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摘要 　目的 :研究 3种常用抗癌药物对于 HepG2细胞的抑制情况。方法 :细胞铺 96孔板 , 3种抗癌药物以不

同浓度给药 ,每浓度设 3复孔 ,不加药组做空白对照 ,MTT法测定 ,以抑制率对药物浓度作图。结果 :在 1～

420μg/mL浓度范围内 , 52氟尿嘧啶抑制效果最差 ; 20～300μg/mL丝裂霉素 C抑制效果好于长春新碱 ; 1～

20μg/mL和 300～420μg/mL浓度范围内 ,长春新碱抑制效果好于丝裂霉素 C。结论 :该方法评价对比了 3

种常用的抗癌药物对于人肝癌细胞的抑制效果 ,为药物筛选中阳性药物的选择提供一定借鉴。
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ABSTRACT　O bjective: To establish an inhibition research method of three commonly2used anti2tumor drugs against HepG2 cell

line. M ethods: The determ ination was performed on a 962well p late. The drugs were adm inistrated in a series of concentrations, and

each concentration was trip licate. Cellswithout drugswere set as a negative control. Followed by determ ination ofMTT method, the in2
hibition ratio was p lotted to concentration. Results: The inhibition ability of 3 drugs were different when the concentration were in dif2
ferent range. On the whole, the inhibition ability of 52Fu was the weakest one. Conclusion: The method evaluates and compares the in2
hibition ability of 3 commonly2used anti2tumor drugs against HepG2 cell line, and could be a reference in positive control of drug

screening experiment.
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　　人肝癌细胞系 HepG2自建立以来 ,已成为进行

抗癌药物筛选及研究肝癌发病机制的重要细胞系 ,

陈富强等对 HepG2细胞系进行了生长曲线、分裂指

数染色体核型等生物学特性的研究 [ 1 ]。目前 ,该细

胞系已经广泛应用于基因表达、内源性物质作用机

制、外源性物质影响以及病毒感染机制的研究

中 [ 2～6 ]。在利用该细胞系进行抗癌药物筛选时 ,通

常选择一种临床常用药物作为阳性对照 ,以考察待

筛选药物的活性。但是 ,临床药物种类繁多且效果

各异 ,选择阳性对照药物时缺乏依据 ,因此本研究采

用 MTT法研究了 3种较为常用的抗癌药物 ———52
氟尿嘧啶、硫酸长春新碱、丝裂霉素 C对于 HepG2

的抑制情况 ,并对其抑制情况的差异进行研究 ,为利

用该细胞系进行药物筛选实验时阳性对照药物的选

择提供一定借鉴。

1　材料

1. 1　药物与试剂 　52氟尿嘧啶 (批号 080806)、硫

酸长春新碱 (批号 0806V1 )和丝裂霉素 C (批号

349AGK)分别为上海旭东海普药业有限公司、深圳

万乐药业有限公司和协和发酵工业株式会社的产

品 ;四甲基偶氮唑盐 (MTT)购自 Sigma公司 ;胰蛋白

酶购自上海吉泰科技有限公司 ; DMSO培养基和胎

牛血清购自 Gibco公司 ;青霉素和链霉素购自华北

制药有限公司 ;二甲亚砜 (DMSO )购自国药集团化

学试剂有限公司 ;实验用水为灭菌重蒸水。

1. 2　细胞株 　人肝癌细胞系 HepG2由上海诗丹德

生物技术有限公司惠赠。

1. 3　仪器 　超净工作台 (苏净集团 ) , CO2 培养箱

( Thermo Forma) ,倒置显微镜 (重庆光电仪器总公

司 ) ,酶标仪 (上海雷勃分析仪器有限公司 ) ,超声波
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清洗仪 (上海科导超声仪器有限公司 )。

