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Abstract
AIM: To evaluate the therapeutic effect of oxaliplatin on
human gastric carcinoma and to explore the mechanisms.

METHODS: 22 cases of stage  gastric carcinoma pa-
tients received 4-6 (mean 4.6) cycles of first line combined
chemotherapy with oxaliplatin (oxaliplatin 85 mg/m2, ivgtt,
1 h, d 1; leukovorin 200 mg/m2, iv, gtt, 1 h, d 1-5; 5-FU
300 mg/m2,iv, d 1-2; 5-FU, continuously iv, gtt, 48 h; 1
cycle/2w).  Response rate, progression-free survival (PFS),
total survival time, toxic side effects were evaluated. The
inhibitory effect of oxaliplatin on human gastric cell line
SGC-7901 was calculated by MTT and IC50 was measured.
Flow cytometry and TUNEL were applied to evaluate the
apoptosis of cell line induced by the drug. The expression
of caspase-3 mRNA was detected by RT-PCR.

RESULTS: Total response (complete and partial) occurred
in 9 (40.9 %) patients. Mean PFS was 4.2 months and
mean total survival time was 7.2 months. Cumulative neu-
rotoxicity (all grade - ), vomiting and diarrhea,
myelosuppression appeared in 93.5 %, 20 %, 32.9 % of
the patients, respectively. Apoptosis index was elevated
after incubating with 1 mmol/L oxaliplatin for 30 min, but
without statistic significance (P >0.05), but was much
higher both by flowcytometry and TUNEL with statistical
significance (P <0.05) after incubating with 1 mmol/L
oxaliplatin for 2 days. Caspase-3 mRNA expression was
elevated in oxaliplatin treated cells and correlated with
apoptosis induced by the drug.

CONCLUSION: Oxaliplatin is effective and well-tolerated
on human advanced gastric carcinoma. Oxaliplatin could
significantly inhibit the growth of human gastric cell line
SGC-7901, inducing caspase-3 mRNA expression and cell
apoptosis
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摘要

目的: 评价奥沙利铂(Oxaliplatin L-OHP)对人胃癌的疗

效 探讨其治疗胃癌的作用机制.

方法: 期胃癌患者22例接受包含L-OHP的联合化疗方案

(L-OHP 85 mg/m2  静脉点滴, 1 h 第 1 d; 四氢叶酸钙

200 mg/m2, 静脉点滴, 1 h 第 1-5 d; 5-FU 300 mg/m2

静脉注射 第 1-2 d, 5-FU, 持续静脉点滴, 48 h; 2 wk 1疗

程)4-6(平均 4.6)个疗程. 观察有效率 无进展生存时间

(progression-free survival PFS) 总体生存时间及毒副作

用. 体外培养人中分化胃癌细胞株SGC-7901 应用MTT法

检测L-OHP对细胞生长的抑制作用 并计算50 %抑制浓

度(IC50); 将不同浓度梯度的L-OHP与细胞株作用后 应

用流式细胞仪(ANEXIN-V标记)及TUNEL检测细胞凋亡情

况. 应用RT-PCR检测caspase-3m-RNA的表达.

结果: 有效(完全有效及部分有效)9例(40.9 %). 平均PFS

4. 2 mo 总体生存时间7.2 mo. 蓄积性神经毒性(全部为

- 级) 呕吐及腹泻(1例 级腹泻) 骨髓抑制发生率分

别为93.5 %, 20 %, 32.9 %. 浓度为1 mmol/L的L-OHP与

细胞株作用30 min 流式细胞仪即可检测出细胞凋亡水平

升高 但无统计学差异(P >0.05) 1 mmol/L作用2 d 流

式细胞仪及TUNEL均可检测到细胞凋亡水平显著性升高

(P <0.05). L-OHP作用后的细胞caspase-3 m-RNA表达升

高 并与药物诱导的凋亡相关.

结论: L-OHP治疗进展期胃癌安全有效. L-OHP在体外可明

显抑制胃癌细胞株SGC-7901的生长 诱导细胞caspase-

3m-RNA表达及凋亡.
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0   引言

胃癌是危害人民健康的主要恶性肿瘤之一 其发病原

因尚未明了. 近年来药物治疗作为胃癌综合治疗的重要



组成部分日益受到重视. 在消化道恶性肿瘤中 胃癌属

于对药物治疗较敏感的肿瘤 目前普遍认为药物治疗

有可能减少复发 延长生存期. 奥沙利铂(oxaliplatin  L-

OHP)为第三代的铂类药物 抗瘤活性强 与CDDP无

交叉耐药 与5-Fu有协同作用 对多种肿瘤有效 毒

副作用较低. 目前用L-OHP治疗胃癌的临床及基础研究

较少 我们总结包含L-OHP的联合化疗方案一线治疗

期胃癌22例的疗效及毒副作用 并试图通过检测L-

OHP诱导胃癌细胞株SGC-7901caspase-3 m-RNA的表

达及凋亡的作用 探讨其治疗胃癌的作用机制.

