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Abstract：Objective To explore the inhibitory mechanism of Nedaplatin and Gemcitabine on cell proliferation by using two non -Hodgkin
lymphoma cell lines.Methods MINO and SU-DHL-4 non-Hodgkinlymphoma cell lines were selected and divided into control group, Nedaplatin
group, Gemcitabine group and Nedaplatin+Gemcitabine group. The control group was not treated with drugs. The cells in the three experimental
groups were treated with Gemcitabine, Nedaplatin and Nedaplatin+Gemcitabine, respectively. MTT assay was used to compare the cell viability of
each group, flow cytometry was used to detect cell cycle arrest and apoptosis, and immunofluorescence was used to detect the expression of cyclin-
dependent kinase CDK1 and CDK4.Results Nedaplatin group, Gemcitabine group and Nedaplatin+Gemcitabine group all inhibited the proliferation
of two NHL cell lines, and the inhibitory effect of Nedaplatin+Gemcitabine group was the most obvious. Compared with the control group, cell cycle
arrest occurred in the three experimental groups, and more cells were in S phase, and the proportion of cells in S phase in Nedaplatin+Gemcitabine
group was the highest. The three experimental groups could induce the early and late apoptosis of two NHL cells; immunofluorescence results
showed that the expression of CDK1 and CDK4 in the three experimental groups were lower than that in the control group, and the Nedaplatin+
Gemcitabine group decreased the expression of CDK1 and CDK4 most.Conclusion Gemcitabine and nedaplatin can induce cell cycle arrest by
down-regulating the expression of cyclin-dependent kinases CDK1 and CDK4, thereby inducing apoptosis of non-Hodgkin lymphoma cells, and
ultimately inhibiting cell proliferation.
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非霍奇金淋巴瘤 （non -Hodgkin lymphoma，
NHL）是由肿瘤细胞引起的恶性免疫系统疾病，主
要表现为淋巴结病或实体瘤[1，2]。其分类复杂，世界

卫生组织（WHO）已列出了 50多种不同的亚型的组
织分类[3]。长期以来，非霍奇金淋巴瘤的标准一线化

疗方案为 CHOP方案，即环磷酰胺+多柔比星+长春
新碱+泼尼松龙[4，5]。然而在一线治疗后，有半数以上

患者会转化为复发难治性非霍奇金淋巴瘤，预后较

差。针对这类患者的化疗方案不统一，尚无标准治

疗方案[6，7]。有研究报道[8-10]，铂类化疗药物和吉西他

滨可用于非霍奇金淋巴瘤二线及以上的治疗。有研

究比较顺铂、吉西他滨和地塞米松联合治疗复发难

治性非霍奇金淋巴瘤的效果，结果发现患者实现了

较好的临床应答并且安全耐受性良好[11]。奈达铂是

新一代的铂类抗肿瘤药物，与顺铂相比，具有更强

的细胞毒作用，已在部分国家批准用于多种癌症的

治疗[12]。因此，奈达铂有望成为非霍奇金淋巴瘤化疗

的药物选择之一。本研究拟探索新型铂类化疗药物

奈达铂和吉西他滨联用抑制非霍奇金淋巴瘤细胞

的作用机制，以期为临床治疗复发难治性非霍奇金

淋巴瘤以及改善患者预后提供参考。
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1材料与方法
1.1实验材料 MINO 和 SU-DHL-4 非霍奇金淋巴
瘤细胞株购自中国科学院细胞库，使用 RPMI-1640
培养基（含 10%胎牛血清，100 滋/ml青霉素和 100 滋g/ml
链霉素），在含 5%CO2的细胞培养箱中 37 益下培
养。PBS粉末（索莱宝）完全溶解于 2000 ml蒸馏水
中，混匀后，调整 pH 值在 7.2~7.4，备用。细胞周期
和细胞凋亡检测试剂盒购自 ThermoFisher。FITC标
记的 CDK1和 CDK4抗体购自 Abcam。
1.2方法
1.2.1 MTT细胞活力实验 在 96孔板中分别接种两
种 NHL细胞，密度达到 5000细胞每孔，3个实验组
分别加入 4、2、1、0.5和 0.25 nM的吉西他滨和奈达
铂以及二者的混合物，另外没有药物处理的细胞作

