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目前，恶性肿瘤的治疗仍以手术、放射治疗和化学治疗为

主。由于肿瘤的治疗是一个复杂的过程，为了达到治愈的目

的，既要消灭肿瘤的原发病灶，又要根除可能存在的淋巴结转

移灶或潜隐性转移灶，因此临床上多采用几种方法综合治

疗。目前，70％左右的肿瘤都采用放射疗法，但是，在肿瘤的

发生和发展过程中，由于实体肿瘤中普遍存在 10％～50％ 的

乏氧细胞[1]，造成肿瘤对射线不敏感、产生放射抗拒，从而限制

了肿瘤的放疗效果，引起肿瘤的复发和转移。因此，寻找肿瘤

放射增敏剂，对于提高肿瘤对射线的敏感性、降低照射剂量、
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摘 要 目的：研究大黄酰缬氨酸对人宫颈癌Hela细胞生长的抑制作用和放射增敏活性。方法：不同浓度大黄酰缬氨酸（0、6.03、

18.09、54.28、162.85、488.56、732.84、1 465.68 μmol/L）作用于Hela细胞24、48 h后采用MTT法测定细胞活力，计算抑制率、半数抑

制浓度（IC50）与20％抑制浓度（IC20）并绘制浓度-抑制率曲线。试验分为模型（等容培养液）6组与大黄酰缬氨酸（30 μmol/L）6组，

培养细胞24 h后分别接受0、1、2、4、6、8 Gy γ射线照射（剂量率：0.78 Gy/min），再继续培养24 h，绘制照射剂量-存活比曲线，计算N

（外推数）、D0（平均致死剂量）、SF2（单次照射2 Gy的细胞存活比）、SER（模型组D0与用药组D0之比或模型组SF2与用药组SF2之

比）。结果：54.28、162.85、488.56、732.84、1 465.68 μmol/L 大黄酰缬氨酸作用 24 h 时和 6.03、18.09、54.28、162.85、488.56、732.84、

1 465.68 μmol/L大黄酰缬氨酸作用48 h时均可明显抑制细胞活力；其对宫颈癌HeLa细胞的抑制作用呈剂量依赖性，IC50分别为

179.423 μmol/L（24 h）和84.192 μmol/L（48 h），IC20分别为52.943 μmol/L（24 h）和30.505 μmol/L（48 h）。与模型组比较，大黄酰缬

氨酸组细胞N、D0、SF2降低，SER升高。结论：大黄酰缬氨酸体外能明显抑制Hela细胞生长，增加Hela细胞的放射敏感性。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the growth inhibition effect and radiosensitization effect of acyl-valine from Rheum pal-

matum on human cervical cancer Hela cells. METHODS：MTT method was used to determine cell viability after the acyl-valine

from R. palmatum varying in concentration（0，6.03，18.09，54.28，162.85，488.56，732.84 and 1 465.68 μmol/L）had acted on

Hela cells for 24 h and 48 h. The inhibition rate and median inhibitory concentration（IC50）and twenty percent inhibitory concentra-

tion（IC20）were calculated. The concentration-inhibition rate curves were drawn. In the experiment，there were 6 model groups（iso-

volumic culture solutions）and 6 groups of acyl-valine from R. palmatum（30 μmol/L）. After being cultured for 24 h，the cells

were irradiated with γ-ray at doses of 0，1，2，4，6 and 8 Gy（dose rate：0.78 Gy/min），followed by culture for another 24 h.

Then the dose-survival ratio curves were drawn to get N（extrapolation number），D0（mean lethal dose），SF2（survival ratio after

single irradiation at a dose of 2 Gy）and SER（ratio of D0 of model group to that of medication group or ratio of SF2 of model

group to that of medication group）. RESULTS：The acyl-valine from R. palmatum with the concentration of 54.28，162.85，

488.56，732.84 and 1 465.68 μmol/L after 24 h and that with the concentration of 6.03，18.09，54.28，162.85，488.56，732.84，

1 465.68 μmol/L after 48 h could significantly inhibit the cell viability. The inhibition effect of acyl-valine from R. palmatum on cer-

vical cancer Hela cells was manifested in a dose-dependent manner. IC50 was 179.423 mol/L（24 h）and 84.192 mol/L（48 h），IC20

was 52.943 μmol/L（24 h）and 30.505 μmol/L（48 h），respectively. Compared with model group，N，D0 and SF2 were decreased

and SER was increased. CONCLUSIONS：The acyl-valine from R. palmatum can significantly inhibit the growth of cervical cancer

Hela cells in vitro and increase the radiosensitivity.
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改善患者的生存状况具有重要的意义[2]。

