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维拉帕来增强博来霉素 A 对体内外小鼠肉瘤 S-180细胞的抗癌活性 

何农高、张鸿卿、王瑞虹，扬新棒、薛绍白(北京师范大学生物系，北京 100875，中国) 

Enhancement of antltumor activity of bleomycin 

 ̂ in m0uBe sal'~olI[a 180 ceils in vilr,~ and in 

rico by verapamll ‘ 

HE NoI p,o， ZHANG Hong--Qing， W ANG 

Rui-Hong，YAN0 Xin—Lin XUE Shao-Bai(De． 

partmeat ofBiology Belling Normal University．Bei#ng 

10087J，China) 

B̂STR̂ cT rapami1 (Ver)． a calcium influx 

blockeL enhanced the cytotoxicity of bleomycin A 

∞LMl|n cultured S-l80 cells． Ic∞ of丑LM to the 

∞I1sWAS about 2．6／zg／mlwhenthecellswefctreated 

with 丑LM alone
． 'out when the cells werc treated with 

BLM plusVet1，5，l0 ／ml，theICse were 1／1．2， 

l／5．2。1／7．4 of the cells treated with 丑LM aloue． 

~ pectively． In colony test，the surviva1 fractions of 

thece llstreated wit1l丑LM 20，60，1O0 飑 ／m1 plus 

Ver 60 旭 ／ml WC~+C l／7，l／8， l／ ll ofthe cells 

fftmted with BLM a1on 砘 吐ivcb． V盯 enhanced 

thegrowthinhibitory actions ofBLM inmicehearing 

S-180~[Lrcoma by 60％ or over The rltean survival 

e growth jnhibitory actions of丑LM  in mice bearing 

s_180 sal~onlu bv 60％ or over． The mean survival 

time ofthe mice bearing S～iS0 ascites sarcoma treated 

with 丑LM  plus Ver was prolonged 21％ from t1lat of 

the mice treated with 丑LM  alone． The results sug- 

鼻：札 that Ver may b used clinically as url antitumor 

enhancerofBLM  

提要 无毒剂量的维扎帕米(10 g／m】J与低浓度均 

博来霉隶A (BLM，0 37 ug／m】)合用 可使 BLM 抑 

制小鼠肉瘤 S-I80细胞增殖的作用比单独应用 BLM 

增强 7．4倍，使 BLM 对细胞的毒性增强 l1倍．维拉 

帕米 帅 mg／k窖使 BIM 5mg／kg的抑瘤效应增强 60 

％以上，联台治疗的 S一180腹水小鼠存恬时间比单独 

用 BLM 5rag／kg延长 21％． 上结果提示维拉 米 

在临床有可能提高 BLM 的治癌效果． 

关键词 维拉帕米 博来霉索类，内瘤~180；培养肿 

瘤细胞 药物联合治疗 

BLM 对头颈部鳞癌、宫颈癌和乳腺癌有 

较好的疗效，并具有不抑制机体免疫和造血功 

能的特点 但长期使用易产生肺毒性【l ；体外 

培养的肿瘤细胞在很短时间内就能对博来霉素 

产生抗性 ) 因此，如何减轻肺毒性 ，克服细 

胞的抗药性，充分发挥 BLM 的抗肿瘤作用， 

是该药临床应用中急待解决的问题 钙拈抗剂 

维拉帕米(vcrapamil，Vet)能增强长春新碱、 

阿霉素等抗癌药物的细胞毒性和治疗效果 对 

已具有抗药性的癌细胞，这种增强作用特别 

强 ．．】．本丈 日r的在于验证维拉帕米是否也能 

增强 BLM 的抗癌活性．以期 可能将维拉帕米 

作为一种化疗增效剂用于BLM 的临床治疗． 

KEY W ORDS verapamil；bleomycins；~tmoma I80； 

cultured tum or cells；combination drug therapy M ATERIALS AND M ETHODS 

R~x．eived 1989 Jul 17 AcccDted 】99O Apt 19 

‘Project supported by the National Natural Science 

Foundation of China．怕 9388O02 

盐酸 Ver(Sigma公 司产品)，BLM 为天津 

河北制药厂生产，系无铜精制品．两种药品均 

用磷酸缓冲液配制，过滤除菌． 
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昆明种小鼠，体重 20±SD 2 g，早8不 