1   临床资料

1.1对象  1999/2002年新华医院肿瘤中心住院 期胃癌

患者22例 男17例 女5例 年龄25-70(平均60.3)

岁. 均经术后病理或胃镜病理证实为低分化腺癌16例

印戒细胞癌6例. 至少有一个可测量病灶直径大于或等

于2 cm;  WHO活动能力评分小于或等于2; 预计生存期

大于或等于3 mo; 从未接受过化疗; 无外周神经疾病; 血

液学 心脏 肝肾功能正常; 无其他抗肿瘤治疗.

1.2 方法  化疗方案: L-OHP 85 mg/m2, 静脉点滴, 1 h  第

1 d; 四氢叶酸钙 200 mg/m2  静脉点滴 1 h, 第 1-5 d;

5-FU 300 mg/m2 静脉注射 第1-2 d 5-FU 持

续静脉点滴 48 h; 2 wk 1疗程. 4-6 (平均4.6)个疗程. 化

疗前检查: 体质评分 身体质量 身高 体表面积 全

身系统检查 神经系统检查 心电图 血象 血糖 肝

肾功能 电解质 血CEA; 化疗后每周复查一次各项生

物学检查(同化疗前); 按 NCI 标准作前一疗程耐受性评

价; 神经系统检查; 不良反应记录. 治疗前及4 6周期后

肿瘤病灶评价评定. 入组患者4个周期化疗后进行全面

疗效评估 1 mo后再次确认. 如果病情稳定或有效则继

续用药至第6个周期.

        按WHO和UICC标准分为完全有效(complete response

CR) 部分有效(partial response PR) 稳定(stable

disease SD) 病情进展(progress disease PD); 按NCI毒

性评定标准评定毒性; 按神经毒副反应乐沙定专用分级

法评定神经毒性.

1.3 结果  有效率40.9 %. 无进展生存期(progression free

survival PFS)1-12(平均4.2 mo) 总体生存时间4-12(平

均7.2 mo). 值得指出的是有1例PR和1例SD患者病情

至今依然无进展 PFS分别达10 mo和12 mo. L-OHP主

要不良反应是消化道反应 骨髓抑制 神经感觉障碍.

消化道反应表现为呕吐(20 %)和腹泻(20 %) 其中 级腹

泻1例. 骨髓抑制以轻中度贫血为特点 发生率32.9 %

而对白细胞及血小板抑制较轻 分别为22.9 %和10 %

全部为 - 级. 神经感觉障碍是L-OHP最主要的不良

反应 发生率达93.5 % 以 级为主 级3例 化疗

间歇期可完全缓解.

2   实验资料

2.1 材料  人中分化胃癌细胞株SGC-7901 购自中国

科学院上海细胞所 用含100 ml/L 小牛血清的RPMI

1640培养基 在37 50 ml/L CO2条件下培养 生

长至单层后 以2.5 g/L的胰蛋白酶消化贴壁细胞 调

整细胞数至1×105/L.
2.2  方法

2.2.1 MTT法及 IC50  将收集的细胞接种于96孔培养板

中 5×103/ 孔 37 50 ml/L CO2条件下培养24 h.
设置 6 组浓度梯度 每组 3 个孔 加入L-OHP 使

终浓度分别为10 1 0.5 0.1 0.05 0.01 mmol/L 对

照组加入相同体积的培养液. 37 50 ml/L CO2条件

下培养48 h 离心弃上清后 每孔加入0.5 g/L的MTT

150 µL 37 50 ml/L CO2条件下避光孵育4 h; 离
心弃上清后 加入DMSO 150 µl/ 孔 置水平摇床上
15 min 在 525 nm波长下测A值 细胞生长抑制率=

(对照组的A值-实验组的A值)/对照组的A值 ×100 %.
2.2.2 流式细胞仪  取对数生长期的细胞分为4组 前3

组加入L-OHP 使终浓度分别为10 1 0.5 mmol/L 第

4组加入相同体积的培养液作为对照. 药物作用30 min后

用2.5 g/L的胰蛋白酶消化 离心后弃上清 每组细胞数

大于或等于1×105/L 参照ANEXIN-V (Roche)说明书操
作 于EPICS流式细胞仪(beckman-coulter)上进行分析.

