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［摘要］　目的：研究甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）与长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ＶＣＲ）双载红细胞体外抗肿瘤效果。方法：改良

低渗预膨胀技术制备 ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞、ＭＴＸ单载红细胞和 ＶＣＲ单载红细胞。分别采用制备的载体红细胞、未载药

红细胞、ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液及ＲＰＭＩ１６４０培养液与Ｋ５６２细胞共培养。ＭＴＴ法检测Ｋ５６２细胞增殖，ＰＩ染色流式细胞仪分

析Ｋ５６２细胞周期，ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ染色流式细胞仪分析Ｋ５６２细胞凋亡情况。结果：双载红细胞明显抑制Ｋ５６２细胞的

增殖并促进其凋亡作用，且随共培养时间的延长而作用增强，效果优于 ＭＴＸ单载红细胞（Ｐ＜０．０５），与未载药红细胞相比差

异显著（Ｐ＜０．０１）；细胞周期结果显示，双载红细胞组Ｇ０／Ｇ１期Ｋ５６２细胞明显减少，Ｇ２／Ｍ期细胞逐渐增多，Ｓ期Ｋ５６２细胞在

作用１２ｈ后明显增多，２４ｈ后略有减少，与未载药红细胞的作用相比差异显著，与 ＭＴＸ＋ＶＣＲ原药组的作用基本相同。结

论：与未载药红细胞和单载红细胞相比，ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞杀伤肿瘤细胞作用更强。
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［中图分类号］　Ｒ９４３　　　［文献标识码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２００７）０２０１５８０４

Ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｎｅｏｐｌａｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｃｏｅｎｃａｐｓｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅａｎｄｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ

ＷＡＮＧＸｕａｎ１，ＱＩＡＮＢａｏｈｕａ２，ＺＨＡＺｈａｎｓｈａｎ２，ＷＵＪｉａｎｇ２，ＣＡＩＺｈｉｙａｎｇ２，ＧＵＯＦｅｎｇ２（１．ＭｅｄｉｃａｌＩｎｆｏｒｍａｔｉｏｎＣｅｎｔｅｒ

ｏｆＰＬＡＪｉｎａｎＭｉｌｉｔａｒｙＡｒｅａＣｏｍｍａｎｄ，Ｊｉｎａｎ２５００２２，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｌｏｏｄＴｒａｎｓｆｕｓｉｏｎ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｓｅｃｏｎｄ

ＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３）

［ＡＢＳＴＲＡＣＴ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ（ＭＴＸ）ａｎｄｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ（ＶＣＲ）ｌｏａｄｅｄ

ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄ，ＭＴＸｌｏａｄｅｄ，ａｎｄＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｂｙｍｏｄｉｆｉｅｄｈｙｐｏ

ｏｓｍｏｔｉｃｓｗｅｌｌｉｎｇｔｅｃｈｎｉｑｕｅ．Ｋ５６２ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｐｒｅｐａｒｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ，ｐｕｒｅｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ，ＭＴＸ＋ＶＣＲｓｏｌｕｔｉｏｎ，

ａｎｄＲＰＭＩ１６４０ｍｅｄｉｕｍ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＫ５６２ｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｕｓｉｎｇＰＩｄｙｅｉｎｇ．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄＫ５６２ｃｅｌｌｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｅｒｗｉｔｈＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＦＩＴＣ／ＰＩｋｉｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｃｏ

ｃｕｌｔｕｒｅｄＫ５６２ｃｅｌｌｓｉｎａｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｗｅｒｅｂｅｔｔｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｍｏｎｏｌｏａｄｅｄｏｎｅｓ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄ

ｕｎｌｏａｄｅｄｏｎｅｓ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｅｌｌｕｌａｒｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｓ，ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｔ

Ｇ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｗｈｅｒｅａｓｔｈａｔａｔＳｐｈａｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ１２ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ．２４

ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈ ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｔｈｅｃｅｌｌｓａｔＧ２／Ｍ ｐｈａｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎＳｐｈａｓｅ

ｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆ１２ｈｏｕｒｓ；ｔｈｅｒｅｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＭＴＸ＋ＶＣＲｇｒｏｕｐａｎｄｕｎｌｏａｄｅｄｇｒｏｕｐ；

ａｎｄｔｈｅＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｈａｄａｓｉｍｉｌａｒｅｆｆｅｃｔｔｏｔｈａｔｏｆＭＴＸ＋ＶＣＲｓｏｌｕｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｕｒｅ

ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓａｎｄｍｏｎｏｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ，ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｈａｖｅｍｏｒｅｐｏｔｅｎｔａｎｔｉｔｕｍｏｒｅｆｆｅｃｔ．
［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　ｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ；ｄｒｕｇｃａｒｒｉｅｒｓ；ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ；ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ；Ｋ５６２ｃｅｌｌ；ｃｅｌｌｃｙｃｌｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００７，２８（２）：１５８１６１］

［作者简介］　王　宣，硕士，实习研究员．

Ｅｍａｉｌ：ｘｕａｎ０７５＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ．Ｅｍａｉｌ：ｑｉａｎｂｈ１９６３＠２１ｃｎ．ｃｏｍ

　　本课题组在前期实验研究中已经证明［１］，通过改
良的低渗预膨胀等渗重封闭技术，红细胞可以作为
甲氨蝶呤（ｍｅｔｈｏｔｒｅｘａｔｅ，ＭＴＸ）和长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓ
ｔｉｎｅ，ＶＣＲ）双药载体，并且具有良好的载药效果和较
高的载体红细胞回收率，载入红细胞的 ＭＴＸ、ＶＣＲ体
外释放缓慢、稳定。经红细胞载药并释放出来的

ＭＴＸ、ＶＣＲ可经高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定，提示
其与原 ＭＴＸ、ＶＣＲ的化学结构相同，但其是否保持了
包载处理前所具有的抗肿瘤生物学活性还需要进一

步的体外实验验证。本研究将ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细

胞与Ｋ５６２细胞共培养，通过分析Ｋ５６２细胞增殖、细
胞周期和细胞凋亡情况，对双载红细胞释放 ＭＴＸ和

ＶＣＲ的抗肿瘤活性进行了观察。

１　材料和方法

１．１　实验对象和材料　Ｋ５６２细胞株由长海医院细
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胞培养室惠赠。健康成人红细胞由中国人民解放军
上海血站提供。注射用 ＭＴＸ、硫酸长春新碱粉针剂
购自上海华联制药有限公司。ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ
凋亡试剂盒购于晶美生物工程有限公司。碘化丙啶
（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ，ＭＴＴ）、二甲基亚砜（ｄｉｍｅ
ｔｈｙ１ｓｕｌｆｏｘｉｄ，ＤＭＳＯ）、ＲＮａｓｅＡ 酶等购自美国

Ｓｉｇｍａ公司，ＲＰＭＩ１６４０完全培养基购自美国 Ｈｙ
ｃｌｏｎｅ公司。ＴｒｉｔｏｎＸ１００购自上海华舜生物制品
有限公司，用ＰＢＳ调节浓度至０．１％，置４℃保存。

１．２　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞制备　取浓度为５
ｍｇ／ｍｌＭＴＸ工作液和０．５ｍｇ／ｍｌＶＣＲ工作液，改
良低渗预膨胀法制备 ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞［１］、

ＭＴＸ单载红细胞［２］和ＶＣＲ单载红细胞［３］。载体红
细胞室温下ＰＢＳ洗涤离心（８５０×ｇ、５ｍｉｎ）３次，分
别用ＲＰＭＩ１６４０培养液调整细胞密度至３×１０６／ｍｌ
备用，ＭＴＸ工作液用 ＲＰＭＩ１６４０培养液调至５０
ｎｇ／ｍｌ，ＶＣＲ工作液用 ＲＰＭＩ１６４０培养液调至３０
ｎｇ／ｍｌ备用。取指数生长期 Ｋ５６２细胞用 ＲＰＭＩ
１６４０培养液调整细胞密度至１×１０５／ｍｌ备用。