拘，体外培养小鼠肉瘤 S-I 80细胞由中国科学 

院发育生物研究所赠送，用含 10-15％小牛血 

清的 DMEM(GIBCO)培养基．37℃，5％CO2 

条件培养．S-180体内细胞系由医学科学院药 

物研究所赠送．以腹水形式保持于鼠体． 

体外培养细胞增殖抑制实验 将 S-180 

细胞按 3×l0L3．5×10‘／ml的浓度接种于小 

方瓶 ．分 4组加药：不加药组；BLM 组；Vet 

组和 BLM+Vcr组．加药后置 37℃培养．用两 

种方法收集细胞，一种方法是从加药后 d 2开 

始，每组取两瓶细胞 计数，共取 5 d：另一种方 

法是加药后将细胞连续培养 72 h后一次收集 

计数，所有细 胞均用计 数器(coulter Counter 

英国)计数．结果以加药组与对照组细胞数％ 

表示． 

体外培养细胞集落形成率 无菌收集对 

数期细胞并计数，将细胞分成若干等分．分 

BLM 组和 BLM+vcr组加药，加药后置 37℃ 

培养 lh，然后用无菌磷酸缓 冲液离心二次洗 

去药物，用含血清培养液进行梯度稀释，并按 

梯度接种于 24孔培养板(重复 3孔)置 37"C培 

养．待大多数集落达到 50个细胞以上时，吸 

去培液，Giemsa染色，镜检计各孔集落数，结 

果以实验组与对照组集落％表示． 

腹水小鼠平均存活时间 取 s_l80腹水 

细胞用生理盐水 1：l稀释，每次 ip0．Iml／鼠， 

接种后 d 2开始给药物，qdx 10d．停药后以 

足够饲料喂养并观察死亡情况．以接种腹水为 

d I计算小鼠存活时间．结果用每组小鼠平均 

存活时间表示． 

抑瘤效应 取 S-180腹水细胞，用生理盐 

水 1：l稀释，每次 ip O．I ml／鼠，给药方式同 

上。末次给药 24h后处死小鼠，剥出肿瘤称 

量，以对照组和实验组瘤重之差与对照组之比 

表示抑瘤率． 

RESUI S 

Ver对 BLM 抑制瘤细胞增殖作用的增强 

用 0．5，2．5，5舢f／m】的 BLM 处理 s—l80 

细胞，连续 5d取样计数，与对照组比较，各 

加 药组细胞数均有减少，并与浓度相关．2．5 

／ml 时 细 胞 数 约 为 对 照 组 的 

70％， g／ml时细 胞数几 乎设 有 增加 ，用 

1-20vg／m1Ver单独处理细胞，培养 72h后 

发现。尽管在高浓度(20~g／m1)时细胞数减少 

约为对照组的 40％，但在 10pg／ml以内细胞 

数与对照组极为相近．均在对照的9o％以上． 

在 联 合 用 药 实 验 中 (Fig 1)，以 0．5，1．0， 

2．5腭 ／ml的 BLM 单独处理作为对照．药物 

浓度增加；细胞数目下降，半抑制浓度CtC∞)约 

为 2．6#g／mI_以上浓度的 BLM 与 60 g／ml 

的Ver合用时．细胞数显著下降，BLM 3个浓 

度使瘤细胞数分别从单独用药的 107％，91％ 

和 53％下降到 55％，63％和 45％并且 Vcr浓 

度升高，细胞数继续下降，在Vet为 10~g／ml 

时各 BLM 浓度细胞数均降到 40％以下．特别 

是在低浓度(2．5#g／m1)的 BLM，单独和联合 

用药的细胞数差别更大，0．5和 2．5 g／ml的 

BLM 分别与 l0 g／ml的 Vet合用后，细胞 

数在 单独 用药的基础 上分别 减少约 70％和 

U5 LU 2  ̂

_Ijl e 0my 0 A6( g／Jn1) 

