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本文引用：张坚．奥沙利铂对人视网膜母细胞瘤细胞增殖及凋亡的影响［Ｊ］．新乡医学院学报，２０１５，３２（１１）：

９８９９９１． 【基础研究】

奥沙利铂对人视网膜母细胞瘤细胞增殖及凋亡的影响

张　坚
（陕西省人民医院眼科，陕西　西安　７１００６８）

摘要：　目的　探讨不同浓度奥沙利铂对人视网膜母细胞瘤（ＲＢ）细胞 Ｙ７９增殖及凋亡的影响。方法　将 Ｙ７９
细胞于ＲＰＭＩ１６４０培养基中进行培养，分别给予０．０００、０．１２５、０．２５０、０．５００、１．０００、２．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂对Ｙ７９
细胞进行处理，检测Ｙ７９细胞增殖情况、凋亡情况及半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶３（Ｃａｓｐａｓｅ３）活性变化。结果　不同浓
度的奥沙利铂对Ｙ７９细胞增殖均有抑制作用，且随着浓度的增加，抑制作用逐渐增强（Ｐ＜０．０５）；与０．０００μｍｏｌ·Ｌ
奥沙利铂比较，０２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂对Ｙ７９细胞增殖已有较强的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。０．０００、０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１

奥沙利铂处理下Ｙ７９细胞凋亡率分别为（２．１８±０．４３）％、（３６．９４±１．３６）％，０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下 Ｙ７９
细胞凋亡率显著高于０．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理时（Ｐ＜０．０１）。０．０００、０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下Ｙ７９细
胞中Ｃａｓｐａｓｅ３活性分别为（１．９７±０．７２）％、（５．８２±０．６４）％，０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下Ｙ７９细胞中Ｃａｓｐａｓｅ
３活性显著高于０．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理时（Ｐ＜０．０１）。结论　奥沙利铂可抑制人 ＲＢ细胞增殖，并促进其凋
亡。
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　　视网膜母细胞瘤（ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＲＢ）是来源于
胚胎型视网膜细胞的恶性肿瘤，多发于婴幼儿，是婴

幼儿最常见、最严重的眼部恶性肿瘤之一［１３］。目

前，ＲＢ的传统治疗方法主要有光凝、温热疗法、冷
冻、化学治疗减容后行局部治疗、手术、多途径放射

治疗、摘除眼球后化学治疗等［４６］，且这些治疗方法

对患者早、中期ＲＢ效果明显。然而，手术会造成患
者出现美容缺陷，放射治疗可导致患者脸部畸形，并

损伤视网膜和视神经，甚至诱发继发性肿瘤；而化学

治疗可导致癌细胞出现多药耐药性，尤其对于不同

结构和作用的广谱化学治疗药物，癌细胞会产生较

为明显的抗药性［７］。因此，研究ＲＢ的耐药机制、发
现新靶点、克服化学治疗的耐药性是该肿瘤研究的

重点和热点［８］。Ｙ７９细胞是最早培养成功的人体
ＲＢ细胞株，已被广泛应用于临床研究。本研究旨在
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观察奥沙利铂对人ＲＢ细胞株中Ｙ７９细胞的增殖及
凋亡的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞来源、试剂及仪器　ＲＢ细胞株 Ｙ７９购自
北京贝纳联创科技有限公司，奥沙利铂购自德国

Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ公司，ＲＰＭＩ１６４０培养基、链霉素和青霉素
均购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，甘氨酸、噻唑兰（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ
ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）均购自美国Ｓｉｇｍａ公司，天冬氨酸特异性
半胱氨酸蛋白酶 ３（ｃｙｓｔｅｉｎｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇａｓｐａｒｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃｐｒｏｔｅａｓｅｓ３，Ｃａｓｐａｓｅ３）检测试剂盒购自北京
博大泰克生物基因技术有限责任公司。ＡｃｃｕｒｉＣ６
型流式细胞仪购自美国 ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｎｓｏｎ公司，
ＣＫＸ４１Ａ３２ＲＣ显微镜购自日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，倒置
荧光显微镜 ＸＳＰ６３ＸＤＶ购自上海光学仪器一厂，
ＢＩ２０００医学图像分析系统购自成都泰盟软件有限
公司。