为对照组。培养 72 h 后，吸去培养液，每孔加入
100 滋l 的 0.5 mg/ml的 MTT 在培养箱种孵育 4 h。
然后弃液体并在每孔加入 100 滋l的 DMSO，待结晶
全部溶解，用酶标仪在 490 nm处测量吸光度值。每
个浓度进行 3次平行重复实验。
1.2.2流式细胞仪（FCM）检测细胞周期和细胞凋亡
两种 NHL细胞株接种在 6孔板中，以 20万细胞/孔
的密度接种，3个实验组的细胞分别用 1 nM吉西他
滨、奈达铂和奈达铂+吉西他滨处理 72 h，PBS清洗
3次之后，使用细胞周期试剂盒进行标记，通过表征
每个细胞的 DNA含量并用碘化丙啶（PI）染色进行
分析。细胞凋亡实验则在含有 5 滋l异硫氰酸荧光素
（FITC）标记的膜联蛋白 V和 5 滋g/ml的 PI的 100
滋l钙结合缓冲液中对 1伊105个完整细胞进行双重染

色，在黑暗中孵育 15 min，然后通过流式细胞术
（FACS）进行分析。
1.2.3 免疫荧光检测细胞周期蛋白依赖激酶 CDK1
和 CDK4 的表达 两种 NHL 细胞株接种在玻璃底
培养皿中，以 50万细胞/孔的密度接种。3个实验组
的细胞分别用 1 nM吉西他滨、奈达铂和奈达铂+吉
西他滨处理 72 h，弃培液，用 PBS 清洗 3 次，加入
4%多聚甲醛溶液室温固定 15 min，重复 PBS清洗
过程。用 0.1%Triton X-100处理 5 min后再次清洗。
使用 5%脱脂奶粉的 TBST封闭细胞在培养箱中孵
育 1 h后，分别使用 FITC标记的 CDK1和 CDK4抗
体进行标记，继续在培养箱中孵育 1 h，用 TBST清
洗 3次之后在荧光显微镜下进行检测。绿色荧光强
度代表 CDK1和 CDK4的表达量，比较奈达铂组、
吉西他滨组、奈达铂+吉西他滨组和对照组的荧光
强度。

1.3统计学分析 实验数据的分析处理采用 Graph原
pad Prism 7.0进行，计量资料以（ 依）表示，行非配
对 Students' 检验；计数资料以[（%）]表示，行 2检

验；约0.05表示差异具有统计学意义。
2结果
2.1奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西他滨组细
胞活力比较 奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西
他滨组均抑制两种 NHL细胞株的增殖，其中奈达
铂+吉西他滨组抑制效果最显著，且随着药物等比
稀释浓度逐渐降低，细胞活力的抑制率也逐渐降低；

另外，奈达铂组和吉西他滨组的抑制率在 SU-DHL-4
细胞株相较于 MINO中更低，见图 1。

图 1 不同药物及浓度对 MINO和 SU-DHL-4非霍奇金淋巴瘤细胞增殖的抑制作用
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2.2奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西他滨组细
胞凋亡比较 图 2和图 3分别显示奈达铂组、吉西他
滨组及奈达铂+吉西他滨组在 SU-DHL-4及 MINO
细胞中诱导凋亡的情况。4个象限分别代表细胞的
不同状态，其中左下角表示正常细胞群，左上角是坏

死的细胞群，右上角是早期凋亡细胞群而右下角为

晚期凋亡细胞群。在未使用化疗药物处理的对照组

中，大多数细胞群落入左下角象限。在 SU-DHL-4
细胞中，吉西他滨组 10%左右的细胞出现早期凋
亡，约 20%的细胞发生坏死。而奈达铂组和奈达铂+
吉西他滨组细胞主要发生晚期凋亡。在 MINO细胞
中，奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西他滨组细
胞均发生早期和晚期凋亡。

图 2 奈达铂和吉西他滨对 SU-DHL-4细胞凋亡的诱导作用

图 3 奈达铂和吉西他滨对MINO细胞凋亡的诱导作用
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2.3奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西他滨组细
胞周期阻滞比较 由图 4和图 5可知，对照组的肿
瘤细胞一半左右处于 G1期。在 SU-DHL-4细胞中，
奈达铂组 44.5%的细胞处于 S 期，吉西他滨组
42.2%的细胞处于 S 期，奈达铂+吉西他滨组有
52.3%的细胞处于 S期。在 MINO细胞中也得到类
似的结果，奈达铂组、吉西他滨组以及奈达铂+吉西
他滨组的细胞处于 S期的比例增加，其中吉西他滨
组的 S期比例最高，达到 50.9%。

