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摘要：目的  观察青蒿琥酯（ATS）、双氢青蒿素(DHA)和紫杉醇(Taxol)及ATS联合Taxol对小鼠黑色素瘤B16细胞的增殖抑制作用，评价各组药物对小鼠黑色素瘤B16细胞的杀伤作用，初步探讨ATS与Taxol联合给药对小鼠黑色素瘤B16细胞是否有协同增效作用。方法  采用CCK-8法检测ATS、DHA和Taxol单药对小鼠黑色素瘤B16细胞作用24 h和48 h的抑制作用，并计算半数抑制浓度（IC50）值；检测ATS联合Taxol不同配比AT（1:1）、AT（3:2）和AT（7:3）对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的抑制作用。运用质量作用中效定理和药物合并指数定理分析两药联合是否有协同增效作用。结果   ATS、DHA和Taxol单药作用于小鼠黑色素瘤B16细胞的IC50值，在24 h时，分别为126.56，86.09，3.27μmol·L-1；在48 h时，分别为1.36，15.11，0.97 μmol·L-1。ATS联合Taxol 3个浓度组AT（1:1）、AT（3:2）和AT（7:3）对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h，联合用药合并指数（CI）均小于1。结论  ATS、DHA和Taxol单药对小鼠黑色素瘤B16细胞的增殖抑制作用随着药物浓度和时间的增加而明显增加，呈剂量和时间依赖性。青蒿琥酯联合紫杉醇抑制小鼠黑色素瘤B16细胞增殖，有良好的协同增效作用。
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[Abstract] Objective  To observe the inhibitory effects of artesunate (ATS),  dihydroartemisinine (DHA) and paclitaxel (Taxol) alone, and ATS combined with Taxol on the proliferation of B16 mouse melanoma cells, so as to evaluate the killing effects of each treatment on B16 mouse melanoma cells and to preliminarily explore whether ATS combined with Taxol provides synergy on B16 mouse melanoma cells.Methods   Using CCK-8, the inhibitory effects of ATS ,DHA and Taxol alone on B16 mouse melanoma cells over 24 h and 48 h were detected and the 50% inhibiting concentration (IC50) was calculated; the inhibitory effects of ATS combined with Taxol in different ratios of A/T (1:1, 3:2 and 7:3) on B16 mouse melanoma cells over 48 h were detected. Median-effect theory and drug combination index were used to analyze whether the combination of the two drugs provided synergy. Results   The IC50 of ATS, DHA and Taxol alone on B16 mouse melanoma cells was 126.56, 86.09 and 3.27 µM, respectively, at 24 h, and 1.36, 15.11, 0.97 µM, respectively, at 48h. The drug combination index (CI) was <1 for all the three ATS and Taxol combinations of A/T (1:1), A/T (3:2) and A/T (7:3) over 48 h acting