
第９卷第６期
２００７年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

中国当代儿科杂志
ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．６
Ｄｅｃ．２００７

［收稿日期］２００６－１１－２０；［修回日期］２００７－０２－１０
［基金项目］烟台市科学技术计划项目（２００４２２１）。
［作者简介］刘建秋，女，大学，副教授。主攻方向：小儿血液肿瘤及呼吸系统疾病。
［通讯作者］李爱敏，教授，青岛大学医学院附属烟台毓磺顶医院儿科，邮编：２６４０００。
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５氮杂胞苷增强阿霉素对神经母细胞瘤细胞的抗瘤活性
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　　［摘　要］　目的　许多神经母细胞瘤细胞系及肿瘤组织标本中ｃａｓｐａｓｅ８表达缺失，ｃａｓｐａｓｅ８基因沉寂的主
要原因是其启动子区域高度甲基化。该文探讨去甲基化药物５氮杂胞苷对ｃａｓｐａｓｅ８表达及对化疗药阿霉素抗人
神经母细胞瘤细胞作用的影响及其影响机制。方法　应用ＲＴＰＣＲ方法检测５氮杂胞苷作用前后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞
中ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ水平变化。ＭＴＴ分析研究５氮杂胞苷与化疗药阿霉素联合应用前后人神经母细胞瘤细胞 ＳＨ
ＳＹ５Ｙ的存活率，以及加入ｃａｓｐａｓｅ８活性抑制剂后存活率的变化。结果　ＲＴＰＣＲ方法发现 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞株不表
达ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ，５氮杂胞苷作用３ｄ后可检测到 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达，５ｄ后表达较第３天增加；５氮杂胞苷
与不同浓度阿霉素（０．０５，０．１，０．２５，０．５μｇ／ｍＬ）联合应用后 ＳＨＳＹ５Ｙ细胞存活率为（７７．６１±７．３０）％，（５７．３５
±６．６４）％，（４６．２５±４．４６）％，（３５．５９±５．１２）％，同一浓度单独应用阿霉素组细胞存活率为（９４．８９±４．１５）％，
（８０．６０±８．５０）％，（６４．４８±４．９２）％，（５２．３２±６．７１）％，５氮杂胞苷与阿霉素联用组细胞存活率明显低于单用阿
霉素组，差异均有显著性。ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂组与同一浓度的５氮杂胞苷＋阿霉素组比较，细胞存活率明显增加，依
次为（９２．９５±３．４８）％，（７８．３９±４．２８）％，（６２．３１±６．５０）％，（４９．９２±５．７７）％，差异均有显著性。结论　 阿霉素
对神经母细胞瘤细胞ＳＨＳＹ５Ｙ具有增殖抑制作用，５氮杂胞苷可以增强阿霉素的抗瘤活性。其发生机制可能是通
过上调ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的表达而实现的。 ［中国当代儿科杂志，２００７，９（６）：５７７－５７９］
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（７７．６１±７．３０）％，（５７．３５±６．６４）％，（４６．２５±４．４６）％ ａｎｄ（３５．５９±５．１２）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｗｈｉｃｈｗｅｒｅ
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５２．３２±６．７１％）（Ｐ＜０．０１）．Ｃａｓｐａｓｅ８ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｎｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＳＨＳＹ５Ｙｃｅｌｌｓ
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　　业已发现，许多神经母细胞瘤（ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ，
ＮＢ）细胞系中存在ｃａｓｐａｓｅ８不表达或表达减弱［１］，

而ｃａｓｐａｓｅ８表达水平是决定ＮＢ病人能否长期存活
的独立预后因素［２］，ｃａｓｐａｓｅ８表达减弱或缺失的
ＮＢ病人预后不良。据报道［３，４］甲基化是 ｃａｓｐａｓｅ８
基因失活的主要原因。去甲基化药能逆转某些肿瘤

细胞ｃａｓｐａｓｅ８基因的高甲基化状态，上调ｃａｓｐａｓｅ８
的表达［５］。本文选择了缺乏 ｃａｓｐａｓｅ８表达的 ＮＢ
细胞株ＳＨＳＹ５Ｙ，探讨去甲基化药５氮杂胞苷能否
恢复ｃａｓｐａｓｅ８的表达，进而提高 ＮＢ细胞对化疗药
阿霉素的敏感性。

