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[摘  要]  目的: 探讨氯化三乙基锡 ( TETC) 对体外培养大鼠 C6 胶质瘤细胞的增殖抑制作用及其机制, 为胶

质瘤治疗提供实验依据。方法: 采用 MTT 法检测 01 5、11 0 和 21 0 Lmol # L- 1 TETC 对大鼠 C6 胶质瘤细胞作用

24 和 48 h 后细胞增殖抑制率, 采用 H oechest33258 染色荧光显微镜观察 01 5、11 0 和 21 0 Lmo l# L - 1 T ET C 作用

48 h 后 C6 胶质瘤细胞核的形态学变化, 采用流式细胞术 ( FCM ) 检测 01 5、11 0 和 21 0 Lmol # L - 1 TETC 作用

48 h 后 C6 胶质瘤细胞周期和凋亡。结果: 01 5、11 0和 21 0Lmol # L- 1 T ET C 在体外可抑制 C6 胶质瘤细胞增殖,

24 h 抑制率分别为71 92%、91 51%和 191 03% ; 48 h 抑制率分别为 151 62%、361 16%和 411 92% , 存在剂量依赖

性和时间依赖性上升趋势, 48 h 抑制率在各剂量组间及各剂量组与对照组间比较差异有显著性 ( P< 01 05 或

P< 01 01)。荧光显微镜显示 T ETC 作用 C6 胶质瘤细胞 48 h 后, 细胞呈现核浓缩和碎裂的凋亡形态学改变。

11 0 和 21 0 Lmol # L- 1 T ETC 作用 C6 胶质瘤细胞 48 h 后, G0 / G 1 期细胞比例明显高于对照组 ( P < 01 05) , S 期

细胞比例明显低于对照组 ( P < 01 05) , 细胞凋亡比例明显高于对照组 ( P< 01 05)。结论: TETC 对大鼠 C6 胶

质瘤细胞有增殖抑制作用, 通过细胞周期阻滞及诱导凋亡可能是 T ET C 抑制 C6胶质瘤细胞增殖的作用机制。
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Inhibitory effect of triethyltin chloride on proliferation of

rat C6 glioma cells in vitro
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Abstract: Objecti ve  To study the inhibitor y effect o f triethy ltin chlo ride ( T ET C) on proliferation o f rat C6 g lioma

cells in vitr o and it s mechanism and prov ide basis for r esear ch on TETC in tr eatment for glioma1 Methods  MTT

assay was performed to determine the inhibito ry rate o f 01 5, 11 0 and 21 0 Lmol # L- 1 TETC on rat C6 glioma cells

for 24 and 48 h1 T he changes of nucleus o f C6 g lio am cells t reated w ith 01 5, 11 0 and 21 0 Lmo l # L - 1 TETC for

48 h w ere observ ed by fluor escent micr oscope1 F low cyt ometr y w as used to assess t he effects o f 01 5, 11 0 and

21 0 Lmol # L- 1 TETC on cell cy cle and apopto sis in rat C6 g lioma cells for 48 h1 Results  01 5, 11 0 and

21 0 Lmol # L- 1 TETC inhibited the pro lifer ation o f C6 glioma cells in v itr o, and the inhibito ry rates wer e 71 92% ,

91 51% , 191 03% and 151 62% , 361 16% , 411 92% in 24 h TETC treated gr oup and 48 h TETC treated gr oup,

respectiv ely1 The inhibito ry r ate o f T ET C on C6 g lioma cells determined by MT T assay increased in a dose-
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dependent and t ime-dependent manner, and there were significant differ ences o f the inhibito ry r ates at 48 h between

cont rol and various doses g roups as well as between various doses g roups ( P< 01 05 o r P< 01 01) 1 Pyknotic nucleus

and nuclear fragment wer e shown by fluor escent micr oscope1 When C6 g lioma cells w ere tr eated with 11 0 and

21 0 Lmol # L- 1T ETC for 48 h, the rat io o f G0 / G1 phase cells significantly incr eased compared w ith contr ol g roup

