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蒿甲醚联合依托泊苷对小细胞肺癌细胞株 Ｈ４４６增殖及
侵袭的抑制作用

陈佳佳，贝云成，张冬梅，沈萍萍


（南京大学生命科学院，南京 ２１００９３）

摘　要　探讨蒿甲醚与依托泊苷联用对小细胞肺癌细胞 Ｈ４４６增殖及侵袭能力的抑制作用。采用 ＭＴＴ法检测蒿甲醚、依
托泊苷单用及联合作用对Ｈ４４６细胞增殖的影响；采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ荧光双染法检测蒿甲醚、依托泊苷单用及联合作用对
Ｈ４４６细胞凋亡的影响；采用ＰＩ单染法检测蒿甲醚、依托泊苷单用及联合作用对 Ｈ４４６细胞周期分布的影响。采用基质胶
侵袭实验检测蒿甲醚、依托泊苷单用及联合作用对Ｈ４４６侵袭能力的影响。结果表明，蒿甲醚、依托泊苷单用以及联合使用
均能有效抑制Ｈ４４６的增殖，且呈剂量依赖性，两药联用具有协同作用。蒿甲醚单用不能明显促进细胞凋亡，但与依托泊苷
（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）联用７２ｈ可以比较明显促进Ｈ４４６凋亡，具有统计学意义（Ｐ＜００５）。蒿甲醚单用对Ｈ４４６的细胞周期没有
显著影响，联合作用４８ｈ对细胞周期Ｇ２期阻滞主要是依托泊苷的作用。单用蒿甲醚、依托泊苷以及二者联合使用都能显
著抑制Ｈ４４６的侵袭能力。
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　　小细胞肺癌患者约占总肺癌患者的１４％，在
美国每年有超过３万个患者被诊断为小细胞肺癌。
由于生长迅速、易于转移扩散以及难以避免的药物

抵抗性，小细胞肺癌的恶性程度极高且预后较差。

目前局限期小细胞肺癌主要采用放化疗同步进行

的治疗方法，而广泛期小细胞肺癌只采用化疗，局

限期小细胞肺癌目前最先进的方法是将顺铂和依

托泊苷联用与放疗结合起来，而广泛期小细胞肺癌

的一线治疗方法是铂放疗结合依托泊苷或顺

铂［１］。虽然小细胞肺癌患者对上述一线放化疗方

法都比较敏感，但大多数小细胞肺癌患者治疗后２
年会复发并死于系统性转移［２］。

青蒿素是中国学者屠呦呦等人于１９７２年从草
本植物青蒿中分离的活性化学物质，用于治疗疟

疾［３］，屠呦呦也因此获得了２０１５年诺贝尔生理学
或医学奖。

近年来，越来越多的体内外研究发现青蒿素

及其单体衍生物如青蒿琥酯、双氢青蒿素以及蒿

甲醚等都可以选择性地抑制某些肿瘤的生长、转

移、血管生成以及炎症［４－７］，特效草本植物提取物

以其独特的广谱抗菌、抗肿瘤活性以及微弱的副

作用等特性正成为抗肿瘤化疗药物的新选择［８］。

青蒿素新用途的开发研究也在不断进行中［９］。

本研究将蒿甲醚与依托泊苷联合使用，考察其对

人小细胞肺癌细胞株 Ｈ４４６增殖及侵袭能力的抑
制作用，为进一步的体内及临床研究提供科学

依据。

!

　材　料

１１　试　剂
蒿甲醚、依托泊苷（ｖｐ１６）（阿拉丁试剂有限公

司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血
清（维森特生物技术有限公司）；ＭＴＴ（碧云天生物技
术有限公司）用 ＰＢＳ配成质量浓度为５ｍｇ／ｍＬ；细
胞凋亡和细胞周期试剂盒、荧光实时定量ＰＣＲｍｉｘ
（南京诺唯赞生物科技有限公司）；基质胶（美国

ＢＤ公司）用无血清培养基稀释１∶１０备用；ＭＭＰ２
抗体（美国Ｂｉｏｗｏｒｌｄ生物科技有限公司）。其他试
剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ分析型流式细胞仪（美国 ＢＤ

公司）；全波长酶标仪（美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公司）；
倒置显微镜（上海精密仪器仪表有限公司）；血球