2　方法

2. 1　细胞铺板 　选择处于对数生长期的细胞 ,倒去

培养液 , Hanks液冲洗 ,加胰蛋白酶消化 1～3 m in,弃

去胰蛋白酶 ,加入适量 DMEM培养基 ,终止消化 ,镜

检计算细胞浓度 ,加入相应量培养基 ,制成 5 ×10
4

/

mL的细胞悬液 ,以 8道移液器加细胞悬液至 96孔板

中 , 200μL /孔 ;移入 37 ℃ CO2 培养箱培养 24 h。

2. 2　细胞给药 　25 mg/mL的 52氟尿嘧啶溶液以

PBS稀释 , 1 mg硫酸长春新碱粉末、5 mg丝列霉素

C粉末均溶于 1 mL PBS溶液 ,分别制成 5、1 、5 mg/

mL的储备液。以 DMEM培养基稀释储备液 ,得到

一系列浓度的药液 ; 96孔板弃去原液 ,每孔先加入

100μL DMEM培养基 ,再加入 100μL稀释后的药

物溶液 ,板上终浓度均为 : 1、3、10、15、30、45、60、

120、180 、240、300、360、420μg/mL,每个浓度设 3

个复孔 ,以不加药组为空白对照 ;加药完毕后移入

37 ℃ CO2 培养箱培养。丝裂霉素遇光易分解 ,故配

药及给药时需避光进行操作。

2. 3　检测方法 　给药培养 48 h后 ,弃去孔内液体 ,

加 DMEM 培养基 190μL /孔和 MTT ( 5 mg/mL ) 10

μL /孔。37 ℃ 5% CO2 培养箱中温孵 4 h后 ,弃板

上各孔内原有液体 ,加 DMSO 200μL /孔以溶解甲

臜沉淀。室温置 30 m in后 ,用酶标仪在 570 nm 波

长下测定各孔光密度值 (OD)。计算药物抑制率 :药

物抑制率 = 1 - 实验组光密度值 /对照组光密度值

×100% ,以药物抑制率对浓度作图。

3　结果

本文采用 MTT法研究了 3 种常用的抗癌药

物 ———52氟尿嘧啶、硫酸长春新碱、丝裂霉素 C对于

人肝癌细胞系 HepG2的抑制情况。各曲线的相关

系数均大于 0. 98,说明相关性较好 ,拟合曲线与真

实值接近 ,能反应实际的抑制情况。

以半数抑制浓度 ( IC50 )为衡量标准 ,丝裂霉素

C ( IC50 = 22. 3μg/mL )的抑制效果最佳 ,长春新碱

( IC50 = 44. 8μg/mL )次之 , 52氟尿嘧啶 ( IC50 = 92. 8

μg/mL)的抑制效果最差 ,见表 1。

比较 3者的抑制曲线 (图 1) ,在实验设计的 1～

420μg/mL的浓度范围内 ,三者均以浓度依赖性的

方式抑制人肝癌细胞系 HepG2,但是抑制效果差别

较大。如图所示 , 52氟尿嘧啶和丝裂霉素 C抑制曲

线形态相似 ,呈现相同的抑制走向 ,但丝裂霉素 C

抑制曲线处于 52氟尿嘧啶平行上方 ,可见丝裂霉素

C对肝癌细胞抑制效果明显优于 52氟尿嘧啶。与这

两种药物不同 ,硫酸长春新碱在此浓度范围内对肝

癌细胞呈线形抑制。其抑制水平与丝裂霉素 C较

接近 ,且在初始浓度 1μg/mL (即每条曲线上的第一

个点 )的条件下 ,显示出远大于另两种药物的抑制

率 (接近于半数抑制浓度 ) ,说明硫酸长春新碱对该

细胞系作用敏感 ,在较低浓度情况下仍能达到很好

的抑制效果。在 20～300μg/mL范围内 ,丝裂霉素

C的抑制效果优于硫酸长春新碱 , 但在 300μg/mL

之后 ,丝裂霉素 C对肝癌细胞抑制率渐趋于平坦 ,

而硫酸长春新碱仍以线性形式增加 ,抑制效果好于

丝裂霉素 C。

表 1　3种常用药物对肝癌细胞
HepG2抑制情况的相关参数

药物 抑制曲线
浓度范围
(μg/mL)

相关
系数

IC50

(μg/mL)