( P< 01 05) ; while t he cells at S phase were decreased ( P < 01 05) ; the apopto tic cells w ere significantly higher

than those in contro l g roup ( P< 01 05) 1 Conclusion T ET C can inhibit the pro liferation of rat C6 g lioma cells in

vitr o , the mechanism of w hich may be involv ed in cell cycle a rrest and apopto sis1

Key words: t riethy ltin compounds; g lioma cells; apoptosis

  恶性脑胶质瘤是颅内最常见肿瘤, 其在脑实质

内呈浸润性生长, 对化疗药物易产生耐药性, 对放

射线不敏感, 使得其在临床治疗中效果不佳, 其中

位生存期只有 9~ 12个月
[ 1]
。因此目前急需研制新

的治疗方案或新的敏感药物。氯化三乙基锡

( t riethylt in chlor ide, T ETC ) 是中枢神经系统毒

物, 脑组织是其靶器官, 其具有脂溶性和易透过血

脑屏障特性, 因此 TET C 有可能成为一种敏感而

有效的抗脑胶质瘤药物。目前国内外未见有关

TET C抗脑胶质瘤研究的报道。本实验旨在体外研

究 TET C对 C6 胶质瘤细胞增殖抑制作用, 并初步

探讨其作用机制, 为抗脑胶质瘤治疗提供实验依据。

1  材料与方法

11 1  试  剂  T ET C ( A lfar Aesar 美国) , 四甲

基 偶 氮 唑 盐 MT T、二 甲 基 亚 砜 DMSO、

Hoechest 33258、碘化丙啶 PI ( Sigma ) , IMDM

细胞培养基 ( Gibco) , 胎牛血清 (中国医学科学院

生物工程研究所)。其余试剂为国产分析纯。

11 2  细胞培养  C6胶质瘤细胞株 (购自上海细胞

所) , 为贴壁细胞。C6 胶质瘤细胞在含有 10% 胎

牛血清的 IMDM 培养基中, 置于 37 e 、5% CO 2

培养箱培养。用 01 25 % 胰酶 ( PBS 配) 消化传

代, 传代浓度一般为 5 @ 105 # mL - 1 , 传至 3 代后

细胞用于实验。

11 3  MT T 法检测 T ETC 对大鼠 C6胶质瘤细胞增

殖抑制率  将细胞以每孔 1 @ 10
4
个细胞铺 96孔培

养板, 细胞贴壁后 12 h 弃去培养液, 分组加入含

不同终浓度 TET C并含 10%胎牛血清的 IMDM 培

养液, T ETC 终浓度分为 0 (生理盐水对照组)、

01 5、11 0及 21 0 Lmol # L- 1 (实验组) , 对照组设

在第 1孔, 每一浓度设 4个平行孔, 每孔 100 LL

培养液。加药后送回培养箱。培养 24 和 48 h后,

每孔加入 MTT ( 5 g # L
- 1
) 20 LL, 继续培养 4 h

后, 弃去培养液, 每孔加入 DMSO 150 LL, 振荡

后用酶标仪 ( Bio-Rad Model 550美国) 570 nm 测定

吸光度值 ( A 值) , 计算细胞增殖抑制率。细胞增殖

抑制率= ( 1- 实验组 A 值/对照组 A 值) @ 100%。

11 4  Hoechest33258染色法荧光显微镜观察 C6胶

质瘤细胞核的形态学变化  将盖玻片放入 6孔培养

板中, 按每孔 3 @ 105 个细胞接种于 6孔培养板中,

待细胞贴壁后, 加入 T ETC 至终浓度分别为0 (生

理盐水对照组)、01 5、11 0、21 0 Lmol # L
- 1

(实

验组) , 细胞继续培养 48 h后, 弃去培养液, PBS

清洗 1次后, 甲醇冰醋酸固定液固定细胞 5 min,

蒸馏水清洗 1次, 点加H oechest 33258染液, 染色