2.4奈达铂组、吉西他滨组和奈达铂+吉西他滨组细
胞周期蛋白依赖激酶 CDK1 和 CDK4 的表达比较
图 6和图 7分别显示对照组和 3 个实验组的两种
NHL细胞的 CDK1和 CDK4表达情况，荧光强度越
强代表蛋白表达越多。对照组两个细胞株的 CDK1
和 CDK4的表达水平均最高，奈达铂组和吉西他滨
组的 CDK1和 CDK4表达降低，奈达铂+吉西他滨组
的 CDK1和 CDK4的表达量最低，几乎不显示绿色
荧光。

图 4 奈达铂和吉西他滨对 SU-DHL-4细胞周期的作用

图 5 奈达铂和吉西他滨对 MINO细胞周期的作用
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3讨论
本研究使用 MINO 和 SU-DHL-4 两种非霍奇

金淋巴瘤细胞株，通过 MTT实验证实奈达铂和吉西
他滨可以抑制两种 NHL细胞株增殖，并且随着药物
浓度增加，抑制增殖率也随之增加。两种药物联合

使用相较于单一药物抑制细胞增殖效果更加明显。

在此基础上，两种药物也可以阻滞细胞周期，使更多

比例的细胞发生 G2-M期阻滞。吉西他滨和奈达铂
可以诱导 NHL细胞进入早期凋亡和晚期凋亡，而联
合组的晚期凋亡比例进一步提高，提示联合用药可

以进一步增强肿瘤细胞的凋亡。奈达铂和吉西他滨

诱导细胞周期阻滞通过下调 CDK1 和 CDK4 的表
达，免疫荧光结果显示，奈达铂联合吉西他滨降低

CDK1和 CDK4表达幅度最显著。
吉西他滨具有细胞周期特异性，主要杀死正在

经历 DNA合成（S期）的细胞，也可以抑制进展细胞
通过 G1/S间期。吉西他滨通过其两种活性代谢物抑

制 DNA复制和合成的多种作用机制发挥其细胞毒
作用[13]。吉西他滨在治疗各类 NHL中进行了广泛的
尝试[14-16]。研究显示[17]，在胰腺癌中，吉西他滨可以抑

制肿瘤细胞增殖和引起 S期细胞周期阻滞，从而诱
导细胞凋亡。本研究中，细胞周期实验显示吉西他滨

诱导非霍奇金淋巴瘤细胞发生细胞周期阻滞，对照

组细胞占比最高的处于 G1期，而吉西他滨和奈达铂

处理后细胞周期最高占比由 G1期转化为 S期，这提
示大部分细胞处于 DNA合成期，而吉西他滨正好作
用于这一时期的细胞，发挥抑制肿瘤的作用。吉西他

滨联合铂类化疗药物也是经典的治疗方案选择。有

研究比较了吉西他滨联合顺铂与吉西他滨联合奥沙

利铂治疗 NHL的临床疗效，结果表明两个方案的临
床有效性相当，但联合奥沙利铂具有更小的副作用

和更好的安全耐受性[18，19]。部分临床研究也探索了奈

达铂在 NHL中的使用。研究表明[20]，替莫唑胺、奈达

铂和长春新碱联合使用治疗原发性中枢神经系统淋

图 6 奈达铂和吉西他滨调节MINO细胞 CDK1和 CDK4表达

图 7 奈达铂和吉西他滨调节 SU-DHL-4细胞 CDK1和 CDK4表达
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巴瘤具有一定的潜力和安全性。Wang H等[21]研究显

示奈达铂处理耐药细胞后凋亡率明显增加，G2期细

胞数也明显增多。本研究探索了奈达铂在 NHL中的
机制研究，从细胞周期相关的通路验证了奈达铂可

以抑制细胞周期相关蛋白的表达，诱导细胞凋亡。另

外，奈达铂+吉西他滨组的研究结果也显示在 NHL
中奈达铂和吉西他滨具有协同作用，提示两种药物

联合治疗 NHL可能会取得更好的效果。
综上所述，本研究从机制层面证实吉西他滨和

奈达铂通过下调细胞周期蛋白依赖激酶 CDK1 和
CDK4的表达，引起细胞周期阻滞，从而诱导非霍奇
金淋巴瘤细胞凋亡，最终抑制细胞增殖，发挥杀伤肿

瘤的作用。此外，吉西他滨联合奈达铂的效果优于

两者单一药物。
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