１．３　ＭＴＴ法检测Ｋ５６２细胞增殖　取 Ｋ５６２细胞
悬液每孔０．１ｍｌ接种于９６孔板，分别加入 ＭＴＸ＋
ＶＣＲ双载红细胞、ＭＴＸ单载红细胞、ＶＣＲ单载红
细胞、未载药红细胞、ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液以及空白
对照ＲＰＭＩ１６４０培养液各０．１ｍｌ，每组设置３个平
行复孔。充分混匀后，置于细胞培养箱中，３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度培养并于１、４、１２、２４及４８ｈ后分别
取出，参考文献［４］方法以酶联免疫检测仪选取室温

条件下，单波长、５７０ｎｍ滤光片测定每孔的光密度
值（Ｄ）。抑制率（％）＝［（１－实验组Ｄ５７０）／空白对
照组Ｄ５７０］×１００％。

１．４　ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ／ＰＩ染色 Ｋ５６２细胞凋亡分
析　取Ｋ５６２细胞悬液每孔１ｍｌ分别接种于２４孔
板，再加入ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞、ＭＴＸ单载红细
胞、ＶＣＲ单载红细胞、未载药红细胞悬液，ＭＴＸ＋
ＶＣＲ工作液以及ＲＰＭＩ１６４０各１ｍｌ，充分混匀后
置于细胞培养箱３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养。１２、

２４ｈ后，分别提取１ｍｌ混合培养的细胞悬液，按试
剂盒说明操作，流式细胞仪检测 Ｋ５６２细胞凋亡情
况，分析软件为ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ。

１．５　ＰＩ染色Ｋ５６２细胞周期分析　上述组别培养

１２、２４ｈ后，分别提取１ｍｌ混合培养的细胞悬液，参
考文献［４］方法进行ＰＩ染色，流式细胞仪分析Ｋ５６２
细胞周期变化，分析软件为ＣｅｌｌＱｕｅｓｔ。

１．６　统计学处理　计量数据以珚ｘ±ｓ表示，采用重
复测量的方差分析，统计软件为ＳＡＳ８．２。

２　结　果

２．１　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞对Ｋ５６２细胞增殖的
影响　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞对 Ｋ５６２细胞增殖
具有显著的抑制作用，且其抑制作用随共培养时间
的延长而逐渐增强，效果优于 ＭＴＸ或ＶＣＲ单载红
细胞（Ｐ＜０．０５），与未载药红细胞相比差异更为显
著（Ｐ＜０．０１），与原始 ＭＴＸ、ＶＣＲ浓度的混合工作
液的作用基本相同（表１）。

表１　药物载体红细胞对Ｋ５６２细胞增殖的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｒａｔｅ（％）

１ｈ ４ｈ １２ｈ ２４ｈ ４８ｈ
Ｕｎｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ １４．４８±２．６６ １４．２１±１．７８ １４．９９±２．２０ １５．５８±２．３６ １６．３９±１．５０
ＭＴＸ＋ＶＣＲ ３５．０３±２．２６ ５１．９４±１．６８ ５３．２３±３．０８ ５４．６９±２．８０ ５６．５５±２．０６

ＭＴＸｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ２７．８２±１．２３△ ３４．８１±３．３４△ ３８．７１±１．８８△ ４３．９９±１．７５△ ４４．１８±１．３３△

ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ３０．２６±３．２６△ ４１．２２±２．９７△ ４３．２０±０．９５△ ４７．６２±２．７６△ ５０．５６±１．１２△

ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ３２．１７±３．３５ ４５．４９±２．０３ ４６．６７±２．８２ ４９．１９±１．８９ ５２．６３±０．７６

　Ｐ＜０．０１ｖｓｕｎｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｇｒｏｕｐ

２．２　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞诱导的Ｋ５６２细胞凋
亡　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞可以诱导 Ｋ５６２细胞
的凋亡，共培养２４ｈ后，ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞诱
导的早期凋亡 Ｋ５６２细胞，以及死亡／晚期凋亡的

Ｋ５６２细胞，与１２ｈ相比显著增多，具有明显随共培
养时间延长而诱导凋亡作用增强的效应。与未载药
红细胞的作用相比均差异显著，与 ＭＴＸ＋ＶＣＲ工
作液给药组的表现相似（表２）。
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表２　共培养１２ｈ和２４ｈ后的Ｋ５６２细胞状态分布

Ｔａｂ２　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｈａｓｅｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１２ｈａｎｄ２４ｈ
（％）

