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吗啡和曲马多对 "#$%&'() 乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响

刘红军!朱红梅!程祝强!金!毅!徐建国

!!!摘要"!目的!观察不同浓度吗啡和曲马多对 "#$%&'() 乳腺癌细胞增殖和凋亡的影响"并对其机制进行初步研究#

方法!将不同浓度吗啡和曲马多与"#$%&'() 乳腺癌细胞直接作用 *+ ,后采用流式细胞法检测细胞凋亡""--法检测细胞

增殖# 采用./01/23 4561法检测细胞半胱氨酸蛋白酶&7$890:90/&7%和半胱氨酸蛋白酶&;$890:90/&;%的表达# 结果!吗啡和曲

马多均可浓度依赖性促进"#$%&'() 乳腺癌细胞的凋亡&抑制细胞生长与增殖'等效镇痛浓度吗啡与曲马多对 "#$%&'() 乳

腺癌细胞的增殖与凋亡的影响并无差异'吗啡可促进"#$%&'() 乳腺癌细胞 890:90/&7 和 890:90/&; 激活片段表达# 而曲马多

仅促进890:90/&7 激活片段表达"890:90/&; 激活片段无显著变化# 结论!吗啡和曲马多均可浓度依赖性促进 "#$%&'() 乳腺

癌细胞的凋亡&抑制肿瘤细胞的生长与增殖'吗啡和曲马多均可激活 890:90/&7 途径诱导 "#$%&'() 乳腺癌细胞的凋亡"同时

吗啡可激活890:90/&; 途径"而曲马多无此作用#

!!!关键词"!吗啡'曲马多'细胞增殖与凋亡'半胱氨酸蛋白酶&7'半胱氨酸蛋白酶&;
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45/I/8,93A0I>1#%+'/&!"#$%&'() 42/9018938/28/550K/2/12/91/@ KA1, @AHH/2/318638/31291A6306HI62:,A3/93@ 129I9@65H62*+ ,>

-,/8/559:6:160A0K90@/1/81/@ KA1, H56K8L16I/12L"8/55:265AH/291A63 K90@/1/81/@ KA1, "--"93@ 1,//M:2/00A6306H890:90/&7 93@

890:90/&; K/2/@/1/81/@ KA1, ./01/23 4561>:#&;0%&!-,/9:6:160A06H"#$%'() 8/550K900AG3AHA89315LA382/90/@ 93@ 1,/:265AH/291A63

6H"#$%'() 8/550K900AG3AHA89315LA3,A4A1/@ 4LI62:,A3/62129I9@65A3 98638/31291A63&@/:/3@/31I933/2>-,/2/K90360AG3AHA8931

@AHH/2/38/4/1K//3 I62:,A3/G26J: 93@ /NJAF95/319395G/0A8@60/129I9@65G26J:"0/:9291/5L>.,/3 "#$%&'() 42/9018938/28/550K/2/

12/91/@ KA1, I62:,A3/"/M:2/00A6306H85/9F/@ 890:90/&7 93@ 85/9F/@ 890:90/&; K/2/A382/90/@>O6K/F/2"K,/3 8938/28/550K/2/12/91/@

KA1, 129I9@65"635L1,//M:2/00A63 6H85/9F/@ 890:90/&7 K90A382/90/@>-,/2/K90360AG3AHA89318,93G/A3 1,//M:2/00A63 6H85/9F/@

890:90/&;><'-$0;&,'-!-,/9:6:160A06H"#$%'() 8/550K900AG3AHA89315LA382/90/@ 93@ 1,/:265AH/291A63 K900AG3AHA89315LA3,A4A1/@ 4L

I62:,A3/62129I9@65A3 98638/31291A63&@/:/3@/31I933/2>%61, 890:90/&7 93@ 890:90/&; :91,K9L0K/2/A3F65F/@ A3 I62:,A3/A3@J8/@

9:6:160A0>%J1"635L890:90/&7 :91,K9LK90A3F65F/@ A3 129I9@65A3@J8/@ 9:6:160A0>

!!(=#> ?')/&)!I62:,A3/' 129I9@65' 8/55:265AH/291A63 93@ 9:6:160A0' 890:90/&7' 890:90/&;

!!吗啡是肿瘤患者术后镇痛和癌痛治疗常用药

物"研究表明吗啡在镇痛同时可对肿瘤细胞的生长

和转移产生影响"其机制可能与抑制自然杀伤细胞

$391J295PA55/28/55"QR%活性等有关('&+)