on B16 mouse melanoma cells. Conclusions   ATS, DHA and Taxol alone produced inhibitory effects on B16 mouse melanoma cells that increased with drug concentration and time, suggesting dose and time dependence. ATS combined with Taxol provided favorable synergy in inhibiting proliferation of B16 mouse melanoma cells.
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青蒿素是20世纪70年代初，我国药学工作者从黄花蒿（Artemisia annuaL.）中提取的有效抗疟成分，是一种含内过氧化基团的倍半萜内酯化合物[1]。近来有研究[2-4]表明，青蒿素类药物对肿瘤细胞的细胞毒性作用具有广泛的有效性。相对于化疗药物严重的毒副作用，青蒿素类药物联合用药时不仅不会增加副作用，还能增强疗效和减少抗肿瘤药的用量[5]。因此，本研究在观察青蒿琥酯（ATS）、双氢青蒿素(DHA)和紫杉醇 (Taxol) 单药以及ATS联合Taxol抗小鼠黑色素瘤B16细胞作用的基础上，探讨ATS与Taxol联合给药对小鼠黑色素瘤B16细胞是否有协同增效作用。
1材料与方法
1.1 细胞培养   小鼠黑色素瘤B16细胞购于ATCC，用含10 %新生牛血清的RPMI 1640培养液于5 %CO2、37 ℃、饱和湿度的二氧化碳培养箱中培养，每隔2~3天换液一次，用0.25 %胰酶（含0.02 %EDTA）消化传代，取处于对数生长期的细胞进行实验。
1.2 药物与试剂   青蒿琥酯，桂林南药，批号：ZA130614；双氢青蒿素，重庆华立武陵山制药有限公司，纯度99.1 %；紫杉醇，上海龙翔生物医药开发有限公司，批号：120703；CCK-8试剂盒，日本DOJINDO公司，批号：EQ829；新生牛血清，美国Gibco公司，批号：1231376；1640培养基，美国Gibco公司，批号：1415197；台盼蓝，美国Sigma公司，批号：105F-05375。
1.3细胞增殖的检测   取汇合率80 %~90 %对数生长的B16细胞用0.25 %胰酶消化成单细胞悬液，调整细胞密度约1.0×105·mL，接种到96孔板中，每孔90 μL，置于37 ℃、5 % CO2培养箱中连续培养24 h。取出培养板，将各药液稀释加入各孔，每孔加10 μL药液。ATS的终浓度分别为5，1，0.5，0.25 μmol·L-1，DHA的终浓度为10，5，1，0.5 μmol·L-1，Taxol的终浓度为20，10，5，1 μmol·L-1，各浓度设置3个复孔，并设置空白对照组（含有细胞的培养基、CCK-8试剂）、0.1 %DMSO对照组（含有细胞的培养基、0.1 %DMSO和CCK-8试剂）和调零组（空白培养基、CCK-8试剂），置培养箱继续培养48 h。待检测前4 h，每孔加入CCK-8试剂10 μL，再避光培养到检测时间。在酶标仪检测波长450 nm，参考波长630 nm下检测吸光度OD值，并取其均数。以空白组调零后，分别计算细胞的抑制率。
1.4  ATS联合Taxol作用小鼠黑色素瘤B16细胞48 h的增殖抑制作用  取汇合率80 %~90 %对数生长的B16细胞用0.25 %胰酶消化成单细胞悬液，调整细胞密度约1.0×105·mL，接种到96孔板中，每孔90 μL，置37 ℃、5 %CO2培养箱中连续培养24 h。取出培养板，将各药液稀释加入各孔，每孔加10 μL药液。结合ATS和Taxol单药对小鼠黑色素瘤B16细胞的48 h IC50值，选择紫杉醇和青蒿琥酯的终浓度为4，2，1， 0.5 μmol·L-1。根据文献资料及预实验结果，联合给药按下表1进行配制给药，各浓度设置3个复孔，并设置空白对照组（含有细胞的培养基、CCK-8试剂）和调零组（空白培养基、CCK-8试剂），置培养箱继续培养48 h。待检测前4 h，每孔加入CCK-8试剂10 μL，再避光培养到检测时间。在酶标仪检测波长450 nm，参考波长630 nm下检测吸光度OD值，并取其均数。以空白组调零后，分别计算细胞的抑制率。补参考文献。
表1  ATS+Taxol联合用药的药物配制（μmol·L-1）
Table  1  The compounding of ATS with Taxol