计数板（上海求精生化试剂仪器有限公司）；

Ｓａｔｏｒｒｉｕｓ天平（精确度０１ｍｇ，德国赛多利斯股份
有限公司）。

１３　细胞株
人小细胞肺癌细胞株 Ｈ４４６，购于江苏凯基生

物技术股份有限公司。

'

　方　法

２１　细胞培养
细胞培养在 ３７℃、５％ ＣＯ２的条件下进行。

Ｈ４４６细胞用含双抗和１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０
培养基传代培养。

２２　ＭＴＴ法检测蒿甲醚及 ｖｐ１６对 Ｈ４４６细胞增
殖的影响

选取对数生长期的细胞，消化悬浮并按每孔

３０００个细胞接种于 ９６孔板培养过夜。分别用
１ｎｍｏｌ／Ｌ～１００μｍｏｌ／Ｌ浓度范围的蒿甲醚处理
细胞２４，４８和７２ｈ；用１００ｎｍｏｌ／Ｌ～１００μｍｏｌ／Ｌ
ｖｐ１６处理细胞２４和４８ｈ；用１００、３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿
甲醚和１００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６组合使用处理 Ｈ４４６细
胞 ２４ｈ；培养结束后每孔中加入 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍＬ）１００μＬ，３７℃温孵４ｈ；１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，小心地扣去上清液后加入 ＤＭＳＯ溶液
２００μＬ，振摇至颜色均匀；用酶标仪在４９０ｎｍ检
测吸收度，计算抑制率。

２３　流式细胞仪检测蒿甲醚及 ｖｐ１６对 Ｈ４４６细
胞凋亡及周期的影响

取对数生长期Ｈ４４６细胞，以每孔２×１０５个细
胞的密度接种于６孔板，１２ｈ后加入０１～１μｍｏｌ／Ｌ
蒿甲醚以及１００～３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６处理４８和７２ｈ
后，胰酶消化收集全部细胞，进行细胞周期和细胞

凋亡检测。细胞周期检测方法：７０％乙醇固定过
夜，ＰＢＳ洗涤后进行 ＰＩ染色，３７℃避光反应
３０ｍｉｎ，运用流式细胞仪检测并分析各时期细胞百
分数；细胞凋亡检测方法：加入 ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
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５μＬ，ＰＩ１０μＬ室温避光反应２０ｍｉｎ，流式细胞仪
检测，分析凋亡率。

２４　基质胶实验检测蒿甲醚及 ｖｐ１６对 Ｈ４４６侵
袭能力的影响

将孔径８μｍ的２４孔 ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的多聚碳
酸酯膜的上表面用Ｍａｔｒｉｇｅｌ（Ｍａｔｒｉｇｅｌ和无血清培养
基以１∶９稀释后，３７℃凝固 １２ｈ）预先包被。用
０１～１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚以及３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６处理
肿瘤细胞３６ｈ后胰酶消化，再用含０１％ＢＳＡ的无
血清培养基重悬，调整细胞密度至每毫升５×１０５

个。在小室内加入含有肿瘤细胞的完全培养基

２００μＬ。１２～２４ｈ后，用 ４％多聚甲醛常温固定
３０ｍｉｎ，用０２％结晶紫染色１５ｍｉｎ，然后擦去小室
内未穿过膜的肿瘤细胞。ＰＢＳ洗涤３次后直接用
于显微镜放大１００倍下随机选择５个视野，计算细
胞总数。或者用１０％乙酸溶液溶解结晶紫，在酶
标仪上６００ｎｍ测定吸收度。
２５　统计学处理

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ４软件进行统计分析。数据
用珋ｘ±ｓ表示，两组之间用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进行显著
性检验。Ｐ＜００５，Ｐ＜００１或 Ｐ＜０００１认为是存
在显著性差异。

(

　结　果

３１　蒿甲醚对Ｈ４４６细胞增殖的抑制作用
１ｎｍｏｌ／Ｌ～１００μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚单独处理２４ｈ

对Ｈ４４６的增殖基本没有影响，只有在１００μｍｏｌ／Ｌ
浓度下才出现较为明显的抑制作用；而１ｎｍｏｌ／Ｌ～
１００μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理 Ｈ４４６４８ｈ后对其增殖的
抑制作用开始出现，但１０ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理４８ｈ

