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　　摘要：目的　检测维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）联合化疗药物对乳腺癌细胞增殖的抑制作用，并初
步探讨其机制。方法　人乳腺癌细胞 Ｂｃａｐ３７以 ＶＥＳ联合化疗药物刺激 ２４ｈ和 ３６ｈ，ＶＥＳ浓度为
１０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬ，化疗药 ５ＦＵ和 ＭＭＣ及环磷酰胺的浓度分别为 １６．９μｇ／ｍＬ，３３．８μｇ／ｍＬ；
１μｇ／ｍＬ，３．３μｇ／ｍＬ及 １００μｇ／ｍＬ，３００μｇ／ｍＬ，以 ＭＴＴ法测定对细胞增殖的抑制作用，以流式细胞仪
分析细胞凋亡率和细胞表面 Ｆａｓ表达。结果　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞具有显著的抑制作
用。流式细胞仪分析细胞周期，Ｂｃａｐ３７细胞的自然凋亡率为 ０．７％，２０μｇ／ｍＬＶＥＳ作用 ２４ｈ后凋亡
率为 １９．２％，５ＦＵ和丝裂霉素及环磷酰胺 ３种化疗药物作用后的凋亡率分别为 １６．２％，１６．７％，
１２．３％。ＶＥＳ与 ３种化疗药物合用后的凋亡率分别为 ４０．３％，４４．８％，３９．６％。ＶＥＳ联合化疗药物
作用后乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ表达显著增强。结论　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞具有显著的抑制
作用，其机制可能与细胞表面 Ｆａｓ表达上调有关。
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　　乳腺癌是妇女常见的恶性肿瘤，化疗是提高治