Ｇｒｏｕｐ
Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

１２ｈ ２４ｈ
Ｄｅａｄｒａｔｅ

１２ｈ ２４ｈ
Ｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅ

１２ｈ ２４ｈ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．１８ ２．５４ １．８５ ２．８７ ９５．９７ ９４．５８
Ｕｎｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ４．９４ ４．７８ ５．５７ ５．９２ ８９．４９ ８９．２５
ＭＴＸ＋ＶＣＲ ９．１２ １７．５７ １１．９５ １４．３７ ７８．９３ ６７．９６
ＭＴＸｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ４．９３ １２．４１ ２．１８ ３７．９４ ９２．８９ ４９．６５
ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ５．３４ １０．１１ ４．９５ １２．７９ ８９．６５ ７７．０４
ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ４．８９ １５．２３ ７．７６ １８．７３ ８７．３２ ６５．７９

２．３　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞对Ｋ５６２细胞周期变
化的影响　ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞与 Ｋ５６２细胞
混合培养１２ｈ、２４ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期Ｋ５６２细胞明显减
少，分别为１９．８１％、１５．０１％ ，Ｇ０／Ｇ１期之前出现明
显的亚二倍体峰。Ｓ期细胞１２ｈ明显增多，２４ｈ有

所下降，分别为５０．１４％、４１．３８％。Ｇ２／Ｍ 期细胞

１２ｈ略有增多，２４ｈ则明显增多，分别为３０．０５％、

４３．６１％。与空白对照组及未载药红细胞组相比差
异显著，与 ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液组的表现相近（表

３）。

表３　共培养１２ｈ和２４ｈ后的Ｋ５６２细胞周期分布

Ｔａｂ３　ＰｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓｏｆＫ５６２ｃｅｌｌｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｅｌｌｕｌａｒｃｙｃｌｅｓａｆｔｅｒｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓｆｏｒ１２ｈａｎｄ２４ｈ
（％）

Ｇｒｏｕｐ
Ｇ０／Ｇ１

１２ｈ ２４ｈ
Ｇ２／Ｍ

１２ｈ ２４ｈ
Ｓ

１２ｈ ２４ｈ
Ｃｏｎｔｒｏｌ ４５．７８ ４４．０５ １２．３１ １２．１２ ４１．９１ ４３．８３
Ｕｎｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ３９．１５ ３４．１９ ２２．６３ ２６．８８ ３８．２３ ３８．９４
ＭＴＸ＋ＶＣＲ ３４．０１ ２９．５０ ２１．５９ １０．９７ ４４．４０ ５９．５３
ＭＴＸｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ １３．８３ １３．３１ ４０．５５ ５４．８４ ４５．６２ ３１．８５
ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ ３７．４８ ３０．８６ １２．３８ １３．９０ ５０．１３ ５５．２５
ＭＴＸ＋ＶＣＲｌｏａｄｅｄｅｒｙｔｈｒｏｃｙｔｅｓ １９．８１ １５．０１ ３０．０５ ４３．６１ ５０．１４ ４１．３８

３　讨　论

　　ＭＴＸ和ＶＣＲ是临床常用的抗肿瘤药物，抗肿

瘤谱广。它们分别作用于细胞周期的Ｓ期和 Ｍ 期，
可以杀灭处于不同生长周期的细胞。在体内，ＭＴＸ
和 ＶＣＲ 没有交叉抗药性［５］，且有增效作用［６］。

Ｋ５６２细胞是一种建株于慢性髓细胞白血病急性变
患者骨髓细胞的细胞株，常用于体外研究，已有文献
报道［７９］ＭＴＸ、ＶＣＲ均可以抑制 Ｋ５６２细胞的增殖

并诱导其凋亡。

　　实验中我们发现，ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞对

Ｋ５６２细胞增殖具有显著的抑制作用，且随共培养时
间的延长而增强。与未载药红细胞的作用相比差异
显著不同，与 ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液给药组抑制Ｋ５６２
细胞增殖的效果同步，说明 ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细
胞具有良好的抗肿瘤活性，并且这种活性可能是来
源于其所释放出来 ＭＴＸ、ＶＣＲ的作用。细胞凋亡
的流式分析结果显示，ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞诱
导Ｋ５６２细胞凋亡的作用有明显的时间依赖关系。