对Ｈ４４６的增殖没有明显影响，１００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚
处理４８ｈ后抑制作用比较明显，抑制率达到１８％，
１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理 ４８ｈ对 Ｈ４４６的抑制率达
到 ２４％；１ｎｍｏｌ／Ｌ～１００μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理
Ｈ４４６７２ｈ后对其增殖的抑制作用与４８ｈ类似，
但１００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理 ７２ｈ后对 Ｈ４４６的抑
制率达到２１％，１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理 ７２ｈ后对
Ｈ４４６的抑制率达到３０％，而１００μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚
处理 Ｈ４４６７２ｈ后对其抑制率达到６２％，如图１
所示。

—●—２４ｈ；—■—４８ｈ；—▲—７２ｈ
Ｆｉｇｕｒｅ１　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｒｔｅｍｅｔｈｅｒｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨ４４６
ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３２　ｖｐ１６对Ｈ４４６细胞增殖的抑制作用
与蒿甲醚相比，Ｈ４４６细胞对 ｖｐ１６的敏感性

要高，单独ｖｐ１６处理Ｈ４４６２４ｈ后，１０μｍｏｌ／Ｌ浓
度对其增殖具有较明显的抑制作用，抑制率达到

３０％；４８ｈ后 ｖｐ１６对 Ｈ４４６的增殖抑制作用呈剂
量依赖性，１００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度的抑制率达到 ３０％。
如图２所示。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｐｏｓｉｄｅ（ｖｐ１６）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨ４４６ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：２４ｈ；Ｂ：４８ｈ
Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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３３　蒿甲醚与 ｖｐ１６联用对 Ｈ４４６细胞增殖的抑
制作用

在ｖｐ１６单独作用实验中发现１００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ
１６处理４８ｈ能比较明显地抑制 Ｈ４４６增殖，而且
前期减小浓度差距的增殖实验中以３倍的浓度梯
度分别考察蒿甲醚和 ｖｐ１６处理２４ｈ对 Ｈ４４６增
殖的影响，结果发现１００和３００ｎｍｏｌ／Ｌ的蒿甲醚
和ｖｐ１６处理２４ｈ对Ｈ４４６的增殖没有影响（图３
Ａ），因此考虑用 １００、３００ｎｍｏｌ／Ｌ的 ｖｐ１６以及
１００、３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚联合使用考察其对 Ｈ４４６

增殖的影响，结果发现，与单独蒿甲醚或 ｖｐ１６组
相比，蒿甲醚与ｖｐ１６联合使用２４ｈ后，Ｈ４４６的增
殖明显被抑制，从柱状图结果来看，１００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿
甲醚和３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６的组合效果最好（抑制率
最高），而３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚和１００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６
的组合对Ｈ４４６的抑制显著性最高（Ｐ＜０００１），虽
然单独的 ｖｐ１６对 Ｈ４４６的增殖有一定的抑制效
果，但显著性没有联合用药明显，说明二者有协同

增效作用，如图３所示。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆａｒｔｅｍｅｔｈｅｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｅｔｏｐｏｓｉｄｅｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨ４４６ｃｅｌｌ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１０μｍｏｌ／Ｌ，ｖｐ１６１００ｎｍｏｌ／Ｌ１０μｍｏｌ／Ｌ２４ｈ；Ｂ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ３００ｎｍｏｌ／Ｌ，ｖｐ１６１００３００ｎｍｏｌ／Ｌ（２４ｈ）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３４　蒿甲醚与 ｖｐ１６联用对 Ｈ４４６细胞的促凋亡
作用

鉴于１００ｎｍｏｌ／Ｌ、３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚和 ｖｐ１６
对Ｈ４４６的抑制作用，进一步考察二者的组合对
Ｈ４４６凋亡的影响。结果发现，１００、３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲
醚和ｖｐ１６的联合作用４８ｈ对Ｈ４４６的凋亡并没有
明显诱导作用，其中二者１００ｎｍｏｌ／Ｌ和１００ｎｍｏｌ／Ｌ
的组合效果凋亡率达到１２５％（对照组７８４％），
蒿甲醚（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）＋ｖｐ１６（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）的联用
凋亡率达到１３２％，蒿甲醚（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）和 ｖｐ１６
（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）联用的凋亡率达到１３３％，而蒿甲
醚（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）和 ｖｐ１６（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）的联用凋
亡率达到 １４２％，总的来说联合用药 ４８ｈ并不
能有效促进 Ｈ４４６细胞凋亡（图 ４Ａ）；但联合用
药处理７２ｈ后发现蒿甲醚（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）和 ｖｐ１６
（３００ｎｍｏｌ／Ｌ）组合诱导 Ｈ４４６细胞凋亡率达到
２３３％（对照组６８９％），并且比单独蒿甲醚（凋
亡率约８％）以及单独 ｖｐ１６（凋亡率约 １２％）的
诱导率都高，说明蒿甲醚与 ｖｐ１６具有协同增效