# 鉴于吗啡

具有免疫抑制作用"许多其他药物亦被用于替代吗

啡镇痛# 其中曲马多由于镇痛效果好"不良反应小

而被广泛使用(E)

# 有研究(E&))认为"等效镇痛剂量

的曲马多和吗啡相比"可有效减轻手术应激和疼痛

所致的免疫抑制"并且曲马多不会对细胞免疫功能

产生抑制作用"相反可增强 QR细胞活性和促进白

细胞介素&*$ST&*%的产生# 但肿瘤的生长和转移除

作者单位$ *'(((* 江苏南京"南京军区南京总医院麻醉科

通讯作者$ 徐建国"U&I9A5*0:AP/;'(V')7>86I

了机体抗肿瘤免疫机制的间接作用外"还与肿瘤细

胞自身的生长增殖能力有关# 既往研究表明吗啡可

与细胞表面阿片受体结合"调节细胞的生长"但具体

机制仍不清楚(=&;)

'关于曲马多对肿瘤细胞增增殖和

凋亡的影响尚无研究# 因此本研究拟通过离体实

验"研究等效镇痛剂量吗啡和曲马多对肿瘤细胞增

殖和凋亡的影响"并对其机制进行初步探讨#

@A材料与方法

@>@A实验试剂与器材A硫酸吗啡&

!

&#81A3 鼠源单

抗$美国 WAG9I9公司%'曲马多$德国格兰泰有限公

司%'大鼠乳腺癌细胞系 "#$%'()$上海通派生物

科技有限公司%'#33/MA3 X&YS-Z细胞凋亡检测试剂

盒&<["S&')+($美国\S%Z]公司%'Y%W$美国UMZ/55
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%A656GL公司%'"--$美国 #I2/086公司%'?) 孔&*+

孔与 ) 孔细胞培养板$美国 Z623A3GS3862:6291/@ 公

司%'半胱氨酸蛋白酶&7$890:90/&7%抗体&半胱氨酸

蛋白酶&;$890:90/&; %抗体&激活型 890:90/&7 抗体&

激活型890:90/&; 抗体$美国Z/550AG395A3G公司%# 图

像分析软件 SI9G/ $̂QSO公司%'垂直电泳槽$%A6&

<9@ 公司%'超净工作台 $中国苏州净化 W.&Ẑ&

'Y$%'Z]

*

培养箱$日本 W#Q_]公司%'UT&M;(( 酶

标仪$美国%A6-/P公司%'流式细胞仪$美国 %/8163&

$A8PA3063公司%#

@>BA方法A

@>B>@A实验分组!"#$%&'() 乳腺癌细胞株经含

'(`胎牛血清的<["S&')+( 完全培养基在 7= a"湿

度为 ?E`"体积分数为 E`的 Z]

*

培养箱中培养#

组别*空白对照组"溶剂对照组"吗啡
"

组$' 3"%"吗

啡
#

组$'

$

"%"吗啡
%

组$' I"%"曲马多
"

组$'( 3"%"

曲马多
#

组$'(

$

"%"曲马多
%

组$'( I"%#

@>B>BA#33/MA3 X&YS-ZB[S双染法检测细胞凋亡!

将浓度为 E b'(

E 个BIT"#$%&'() 乳腺癌细胞消

化接种到六孔板中"待细胞贴壁后"根据实验分组分

别加入相应的含药培养基"同时设立阴性对照组'药

物作用 *+ ,后"用 (>*E`胰酶$不含U$-#%消化收

集&洗涤细胞"各组分别加入 E

$

T#33/MA3 X&YS-Z

混匀后"加入 E

$

T[26:A@AJIS6@A@/"混匀'室温&避

光&反应 E c'E IA3'用流式细胞仪检测各组细胞凋

亡情况#

@>B>CA"--法检测细胞增殖!将细胞消化&计数&

配制成浓度为 E b'(

+ 个BIT的细胞悬液"?) 孔细

胞培养板中每孔加入 '((

$

T细胞悬液"培养 *+ ,

后洗涤细胞两次# 用完全培养基稀释吗啡和曲马多

至所需浓度"每孔加入 *((

$

T相应的含药培养基"

将 ?) 孔细胞培养板置于 7= a"E`Z]

*

培养箱中培

养 *+ ,'将 ?) 孔板进行"--染色"采用酶标仪测定

吸光度值$]$值%"

&

d+?( 3I"计算不同浓度吗啡

和曲马多对肿瘤细胞的抑制率及药物半抑制浓度

$SZE(%

(?)