共培养２４ｈ后，ＭＴＸ＋ＶＣＲ双载红细胞诱导的早
期凋亡Ｋ５６２细胞，以及死亡／晚期凋亡的 Ｋ５６２细
胞，与１２ｈ相比显著上升约３倍。与未载药红细胞
相比差异非常显著，诱导凋亡的作用优于单载 ＭＴＸ
或单载ＶＣＲ，与 ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液给药组的表现
非常一致，证明双载红细胞所诱导的 Ｋ５６２细胞凋
亡是由其携带并释放出来的 ＭＴＸ、ＶＣＲ所致。细
胞周期分析中 ＭＴＸ＋ＶＣＲ载体红细胞与 Ｋ５６２细
胞混合培养１２、２４ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期Ｋ５６２细胞明显减

少，Ｓ期细胞、Ｇ２／Ｍ期细胞变化明显，具有显著的时
间依赖性。１２ｈ后，Ｓ期细胞明显增多，而２４ｈ有
所下降，Ｇ２／Ｍ 期细胞１２ｈ略有增多，２４ｈ则明显
增多。说明 ＭＴＸ首先从 ＭＴＸ＋ＶＣＲ载体红细胞
中释放出来并发挥药效，主要杀伤处于Ｓ期的Ｋ５６２
细胞，同时，少量 ＶＣＲ也释放出来发挥杀伤 Ｇ２／Ｍ
期Ｋ５６２细胞的作用；随着时间的延长，大量 ＶＣＲ
释放出来，将未被杀死的 Ｋ５６２细胞清除在 Ｇ２／Ｍ
期。这种作用效果与未载药红细胞相比差异非常显
著，与 ＭＴＸ 载体红细胞、ＶＣＲ 载体红细胞或
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ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作液给药组的表现也不尽相同。这
说明两药都起到杀伤 Ｋ５６２细胞的作用，并且诱导

Ｋ５６２细胞凋亡具有时间依赖性。这一结果提示，我
们可以具体到某种肿瘤的临床用药，通过膜共价修
饰等方式，控制两种甚至多种药物的释放，达到杀伤
肿瘤细胞的最佳效果。另外，我们在Ｇ０／Ｇ１期前发
现有一个明显的亚二倍体小峰，此即凋亡的 Ｋ５６２
细胞，进一步证明了 ＭＴＸ＋ＶＣＲ载体红细胞具有
诱导Ｋ５６２细胞凋亡的作用，这与ＭＴＸ＋ＶＣＲ工作
液组的作用相近，而与未载药红细胞对 Ｋ５６２细胞
周期的影响差异显著。通过以上实验结果的分析，
我们认为载体红细胞所释放的 ＭＴＸ、ＶＣＲ不但具
有与原 ＭＴＸ、ＶＣＲ相同的化学结构，更重要的是保
留了原 ＭＴＸ、ＶＣＲ的抗肿瘤活性，并且因其缓释作
用，大大延长了 ＭＴＸ、ＶＣＲ的药效时间，杀伤处于
不同时期的肿瘤细胞，抑制肿瘤细胞生长、诱导肿瘤
细胞凋亡的效果也更加显著。体外抗肿瘤实验证
明，与单载红细胞相比，双载红细胞杀伤肿瘤细胞作
用更强，更持久。因此可以预见，ＭＴＸ＋ＶＣＲ载体
红细胞的研制成功，为进一步多药联合包载载药平
台的建立提供了理论和实验依据，并为临床肿瘤化
疗方案的选择提供一种新的思路和策略，在未来的

临床治疗中将具有广阔的应用前景。
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本刊编辑部联系并提出理由。

　　（３）编辑部认为文稿有一稿两投嫌疑时，将认真收集有关资料并仔细核对后再通知作者，在作出处理决定前请作者就相关

问题作出解释。编辑部与作者双方意见发生分歧时应由上级主管部门或有关权威机构进行最后仲裁。

　　（４）一稿两投一经证实，将择期在本刊刊出其作者单位和姓名以及撤消该论文的通告；２年内，《第二军医大学学报》将拒

绝发表该文第一作者所撰写的一切文稿；并将就此事件向作者所在单位和该领域内的其他科技期刊进行通报。
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