作用，如图４Ｂ所示。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，１００ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ

蒿甲醚单独作用或与３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６联合作用
４８ｈ后各组ＰＡＲＰ没有出现明显切割，且下游凋亡
相关ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９也没有出现明显切割，
但联合用药７２ｈ后ＰＡＲＰ全长条带（１１６ｋＤ）明显
减少，但未能检测到明显的切割带（８６ｋＤ），联合
组ｃａｓｐａｓｅ３以及 ｃａｓｐａｓｅ９的切割带比单独组增
加，说明联合用药组确实促进了 Ｈ４４６的凋亡，如
图５所示。
３５　蒿甲醚与ｖｐ１６联用对Ｈ４４６细胞周期的影响

已证实依托泊苷主要作用于ＤＮＡ拓扑异构酶
Ⅱ，从而引起细胞周期阻滞于晚 Ｓ期或 Ｇ２期。实
验发现１００ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理４８ｈ对
Ｈ４４６的细胞周期基本没有影响，３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６
可将Ｈ４４６的细胞周期阻滞于 Ｇ２期，联合组对 Ｇ２
期的阻滞主要是由于 ｖｐ１６的作用，蒿甲醚对
Ｈ４４６的周期没有作用，因为联合组与 ｖｐ１６单独
处理对Ｇ２期的阻滞率相近。结果如图６所示。

４０２
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３６　蒿甲醚与 ｖｐ１６联用对 Ｈ４４６侵袭能力的
影响

单独 １００ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚处理
Ｈ４４６３６ｈ能明显抑制其侵袭能力，３００ｎｍｏｌ／Ｌ
ｖｐ１６单独处理３６ｈ也能明显抑制其侵袭能力，联
合组对其侵袭能力的抑制更明显，抑制效果比单独

组都明显。ＱＰＣＲ检测侵袭相关蛋白的 ｍＲＮＡ水
平的表达量发现ＭＭＰ１和ＭＭＰ３的 ｍＲＮＡ表达量
明显减少，但ＭＭＰ２的ｍＲＮＡ水平没有明显降低，
只有３００ｎｍｏｌ／Ｌ和３００ｎｍｏｌ／Ｌ联合组明显降低，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ水平发现联合组ＭＭＰ２的表达比单独
蒿甲醚、ｖｐ１６都少，如图７Ｃ所示。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩａｓｓａｙｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨ４４６ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｂｙａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ（Ａｒｅａ），ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ（ｖｐ１６）ｏｒｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ
Ａ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１μｍｏｌ／Ｌ，ｖｐ１６１００３００ｎｍｏｌ／Ｌ４８ｈ；Ｂ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１μｍｏｌ／Ｌ，ｖｐ１６１００ｎｍｏｌ／Ｌ３００ｎｍｏｌ／Ｌ７２ｈ
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＰＡＲＰ，ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９ｆｒｏｍＨ４４６ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｒｔｅｍｅｔｈｅｒｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｗｉｔｈｖｐ１６ｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
Ａ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１μｍｏｌ／Ｌ４８ｈ，ｖｐ１６３００ｎｍｏｌ／Ｌ４８ｈ；Ｂ：Ａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ１００ｎｍｏｌ／Ｌ１μｍｏｌ／Ｌ７２ｈ，ｖｐ１６３００ｎｍｏｌ／Ｌ７２ｈ

Ｆｉｇｕｒｅ６　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ，ｖｐ１６ｏｒｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｎｔｈｅｃｙｃｌｅｏｆＨ４４６ｃｅｌｌｓ

Ｆｉｇｕｒｅ７　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｒｔｅｍｅｔｈｅｒ，ｖｐ１６ｏｒｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨ４４６ｃｅｌｌｓ
Ａ：ＩｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＨ４４６ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｔｅｓｔｅｄｗｉｔｈＭａｔｒｉｇｅｌｃｏａｔｅｄｔｒａｎｓｗｅｌｌ；Ｂ：ＭＭＰｓａｎｄＴＩＭＰｓａｒｅａｎａｌｙｚｅｄｂｙＱＰＣＲ；Ｃ：Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓ
ｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＭＭＰ２ｗａｓａｓｓａｙｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ
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)

