物粤蛇葡萄或是显齿蛇葡萄的提取物[1]，是一种小分子

黄酮类化合物[2]，具有多种药理活性[3]，尤其可以预防和治疗肿

瘤[4-8]。目前的研究表明，蛇葡萄素在体内外对多种肿瘤细胞

的增殖具有抑制作用，提示蛇葡萄素具有广谱抗肿瘤药的潜

力。蛇葡萄素钠（Ampelopsin sodium，AMP-Na）是甘肃省新药

临床前研究重点实验室为了提高蛇葡萄素的溶解性及稳定

性，使其更适合临床使用而制备的高水溶性钠盐。AMP-Na与

化疗药物卡铂联用对肺癌 Lewis 细胞的作用尚未见文献报

道。细胞凋亡的发生与半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶（Cas-

pase）家族成员中的 Caspase-3密切相关。基于此，笔者考察

AMP-Na 单用及与卡铂合用对小鼠肺癌 Lewis 细胞生长的抑

制作用及对凋亡相关基因Caspase-3表达的影响，探讨其抗肿

瘤的作用机制。

1 材料
1.1 仪器

ELX800型酶联免疫检测仪（美国Bio-Tek公司）；2306型

CO2培养箱、2323型CO2培养箱（美国Shellab公司）；Epics XL

型流式细胞仪（美国Beckman-Coulter公司）；CX31型倒置显微

镜（日本Olympus公司）；SW-CJ-IFD型超净工作台（苏州净化

设备有限公司）；Anke TDl-5型高速离心机（上海安亭科学仪

器厂）。

1.2 药品与试剂

AMP-Na 冻干剂（批号：051115，规格：50 mg/支，纯度：

98.8％）、AMP-Na 冻干剂专用稀释液（批号：051118，规格：5

ml/支，浓度：0.1 mol/L）均购自广东泰禾医药科技有限公司；卡

铂（齐鲁制药有限公司，批号：6120152DA，规格：100 mg/支）；

胎牛血清（杭州四季青生物工程有限公司，批号：050126）；

Z-VD-FMK、RPMI 1640培养基（美国Gibco公司）；MTT（美国

Fluka公司）；其余试剂均为国产分析纯。

1.3 细胞

Lewis细胞购自中科院上海细胞生物研究所细胞库，为兰

州大学新药临床前研究重点实验室传代保种。

2 方法
2.1 细胞抑制率测定

取对数生长期细胞，制成细胞密度为5×104 ml－1的单细胞

悬液，接种于 96 孔培养板中，移入培养箱中培养 24 h 使细胞

贴壁。以 6.25、12.5、25、50、100 、200 μg/ml AMP-Na，3.125、

6.25、12.5、25、50、100 μg/ml卡铂，6.25、12.5、25、50、100 μg/ml

AMP-Na+3.125、6.25、12.5、25、50 μg/ml卡铂培养细胞48 h，于

试验终止前4 h加入MTT（10 μl /孔），试验终止时加入10％十

二烷基硫酸钠（SDS，100 μl/孔）。置培养箱中过夜，次日于波

长570 nm处测定光密度（OD），计算细胞抑制率与半数抑制浓

度（IC50）。抑制率（％）＝[（阴性对照 OD－空白对照 OD）－

（受试药OD－受试药颜色对照OD）]/（阴性对照OD－空白对

照OD）×100％。试验设空白对照（仅有常规培养基）、阴性对

照（细胞+常规培养基）、AMP-Na单用颜色对照、AMP-Na与卡

铂合用颜色对照。每一质量浓度重复3孔。

2.2 细胞Caspase-3表达测定

取对数生长期细胞，制成细胞密度为5×104 ml－1的单细胞

悬液，接种于 96 孔培养板中，移入培养箱中培养 24 h 使细胞

贴壁。以 12.5 μg/ml 卡铂、12.5 、25、50、100 μg/ml AMP-Na、

12.5 、25、50、100 μg/ml AMP-Na+12.5 μg/ml卡铂培养12 h。试

验终止时收集细胞，用预冷磷酸盐缓冲液（PBS）洗 2次，细胞

沉淀中加入 300 μl洗涤缓冲液，然后加入 1 μl Caspase-3抑制

剂 Z-VAD-FMK，摇匀后置于 37 ℃、5％ CO2 孵箱中孵育 30

min。以离心半径 5 cm、3 000 r/min离心 5 min，弃上清，用 0.5

ml洗涤缓冲液重悬细胞沉淀，再次离心弃上清，再以0.5 ml洗

涤缓冲液重悬细胞沉淀。流式细胞仪检测，用Multicycle软件

分析 Caspase-3的表达。试验设阴性对照（细胞+常规培养

基）。每一质量浓度重复3孔。

2.3 统计学方法

采用Excel 2003软件处理试验数据。各组数据均为计量

资料，以x±s表示，采用 t检验进行分析。IC50用Curve Expert

1.3软件作曲线回归计算。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞抑制率测定结果