疗效果、改善预后的重要的综合治疗手段之一。目

前常采用两种或多种化疗药物的联合作用以增强

其效果。维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶｉｔａｍｉｎＥｓｕｃｃｉｎａｔｅ，

ＶＥＳ）是一种新的具有强效诱导肿瘤细胞凋亡的药

物。本研究旨在检测 ＶＥＳ联合治疗乳腺癌的常用

化疗药物对乳腺癌细胞的凋亡诱导作用，以为临床

联合用药提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料

人乳腺癌细胞株 Ｂｃａｐ３７购自中科院上海细胞

所，ＶＥＳ购自 ＳＩＧＭＡ公司，５氟尿嘧啶（５ＦＵ）为上

海旭东海普药业有限公司生产，丝裂霉素（ＭＭＣ）

为浙 江 海 正 药 业 股 份 有 限 公 司 生 产，环 磷 酰 胺

（ＣＴＸ）为上海华联制药有限公司生 产。ＭＴＴ为

ＡＭＲＥＳＣＯ产品，ＰＥ标记的抗人 Ｆａｓ抗体购自晶美

公司。

１．２　实验方法

Ｂｃａｐ３７细胞以含 １０％小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０

培养基于 ３７℃，５％ＣＯ２的条件下培养。ＶＥＳ以无

水乙醇溶解，实验浓度为 １０μｇ／ｍＬ和 ２０μｇ／ｍＬ，无

水乙醇的终浓度 ＜２‰。５ＦＵ，ＭＭＣ，ＣＴＸ的浓度分

别为 １６．９μｇ／ｍＬ，３３．８μｇ／ｍＬ；１μｇ／ｍＬ，３．３μｇ／

ｍＬ和 １００μｇ／ｍＬ，３００μｇ／ｍＬ。单 用 两 种 浓 度 的

ＶＥＳ或单用不同浓度的化疗药物，以及用两种浓度

的 ＶＥＳ分别与两种浓度化疗药物联合作用 ２４ｈ和

３６ｈ。

１．３　检测项目及方法

１．３．１　ＭＴＴ法检测 ＶＥＳ联合化疗药物抑制乳腺

癌细胞的增殖　Ｂｃａｐ３７细胞以 ２×１０４／ｍＬ接种

于 ９６孔板，每孔 ２００μＬ，每组设 ６个复孔。接种细

胞 ２４ｈ后加入药物。药物处理结束后每孔加入

５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，继续于 ３７℃孵箱培养 ４ｈ后，吸去

上清，加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，震荡 ５ｍｉｎ后于自动酶

标仪上进行比色，测定波长为 ４９２ｎｍ吸光值（Ａ）。

计算联合用药对 Ｂｃａｐ３７细胞的生长抑制率。抑

制率（％）＝（对照组平均 Ａ值 －实验组平均 Ａ

值）／对照组平均 Ａ值 ×１００％。

１．３．２　流式细胞仪分析细胞周期　Ｂｃａｐ３７细胞

以 ５×１０４／孔接种于 ６孔板，以 ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ加 ５

ＦＵ ８μｇ／ｍＬ，或 加 ＭＭＣ ３．３μｇ／ｍＬ，或 加 ＣＴＸ

３００μｇ／ｍＬ作用于细胞 ２４ｈ。处理结束后收集细胞

后离心弃去培养液制成单细胞悬液，７０％冰乙醇固

定后加入（ＰＩ），４℃黑暗处静置 ３０ｍｉｎ后上机分析

细胞周期和凋亡率，每个标本分析 １００００个细胞，

用随机所附软件对测量值进行分析。以未经药物

作用的细胞作为对照。

１．３．３　流式细胞仪检测细胞表面 Ｆａｓ表达　Ｂｃａｐ

３７细胞以 ５×１０４／孔接种于 ６孔板，培养 ２４ｈ后按

１．３．２中药物浓度及联合方式加入 ＶＥＳ和化疗药

物，处理结束后收集细胞离心去除培养液，加入

（ＰＥ）标记的抗人 Ｆａｓ抗体于黑暗处静置 ３０ｍｉｎ，

ＰＢＳ漂洗 ３次后，流式细胞仪分析荧光强度。

１．４　统计学分析

实验数据以均数 ±标准差表示，用 ｔ检验进行

统计学分析。

２　结　果

２．１　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞生长的抑制

作用

单用不同浓度的 ＶＥＳ或单用化疗药物对乳腺

癌细胞的生长均可产生不同程度的抑制作用，但二

者联合应用时产生的抑制作用较单用药物时显著

增强（Ｐ＜０．０５）并且随药物浓度的增加而逐步增

强（附表）。

２．２　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞的凋亡率的

影响

Ｂｃａｐ３７细胞的自然凋亡率为 ０．７％，２０μｇ／

ｍＬＶＥＳ作用 ２４ｈ后凋亡率为 １９．２％，３３．８μｇ／ｍＬ

５ＦＵ，３．３μｇ／ｍＬＭＭＣ和 ３００μｇ／ｍＬＣＴＸ３种化疗

药物作用 ２４ｈ后的凋亡率分别为 １６．２％，１６．７％

和 １２．３％。按上述浓度的 ＶＥＳ与 ３种化疗药物合

用后 的 凋 亡 率 分 别 升 高 为 ４０．３％，４４．８％ 和

３９．６％（附图）。

２．３　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ表

达的影响

未经药物作用的乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ表达阳性
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率和 平 均 荧 光 强 度 为 分 别 为 ９２．５％ 和 ４．０９；

２０μｇ／ｍＬＶＥＳ分别与 ３３．８μｇ／ｍＬ５ＦＵ，３．３μｇ／

ｍＬＭＭＣ和 ３００μｇ／ｍＬＣＴＸ联合作用后，阳性细胞

率和 平 均 荧 光 强 度 分 别 升 高 至 １００％，１９．５；

１００％，２２．０和 １００％，１８．７。

附表　ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞的生长抑制作用

　　分组
Ａ值

２４ｈ ３６ｈ

抑制率（％）

２４ｈ ３６ｈ

对照组 ０．８１１±０．０３２ ０．８４２±０．０２３

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ ０．６６７±０．０２１ ０．５９１±０．０２６ １６．４２％１） ２９．８１％１）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ ０．４９９±０．０２１ ０．３９８±０．０１７ ３８．４７％１） ５２．７３％１）