10 m in。蒸馏水清洗, 滤纸沾去多余液体, 封片剂

( pH 51 5, 20 mmol # L
- 1
枸橼酸、50 mmol # L

- 1

磷酸氢二钠、50%甘油) 封片后, 荧光显微镜下观

察照相, 荧光显微镜激发滤片选用 UV 激发滤片,

阻断滤片为 400~ 500 nm。结果判定: 活细胞核呈

弥散均匀荧光; 凋亡细胞显示细胞核致密浓染的荧

光或可见颗粒块状 DNA 荧光碎片即有核碎裂表

现。

11 5  流式细胞术 ( FCM ) 检测 TET C 作用下 C6

胶质瘤细胞周期和凋亡  按每孔 1 @ 10
5
个细胞接

种于 24孔培养板, 培养 12 h 待细胞完全贴壁后,

加入不同终浓度 0 (生理盐水对照组)、01 5、11 0、
21 0 Lmol # L- 1 T ETC (实验组) 培养液, 每一浓

度 4 个平行孔, 继续培养 48 h 后收集细胞, 用

PBS 洗 2次, 加 50 LL RNase ( 10 mg # L
- 1

) 和

200 LL PI ( 5 mg # L- 1 ) , 4 e 避光孵育 30 min,

流式细胞仪 ( EpicsXL-4 流式细胞仪 BECKMAN

COULTER, 美国) 测定细胞周期, 收取细胞 (每

份样品收取 1 @ 104 个细胞) , 用 Muticycle软件分

析细胞周期, 结果以细胞周期各时相细胞百分数表

示。G 0 / G 1 期之前的亚二倍体峰细胞代表凋亡细

胞, 凋亡率以凋亡细胞百分数表示。

11 6  统计学处理  采用 SPSS 101 0 fo r Window s

统计软件包进行数据统计学分析, 细胞增殖抑制

率、细胞周期及凋亡百分率以 x ? s 表示, 多组间

样本均数比较采用单因素方差分析。
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2  结  果

21 1  不同剂量 T ETC 作用下大鼠 C6 胶质瘤细胞

增殖抑制率  MTT 结果表明, 01 5、11 0 和

21 0 Lmo l# L - 1 T ETC 作用 C6细胞 24 h后细胞增

殖抑制率分别为 71 92%、91 51%和 191 03% ; 作用

48 h 后 抑 制率 分 别 为 151 62%、 361 16% 和

411 92%, 存在着剂量依赖性和时间依赖性上升趋

势, 48 h抑制率在各剂量组间及各剂量组与对照

组间比较, 差异均有显著性 ( P < 01 05 或 P <

01 01)。见表 1。

21 2  Hoechest33258染色法荧光显微镜观察 C6胶

质瘤细胞核的形态学变化  对照组 C6 胶质瘤细胞

核呈现弥散均匀荧光, 01 5、11 0、21 0 Lmol # L - 1

实验组 TET C作用 48 h 后 C6细胞显示细胞核致

密浓染的荧光, 可见颗粒块状 DNA 荧光, 显示出

凋亡细胞核的形态学改变 (图 1, 见封二)。

21 3  FCM 检测 T ETC 作用下大鼠 C6胶质瘤细胞

周期和凋亡  FCM 检测结果显示, T ETC 处理

C6胶质瘤细胞 48 h后, 与对照组比较随着药物浓

度的增加, 11 0、21 0 Lmol # L - 1 T ET C 实验组

G 0 / G 1 期细胞数目增多 ( P< 01 05) , S 期细胞数

目减少 ( P < 01 05) , 凋亡细胞数目增多 ( P <

01 05)。见表 2。

表 1  TETC 作用下大鼠 C6 胶质瘤细胞增殖抑制率的变化

Tab1 1  Changes o f the inhibitor y rate o f the pro liferation o f

C6 g lioma cells treated with differ ent doses of TET C in r ats

( n= 4, x ? s, G/ % )

Group
Dose

( Lmol# L- 1 )