	组合物
	
	ATS
	Taxol
	
	ATS
	Taxol
	
	ATS
	Taxol
	
	ATS
	Taxol

	0:1
	
	0
	4.0
	
	0
	2.0
	
	0
	1.0
	
	0
	0.5

	1:1
	
	2.0
	2.0
	
	1.0
	1.0
	
	0.5
	0.5
	
	0.25
	0.25

	3:2
	
	2.4
	1.6
	
	1.2
	0.8
	
	0.6
	0.4
	
	0.3
	0.2

	7:3
	
	2.8
	1.2
	
	1.4
	0.6
	
	0.7
	0.3
	
	0.35
	0.15

	1:0
	
	4.0
	0
	
	2.0
	0
	
	1.0
	0
	
	0.5
	0


1.5统计学处理方法   以Excel录入原始数据，应用SPSS 19.0和Graphpad prism 5软件对数据进行统计处理。计量资料以均数±标准差（
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）表示，多组计量资料分析采用One way  ANOVA，多重比较采用Duncan法进行比较，线性相关采用线性回归分析。
    肿瘤细胞生长抑制率计算公式如下：细胞抑制率（IR %）=(空白对照组平均OD值-给药组平均OD值)/空白对照组平均OD值 ×100 %。采用Logit法计算IC50。
1.6联合用药分析方法  根据文献[6]提出的合并指数定理和质量作用中效定理进行分析。
药物质量作用中效定理公式为：Dx=Dm[fa/(1-fa)]1/m，药物合并指数定理公式为：CI=(D)1/(Dx)1+(D)2/(Dx)2，
其中：CI（Combo Index）是药物联合用药指数，当CI=1时，表示相加作用；当CI＞1时，表示拮抗作用；当CI＜1时，表示协同作用。(Dx)1是第一个药物(D)1单独作用时抑制率为x %的剂量， (Dx)2是第二个药物(D)2单独作用时抑制率为x %的剂量，而(D)1和(D)2分别是在两药联合使用时抑制率也为x %时第一个药物和第二个药物的剂量。Dm是药物的中效剂量浓度（IC50），m表示质量作用中效定理曲线的斜率，fa是抑制率。
使用CompuSyn 1.0电脑软件输入各单药及其联合用药在各剂量浓度的抑制率（即fa值），则可以自动演算m、r及Dm值，并模拟出fa-CI图形（Chou-Talalay Plot），自动扫描测定药物的拮抗、相加或协同作用。其中r表示质量作用中效定理曲线的线性相关系数，r值不小于0.95表示模拟的参数线性良好。实验重复三次，每次数据单独处理，根据三次试验的均值±标准差统计Dm、m和r的值。

2 结果
2.1 ATS、DHA和Taxol对小鼠黑色素瘤B16细胞IC50值的测定  根据表2可以得出，运用CCK-8法检测紫杉醇、青蒿琥酯和双氢青蒿素对小鼠黑色素瘤B16细胞的IC50，在药物作用24 h时，分别为3.27，126.56，86.09 μmol·L-1；在药物作用48 h时，分别为0.97，1.36，15.11 μmol·L-1。由图1~图3可见，随着药物剂量的增加，药物对小鼠黑色素瘤B16细胞的增殖抑制作用明显增加，呈浓度依赖性；另外，随着作用时间的延长，药物对小鼠黑色素瘤B16细胞的增殖抑制作用明显增加，呈时间依赖性。
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Fig.1Effects of ATS on proliferation of B16 mouse melanoma cells
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Fig.2 Effects of DHA on proliferation of B16 mouse melanoma cells
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Fig.3 Effects of Taxol on proliferation of B16 mouse melanoma cells
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注:同一药物同一时间用Duncan法进行多重比较，标有不同大写字母者表示组间差异极显著(P＜0.01)；标有不同小写字母者表示组间差异显著(P＜0.05)；标有相同小写字母者表示组间差异不显著(P＞0.05)。同一药物同一浓度，不同作用时间48 h与24 h抑制率相比，**P＜0.01，*P＜0.05。
表2  ATS、DHA和Taxol对小鼠黑色素瘤B16细胞24 h和48 h的IC50（μmol·L-1）
Table  2   IC50 of ATS, DHA and Taxol on proliferation of B16 mouse melanoma cells in 24 h and 48 h
	药物
	24 h IC50
	48 h IC50

	ATS
	126.56
	1.36

	DHA
	86.09
	15.11

	Taxol
	3.27
	0.97


2.2 ATS+Taxol联合用药  根据以上药物作用48 h的IC50值，选择ATS与Taxol进行联合用药，联合给药按表1进行配制给药，实验重复3次，以考察两药联合应用是否有协同作用。ATS+Taxol不同配比对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的增殖抑制作用数据见下表3~表5。
表3  ATS+Taxol不同配比对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的增殖抑制作用（第一次检测）
Table  3  Effects of different proportion of ATS with Taxol on the proliferation of B16 mouse melanoma cells in 48 h(1st)
	药物/组合物
	各剂量浓度的抑制率/%

	
	0.5 μmol·L-1
	1 μmol·L-1
	2 μmol·L-1
	4 μmol·L-1

	ATS
	33.65
	42.31
	45.77
	51.25

	Taxol
	40.15
	50.93
	57.31
	59.75

	AT（1:1）
	40.38
	53.21
	58.80
	62.31

	AT（3:2）
	39.76
	54.98
	59.23
	63.9

	AT（7:3）
	51.19
	56.86
	61.87
	67.03


表4 ATS+Taxol不同配比对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的增殖抑制作用（第二次检测）
Table  4  Effects of different proportion of ATS with Taxol on the proliferation of B16 mouse melanoma cells in 48 h(2nd) 
	药物/
	各剂量浓度的抑制率/%

