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康莱特联合顺铂对宫颈癌 SiHa细胞增殖和凋亡的影响 *
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摘要 目的：通过康莱特联合顺铂对宫颈癌 SiHa细胞增殖和凋亡的影响，探讨其作用机制。方法：体外培养宫颈癌 Siha细胞，分别

将康莱特(浓度为 1，2，4，6，8 mg/mL)，顺铂(浓度梯度为 1.5，3，6，9，12 滋g/mL)，单独作用于宫颈癌 SiHa细胞,加药 24h、48h用噻唑
蓝(MTT法)检测细胞增殖情况。用流式细胞术检测康莱特组和顺铂组细胞 24h凋亡率，选取合适的药物浓度(康莱特 6 mg/mL，顺

铂 3 滋g/mL)，进行联合用药，加药 24h、48h用 MTT法检测细胞增殖情况，用流式细胞术检测 24h细胞凋亡率。结果：①MTT法显

示加药后两组的 24h、48h，宫颈癌 SiHa细胞的抑制率均高于对照组（P<0.05），并且在一定程度上呈浓度和时间依赖性。②联合用

药时，细胞的抑制率和凋亡率要显著高于单独用药（P<0.01）。结论：康莱特、顺铂单独或联合作用均能抑制 SiHa细胞的增殖，促进

其凋亡，且康莱特联合顺铂的作用要显著高于单独用药，康莱特与化疗药物联合使用可提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。
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Effect of KLT combined with DDP on the Proliferation
and Apoptosis of SiHa cell*

To investigate the effect of KLT combined with DDP on the proliferation and apoptosis of SiHa cell.

Different concentrations of KLT injection (1, 2, 4, 6, 8 mg/ml)and DDP(1.5, 3, 6, 9, 12 滋g/mL)were solo applied to SiHa cells.

Cell proliferation was measured by MTT, cell apoptosis was detected by flow cytometry. The appropriate drug concentration (KLT 6

mg/ml，DDP 3 滋g/mL)were selected. Then, KLT combined with DDP injection was applied to SiHa cells. Cell proliferation was
measured by MTT, cell apoptosis was detected by flow cytometry. ① Cell proliferation were dramatically inhibited by KLT

injection (25，50，100，150，200 滋g/mL)and DDP (1.5, 3, 6, 9, 12 滋g/mL)at 24 h,48 h (P<0.05). In addition, Cell proliferation were

dramatically inhibited by injected KLT combined with DDP. ②Combination therapy, apoptosis rate and inhibition rate of proliferation in

SiHa cells treated by KLT combined with DDP were higher than the monotherapy. DDP, KLT and DDP combined with KLT

can inhibit the proliferation, accelerate the apoptosis in SiHa cells. What's more, DDP combined with KLT have synergistic effect on the

apoptosis in SiHa cells.
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前言

1 材料与方法

1.1 材料

康莱特(规格：100 mL；10 g)，5 mg/mL的噻唑蓝(MTT)，注

射用顺铂（CDDP齐鲁制药，批文：H37021357）、DMEM培养基
(高糖)美国 Gibco公司产品、四季青胎牛血清。SiHa细胞来自
第四军医大放射医学教研室，流式细胞仪(美国 Bection Dickin-