52氟尿嘧啶 Y =0. 096 3 Ln(x) +0. 063 71) 1～420 0. 989 92. 8

硫酸长春新碱 Y =0. 001x +0. 455 22) 1～420 0. 988 44. 8

丝裂霉素 C Y =0. 098 2 Ln(x) +0. 195 13) 1～420 0. 990 22. 3

1)、2)、3) x = C

图 1　3种常用抗癌药物对肝癌细胞 HepG2的抑制曲线

a252氟尿嘧啶 ; b2硫酸长春新碱 ; c2丝裂霉素 C

综上 ,硫酸长春新碱和丝裂霉素 C抑制效果均

优于 52氟尿嘧啶 ,但是考虑到硫酸长春新碱低浓度

时仍能达到较好的抑制效果 ,而且丝裂霉素 C见光

容易分解 ,给实验操作带来不便 ,因此 ,这三种常用

的抗癌药物中 ,硫酸长春新碱是最适宜作为药物筛

选实验中的阳性药物 ,以评价待测化合物的活性。

4　讨论

3种常用的抗癌药物 ———52氟尿嘧啶、硫酸长

春新碱、丝裂霉素 C,临床使用时间长 ,而且疗效确

切 ,所以在药物筛选的实验中 ,这三种药物也是较为

常用的阳性对照药物 [ 7～12 ]。但是这 3种药物的作

用机制是完全不同的。其中 , 52氟尿嘧啶是作用于

S期的药物 ,在细胞内转变为 52氟尿嘧啶脱氧核苷

酸 ,抑制脱氧胸苷酸合成酶 ,阻止脱氧尿苷酸甲基化

转变为脱氧胸苷酸 ,影响DNA的合成 ;还可在体内

(下转第 361页 )
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种西药成分时 ,质谱法是一种终端确证方法 ,江苏省

药检所建立了舒骨宁片中非法添加双氯芬酸钾的质

谱检测方法 ,但作为日常工作中的常规打假手段 ,质

谱检测方法仪器昂贵 ,成本较高 ,需要专门的技术人

员 ,不利于在基层推广使用 ,并且 ,质谱法极高的灵

敏度对于检测必须添加到一定浓度才能发挥药效的

西药也是一种浪费 ;高效液相色谱法分析时间略长 ,

且溶剂用量较大 [ 3 ]。笔者建立的 CE检测方法快

速、简便、溶剂用量少、检测限符合检测要求 ,可作为

快速打假的一种手段。

4. 3　缓冲体系的选择 　确定该方法的缓冲体系前 ,

考察过非水体系 [ 4, 5 ]、偏酸体系、中性体系和偏碱体

系 ,试验结果表明 , pH ( 6. 50 ±0. 02 )时 ,出峰时间

短 ,分离度和峰形符合含量测定的要求。溶剂的酸

碱度是如何影响双氯芬酸钾的色谱行为还有待进一

步的试验确证。

4. 4　定量计算 　毛细管电泳法中 ,毛细管内缓冲液

极其微小的变化也会引起出峰时间的漂移和峰面积

较大的变化 ,因此 ,采用 CE方法定性定量时 ,每进样

5次 ,须以 0. 1 M的 NaOH和缓冲液冲洗柱子 ,以保

证出峰时间和峰面积的重现性。
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可转化为 52氟尿嘧啶核苷 ,以伪代谢产物形式掺入

RNA中干扰蛋白质的合成。硫酸长春新碱是作用

于 M期的药物 ,与纺锤丝微管蛋白结合 ,从而影响

微管装配和纺锤丝的形成。丝裂霉素 C是周期非

特异型药物 ,可使细胞的 DNA解聚 ,同时阻碍 DNA

的复制 ,从而抑制肿瘤细胞分裂。文献报道中并未

阐述选择阳性对照药物是以药物的抑制效果为依据

还是以药物的作用机制为依据。本研究选取了 3种

常用的阳性对照药物 ,比较了其对于人肝癌细胞系

HepG2的抑制情况 ,以抑制效果为衡量指标 ,认为

硫酸长春新碱是该细胞系体外药物筛选时较适宜的

阳性对照药物。

本研究中对 3种常用的抗癌药物抑制情况进行

比较 ,只是针对于人肝癌细胞系 HepG2的 ,由于体

外细胞系类别很多 ,不同种类不同来源的细胞间存

在一定差异 ,所以并不适用于其它种类和来源的细

胞系 ;而且 ,本文只是研究药物对于体外培养的细胞

株的抑制情况 ,并非针对临床抗肿瘤药物用药指导。
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