In hibitory rate

( t/ h) 24 48

Cont rol  0  0  0

T ETC 0. 5 7. 92 ? 0. 62* 15. 62 ? 0. 45*

1. 0 9. 51 ? 0. 91* 36. 16 ? 0. 25*
v

2. 0 19. 03 ? 0. 43*
v #

41. 92 ? 0. 37*
v #

  * P < 0. 05 v s cont rol group;
v

P < 0. 01 v s 0. 5 Lmol # L- 1

T ETC group; # P < 01 01 v s 11 0 Lmol# L- 1 TET C group

表 2  不同剂量 TETC 作用下大鼠 C6 胶质瘤细胞周期和凋亡率的变化

Tab1 2 Changes of cell cycle and apopto tic rat e in C6 glioma cells treated w ith different do ses of T ETC in rats

( n= 4, x ? s, G/ % )

Group Dose(Lm ol # L- 1)
Percentage of cells

G 0 / G1 S G2 / M Apoptot ic rate

Cont rol 0  71. 90 ? 2. 04 17. 80 ? 1. 23 10. 25 ? 0. 82 5. 70 ? 0. 82

T ETC 0. 5 73. 30 ? 0. 65 15. 80 ? 2. 21 10. 90 ? 1. 55 5. 90 ? 0. 16

1. 0 79. 45 ? 1. 72* 10. 00 ? 0. 65* 10. 60 ? 2. 45 8. 40 ? 1. 63*

2. 0 85. 80 ? 2. 61* v 3. 50 ? 1. 96* v 10. 73 ? 0. 70 12. 90 ? 0. 98* v

  * P< 01 05 v s cont rol g rou p;
v

P< 01 05 v s 11 0 Lmol# L- 1 T ETC group

3  讨  论

脑胶质瘤是人类中枢神经系统最常见的恶性肿

瘤[ 2] , 占颅内肿瘤的 40% ~ 50% , 现有的综合疗

法疗效尚不满意 [ 3] , 治疗后复发快, 死亡率高。化

疗是脑胶质瘤治疗的重要手段, 而恶性胶质瘤对传

统的化疗药物易产生耐药性, 影响化疗的疗效。恶

性胶质瘤对细胞毒性药物的耐受性是由多种因素决

定的, 其外在的耐受机制如血脑屏障 ( BBB)、脑

肿瘤屏障 ( BTB) 和药物代谢改变, 没有显著的个

体特异性, 可以通过改变药物的一些物理特性, 如

脂溶性、弱的蛋白结合和低离子化来促进其跨过

BBB和 BT B的通透性, 避免与可增加细胞色素酶

活性的药物合用, 以减少耐药性[ 4] , 因此寻找易于

透过血脑屏障的药物, 或研制出更具杀伤力的化疗

药物, 是胶质瘤化疗的重要研究方向 [ 5]。TET C具

有脂溶性, 易于通过 BBB, 脑组织是其靶器官,

同时 TET C 在大鼠脑内无代谢无降解 [ 6] , 因而

T ETC 有可能成为抗脑胶质瘤的敏感性药物。

MTT 法应用于体外肿瘤药敏试验已经获得较

好 结 果[ 7] , 本 实 验 结 果 表 明, 01 5、 11 0 及

21 0 Lmol # L- 1 TET C作用于 C6 胶质瘤细胞 24 h

后与对照组比较抑制率逐步上升, 21 0 Lmol # L
- 1

T ETC 组抑制率高于 01 5 和11 0 Lmol # L - 1 TET C

组, 而 01 5和 11 0 Lmo l # L - 1 T ETC 组抑制率无明

显差异。随着药物作用时间的延长, 48 h 后各剂

量组与对照组和各个剂量组间抑制率比较均存在差

异, 抑制率呈剂量依赖和时间依赖上升趋势。

Hoechest33258染色结果显示, 对照组 C6 胶质瘤

细胞核呈弥散均匀荧光, 呈现活细胞核的表现; 而
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实验组可见 C6胶质瘤细胞核呈致密浓染的荧光或