１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　将 Ｙ７９细胞于 ＲＰＭＩ１６４０培养
基中进行培养，滴加体积分数５％的灭活胎牛血清
５ｍＬ、２４．０ｍｍｏｌ· Ｌ－１碳 酸 氢 钠 溶 液 １０ｍＬ、
１×１０５Ｕ·Ｌ－１青霉素 ０．５ｍＬ、１０ｍｇ·Ｌ－１链霉素
０．５ｍＬ，将培养基置于３７℃、含体积分数５％二氧
化碳、饱和湿度的环境中进行培养。

１．２．２　细胞增殖率检测　取９６孔细胞培养板，每孔
滴入１００μＬ培养液（约含７０００个细胞），置于３７℃、
含体积分数５％二氧化碳、饱和湿度的环境中培养
２４ｈ，然后加入新配置的奥沙利铂溶液，浓度分别为
００００、０１２５、０２５０、０５００、１０００、２．０００μｍｏｌ·Ｌ－１，针
对每一药品浓度取 ５个复孔，于细胞处理 ２４、４８、
７２ｈ时检测细胞存活率，同时设空白对照和阴性对
照。加药物培养总计时２４～７２ｈ，培养４ｈ后再加
１５０μＬ的三联液，室温下孵育７～８ｈ，培养终止前
４ｈ，每孔滴加１０μＬＭＴＴ溶液，然后在５７０ｎｍ波长
下测定每孔的吸光度值，实验重复３次。细胞增殖
率＝（１－实验组吸光度值／对照组吸光度值）×
１００％。
１．２．３　细胞凋亡检测　取６孔培养板对细胞进行
接种，每孔约 １×１０５个细胞，培养 ２４ｈ后滴加
０２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂进行细胞激活，并设对照
组。将培养板置于 ３７℃、含体积分数 ５％二氧化
碳、饱和湿度的环境中培养２４ｈ。然后用磷酸盐缓

冲液进行洗涤，加入１ｍＬ体积分数７０％的冷乙醇
进行固定，置４℃环境下冷置７～８ｈ，用磷酸盐缓冲
液将固定液洗去，加入ＰＩ染液３００μＬ混匀，置于无
光环境４０ｍｉｎ，用细胞仪检测细胞凋亡情况，计算细
胞凋亡率，实验重复３次。
１．２．４　Ｃａｓｐａｓｅ３活性测定　取６孔培养板对细胞
进行接种，每孔约１×１０５个细胞，培养２４ｈ后滴加
０２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂进行细胞激活，并设对照
组。将培养板置于３７℃、含体积分数５％二氧化碳、
饱和湿度的环境中培养２４ｈ。然后将培养液悬浮于
５０μＬ冷细胞裂解液１０ｍｉｎ，４℃下１２０００ｒ·ｍｉｎ－１

离心１０ｍｉｎ，将细胞和上清液分离。取细胞提取液置
入试管，滴加 ５０μＬ二硫苏糖醇混合液和 ５μＬ
１．０００ｍｍｏｌ·Ｌ－１Ｃａｓｐａｓｅ３底 物，３７℃ 下 水 浴
６０ｍｉｎ；然后在４０５ｎｍ波长下测定吸光度值。根据
实验说明书提供的斜率计算Ｃａｓｐａｓｅ３活性，计算公
式为：Ｃａｓｐａｓｅ３活性 ＝（实验组吸光度值 －对照组
吸光度值）／斜率×１００％。
１．３　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件进行
数据分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，同
一浓度下不同时间的ＲＢＹ７９细胞增殖率比较采用ｔ
检验，凋亡率及Ｃａｓｐａｓｅ３活性比较采用两独立样本
ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度的奥沙利铂对 Ｙ７９细胞增殖的影响
　结果见表１。不同浓度的奥沙利铂对Ｙ７９细胞增
殖均有抑制作用，且随着浓度增加，抑制作用逐渐增

强（Ｐ＜０．０５）；与 ０．０００μｍｏｌ·Ｌ奥沙利铂比较，
０２５０μｍｏｌ·Ｌ－１的奥沙利铂对 Ｙ７９细胞增殖已有
较强的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。
表１　不同浓度奥沙利铂对ＲＢ的Ｙ７９细胞增殖的影响

Ｔａｂ．１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎｏｎ

ＲＢＹ７９ｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ （珔ｘ±ｓ，ｎ＝３）

奥沙利铂浓度／
（μｍｏｌ·Ｌ－１）

细胞增殖率／％
２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０．０００ １００．００±０．００ １００．００±０．００ １００．００±０．００
０．１２５ ９６．１５±１．６４ａ ９３．６１±１．５７ａ ９０．７４±１．９３ａ