	组合物
	0.5 μmol·L-1
	1 μmol·L-1
	2 μmol·L-1
	4 μmol·L-1

	ATS
	34.88
	43.80
	45.40
	49.97

	Taxol
	44.09
	53.52
	62.16
	63.63

	AT（1:1）
	44.22
	56.21
	61.55
	64.71

	AT（3:2）
	55.71
	60.22
	63.90
	70.89

	AT（7:3）
	55.14
	59.79
	64.61
	70.26


表5 ATS+Taxol不同配比对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的增殖抑制作用（第三次检测）
Table  5 Effects of different proportion of ATS with Taxol on the proliferation of B16 mouse melanoma cells in 48 h(3rd)
	药物/组合物
	各剂量浓度的抑制率/%

	
	0.5 μmol·L-1
	1 μmol·L-1
	2 μmol·L-1
	4 μmol·L-1

	ATS
	45.30
	51.09
	59.03
	62.91

	Taxol
	50.74
	58.80
	64.52
	68.67

	AT（1:1）
	50.43
	58.73
	64.90
	69.29

	AT（3:2）
	54.38
	66.17
	68.89
	72.68

	AT（7:3）
	54.49
	65.16
	74.64
	75.69


根据AT（1:1）、AT（3:2）和AT（7:3）三次实验的抑制率，运用Compusyn1.0软件对数据进行运算，可得以下参数表6，经过三次重复试验的质量作用中效定理曲线的线性相关系数r均值大于0.95，表示参数的拟合良好。三个联合用药浓度组合物的Dm值（半数抑制浓度）均比ATS和Taxol单独用药时的Dm值要低，与ATS相比差异有极显著意义（P＜0.01），与Taxol相比差异无统计学意义（P＞0.05）。其中AT（7:3）组合物Dm值下降最为明显，但三个联合用药浓度组合物的Dm值之间差异无统计学意义（P＞0.05）。
表6  ATS+Taxol不同配比对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的相关参数（
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Table  6 The Parameters of different proportion of ATS with Taxol on the proliferation of B16 mouse melanoma cells in 48 h

	药物/
组合物
	Dmμmol·L-1
	m
	r

	ATS
	2.573±1.240
	0.324±0.033
	0.976±0.016

	Taxol
	0.772±0.296
	0.382±0.017
	0.969±0.017

	AT（1:1）
	 0.711±0.226**
	0.399±0.015
	0.971±0.016

	AT（3:2）
	 0.497±0.354**
	0.384±0.071
	0.960±0.019

	AT（7:3）
	 0.359±0.067**
	0.398±0.081
	0.986±0.018
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图4  Fa-CI值曲线图
Figure 4    Fa-CI plot

由Fa-CI曲线图可以发现，组合物在1:1、3:2和7:3时，CI值均小于1，两个组合物有较好的协同作用，其中以7:3的药物组合协同作用最为明显。

3 讨论
虽然晚期黑色素瘤的治疗取得了突破性进展，个体化靶向治疗和免疫靶向治疗是目前的研究热点，但对于黑色素瘤患者来说化疗药物仍然是重要的治疗手段。临床上，化学治疗多选择包括达卡巴嗪，替莫唑胺，白蛋白紫杉醇，紫杉醇±卡铂，达卡巴嗪／替莫唑胺为基础的联合方案[7]。已知青蒿琥酯具有抗肿瘤增殖的潜在作用[8]，有临床研究证明，青蒿琥酯作为肿瘤治疗用药，具有抗肿瘤细胞增殖和一般耐受性良好的特性[9]。而且双氢青蒿素被认为能够选择性地诱导黑色素瘤细胞的凋亡，而不影响人原代黑色素细胞的生存能力，具有用作化学治疗的前景[10]。青蒿素类药物与紫杉醇联合应用治疗黑色素瘤是否能减少紫杉醇单一用药所带来的毒副作用，并且疗效稳定，值得进一步研究和探讨。
本实验研究表明了青蒿琥酯、双氢青蒿素和紫杉醇对小鼠黑色素瘤具有抑制作用。结果显示，三种药物对小鼠黑色素瘤B16细胞的抑制增殖作用效果显著，有明显的时间-剂量关系。而且在作用48 h时，青蒿琥酯的半数抑制浓度与紫杉醇的基本相当。另外，双氢青蒿素对小鼠黑色素瘤B16细胞也有很好的抑制增殖作用，在作用24 h时，效果比青蒿琥酯要显著。可见双氢青蒿素除了可以选择性诱导黑色素瘤细胞的凋亡[10]外，其抑制细胞增殖的效应也较显著。实验中还发现，双氢青蒿素对细胞的作用抑制率有时差别比较大，这可能与双氢青蒿素结构中存在不稳定基团，而存在降解现象，从而引起实验结果的偏差或者得到错误的结论[11]。
联合用药的评价参考了Chou-Talalay提出的评价体系[6]，青蒿琥酯与紫杉醇对小鼠黑色素瘤B16细胞作用48 h的IC50值都约为1 µM，因此设置0.5、1、2、4 µM四个浓度梯度的药物浓度组合。无论是1:1组（即是按照周廷潮先生的IC50：IC50组进行设置），还是3:2组和7:3组，与单一用药相比抑制效果均较理想。三个联合用药浓度组合物的Dm值（半数抑制浓度）虽然与Taxol单一用药相比差异无统计学意义，但是联合用药减少了Taxol的用量，能够减少紫杉醇单一用药所带来的毒副作用。联合用药组合物从结果中都可以明显得出CI值小于1，两药联合有一定的协同作用。而两药联合作用，抑制率和协同用药指数CI值尤其以7:3浓度组较为明显。
综上所述，青蒿琥酯联合紫杉醇对小鼠黑色素瘤B16细胞的增值抑制协同作用明显，有进一步开发应用的价值。