１　材料和方法

１．１　材料
ＳＨＳＹ５ＹＮＢ细胞系由美国国立癌症研究所希

尔教授提供。四甲基偶氮唑蓝 （美国 Ｓｉｇｍａ公司）；
５氮杂胞苷、阿霉素（美国 ＩＣＮ产品）；ｃａｓｐａｓｅ８特
异性抑制剂 ｚＩＥＴＤｆｍｋ（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ产品）。
ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ引物由美国国立癌症研究所希尔
教授提供，序列为：ｃａｓｐａｓｅ８ａ：５′ＴＴＣＣＣＴＴＴＣＣＡＴ
ＣＴＣＣＴＣＣＴ３′，ｃａｓｐａｓｅ８ｓ：５′ＧＧＴＣＡＣＴＴＧＡＡＣ
ＣＴＴＧＧＧＡＡ３′，产物为３９０ｂｐ。
１．２　研究方法
１．２．１　细胞培养　　人ＮＢ细胞株ＳＹ５Ｙ培养于含
１０％胎牛血清、１００ＩＵ／ｍＬ青霉素和１００ＩＵ／ｍＬ链
霉素的ＤＭＥＭ培养液中，培养条件为３７℃、５％ＣＯ２
培养箱中。实验时取对数生长期细胞。

１．２．２　ＭＴＴ分析　　先用５氮杂胞苷（２．５μｍ／Ｌ）
预处理ＳＹ５Ｙ细胞３ｄ，然后加不同浓度的阿霉素作
用２４ｈ；另组提前用 ｃａｓｐａｓｅ８特异性抑制剂
ｚＩＥＴＤｆｍｋ预处理１ｈ后再加不同浓度的阿霉素作
用２４ｈ；用不加５氮杂胞苷组为对照。每个组均设
４个复孔，作用结束后，加入 ５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液
２０μＬ，培养４ｈ后，每孔加１５０μＬＤＭＳＯ（二甲基亚
砜），震荡１５ｍｉｎ，于１ｈ

$

在酶标仪上分别测出波

长５７０ｎｍ处的吸光度值。各组细胞存活率（％）＝
（实验组吸光度／对照组吸光度）×１００％。

１．２．３　ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ的检测　　采用 ＲＴＰＣＲ
方法。将培养的细胞用Ｔｒｉｚｏｌ提取总ＲＮＡ。逆转录
合成ｃＤＮＡ第一链取总 ＲＮＡ２μＬ用于 ｃＤＮＡ第一
链的合成，操作步骤根据ＲＴＰＣＲ试剂盒说明进行。
ＰＣＲ产物及内参照 βａｃｔｉｎ、ＤＮＡＭａｒｋＤＬ２０００在
２％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭（ＥＢ）染色，经凝胶成
像分析系统摄影，扫描 ＰＣＲ产物强度，以 ｃａｓｐａｓｅ８
密度／βａｃｔｉｎ密度比值表示ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ相对含
量。

１．３　统计学分析
采用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行统计分析。实验

结果以均数±标准差表示。

２　结果

２．１　５氮杂胞苷对阿霉素抗 ＳＹ５Ｙ细胞活性的影
响

由表１可见，５氮杂胞苷单独应用对 ＳＹ５Ｙ细
胞增殖无明显影响，阿霉素对 ＳＹ５Ｙ细胞有增殖抑
制作用。５氮杂胞苷预处理后加入不同浓度阿霉素
的实验组细胞存活率明显降低，与同一浓度单独用

阿霉素组比较差异均有统计学意义。

２．２　ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂对５氮杂胞苷 ＋阿霉素作用
下的ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响
５氮杂胞苷预处理３ｄ后提前１ｈ加入和不加

ｃａｓｐａｓｅ８特异性抑制剂再加阿霉素共同作用２４ｈ，
阿霉素对 ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响见表２。由表２
可见，ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂预处理组 ＳＹ５Ｙ细胞的存活
率明显增加，与同一浓度阿霉素 ＋５氮杂胞苷组比
较差异均有统计学意义。

２．３　５氮杂胞苷作用前后 ｃａｓｐｓｅ８ｍＲＮＡ表达的
变化

ＲＴＰＣＲ半定量分析显示５氮杂胞苷诱导前未
检测到 ｃａｓｐｓｅ８ｍＲＮＡ表达（相对比值 ＜０．５认为
不表达）。５氮杂胞苷（２．５μＭ／Ｌ）处理ＳＹ５Ｙ细胞
第 ３天后检测到 ｃａｓｐｓｅ８ｍＲＮＡ表达，第 ５天
ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ水平较第３天明显升高。

表１　５氮杂胞苷应用前后阿霉素对ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响 （％）

药物
阿霉素（μｇ／ｍＬ）

０ ０．０５ ０．１ ０．２５ ０．５

对照组 １００±４．５８ ９４．８９±４．１５ ８０．６０±８．５０ ６４．４８±４．９２ ５２．３２±６．７１
５氮杂胞苷 ９９．６７±５．５１ ７７．６１±７．３０ ５７．３５±６．６４ ４６．２５±４．４６ ３５．５９±５．１２
ｔ ０．１１９ ４．１２ ４．３７ ５．４９ ３．９６
Ｐ ＞０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０１
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第９卷第６期
２００７年１２月 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