０．２５０ ８４．３８±１．７４ａｂ ７７．２７±１．３６ａｂ ６６．１５±１．６６ａｂ

０．５００ ７３．２２±１．５５ａｃ ６８．１６±１．３３ａｃ ５１．３５±１．５２ａｃ

１．０００ ６４．３９±１．８３ａｄ ５３．１６±１．７５ａｄ ４０．８３±１．４９ａｄ

２．０００ ５５．３５±１．２７ａｅ ４０．７３±１．０９ａｅ ２８．９５±１．２３ａｅ

　　 注：与 ０．０００μｍｏｌ· Ｌ－１奥 沙 利 铂 比 较 ａＰ＜０．０５；与

０．１２５μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂比较ｂＰ＜０．０５；与０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利

铂比较ｃＰ＜０．０５；与０５００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂比较ｄＰ＜０．０５；与

１０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂比较ｅＰ＜０．０５。
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２．２　奥沙利铂对 Ｙ７９细胞凋亡的影响　０．０００、
０２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下 Ｙ７９细胞凋亡率
分别为（２．１８±０．４３）％、（３６．９４±１．３６）％，
０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下 Ｙ７９细胞凋亡率
显著高于０．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理时，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
２．３　奥沙利铂对 Ｙ７９细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性的影
响　０．０００、０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下 Ｙ７９
细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ３活性分别为（１．９７±０．７２）％、
（５８２±０．６４）％，０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下
Ｙ７９ 细 胞 中 Ｃａｓｐａｓｅ３ 活 性 显 著 高 于

０．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理时，差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０１）。

３　讨论　

奥沙利铂是第３代铂类抗肿瘤药物，其能产生
水化衍生物，作用于细胞内 ＤＮＡ，促使其形成链内
及链间交联，抑制ＤＮＡ复制及信使ＲＮＡ合成，从而
发挥抗肿瘤作用，且奥沙利铂对听神经和肾脏损害

作用小，胃肠道不良反应较轻［９］。本研究通过观察

奥沙利铂对人ＲＢ细胞株中Ｙ７９细胞的增殖及凋亡
的影响，以期为奥沙利铂的临床应用提供依据。

研究显示，奥沙利铂可以诱导肿瘤母细胞凋亡，

并可以激活 Ｃａｓｐａｓｅｓ家族蛋白的抗癌因子［１０］。细

胞凋亡主要受Ｃａｓｐａｓｅｓ家族成员所介导的蛋白酶间
产生的级联反应影响，在细胞凋亡诱导信号刺激下，

启动型Ｃａｓｐａｓｅｓ与特异辅因子相结合而被激活，从
而发挥对细胞内蛋白质的水解作用，同时激活其下

游效应型 Ｃａｓｐａｓｅｓ；当下游效应型 Ｃａｓｐａｓｅ激活时，
其又可以对细胞内的靶物质进行高效能及大范围水

解，进一步降解细胞内蛋白质，最终使细胞不可逆地

凋亡［１１１２］。Ｃａｓｐａｓｅｓ３作为 Ｃａｓｐａｓｅｓ家族成员之
一，属于一种白细胞介素１β转化酶，能够激活多种
细胞的凋亡途径，尤其在细胞凋亡效应的下游中起

着核心作用，促进细胞凋亡。活化的 Ｃａｓｐａｓｅｓ３可
对ＤＮＡ依赖性蛋白激酶及聚腺苷二磷酸核糖多聚
酶等进行分解和切割，从而对 ＤＮＡ复制、转录以及
损伤修复产生影响［１３］。本研究结果显示，不同浓度

的奥沙利铂对Ｙ７９细胞增殖均有抑制作用，且随着
浓度增加抑制作用逐渐增强，０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙
利铂对 Ｙ７９细胞增殖已有较强的抑制作用，因此，
在观察奥沙利铂对人 Ｙ７９细胞凋亡的影响时剂量
选用 ０．２５０μｍｏｌ· Ｌ－１。本 研 究 结 果 显 示，

０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂处理下Ｙ７９细胞凋亡率显
著高于００００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂；０．２５０μｍｏｌ·Ｌ－１

奥沙利铂处理下Ｙ７９细胞中Ｃａｓｐａｓｅ３活性显著高于
０．０００μｍｏｌ·Ｌ－１奥沙利铂。本研究结果显示，奥沙
利铂能够显著增强 Ｃａｓｐａｓｅｓ３活性，促进其发挥抑
制肿瘤细胞增殖和加快肿瘤细胞凋亡的作用。
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