son公司，BD FACSAria)。
1.2 SiHa细胞的培养及传代

SiHa 细胞采用含 10%小牛血清的 DMEM 培养基，置于
37℃，5%CO2条件下培养，每天换液一次。在倒置显微镜下观察

细胞密度为 80 %～ 90 %时，0.25%胰蛋白酶和 0.02% EDTA消
化传代。待细胞进入对数生长期，收集细胞并进行实验研究。

1.3 药物浓度选择

顺铂的浓度为：1.5，3，6，9，12 滋g/mL；康莱特的浓度为：
1，2，4，6，8mg/mL。
1.4 MTT法检测 SiHa细胞的增殖情况

对数生长期的 SiHa细胞，以 5× 104 cell·mL-1的细胞密度

接种于 96孔培养板，每孔加 100 滋L放在 37 ℃、5 %CO2的细

胞培养箱中，培养 24 h大部分细胞贴壁长满孔底后加药。每孔

分别加入无菌康莱特 (1，2，4，6，8 mg/mL)。注射用顺铂

(1.5，3，6，9，12 滋g/mL)。每一浓度设 4个复孔，同时设不加药物

作用的阴性对照组。单独作用 24 h、48 h，去培养基，每孔加 20

滋L，5 mg/mL MTT溶液，孵育 4 h，每孔加入二甲基亚砜 150

滋L，在微型混合器上振荡 10 min后于全自动酶标仪上测定

490 nm处光密度（OD）值，最后计算不同浓度和时间细胞株的

生长抑制率。细胞生长抑制率 =1-(实验组 OD值)/(阴性对照组
OD值)。实验重复三次，取均值计算生长抑制率。
1.5 联合用药浓度的选择

根据绘制出的增殖曲线，结合临床上使用顺铂和康莱特不

同剂量和最大耐受量，我们选择顺铂的最适浓度为：3 滋g/mL。

康莱特的最适浓度为：6 mg/mL。
1.6 MTT法检测顺铂联合康莱特对 SiHa细胞的增殖情况

方法同上，共分四组，A组：康莱特(6 mg/mL)，B组：顺铂注

射液(3 滋g/mL)，C组：联合用药组(浓度同前两组)，D组：空白对

照组，并设置不加药物作用的阴性对照组。作用 24 h、48 h。每一

浓度设 4个复孔。实验重复三次，取均值计算增殖抑制率。

1.7 流式细胞术检测单独用药组和联合用药组细胞的凋亡情况

将密度为 2.5× 105/mL的单细胞悬液接种到六孔板，分别

建立单独用药和联合用药组，药物浓度同 MTT使用浓度，并设

立不加药物作用的阴性对照组。使用 Bection Dickinson公司流

式细胞仪(BD FACSAria，美国)，按照说明书收集加药后 24 h的

细胞上清和贴壁细胞，细胞数不少于 5× 105个。常规离心

(1000 rpm)，根据 AnnexinV-FITC/PI双标记试剂盒说明，取 195

滋L细胞悬液，加入 5 滋L AnnexinV-FITC 混匀，室温反应 10

min，PBS洗细胞一次，在以 190 滋L稀释的结合缓冲液重悬，加
10 滋L，20 滋g/mL的 PI用流式细胞仪分析。
1.8 数据处理

两样本均数比较采用配对 t检验，多样本均数比较采用方

差分析。流式细胞仪分析采集软件：BD FACSDiva Software，以
P<0.05为差异具有统计学意义。使用两药相互作用系数(coef-

ficient of drug in interaction, CDI)评价两药相互作用性质。如果
CDI<1，则两药作用性质为协同；如果 CDI=1，则两药作用性质

为相加；如果 CDI>1，则两药作用性质为拮抗[1-2]。

2 结果

2.1 MTT法显示顺铂和康莱特对 SiHa细胞增殖的影响

图 1 顺铂对 SiHa细胞增殖的影响，#P<0.05，与相应时段对照组相比。

&P<0.05,与上一浓度相比

Fig.1 Effect of DDP on the Proliferation of SiHa cell，#P<0.05,compared

to uninfectious cells in the same time scale. &P<0.05 compared to the last

concentration

图 2 康莱特对 SiHa细胞增殖的影响，#P<0.05，与相应时段对照组相

比。&P<0.05,与上一浓度相比

Fig.2 Effect of KLT on the Proliferation of SiHa cell，#P<0.05, compared

to uninfectious cells in the same time scale. &P<0.05 compared to the last

concentration

和相应时段对照组相比，顺铂(图 1)和康莱特(图 2)对 SiHa

细胞均有抑制作用，除顺铂浓度为 1.5 滋g/mL时可能出现耐

药，其余组生长抑制率、均随药物浓度的增加而增加，一定程度

上表现出浓度依赖性 (P<0.05)。当康莱特用药浓度达到 2 mg/

mL时，其生长抑制率就不再提升，这与相关文献报道相同[3,4]，

但是当其浓度大于 4 mg/mL时，其生长抑制率随药物浓度的增
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图 4 流式细胞仪分析 24 h康莱特对 SiHa细胞凋亡的影响

Fig.4 Apoptosis of SiHa cells analyzed by flow cytometry technology in 24 h

图 3 流式细胞仪分析 24 h顺铂对 SiHa细胞凋亡的影响

Fig.3 Apoptosis of SiHa cells analyzed by flow cytometry technology in 24 h
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加而增加，一定程度上表现出浓度依赖性 (P<0.05)。总的来说，