#

抑制率$`% d$阴性对照组e实验组%B阴性对

照组b'((`#

@>B>DA./01/23 4561法检测 890:90/&7 和 890:90/&;

表达!每 ' b'(

) 细胞加入 E(

$

T细胞溶解缓冲液"

充分裂解细胞"离心取上清液"按说明书操作"加入

各类相关试剂# 内参为
!

&#81A3$'f'(((%"测定条带

灰度值"以目的条带灰度值与内参灰度值的比值反

映890:90/&7&890:90/&;&激活型 890:90/&7 和激活型

890:90/&; 的表达水平#

@>CA统计学处理A采用 W[WW '=>( 统计软件进行

分析"计量资料以均数g标准差$Eg@%表示"组间比

较采用单因素方差分析"两两比较采用 %63H/2263A

法"Fh(>(E 为差异有统计学意义# 以机率单位加

权回归法$%5A00法%计算SZE(#

BA结A果

B>@A不同浓度吗啡和曲马多对肿瘤细胞凋亡的影

响A#33/MA3 X&YS-ZB[S双染流式细胞仪检测结果

表明"不同浓度的吗啡和曲马多与肿瘤细胞直接作

用 *+ , 后"剂量依赖性诱导肿瘤细胞凋亡$图 '%#

由表 ' 可知"等效镇痛浓度的吗啡与曲马多并无差

异$Fi(>(E%#

图 '!流式检测不同浓度吗啡和曲马多对肿瘤细胞凋亡的影响
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表 '!各组细胞凋亡率

组别 凋亡率$`%

空白对照组 7>++

溶剂对照组 +>+7

吗啡
"

组 ?>)(

吗啡
#

组 'E>E=

吗啡
%

组 7'>++

曲马多
"

组
=>;;

!

曲马多
#

组
';>7)

!

曲马多
%

组
*=>'(

!

!注*与等效镇痛浓度的吗啡组比较"

!

Fi(>(E

B>BA不同浓度吗啡和曲马多对肿瘤细胞增殖的影

响A见表 *# 结果显示吗啡与曲马多均浓度依赖性

抑制肿瘤细胞的增殖# 吗啡抑制肿瘤细胞增殖的

SZE( 为 ''j7 I""曲马多抑制肿瘤细胞增殖的 SZE(

为 7'>7 I"#

表 *!"--检测不同浓度吗啡和曲马多

对肿瘤细胞增殖的影响

药物浓度 抑制率$`%

吗啡 ' 3" )>?)

吗啡 '( 3" '(>'E

吗啡 '(( 3" '*>(=

吗啡 '

$

" '=>(;

吗啡 '(

$

" *(>=)

吗啡 '((

$

" *)>=*

吗啡 ' I" 7E>+'

吗啡 '( I" E*>?*

吗啡 '(( I" )*>)=

曲马多 ' 3" +>;'

曲马多 '( 3" =>;?

曲马多 '(( 3" '*>==

曲马多 '

$

" 'E>);

曲马多 '(

$

" ';>;=

曲马多 '((

$

" *(>;*

曲马多 ' I" *E>7)

曲马多 '( I" 77>)?

曲马多 '(( I" E7>7E

B>CA各组890:90/&7 和890:90/&; 表达变化!吗啡 '

I"和曲马多 '( I"分别与肿瘤细胞作用 *+ , 后

各组总的890:90/&7 和 890:90/&; 蛋白表达无明显差

异"而二者的激活片段则出现了显著的改变"吗啡组

和曲马多组 890:90/&7 激活片段表达均增加$表 7"F

h(>(E%"但890:90/&; 激活片段仅吗啡组表达增高"

曲马多组无明显变化#

表 7!各组890:90/&7 和890:90/&; 表达变化%`&Eg@'

组别 激活型890:90/&7 激活型890:90/&;

空白对照组 (>77 g(>(* (>*+ g(>(*

溶剂对照组 (>7) g(>(* (>*; g(>('

吗啡 ' I"

(>); g(>(7

!

(>+? g(>(7

!

曲马多 '( I"

(>)= g(>('

!

(>*= g(>(*

!注*与空白对照组和溶剂对照组比较"

!