Fig 1． Effect of verapmmll CVe0 O11 the 

i~rowtk-lnhlbltory mcfl~ of bleomycla乜 佃LM)Oil 
S-180 celIs v0ro．Cell IIItl~ be瑚 were counted mfter 

72—■ coating 1 l ubmtlou． =5 ， ± SD． 

尸)0．05， ¨，<0．05， ⋯ ，<0．Ol " single drug 

Rroups． 

● 
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30％．比较单独和联合用药 BLM 的 Ic50值， 

可见 l，5#8／ml和 】0 g／ml 3个 Ver浓度分 

别使 BLM IC50值 不同程度 下降，尤其在 

lO#g／mlVex时，Ic∞值较单独应用 BLM 下 

降 7,4倍．这说明 Ver在体外能增强 BLM 对 

s一】B0细胞增殖的抑制作用． 

Ver对 BLM 细胞毒性的增强 细胞集落 

形 成 率 实 验 结 果 见 Fig 2．20， 60和 100 

g／ml的 BLM 单独处理，集落数分别下降为 

对照的 30％，5％和 7％．用以上浓度 的 BLM 

与 60#g／ml Ver联合处理，集落数分别为对 

照的4％，0．6％和 0．06％，联合用药较单独用 

药分别下降 7，8和 1】倍．说明Ver使 BLM 

对细 胞的杀 伤作 用增 强 ．因为 60腭 ／ml的 

Ver单独处理后对细胞集落率无影响(数据略)． 

1O。 

c
l0一 

． 

‘= l0一 

= 

兰l0一 
∞  

10一’ 

J Ju Uu 8U ltl0 

Ul COlill-ciII A5 (pgtm1) 