颗粒块状荧光即有核碎裂表现, 呈现凋亡细胞核的

表现。FCM 检测发现, 随着 T ETC 剂量增加,

G0 / G1 期细胞数目逐渐增加, S 期细胞数目逐渐减

少, 凋亡细胞数目亦逐渐增加。

综上所述, 本文作者推断, TET C 抗体外 C6

胶质瘤细胞增殖作用是通过阻滞细胞周期和诱导细

胞凋亡而实现的, 其作用机制尚需进一步探讨。国

外学者在研究 T ETC的毒性时发现, 大鼠 C6胶质

瘤细胞对 T ETC 的敏感性要高于大鼠星型胶质细

胞和小脑颗粒细胞[ 8, 9] , 这为寻找和利用具有靶向

性有毒药物来抗脑胶质瘤治疗拓展了新思路。
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银杏叶片治疗眩晕症疗效观察
长春大学医院药剂科 (吉林 长春 130022)  王  健

吉林大学第一医院药房 (吉林 长春 130021)  王法林

1  资料与方法

11 1  一般资料  随机将 62 例眩晕症患者分为治疗组和对照组。治疗组 31 例, 男性 13 例, 女性 18 例, 年龄 17~ 81 岁,

平均 49 岁; 其中椎基底动脉供血不足 18例, 内耳性眩晕 9 例, 其他病因引起 4 例。对照组 31 例, 男性 12 例, 女性19 例,

年龄 16~ 79 岁, 平均 48岁; 其中椎基底动脉供血不足 17 例, 内耳性眩晕 8 例, 其他病因引起 6 例。

11 2  治疗方法  治疗组给予银杏叶片 (江苏扬子江药业集团公司, 每片含总黄酮醇苷 91 6 mg, 萜内酯 21 4 mg) 每次 2片,

每日3 次口服, 疗程 14 d。对照组给予曲克芦丁片 (河南驻马店, 每片 60 mg ) 每次 2片, 每日 3 次口服, 疗程 14 d。两组

均口服盐酸培他司啶片 ( 4 mg , 每日 3 次)。

11 3  疗效判定标准  显效: 眩晕及其他症状、体征消失; 有效: 眩晕及其他症状、体征明显减轻; 无效: 眩晕及其他症

状、体征无明显改善。

11 4  统计学处理  两组患者总有效率比较采用 V2 检验, P < 01 05 为差异有显著性。

2  结  果

21 1  疗效比较  治疗组显效 21 例, 有效 9 例, 无效 1 例, 显效率 681 0% , 总有效率 961 7% ; 对照组显效 16 例, 有效

8 例, 无效 7 例, 显效率 521 0% , 总有效率 771 4%。治疗组总有效率明显高于对照组 ( P< 01 05)。

21 2  不良反应  治疗组无不良反应, 对照组出现 2例头痛症状。

3  讨  论

眩晕是患者感到自身或周围环境物有旋转或摇动的一种主观感觉障碍, 常伴有客观的平衡障碍。一般无意识障碍 , 主

要由迷路前庭神经、脑干及小脑病变引起, 也可由于其他系统或全身疾病引起。眩晕症是一种临床综合征, 其病因复杂。

主要以椎基底动脉供血不足、梅尼埃病等为多见。银杏叶片主要成分为银杏黄酮苷、银杏内酯和白果内酯, 具有抑制血小

板聚集、降低血液黏度、抗血栓形成、消除自由基、改善微循环血流量、提高缺氧耐受力、扩张脑血管使脑血流量增加的

作用, 对脑部血液循环及脑细胞的代谢有较好的改善作用, 可增加记忆力、改善睡眠等。银杏总黄酮苷和银杏内酯在扩张

脑血管时, 除直接扩张椎基底动脉外, 还可扩张颈内动脉及颈外动脉, 通过侧支循环间接增加椎基底动脉供血区脑组织的

血流量, 改善脑功能。本组资料显示, 银杏叶治疗眩晕症临床疗效好, 安全无副作用。
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