康莱特对 SiHa细胞的抑制作用不显著，必须配伍其他化疗药

物联合使用。

2.2 流式细胞仪分析顺铂和康莱特对 SiHa细胞凋亡的影响

流式细胞术通过检测细胞膜磷脂酰丝氨酸外翻和细胞膜

通透性，来显示细胞的凋亡情况。结果显示(图 3，图 4)顺铂和康

莱特对宫颈癌 SiHa 细胞均有抑制作用。当顺铂浓度为 1.5

滋g/mL时，可观察到细胞的耐药作用，这在 MTT法和流式细胞

术中均有体现，并与相关文献报道相同[5,6]，随着顺铂用药浓度

的升高，细胞的抑制率和凋亡率均增加。

2.3 顺铂联合康莱特对 SiHa细胞增殖的影响
MTT 法结果显示联合用药组 24 h 抑制率为 16.19%±

0.34%，高于康莱特组 5.74% ± 0.85%和顺铂组 10.54% ±
1.87%。48 h抑制率为 39.93%± 1.78%，高于康莱特组 8.93%±
0.70%和顺铂组 27.95%± 0.43% (图 5)。联合用药组对 SiHa细

胞有显著抑制作用(P<0.01)，抑制率均大于单独用药，并且随药

物浓度和时间的增加而增加，一定程度上表现出浓度和时间依

赖性，且两药相互作用系数(CDI)<1，说明两药为协同作用。
2.4 流式细胞仪分析联合用药对 SiHa细胞凋亡的影响

结果显示：联合用药组对 SiHa细胞促凋亡作用高于单独用

图 5 联合用药对 SiHa细胞增殖的影响，#P<0.01，与相应时段顺铂组

相比；*P<0.01，与相应时段康莱特组相比

Fig.5 Effect of KLT combined with DDP on the Proliferation of SiHa

cell，#P<0.01，compared to DDP infectious cells in the same time scale,

*P<0.01，compared to KLT infectious cells in the same time scale

药，该浓度康莱特与顺铂联用时，可以使大部分 SiHa细胞死

亡，并且效果要好于顺铂和康莱特单独用药(图 6，图 7)。

图 6 流式细胞仪分析 24 h康莱特联合顺铂对 SiHa细胞凋亡的影响

Fig.6 Apoptosis of SiHa cells analyzed by flow cytometry technology in 24 h

图 7 流式细胞仪分析 48 h康莱特联合顺铂对 SiHa细胞凋亡的影响

Fig.7 Apoptosis of SiHa cells analyzed by flow cytometry technology in 48 h

3 讨论

过去认为，宫颈癌属于化疗相对不敏感肿瘤[7]，并且大剂量

使用顺铂会导致严重的副作用[8-9]，小剂量顺铂又易导致肿瘤的

耐药，康莱特注射液是从传统中药薏苡仁中提取的有效成分。

临床研究发现，康莱特可以提高肿瘤患者生活质量[10-12]，提高机

体免疫力[13-15]，增强肿瘤对化疗药物的敏感性[16]，并且可以部分

抑制肿瘤细胞生长[17-19]。康莱特和顺铂联合使用，不仅降低了化

疗药物对患者带来的不良反应[20-21]，而且增加了患者对化疗药

物的敏感性。

本实验以 MTT法检测体外培养的 SiHa细胞对康莱特、顺

铂、顺铂联合康莱特的敏感性，用流式细胞仪检测细胞的凋亡，
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为临床应用提供客观的用药依据。康莱特可以升高宫颈癌细胞

Fas和 Fas-L蛋白的表达[22-23]，但与其他中药不同的是，康莱特

却不能抑制 E1K1荧光素酶的活性[24]。总体来说，康莱特单独使

用对肿瘤细胞的直接杀伤作用并不明显，但是与化疗药物顺铂

联合使用时，可以明显增强化疗药物的作用。关于康莱特的具

体作用机制还需要进一步研究。实验结果显示，康莱特联合顺

铂对外培养的 SiHa细胞有较好的抑制作用，其 24 h抑制率为
16.19%± 0.34%，高于单独使用顺铂和康莱特。同时，流式细胞

术检测结果也显示，联合用药组的效果要显著高于单独用药。

康莱特和顺铂两药联合使用可协同 (CDI<1) 促进宫颈癌 SiHa

细胞凋亡，并使其死亡。MTT结果提示，康莱特 6 mg/mL和顺

铂 3 滋g/mL联用，其 24 h抑制率达到：16.19%± 0.34%，相当于

单独使用顺铂 9 滋g/ml。48 h抑制率：39.93%± 1.78，相当于单

独使用顺铂 12 滋g/mL，联合用药不仅可以降低顺铂的不良影
响，而且可以提高化疗效果，增加用药时间。

综上，本研究通过MTT法和凋亡检测，证明联合用药可以

抑制宫颈癌 SiHa细胞增殖，诱导细胞凋亡，为进一步研究化疗

药物导致宫颈癌 SiHa细胞损伤的机制提供参考，并且为临床

用药提供了指导。
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