Fig 2．Cytotoxle renponle of BLM and Mmultncoes 

lientnlellt wlell Vet(6O g／m1)on exponentially 

w哪 吨 S一180  cell- }rilro． The celb were t~ated 

for1-and 帕  e件 ∞ lIectedfornnnh-Itest byt0 

町 f0珊 ItI响． I5—6， 土SD． ¨，<0．O5 ．1agle 

击ug group~ 

单独和联合用药对 s一180腹水小鼠平均 

存活时间的影响 小鼠平均存活时间测定结果 

觅 Tab】．10mg／kg 10 d的 BLM 单独治 

疗，小 鼠存活时问是对照的 l17％；40rag／kg 

×10 d的 Ver单独治疗，存活时间与对照接近． 

低剂量 BLM 与 Vet合用．小 鼠存 活时间比单 

· 383· 

用 BLM 延长．在同一 BLM 剂量，小鼠存活 

时 间的 延 长与 Ver剂 量 相 关 ．5mg／kg的 

BLM 分别与 20和 40 mg／kg的 Ver合用 

后，存活时问分别为单独应用 BLM 的 】15％ 

和 121％；在同一 Vet剂量，小 鼠存 活时阃的 

延长 也依赖于 BLM 的剂 量．40 mg／kg的 

Ver分别与 2．5和 5rag／kg的 BLM 合用后， 

其存活时间分别为单独应用 BLM 的 l12％和 

121％．而 5mg／kg的 BLM 与 20 mg／kg 

Ver联合应用后，小鼠存活时间比 10rag／kg 

BLM 单独应用还高 12％．说明Ver能在一定 

程度上增强 BLM 的化疗效果． 

Tab 1．Mean sur~ a]tie IMST)of mke~ldng 

sileoma180 aKiteato BLM or plusVet． 一15． ± 

SD． >0．n5， ‘ <0．05 ~oltrol or n窖le drug 

Broup． 

T：Test group；C：Control group；B：Treated with 

BLM alone 

单独和联合用药的抑瘸效应 抑瘤实验结 

果觅 Tab 2．10mg／kg BLM 单独处理，抑瘤 

率为 78 2％；40mg／kgVer单独处理，抑瘤率 

为 5．】％；接近对照组．两种药物合用，抑瘤效 

应增强，抑瘤率大于二者单用之和．与对照组 

比较 ，2．5mg／kg BLM 单用和与 40 mg／kg 

Ver合用的抑瘤率分别为 28．4和 48．8％，合用 

在单 用 的基 础 上增 加 28．4％．说 明 Vet对 

BLM 的抑瘤效应有协同作用，而且抑瘤效应 

的增强与两种药物的剂量相关 ．但是药物剂量 

增加，小鼠体重有城轻的趋势． 

～ ～ 
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Tab 2．Effect of Vet O-tI growth—lahibltor~ttcti~us of 

BLM oR S-180 solld tamors． rl=15． f ± SD． 

"P>O．OS, "'P<0．OS vs coiltrolort6ngletlntg graul~． 

BLM Ver Body wt Tumor wt Inhibitory rate 

—

(rag／k
—

g,ip)Chan
～

ge(g) (ra
—

g)
～  l_T／9 《1～-T／By'／, 

0 0 +7．2土 1．7 40B土3， 0 

0 0 +2 5土2．2 B9土3 78 2．’ 

0 20 +5．8土2．4 440土2J 一72‘ 

0 40 +4．3± 3．1 390土 I5 51 

2．5 0 十6．3土0 9 292土 I3 —28 4’ 0 

2 5 20 +40土 1 5 251± 9 40 ’ 140’ 

2．5 40 +3．B土2．7 209±16 48．8̈  28 4．’ 

5 0 +5．4土 L8 255土24 37 gl 0 

5 2O +，．5土 1．9 140土 17 65r 45．1̈  

5 40 —1 I土 2．2 107土20 73 8．’ 62r’ 

C，B：The samemeaning astab1 

DISCUSS10N 

结果表明，在体外无毒剂量的 Vcr能增强 

BLM 对小鼠肉瘤 s-l80细胞增殖的抑制作 

用，还能增强 BLM 对这种细胞的毒性；在体 

内 Ver能显著增强 BLM 的抑瘤效应，在 

BLM 单用的基础上适当延长了荷癌动物的存 

活时间．二药合用在体 内体外效果都大于二者 

单独应用之和，出现协同作用 这些事实说明 

有可能以低剂量的BLM 加上Ver获得高剂量 

BLM 单用相同的疗效，从而减轻该药对肺的 

毒性．Ver对抗癌药物活性增强的幅度依赖于 

癌细 胞对这种扰 癌药物抗 药性程 度的增 

加o 】．本文用 S-I80细胞与其它细胞比较，也 

发现 S-I 80细胞对 BLM 较敏感，实验结果表 

明。尽管 Ver对 BLM 体外抗癌活性和抑瘤效 

应有较大幅度增强，但最辫 的疗效仅提高 

21％．可见。以 Ver克服 肿瘤细胞对 BLM 抗 

药性可能更具有临床意义．应该指出，Ver虽 

为临床用药，但对心脏和肝也有毒性，从本文 

结果还可以看出，要增强 BLM 的抗癌活性， 

需要较大剂量的 Ver．因此，这种联合用药是 

否可行，还需要更多的实验证据． 

Vet增强 BLM 抗癌活性的机理还不清楚． 

BLM 主要是通过扰乱 DNA台成杀伤细胞(主 

要是 M 期细胞)，并能使细胞阻断在 G，一M 

期" ．集落实验证明 Ver可增强 BLM 对 

S-180细胞的杀伤作用；结合我们 目前已经完 

成的工作表明，Vet增强 BLM扰癌活性很可 

能是：Vcr可以增加 BLM 在肿瘤中的积聚．从 

而增强药物 的 G2-M 阻断效应，最后导致细 

胞的杀伤增多(待发表资料)． 
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