2.2.3 TdT酶介导的dUTP缺口末端标记(TUNEL)  应用

6孔板培养细胞 取对数生长期的细胞 细胞爬片. 试

验组加入L-OHP 对照组加入相同体积的培养液作为

对照. 药物作用后 弃上清后用培养液洗 3 次(图 4)

所有标本均应用40 g/L 多聚甲醛固定30 min 用 TdT

酶将生物素标记的dUTP连接到DNA断裂的3 OH端

加入ABC反应剂作用数分钟 再加入DAB/H2O2溶液

显色 苏木精复染 中性树胶封固.

2.2.4 RT-PCR取对数生长期的细胞分为2组 每组3

个样本 1组加入L-OHP 使终浓度分别为1 mmol/L

第2组加入相同体积的培养液作为对照. 药物作用30 min

后 用 2.5 g/L 的胰蛋白酶消化 离心后弃上清 每

样本细胞数大于或等于1×105/L PBS洗3次. 采用Trizol
一步法提取RNA 具体步骤见GibcoBrl公司的Protocol;

RT步骤参见AMV reverse transcriptase Protocol; PCR步

骤参见Taq DNA Polymerase Protocol; PCR产物经20 g/L

琼脂糖电泳 电泳图谱由VDS凝胶图像分析系统测定

条带的积分吸光度(IOD). Caspase-3基因相对表达值

caspase-3 PCR产物条带IOD值/β-Actin PCR产物条IOD
值. 引物序列如下. β-actin forward 5 -TGG AGG GGC
CGG ACT CGT CA-3 ; β-actin reverse 5 -CTT CCT
TCC TGG GCA TGG AG-3 ; 扩增DNA片段: 315 bp

caspase-3; Sense  5 -ATGGAGAACACTGAAAACTCA-3 ;

Antisense  5 -TTAGTGATAAAAATAGAGTTC-3 ; 扩

增DNA片段: 834 bp

         统计学处理  采用t 检验.
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2.3  结果

2.3.1 L-OHP对胃癌细胞株SGC-7901的抑制作用  根

据3次MTT实验结果计算平均值 由Graphpaol Prism

软件绘制 并求得 IC50值为0.71 mmoL/L. 由此可见

曲线呈典型的倒S形 较为平坦 较好地反映了细胞

生存率随药物浓度的变化情况(图 1) 说明L-OHP有

效地抑制SGC-7901细胞株的生长.

图1  SGC-7901细胞生存率与L-OHP浓度的相关性.

2.3.2 L-OHP诱导凋亡检测结果  浓度为1 mmoL/L的

L-OHP与细胞株作用30 min后 流式细胞仪即可检测

出细胞凋亡水平升高 但无统计学差异(P >0.05). L-

OHP (10 mmoL/L 30 min)诱导胃癌细胞株SGC-7901

凋亡为细胞凋亡明显增加(表 1 图 2). TUNEL 实验空

白对照组凋亡率为0.38 %  0.5 mmoL/L组为 4.63 %

1.0 mmoL/L组为7.35 % 5.0 mmoL/L组为14.35 %. 随

药物浓度的增加 细胞凋亡率显著上升(P <0.01)随时

间变化 对照组凋亡率无明显改变(P >0.05); 加药组凋

亡率随时间延长明显上升(P <0.01) 第 4 d达到峰值

7.93 %和10.15 % 第7 d分别下降至6.08 %和7.55  %

(图 5). 图 2-4为典型镜像.

表1  L-OHP(10mmol/L, 30min)对SGC-7901细胞凋亡的影响

分组  R1       R2 R3 R4   AI

L-OHP组 0.6     34.1           39.9        25.4  59.5

空白对照组 4.6      0.8           89.6 4.9          5.7

凋亡指数(apoptosis index, AI) (R2+R4)/(R1+R2+R3+R4).

图2  L-OHP作用后时间对细胞凋亡率的影响.

2.3.3 RT-PCR实验结果  图 5为L-OHP诱导细胞表达

caspase-3 m-RNA的琼脂糖电泳图谱  L-OHP作用后

的细胞caspase-3 m-RNA表达明显增强(图5 0.48

0.47 vs 0.18 0.20 P <0.05).

图3  L-OHP 1 mmol/L作用30 min, TUNEL, 伊红复染 400.

图 4  空白对照, TUNEL, 伊红复染 200.

图 5  L-OHP诱导细胞表达caspase-3 m-RNA的琼脂糖电泳图谱.

3   讨论

胃癌是危害人民健康的主要恶性肿瘤之一 他的转移

及复发是导致治疗失败及死亡的主要原因. 目前在临床

上对于已经有转移的患者主要应用以药物治疗为主的

综合治疗 虽然胃癌对药物治疗较为敏感 但联合化疗

方案疗效仅为40 %左右 且药物副作用较大[1-8] 化

疗药物的毒性与疗效是一对矛盾. 临床常用方案中以

EAP 方案(表阿霉素 鬼臼乙叉甙 顺铂)疗效较高

最高达70 % 完全有效率达15 % 但治疗相关死亡

率亦高达11 % 从而限制了临床推广. 顺铂为胃癌化疗

的常用药物之一 对胃癌具有确切的疗效 但其严重的
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肾脏毒性亦限制了临床使用. 因此临床需要一种相对低

毒高效药物的问世.