6.25、12.5、25、50、100、200 μg/ml AMP-Na 培养细胞 48 h

后，对细胞生长有明显抑制作用，且呈明显浓度依赖性，IC50为

（63.06±7.93）μg/ml。3.125、6.25、12.5、25、50、100 μg/ml卡铂

培养细胞48 h后，对细胞生长有明显抑制作用，且呈明显浓度

依赖性，IC50 为（21.56±0.80）μg/ml。6.25、12.5、25、50、100

μg/ml AMP-Na+3.125、6.25、12.5、25、50 μg/ml 卡铂培养细胞

48 h后，卡铂对细胞的 IC50逐渐下降，作用依次增强；6.25～50

μg/ml AMP-Na+3.125～25 μg/ml卡铂联用后，对细胞增殖的协

同抑制作用最强。细胞抑制率测定结果见表 1、表 2（表 2中 0

μg/ml为阴性对照）。

表1 AMP-Na、卡铂作用下细胞抑制率测定结果（48 h，x±±s，

n＝3）

Tab 1 Determination results of apoptosis rate in the treat-

ment of AMP-Na and carboplatin（48 h，x±±s，n＝3）

药物
阴性对照
AMP-Na

卡铂

质量浓度，μg/ml

0

6.25

12.5

25

50

100

200

3.125

6.25

12.5

25

50

100

抑制率，％

2.83±1.73

8.20±1.68

15.18±4.46＊

42.49±8.01＊＊

74.51±5.16＊＊

91.01±2.19＊＊

8.80±1.42

16.11±1.53

30.72±1.32＊＊

52.66±4.73＊＊

98.21±1.69＊＊

102.56±0.84＊＊

IC50，μg/ml

63.06±7.93

21.56±0.80

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.2 细胞Caspase-3表达测定结果

与阴性对照比较，25、50、100 μg/ml AMP-Na培养细胞 12

h 后，细胞 Caspase-3表达增强；12.5、25、50、100 μg/ml AMP-

Na+12.5 μg/ml 卡铂培养细胞 12 h 后，细胞 Caspase-3表达增

强，差异有统计学意义（P＜0.01或 P＜0.05）。与相应质量浓

度AMP-Na或卡铂（12.5 μg/ml）比较，12.5、25、50 μg/ml AMP-

Na+12.5 μg/ml卡铂培养细胞12 h后，细胞中Caspase-3表达增

强，差异有统计学意义（P＜0.01或P＜0.05）。细胞Caspase-3

表达测定结果见表3。
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表3 细胞Caspase-3表达测定结果（12 h，x±±s，n＝3）

Tab 3 Determination results of Caspase-3 expression（12 h，

x±±s，n＝3）

药物
阴性对照
卡铂
AMP-Na

卡铂+AMP-Na

质量浓度，μg/ml

0

12.5

12.5

25.0

50.0

100.0

12.5+12.5

12.5+25.0

12.5+50.0

12.5+100.0

阳性表达率，％
16.6±1.62

32.23±5.84

29.46±6.54

32.37±2.33＊

34.97±4.07＊

83.35±0.92＊＊

75.57±2.56＊＊#Δ

86.57±1.61＊＊##ΔΔ

77.85±2.71＊＊#Δ

78.00±1.16＊＊##

平均荧光强度
1.45±0.03

1.59±0.03

1.81±0.06

1.86±0.03＊

2.06±0.11＊

2.45±0.08＊＊

2.29±0.07＊＊##

2.43±0.07＊＊##

2.48±0.03＊＊##

2.52±0.02＊＊##

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与卡铂比较，#P＜

0.05，##P＜0.01；与AMP-Na 比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. carboplatin，
#P＜0.05，##P＜0.01；vs. AMP-Na，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