　讨　论

尽管依托泊苷以其毒性较低、ＬＳ总生存期长
等优势替代了环磷酰胺、阿霉素以及长春碱等肿瘤

的一线治疗药物，但它还是存在诸如不良反应大、

易复发等缺点，目前对于 ＳＣＬＣ的二线、三线治疗
药物也在临床前及临床研究中［９］。ＳＣＬＣ复发率
高与其极高的转移率有关，因此，一线治疗药物辅

以靶向抑制小细胞肺癌增殖或转移的药物成为目

前肿瘤治疗新选择。青蒿素及其衍生物在包括鳞

状细胞癌、皮肤癌、垂体大腺瘤以及非小细胞肺癌

中都显示出较好的抑制活性，且不良反应小，目前

正在多种肿瘤的联合治疗中进行研究［１０］。青蒿素

及其衍生物的抗肿瘤作用主要体现在对细胞增殖

和血管形成的抑制，对细胞凋亡的诱导作用，其活

性作用的发挥与其内源性过氧桥结构以及形成的

活性氧自由基密切相关，但具体的分子机制目前还

缺乏研究［１１］。

研究结果显示，１００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚单独作用
Ｈ４４６４８～７２ｈ能显著抑制其增殖，而１００ｎｍｏｌ／Ｌ
ｖｐ１６单独作用 Ｈ４４６４８ｈ就能显著抑制其增殖，
３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚和１００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６联合使用
２４ｈ就能显著抑制 Ｈ４４６增殖。细胞凋亡实验发
现，３００ｎｍｏｌ／Ｌ～１μｍｏｌ／Ｌ蒿甲醚单独使用４８ｈ并
不能显著促进Ｈ４４６细胞凋亡的发生，３００ｎｍｏｌ／Ｌ蒿
甲醚联合３００ｎｍｏｌ／Ｌｖｐ１６处理７２ｈ能显著诱导
Ｈ４４６凋亡达２３％，具有协同增效作用，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果发现联合组全长 ＰＡＲＰ表达减少，凋亡相关
ｃａｓｐａｓｅ３、ｃａｓｐａｓｅ９的活性切割条带减少；细胞周
期实验发现蒿甲醚单独作用Ｈ４４６４８ｈ对其细胞周
期没有显著影响，联合ｖｐ１６后对细胞周期的抑制
主要是ｖｐ１６在发挥作用，与单独蒿甲醚处理４８～
７２ｈ相比，３００ｎｍｏｌ／Ｌ＋３００ｎｍｏｌ／Ｌ的组合用药明
显使细胞周期阻滞于Ｇ２期，但阻滞率与单独ｖｐ１６
相近，说明与单独ｖｐ１６相比，联用组对 Ｈ４４６细胞
周期并没有显著的阻滞作用，但联用组处理 Ｈ４４６
７２ｈ却能显著诱导肿瘤细胞凋亡，说明联用组凋
亡率的增加并不仅仅归因于 ｖｐ１６对周期的阻滞，
因为细胞凋亡与细胞周期之间没有必然的内在关

联，细胞周期的阻滞具有双重意义：它既为损伤

ＤＮＡ的修复提供了“缓冲时间”，但也增加了 ＤＮＡ
及其修复系统暴露于外源刺激的时间和概率，从这

一点来说，本实验中ｖｐ１６诱导的细胞周期阻滞很
可能促使肿瘤细胞对蒿甲醚的敏感性增强，因此导

致联用后肿瘤细胞对药物的敏感性也增强从而使得

整体的凋亡率较单独用药组增加。总之，两种药物

联合使用后对细胞内信号转导的机制是很复杂的，

具体的分子机制需要进一步探究。侵袭实验发现，

蒿甲醚单独处理３６ｈ能显著抑制 Ｈ４４６的侵袭能
力，ｖｐ１６单独处理也能抑制Ｈ４４６侵袭能力，两药联
合使用对Ｈ４４６侵袭能力的抑制效果增强，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果也发现两药联合使用后侵袭相关蛋白
ＭＭＰ２的表达减少，联合组ｍＲＮＡ水平的表达显著
减少，提示蒿甲醚和 ｖｐ１６联用后可能通过 ｍＲＮＡ
水平或者蛋白翻译后修饰影响了ＭＭＰｓ的活性。
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