目前，已经研究的放射增敏剂类型较多[3-4]，除传统的亲电

子型放射增敏剂外，还有生物还原活性物、修复抑制剂、巯基

抑制剂、类氧化合物以及中草药等[5-6]，具体药物如甘氨双唑钠

（CM-Na）[7]、丝裂霉素C（Mitomycin C）、紫杉醇[8]等已经应用于

临床。前期研究发现，芦荟大黄素和大黄酸对人宫颈癌Hela

细胞具有较为明显的放射增敏作用[9]。为了寻找高效低毒的

放射增敏剂，笔者选择大黄酸为母体，对其进行结构修饰得到

其氨基酸衍生物——大黄酰缬氨酸，并对其抑制Hela细胞的

作用及放射增敏活性开展了试验研究。

1 材料
1.1 仪器

CO2细胞培养箱（美国Napco 公司）；超净工作台（苏州净

化设备有限公司）；CX31型倒置相差显微镜（日本Olympus公

司）；MK3型酶标仪（美国 Thermo Fisher 公司）；XP205DR 型

分析天平（瑞士Mettler-Toledo公司）；Ⅱ40型 137Cs伽马射线

照射仪（加拿大Gamma公司）。

1.2 药品与试剂

大黄酰缬氨酸（中国医学科学院放射医学研究所，批号：

20100601，纯度：＞98％）；DMEM 培养基（美国 Invitrogen 公

司）；胎牛血清（中国医学科学院血液研究所）；胰酶、MTT（美

国Genview 公司）；二甲基亚砜（DMSO，天津光复精细化工研

究所）；结晶紫（天津市化学试剂研究所）。

1.3 细胞

Hela细胞购于中国医学科学院基础医学研究所细胞中心。

2 方法
2.1 细胞培养

Hela细胞接种于DMEM培养基中（含10％胎牛血清与青

霉素、链霉素各 100 u/ml），于 37 ℃、含 5％CO2的培养箱中培

养，每 2～3 d更换培养液，细胞铺满培养瓶后用 0.25％胰蛋白

酶消化后传代。

2.2 大黄酰缬氨酸对宫颈癌Hela细胞生长的抑制作用

取对数生长期细胞，经0.25％胰蛋白酶消化制成单细胞悬

液，计数并稀释使细胞密度至 2×104 ml－1。按每孔200 μl细胞

液接种于96孔培养板中，于37 ℃、5％CO2的培养箱中培养24

h使细胞贴壁生长。以不同浓度大黄酰缬氨酸（0、6.03、18.09、

54.28、162.85、488.56、732.84、1 465.68 μmol/L）分别作用于

Hela 细胞 24、48 h。终止培养前 4 h 加入 MTT（5 mg/ml ）15

μl。终止培养后吸出培养液，每孔加入DMSO 150 μl，振摇 10

min，使完全混匀且无结晶。在酶标仪492 nm波长处测定光密

度（OD），以OD代表细胞活力。按下列公式计算生长抑制率：

生长抑制率（％）＝（1－试验组 OD/对照组 OD）×100％；拟合

剂量存活曲线，并计算半数抑制浓度（IC50）和 20％抑制浓度

（IC20）。设0 μmol/L为对照，每组5个复孔。

2.3 大黄酰缬氨酸对细胞体外放射增敏活性的促进作用

于37 ℃、5％CO2培养箱中培养24 h使细胞贴壁生长。试

验分为模型（等容培养液）6组与大黄酰缬氨酸（30 μmol/L）6

组，每组同时设3个平行样。给药培养24 h后细胞分别接受0、

1、2、4、6、8 Gy γ射线照射（剂量率：0.78 Gy/min），照射后再继

续培养24 h，然后弃去原液，更换培养基培养8～10 d后，弃培

养液，先用磷酸盐缓冲液（PBS）冲洗，再用甲醇固定，然后以

0.1％结晶紫染液染色，计数细胞集落（细胞数为 50个以上）

数。采用下列公式计算细胞存活率：细胞存活率（％）＝试验

组集落数/（细胞种植数×细胞贴壁率）×100％；抑制率＝

100％－细胞存活率。采用GraphPad Prism 5软件处理，得单

靶多击模型拟合细胞存活曲线：SF＝1－（1－e－D/D0）N，式中：SF

为单次照射2 Gy的细胞存活比；D为吸收剂量（Gy）；D0为平均

致死剂量；N为外推数。根据上述公式计算N、D0、单次照射 2

Gy的细胞存活比（SF2）、SER（模型组D0与用药组D0之比或模

型组SF2与用药组SF2之比）。

2.4 统计学方法

采用SPSS 17.0软件处理实验数据。数据以x±s表示，多

组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD法进

行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 大黄酰缬氨酸对宫颈癌Hela细胞生长的抑制作用

作用于细胞 24 h 后，在 54.28、162.85、488.56、732.84、

1 465.68 μmol/L浓度下，大黄酰缬氨酸可明显抑制Hela细胞

活力，IC50、IC20 分别为 179.423、52.943 μmol/L；作用于细胞 48