５ＦＵ１６．９μｇ／ｍＬ ０．５４４±０．０３４ ０．４９１±０．０２３ ３２．９２％１） ４１．６８％１）

５ＦＵ３３．８μｇ／ｍＬ ０．４５５±０．０１３ ０．４２４±０．０２１ ４３．９０％１） ４９．６４％１）

ＭＭＣ１μｇ／ｍＬ ０．４９９±０．０１７ ０．３８１±０．０１９ ３８．４７％１） ５４．７５％１）

ＭＭＣ３．３μｇ／ｍＬ ０．３３２±０．０２３ ０．３０１±０．０１９ ５９．０６％１） ６４．２５％１）

环磷酰胺１００μｇ／ｍＬ ０．６８２±０．０３１ ０．６２９±０．０４１ １５．９１％１） ２５．３０％１）

环磷酰胺３００μｇ／ｍＬ ０．５７７±０．０１３ ０．４４７±０．０２３ ２８．８５％１） ４６．９１％１）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋５ＦＵ１６．９μｇ／ｍＬ ０．４８２±０．０１９ ０．４２１±０．０２１ ４０．５７％１，２） ５０．００％１，２）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋５ＦＵ３３．８μｇ／ｍＬ ０．３９２±０．００９ ０．３１８±０．０１４ ５１．６６％１，２） ６２．２３％１，２）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＭＭＣ１μｇ／ｍＬ ０．４１１±０．０２１ ０．２９７±０．０１７ ４９．３２％１，２） ６４．７３％１，２）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＭＭＣ３．３μｇ／ｍＬ ０．２８１±０．０１０ ０．１９９±０．００９ ６５．３５％１，２） ７６．３６％１，２）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＣＴＸ１００μｇ／ｍＬ ０．５１８±０．０２２ ０．５１２±０．０３１ ３６．１３％１，２） ３９．１９％１，２）

ＶＥＳ１０μｇ／ｍＬ＋ＣＴＸ３００μｇ／ｍＬ ０．４８８±０．０１７ ０．３４８±０．０１７ ３９．８３％１，２） ５８．６７％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋５ＦＵ１６．９μｇ／ｍＬ ０．３１２±０．０１１ ０．２８１±０．０２３ ６１．５３％１，２） ６６．６３％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋５ＦＵ３３．８μｇ／ｍＬ ０．２１１±０．０１４ ０．１１２±０．０１８ ７３．９８％１，２） ８６．７０％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋ＭＭＣ１μｇ／ｍＬ ０．２２４±０．００９ ０．２００±０．０１９ ７２．３８％１，２） ７６．２５％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋ＭＭＣ３．３μｇ／ｍＬ ０．１８９±０．００７ ０．０８３±０．００７ ７６．７０％１，２） ９０．１４％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋ＣＴＸ１００μｇ／ｍＬ ０．４２１±０．０３１ ０．２９３±０．０１２ ４８．０９％１，２） ６５．２０％１，２）

ＶＥＳ２０μｇ／ｍＬ＋ＣＴＸ３００μｇ／ｍＬ ０．３０２±０．０２１ ０．１６１±０．０１３ ６４．１３％１，２） ８０．８８％１，２）

　　　　注：１）与对照组相比，Ｐ＜０．０５；２）与相应浓度的单用药物相比，Ｐ＜０．０５

１　 ２　 ３　 ４　

５　 ６　 ７　 ８　

　　 １：Ｂｃａｐ３７细胞；２：ＶＥＳ；３：５ＦＵ；４：ＭＭＣ；５：ＣＴＸ；６：５ＦＵ＋ＶＥＳ；７：ＭＭＣ＋ＶＥＳ；８：ＣＴＸ＋ＶＥＳ

附图　 ＶＥＳ联合化疗药物对乳腺癌细胞凋亡率的影响
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３　讨　论

乳腺癌是女性常见的恶性肿瘤，其发病率占妇

女肿瘤的 ３１％。辅助化疗是乳腺癌综合治疗的重
要组成之一，对于改善乳腺癌的预后起着重要作

用［１，２］。目前的化疗多采用联合用药的方式，以提

高治疗效果并减轻副作用。提高化疗效果的一种

有效途径是引进新的化疗药物并尝试新的组合方

案。

维生素 Ｅ琥珀酸酯（ＶＥＳ）是一种维生素 Ｅ衍
生物，最早由 Ｔｕｒｌｅｙ等［３］报道，ＶＥＳ具有诱导人 Ｂ
淋巴瘤细胞凋亡的作用。进一步的研究表明，ＶＥＳ
除对淋巴系统来源的肿瘤有抑制作用外，对上皮