中国当代儿科杂志
ＣｈｉｎＪＣｏｎｔｅｍｐＰｅｄｉａｔｒ

Ｖｏｌ．９Ｎｏ．６
Ｄｅｃ．２００７

表２　ｃａｓｐａｓｅ８抑制剂对５氮杂胞苷＋阿霉素作用下的 ＳＹ５Ｙ细胞存活率的影响 （％）

药物
阿霉素（μｇ／ｍＬ）

０ ０．０５ ０．１ ０．２５ ０．５
５氮杂胞苷 ９９．６７±５．５１ ７７．６１±７．３０ ５７．３５±６．６４ ４６．２５±４．４６ ３５．５９±５．１２
加抑制剂组 ９８．２９±４．５９ ９２．９５±３．４８ ７８．３９±４．２８ ６２．３１±６．５０ ４９．９２±５．７７
ｔ ０．３８ ３．７９ ５．３２ ４．０８ ３．７２
Ｐ ＞０．０５ ＜０．０５ ＜０．０１ ＜０．０１ ＜０．０５

　　表３　５氮杂胞苷作用不同时间ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ表达
的变化（电泳密度相对值）

组别 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ相对含量
５氮杂胞苷 （０ｄ） ０．２７１±０．０１２
５氮杂胞苷 （１ｄ） ０．３９１±０．０１７
５氮杂胞苷 （３ｄ） ０．８５８±０．０５４
５氮杂胞苷 （５ｄ） １．２４６±０．１１１ａ

Ｆ ５１．９４

　　ａ与３ｄ组比较，Ｐ＜０．０５

３　讨论

神经母细胞瘤（ＮＢ）是起源于胚胎期神经嵴细
胞的儿童恶性肿瘤。阿霉素是治疗 ＮＢ的主要药
物，但阿霉素易产生骨髓抑制并存在严重的心脏毒

性，而且由于药物耐药的产生，严重影响了其治疗效

果［６］。如何调整其药物剂量、减少毒副作用及提高

疗效成为ＮＢ治疗中的重要课题。
阿霉素对ＮＢ细胞的诱导凋亡机制在Ｓ型细胞

与 Ｎ型细胞中有所不同，在 Ｓ型 ＮＢ细胞中是
ｃａｓｐａｓｅ依赖性的，在 Ｎ型细胞中是 ｃａｓｐａｓｅ非依赖
性的［７］。本文以 Ｎ型 ＮＢ细胞株 ＳＹ５Ｙ为研究对
象，实验结果显示随着阿霉素浓度的增加，对 ＳＹ５Ｙ
细胞的抗瘤作用逐渐增强，这表明阿霉素对 ＳＹ５Ｙ
细胞有诱导凋亡作用，而ＳＹ５Ｙ细胞株缺乏ｃａｓｐａｓｅ
８表达［８］。ｃａｓｐａｓｅ家族是细胞凋亡过程的关键元
件，ｃａｓｐａｓｅ８是起始ｃａｓｐａｓｅ，ｃａｓｐａｓｅ８活化后能够
引发ｃａｓｐａｓｅ蛋白酶解级联反应，最后激活其效应物
ｃａｓｐａｓｅ３发生生物效应。故阿霉素对ＳＹ５Ｙ细胞的
诱导凋亡作用可能是ｃａｓｐａｓｅ非依赖性的，有文献报
道［９］ＮＦκＢ在阿霉素对Ｎ型ＮＢ细胞的诱导凋亡过
程中发挥了重要作用。

我们用去甲基化药 ５氮杂胞苷处理 ＳＹ５Ｙ细
胞，发现 ｃａｓｐａｓｅ８ｍＲＮＡ水平明显升高，同时用
ＭＴＴ分析发现提前用５氮杂胞苷处理后再加阿霉
素组对细胞的杀伤作用明显高于单用阿霉素组。表

明５氮杂胞苷可以增强阿霉素对 ＮＢ细胞 ＳＹ５Ｙ的
杀伤作用。我们认为５氮杂胞苷提高了化疗药阿
霉素对ＮＢ细胞的敏感性，其机制可能为５氮杂胞
苷诱导了 ｃａｓｐａｓｅ８的表达，从而激活了 ｃａｓｐａｓｅ依

赖途径，增加了细胞的凋亡。所以我们在５氮杂胞
苷作用３ｄ后提前加入 ｃａｓｐａｓｅ８特异性抑制剂再
加阿霉素，结果５氮杂胞苷与阿霉素的联合诱导凋
亡作用被 ｃａｓｐａｓｅ８特异性抑制剂所阻断。进一步
证明５氮杂胞苷是通过诱导ｃａｓｐａｓｅ８表达，激活了
ｃａｓｐａｓｅ依赖途径，使阿霉素的诱导凋亡作用放大，
从而提高了阿霉素对ＮＢ细胞的敏感性。故阿霉素
和５氮杂胞苷联合应用在ＮＢ的治疗中可能有广阔
的应用前景。
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