        L-OHP是第三代铂类化合物 化学名为左旋反式

二氨基环己烷草酸铂 L-OHP的药理学特性与其他铂

类药物相似 均以DNA为靶点 L-OHP易与DNA链

上的 G 共价结合 并可能形成链间交联 从而阻断

DNA的复制及转录. 目前已知肿瘤细胞通过错误配对修

复(mismatch repair)功能移去有铂类结合DNA的复制产

物 而这一过程将诱发细胞凋亡. 我们总结L-OHP一线

治疗22例 期胃癌 有效率40.9 %. 平均PFS4. 2 mo

总体生存时间7.2 mo. 提示L-OHP对胃癌可能具有较高

的抗瘤活性. 国外研究报道L-OHP毒性较小 常规剂

量下绝大多数患者均可耐受. 外周神经毒性是其剂量限

制性毒性 当累计剂量超过600 mg/m2时易出现感觉异

常和肢端麻木 常由寒冷触发 但治疗期间注意保暖

可以减轻症状 且停药后可逐渐恢复. L-OHP 优于

CDDP的特点之一为其无明显的肾脏毒性 血液系统

及消化系统毒性亦较轻. 目前普遍认为胃癌的发生及发

展是一个多基因 多步骤的长期过程. 细胞凋亡与肿瘤

的发生 发展 治疗和预后均密切相关[9-28]. 1980 年

发现bcl-2基因家族与细胞凋亡及肿瘤存在密切关系以

来 多数认为细胞凋亡在分子水平是受到诸因素调控

的. 目前一组门冬氨酸特异性的胱氨酸蛋白酶-caspase家

族渐成为细胞凋亡及肿瘤研究的热点之一. 目前认为在细

胞色素C和dATP存在的条件下 Apaf-1与caspase-9通

过他们与 CED- 3 相似的氨基端相结合 从而导致

caspase-9 的活化 而活化的caspase-9 又继而激活

caspase-3从而导致的细胞内重要蛋白的溶解和细胞死

亡 因此caspase-3的激活可能是导致细胞凋亡最后的

共同通路[29, 30]

       细胞凋亡检测方法多种多样 如光镜 电镜下形

态学观察; DNA末端原位标记染色法(TUNEL) ; DNA片

断凝胶电泳以及碘化丙啶(PI)染色后流式细胞仪 等.

TUNEL应用较广泛 但是无法区分死亡细胞与凋亡细

胞. 而 PI染色后流式细胞仪仅能检出已死亡的细胞. 目

前发现细胞凋亡早期仅存于胞膜内侧的磷脂酰丝氨酸

会翻转到胞膜外侧 而Annexin 能特异地与磷脂酰

丝氨酸结合从而通过流式细胞仪检出凋亡早期的细胞.

故本文选用联合TUNEL法及Annexin 标记的流式细

胞仪法检测细胞凋亡 发现L-OHP在体外可以明显抑

制胃癌细胞株SGC-7901的生长. 浓度为1 mmoL/L的L-

OHP与细胞株作用30min 流式细胞仪即可检测出细

胞凋亡水平升高 提示药物作用早期以细胞凋亡为主;

1 mmol/L作用 2 d 流式细胞仪及TUNEL均可检测到

细胞凋亡水平显著性升高. 实验结果提示随药物浓度的

增加及作用时间的延长 细胞凋亡率及细胞死亡率均

显著上升 提示此时细胞凋亡与死亡并存. 因此 L-

OHP在体外对胃癌细胞株SGC-7901 生长的抑制早期

主要机制为诱导细胞凋亡 随着作用时间的延长 诱

导凋亡与细胞毒作用并存. RT-PCR结果提示L-OHP作

用后的细胞 caspase-3 m-RNA表达明显增强 与L-

OHP诱导凋亡作用相关 提示药物诱导凋亡过程中有

caspase家族的参与.

       总之 L-OHP对于进展期胃癌是一种相对低毒高

效药物 包含L-OHP的联合化疗方案临床疗效可与目前

其他方案媲美 但安全性明显提高. 诱导细胞caspase-3基

因表达从而导致凋亡可能是其治疗胃癌的机制之一; 在

细胞凋亡的早期检测中应用ANEXIN-V标记流式细胞

仪检测的灵敏度较高. 然而L-OHP应用于临床时间不

久 对中晚期胃癌的临床疗效及毒副作用还有待大样

本的多中心随机双盲临床试验加以验证.
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