Fh(>(E

CA讨A论

肿瘤细胞的增殖和凋亡对肿瘤的发生&发展以

及预后和复发具有重要意义# 本研究体外细胞实验

结果表明吗啡和曲马多均可浓度依赖性抑制肿瘤

细胞的生长"促进细胞的凋亡"这与以前研究('*&'E)相

一致# 但本研究结果与前研究('7&'+)也有所不同"笔

者发现 ' 3"吗啡即可促进 "#$%&'() 乳腺癌细胞

的凋亡"等效镇痛浓度的曲马多同样可促进细胞凋

亡# 而-/G/@/2等('()研究认为高浓度的吗啡$ i'(

$

"%可显著抑制 "ZY&= 和 "$#&"%&*7' 肿瘤细胞

的生长#

尽管进行了大量的研究"但吗啡等阿片类药物

调节肿瘤细胞增殖和凋亡的具体机制仍不清楚# 阿

片受体不仅在外周神经和中枢神经系统表达"在许

多正常细胞和肿瘤细胞表面同样存在('"'')

# 吗啡可

与细胞表面阿片受体结合"从而调节细胞的生长#

其机制包括丝氨酸B苏氨酸蛋白激酶$#P1%&Z&̂J3

氨基末端激酶的激活"活性氧&Q]的产生"促凋亡的

%AI表达增加"抗凋亡的 %85&* 表达降低以及 :E7&

QY&

'

%介导的细胞信号通路等('*&'E)

# 曲马多则具有

双重镇痛机制"一方面可与
$

受体结合"另一方面可

激活中枢单胺能系统"抑制 E&羟色胺$E&O-%和去甲

肾上腺素的摄取# 本研究结果表明曲马多和吗啡一

样"同样可浓度依赖性抑制肿瘤细胞的增殖"促进细

胞的凋亡"并且等效镇痛浓度的吗啡与曲马多并无

差异# 既往研究认为不仅仅是阿片受体还有其他受

体系统参与肿瘤细胞增殖"如生长抑素受体&阿片与

烟碱和雌激素信号途径的相互作用等(')&'=)

# 因此笔

者推测曲马多调节肿瘤细胞的增殖与凋亡的机制除

了与
$

受体作用以外"中枢单胺能系统同样在其中

发挥重要作用#

吗啡与阿片受体结合后通过下游何种信号途径

最终产生细胞凋亡尚不清楚# 尽管目前对凋亡过程

的详细机制尚不完全清楚"但是已经确定半胱氨酸

蛋白酶$890:90/%在凋亡过程中是起着至关重要作

用(';)

# 目前主要的细胞凋亡通路均与 890:90/激活
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有关# 细胞凋亡的过程即是 890:90/不可逆水解底

物的级联放大反应过程# 参与诱导凋亡的 890:90/

分成两大类*启动酶和效应酶"它们分别在凋亡信号

转导的上游和下游发挥作用# 启动 890:90/包括启

动890:90/&;"?"'(# 启动 890:90/可发生同源活化"

在细胞凋亡过程中最早发生# 启动 890:90/活化后"

即开启细胞内的死亡程序"通过异源活化方式水解

下游890:90/将凋亡信号放大"同时将死亡信号向下

传递# 被异源活化的 890:90/即效应 890:90/"包括

890:90/&7" )" =# 本研究结果表明 890:90/&7 和

890:90/&; 信号通路参与了吗啡诱导的乳腺癌细胞的

凋亡# 这与既往研究结果相一致('*)

"但本研究结果

表明曲马多与吗啡诱导肿瘤细胞凋亡的机制并不完

全相同"曲马多仅增加 890:90/&7 激活片段的表达"

而对890:90/&; 激活片段的表达并无明显影响# 表

明与吗啡促进肿瘤细胞凋亡过程不同"曲马多可能

通过其他通路最终激活 890:90/&7"中间并不通过

890:90/&; 通路的激活# 其具体通路尚有待研究#

总之"吗啡和曲马多均可浓度依赖性促进

"#$%&'() 乳腺癌细胞的凋亡&抑制肿瘤细胞的生

长与增殖# 吗啡和曲马多诱导"#$%&'() 乳腺癌细

胞的凋亡均与 890:90/&7 途径有关"吗啡可能通过激

活890:90/&; 从而激活890:90/&7 途径"而曲马多激活

890:90/&7 途径与890:90/&; 激活无关#
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