组织来源的恶性肿瘤如乳腺癌、前列腺癌和胃癌

等都具有显著的凋亡诱导作用［４，５］。ＶＥＳ对肿瘤
细胞具有较强的凋亡诱导作用而其体内的毒性作

用很低，故越来越引起人们的重视。

本实验分析了 ＶＥＳ与乳腺癌化疗的常用药物
５ＦＵ，丝裂霉素和环磷酰胺的联合作用，结果表
明，ＶＥＳ联合化疗药物后具有较单用药物更为显
著的抑制乳腺癌细胞增殖的作用，并且这种作用

随药物浓度的增加而增强，提示 ＶＥＳ与化疗药物
对抑制乳腺癌生长有协同作用。

Ｆａｓ／ＦａｓＬ是已知的三大死亡分子之一。在细
胞的凋亡过程中发挥重要的作用。设法调控凋亡

诱导分子的表达从而促进肿瘤细胞凋亡是化疗的

主要机制之一。从流式细胞仪分析细胞周期的结

果看，ＶＥＳ联合化疗药物抑制乳腺癌细胞增殖的

作用主要通过诱导肿瘤细胞凋亡实现的。但其作

用机制是否与调控乳腺癌细胞 Ｆａｓ表达有关呢？
Ｔｕｒｌｅｙ［６］等的实验结果表明，ＶＥＳ诱导肿瘤细胞的
凋亡作用主要通过调控 Ｆａｓ／ＦａｓＬ这一主要凋亡诱
导途径来实现，通过上调肿瘤细胞 Ｆａｓ表达诱导肿
瘤细胞凋亡，而且，Ｆａｓ的中和抗体能够阻断这种
作用。本实验结果显示，联合应用 ＶＥＳ和化疗药
物后，乳腺癌细胞表面 Ｆａｓ的表达有显著的增高。
据此推断，Ｆａｓ的上调在 ＶＥＳ联合化疗药物诱导乳
腺癌细胞凋亡的过程中可能起重要的作用。
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中华医学会第１５届全国外科学术会议征文通知

经中华医学会批准，由中华外科学会主办的第 １５届全国外科学术会议将于 ２００５年 １０月 １２～１５日在山东省济
南市召开。本次会议将以外科肿瘤综合治疗和腹部大器官移植为主题全面检阅自 ２００１年第 １４届全国外科学术会
议以来国内普通外科领域临床及基础研究情况。会议将邀请大陆、港台及国外著名专家就外科领域基础与临床进

展、外科医生的培养、外科医生与法律等话题做专题演讲。本次会议将致力于进一步规范外科疾病临床诊疗行为，推

进外科医生的规范化培养，服务于国民卫生保健事业，促进外科医生队伍的法制建设。

征文内容：外科基础（休克、感染、创伤、营养、监护）、甲状腺和乳腺、胃肠、肝、胆、胰、脾、血管及腹壁等普外科领

域常见病多发病的预防、诊断、综合治疗进展，普外科领域新技术、新方法应用经验及新理论、新概念等。

征文要求：（１）未公开发表的论文，（２）请寄 ３５００字以内全文及 ８００字以内的摘要打印稿一份，摘要应包括目
的、方法、结果和结论，请附上软盘。不投摘要者将不能投入论文汇编，（３）请注明单位地址及邮编，并加盖公章。

论文截稿日期：２００５年 ７月 ３０日（以当地邮戳为准）。来稿请寄：北京市西城区阜内大街 １３３号，中华普通外科
杂志编辑部，邮编 １０００３４，请在信封左下角注明“第 １５届全国外科会议征文”字样。征文恕不退稿，请自留底稿。

本次会议是中华医学会一类学术会议，会议将向正式代表颁发中华医学会论文证书，并授予中华医学会继续教

育学分。

６５２