4 讨论
近年来肺癌已成为恶性肿瘤患者死亡的主要疾病，其中

非小细胞肺癌（NSCLC）占肺癌发病率的 80％左右，预后较

差。而化疗是晚期NSCLC的主要治疗方法，以铂类药物为基

础的联合化疗虽能改善晚期NSCLC患者的生存期、症状和生

活质量，但其疗效已经达到了平台期[9]。提高疗效的关键在于

推出高效低毒的新药。本研究结果表明，6.25～50 μg/ml 的

AMP-Na对卡铂（3.125～25 μg/ml）抑制小鼠Lewis细胞增殖的

作用具有协同效应。细胞凋亡的发生是一个极其复杂的过

程，受多种机制调节和制约，Caspase的激活是关键环节之一。

Caspase家族是Fas/Apo21介导的凋亡信号转导途径的关键效

应分子，通过靠近天冬氨酸残基的切割效应，使得Caspase家

族成员以类似于酶原激活的方式相互激活，并形成级联放大

效应。而Caspase-3是位于级联下游操纵底物酶切的重要效应

因子，是目前已知与凋亡关系最密切的 Caspase 家族成员之

一。Caspase-3通过激活DNase、酶切多聚二磷酸腺苷核糖聚

合酶片段化、降解细胞骨架蛋白及一些癌蛋白等机制，使细胞

赖以生存的关键物质不可逆性地破坏，最终导致细胞凋亡[10]。

本研究通过流式细胞仪检测得到，AMP-Na单用及与卡铂

联合作用下细胞Caspase-3的表达明显增强，且存在浓度效应

关系。由于 100 μg/ml的AMP-Na单用对Lewis细胞的抑制率

已达到74.51％，50 μg/ml的卡铂单用对Lewis细胞的抑制率已

达到 98.21％，无法判断 AMP-Na 对卡铂抗 Lewis 细胞作用的

影响。因此，AMP-Na 6.25～50 μg/ml与 3.125～25 μg/ml卡铂

联用对 Lewis 细胞增殖的协同抑制作用最强。本结果表明，

AMP-Na 单用及与卡铂联合作用可以活化细胞内的 Cas-

pase-3，而活化的Caspase-3能裂解DNA修复相关分子、凋亡抑

制蛋白、细胞外基质蛋白及骨架蛋白等，促使细胞凋亡。此

外，由于Caspase-3是多种凋亡途径共同作用的因子，其蛋白表

达水平的高低决定着细胞凋亡程度 [11]。因此本研究提示，

AMP-Na单用及与卡铂联合作用诱导肿瘤细胞凋亡的机制之

一是通过活化细胞Caspase-3，从而促进凋亡的发生。
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表2 AMP-Na与卡铂联合作用下细胞抑制率测定结果（48 h，x±±s，n＝3）

Tab 2 Determination results of apoptosis rate in the treatment of AMP-Na combined with carboplatin（48 h，x±±s，n＝3）

卡铂，μg/ml

0

3.125

6.25

12.5

25

50

IC50，μg/ml

AMP-Na不同质量浓度下的抑制率，％
0 μg/ml

0

8.80±1.42

16.11±1.53

30.72±1.32＊＊

52.66±4.73＊＊

98.21±1.69＊＊

21.56±0.80

6.25 μg/ml

2.83±1.73

26.93±6.36

44.76±6.07＊＊##ΔΔ

49.42±5.52＊＊#ΔΔ

68.49±1.97＊＊#ΔΔ

89.87±3.84＊＊ΔΔ

15.83±0.97

12.5 μg/ml

8.20±1.68

33.18±6.66

45.71±6.27＊＊##ΔΔ

48.69±6.50＊＊ΔΔ

67.57±3.35＊＊ΔΔ

95.83±1.89＊＊ΔΔ

15.08±1.23

25 μg/ml

15.18±4.46＊

51.09±9.98＊＊#ΔΔ

56.38±4.87＊＊##ΔΔ

60.94±5.86＊＊##ΔΔ

77.18±2.68＊＊##ΔΔ

97.81±1.43＊＊ΔΔ

10.57±2.37

50 μg/ml

42.49±8.01＊＊

70.18±4.29＊＊##Δ

73.11±3.14＊＊##Δ

76.73±3.24＊＊##Δ

84.14±1.29＊＊##ΔΔ

103.04±4.38＊＊ΔΔ

100 μg/ml

74.51±5.16＊

81.44±4.46＊＊##

82.48±4.59＊＊##

84.00±5.30＊＊##

84.29±4.51＊＊##

99.09±0.55＊＊ΔΔ

IC50，μg/ml

63.06±7.93

42.43±6.17

38.69±5.80

28.26±2.83

注：与阴性对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；与卡铂比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与AMP-Na 比较，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01

Note：vs. negative control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01；vs. carboplatin，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. AMP-Na，ΔP＜0.05，ΔΔP＜0.01
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