参考文献：
[1]
王红，王京燕. 青蒿素类抗疟药的作用机制及耐药机制研究进展[J]. 国际药学研究杂志，2007，34(3)：187-189，193.
[2] Efferth T，Dunstan H，Sauerbrey A，et al. The anti-malarial artesunate is also active against cancer[J]. International journal of oncology，2001，18(4)：767-773.
[3] 张泽舜，陈忠平.青蒿素类化合物抗肿瘤作用机制研究进展 [J]. 中国神经肿瘤杂志， 2011，1：16.
[4]
曹智刚，袁守军，陈惠鹏.双氢青蒿素对肿瘤细胞及肿瘤动物模型的抑制作用[J]. 实用医学杂志，2006，22(24)：2835-2837.
[5] Efferth T，Sauerbrey A，Olbrich A，et al. Molecular modes of action of artesunate in tumor cell lines[J]. Molecular Pharmacology，2003，64(2)：382-394.
[6] Chou T. The mass-action law based algorithm for cost-effective approach for cancer drug discovery and development [J]. American journal of cancer research，2011，1(7)：925 -954.
[7] CSCO黑色素瘤专家委员会.中国黑色素瘤诊治指南[M].1版.北京：人民卫生出版社，
2013：26.

[8] Nguyen HT，Tran TH，Kim JO，et al. Enhancing the in vitro anti-cancer efficacy of artesunate by loading into poly-D，L-lactide-co-glycolide (PLGA) nanoparticles[J]. Arch Pharm Res，2015，38(5)：716-724.

[9]
Krishna S，Ganapathi S，Ster IC，et al. A Randomised, Double Blind, Placebo-Controlled Pilot Study of Oral Artesunate Therapy for Colorectal Cancer. EBioMedicine[J].2015，2(1)： 82-90.

[10] Cabello CM，Lamore SD，Bair WB 3rd，et al. The redox antimalarial dihydroartemisinin targets human metastatic melanoma cells but not primary melanocytes with induction of NOXA-dependent apoptosis. Invest New Drugs [J]. 2012，30(4)：1289-301.

[11] 祝凡平. 双氢青蒿素的体外稳定性及其时间依赖性药动学研究[D].山东大学，2014.

   (编辑：宋威)    















收稿日期：2015-08-26


作者简介：薛林路，女，硕士研究生，研究方向：中医药防治重大疾病。


Email：�HYPERLINK "mailto:1121595778@qq.com"�1121595778@qq.com�。通讯作者：宋健平，男，教授，博导，研究方向：青蒿素防治疟疾策略和中医药防治重大疾病的研究。Email：� HYPERLINK "mailto:songjp@gzucm.edu.cn" �songjp@gzucm.edu.cn�。


基金项目：国家自然科学基金项目（81273643）；青年科学基金项目（81403295）。








PAGE  
1

_1501221889.unknown

_1501222002.unknown