h 后 ，在 6.03、18.09、54.28、162.85、488.56、732.84、1 465.68

μmol/L浓度下，大黄酰缬氨酸可明显抑制Hela细胞活力，IC50、

IC20分别为 84.192、30.505 μmol/L。大黄酰缬氨酸对细胞活力

的抑制呈剂量依赖性。各组细胞活力与抑制率结果见表1；浓

度-抑制率曲线见图1。

表1 各组细胞活力与抑制率结果（x±±s，n＝5）

Tab 1 Results of cell viability and inhibition rates of all

groups（x±±s，n＝5）

浓度，
μmol/L

0

6.03

18.09

54.28

162.85

488.56

732.84

1 465.68

OD492

24 h

0.421±0.064

0.392±0.051

0.365±0.065

0.345±0.037＊

0.179±0.041＊＊

0.098±0.019＊＊

0.057±0.034＊＊

0.040±0.023＊＊

48 h

0.770±0.058

0.673±0.068＊＊

0.610±0.024＊＊

0.541±0.022＊＊

0.093±0.008＊＊

0.047±0.007＊＊

0.023±0.008＊＊

0.029±0.010＊＊

抑制率，％
24 h

0

6.90

13.47

18.10

57.51

76.66

86.39

90.54

48 h

0

12.62

20.77

29.82

87.95

93.85

97.08

96.28

注：与0 μmol/L比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. 0 μmol/L，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图1 浓度-抑制率曲线

Fig 1 Concentration-inhibition rate curves
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3.2 大黄酰缬氨酸对细胞体外放射增敏活性的促进作用

与模型组比较，大黄酰缬氨酸组细胞N、D0、SF2降低，SER

升高。照射剂量-存活比曲线见图 2；各组放射生物学参数见

表2。

表2 各组放射生物学参数（n＝3）

Tab 2 Results of radiobiological parameters of all groups

（n＝3）

组别

模型组
大黄酰缬氨酸组

放射生物学参数
N

0.909 8

0.673 5

D0

2.739 7

2.527 2

SF2

0.450 2

0.334 1

SER

1.00

1.35

4 讨论

大黄酸为中药大黄的主要活性成分之一。大量研究表

明，大黄酸等蒽醌类化合物对胃癌、乳腺癌、口腔鳞癌等多种

肿瘤细胞具有抑制作用。其作用机制主要是通过调控与肿瘤细

胞凋亡和增殖密切相关的信号转导通路、诱导细胞凋亡以及

形成DNA交联造成损伤等途径对肿瘤细胞发挥抑制作用[10-13]。

放射增敏剂作用机制研究表明，放射增敏涉及细胞周期紊乱、

DNA损伤、辐射所致细胞信号转导过程、血管形成、凋亡等多

个复杂的领域，其增敏作用与增加射线对肿瘤细胞的原发性

损伤、减弱肿瘤细胞放射后亚致死性损伤与潜在致死性损伤

的修复能力、促进肿瘤细胞凋亡以及影响信号通路有关[1]。基

于此，笔者设想对大黄酸类化合物开展放射增敏作用的研

究。由于大黄酸类化合物的溶解性不好，同时为了增加药物

对肿瘤细胞的亲和性，本研究设计合成大黄酰缬氨酸，通过体

外试验研究表明，其对Hela细胞具有较好的放射增敏作用。

蒽醌类化合物具有一个三环共平面结构，这种结构特点

使其能插到DNA特定的碱基对中，形成DNA交叉连接，造成

DNA损伤。同时由于蒽醌类化合物分子中含有共轭羰基，具

有亲电子性，能够转移受电离辐射损伤的生物靶分子上的电

子，而使靶分子的损伤固定下来，从而具有放射增敏作用。另

外也有研究表明，蒽醌类化合物可以通过影响HIF-1α基因达

到放射增敏的作用 [13]，也可以通过抑制 DNA-PKcs[14]，ATM

（Ataxia-telangiectasia mutant）基因 [15]抑制 DNA 损伤的修复，

发挥放射增敏作用。大黄酰缬氨酸类化合物是通过哪种途径

发挥的放射增敏作用还有待进一步的研究。
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图2 照射剂量-存活比曲线

Fig 2 Irradiation-survival ratio curves
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