
因此 考虑用抗氧化剂来防止 ≥的进一步发展就有了可能 ∀

∂ ∞≤ 是衬附于血管腔内面的细胞 对维持血管结构和功

能的完整性具有重要的作用 并参与多种机能活动 它不仅

具有屏障及转运功能 而且还参与机体的凝血 !免疫 !炎症过

程中白细胞的粘附 血管的紧张性 平滑肌细胞 ≥ ≤ 的增

生及生物活性物质的释放和血管舒缩功能的调节等生命重

要过程 ∀因此保护 ∂ ∞≤ 免遭损伤对防止和缓解 ≥的形成

具有重要意义 ∀本实验证明山楂叶总黄酮能抵抗氧自由基

对 ∂ ∞≤ 的伤害 这为进一步开发利用山楂叶资源提供了广

阔前景 ∀
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国家中医药管理局课题 编号 ≤ 获浙江省中医药科技进步二等奖

复方藤梨根制剂体外对 Μ∆Ρ 细胞株 Κ562/ Α∆Ρ 和 Κ562/ ς ΧΡ 细胞积

聚和外排阿霉素(Α∆Ρ)的影响研究

郭  勇  谢长生  冯正权 杭州 浙江中医学院附属医院

摘要  目的 探讨复方藤梨根制剂 ƒƒ × 对肿瘤化疗增敏的作用机理 ∀方法 以 × × 法观察 ƒƒ × 对 ⁄ 细胞的逆转

作用 以 ƒ≤ 技术测定 ƒƒ × 作用 ⁄ 细胞后对阿霉素的积聚和外排影响 ∀结果 和 的 ƒƒ × 对

⁄ 的逆转倍数是 和 倍 ° 的 ƒƒ × 对 ∂ ≤ 的逆转倍数是 倍 和

的 ƒƒ × 可增加 ⁄ 和 ∂ ≤ 细胞内 ⁄ 的积聚分别是 和 且可减少

⁄ 的外排 ∀结论 ƒƒ × 通过增加 ⁄ 细胞内的 ⁄ 积聚及减少外排机制而实现对化疗的增敏作用 ∀

关键词  多药耐药 复方中药 作用机制

Τηεστυδψοφεφφεχτσον αχχυµ υλατιον ανδ εφφλυξ οφιντραχελλυλαρ αδριµ ψχινε ωιτη ΦΦΤΛΓ φορ µ υλτιδρυγ ρεσισταντ

χελλλινεσ Κ562/ Α∆Ρ ανδ Κ562/ ς ΧΡ ιν ϖιτρο

∏ ≠ ÷ ≤ ƒ ∏ ( Τηε ατταχη ηοσπιταλ οφ ζηεϕιανγ χολλεγε οφ ΤΧΜ , Ηανγζηου )

ΑΒΣΤΡ ΑΧΤ  ΟΒϑΕΧΤΙς Ε : × √ √ ƒƒ ×

ΜΕΤΗΟ∆ : ∏ √ ƒƒ × ∏ ∏ ⁄ ∂ ≤ ×

∏ ∏ ∏¬ ∏ ƒ≤ Ρ ΕΣΥΛΤΣ : × √

ƒƒ × ⁄ ° √ ∂ ≤ × ∏ ∏
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∏ ⁄ ƒƒ× ⁄ ∂ ≤

√ × ∏¬ ⁄ ∏ ΧΟΝΧΛΥΣΙΟΝ :× √ ƒƒ × 2

∏ ∏ ∏¬ ∏ ⁄ ⁄

ΚΕΨ ΩΟΡ ∆Σ  ∏ ∏ ∏ ≤

  肿瘤细胞的多药耐药 ∏ ∏ ⁄ 现象

长期以来是肿瘤化疗过程中的一个棘手问题 是恶性肿瘤治

疗中的一大障碍 ∀复方藤梨根制剂 ƒƒ × 为复方中药制

剂 我们前期临床发现它对部分恶性肿瘤的化疗有一定的增

敏作用 但其增敏作用机制尚不清楚 为此我们进行研究 主

要观察该制剂对耐药细胞积聚和外排阿霉素 ⁄ 的影响

程度 结果报告如下

1  材料与方法

1 1  材料

1 1 1  细胞株 人红白血病细胞株 敏感株 由浙江

大学肿瘤研究所提供 ⁄ 由 细胞株经 ⁄

抗药诱导得到 由浙江大学肿瘤研究所提供 ∂ ≤ 由

细胞株经 ∂ ≤ 抗药诱导得到 由浙江大学肿瘤研究所

提供 ∀

1 1 2  药物 速溶性阿霉素 ⁄ 意大利

ƒ × ≤ ∞ 公司产品 硫酸长春新碱

∂ ∂ ≤ 杭 州 民 生 药 厂 产 品 维 拉 帕 米

∂ ∂ ∞ 江苏盐城新曹制药厂产品 复方藤梨根

制剂 ƒƒ × 由浙江中医学院制剂室提供 ∀

1 1 3  主要试剂 ° 2 培养基 ≤ 公司产

品 小牛血清 上海华美生物工程公司产品 四氮甲基唑蓝≈

2 2 2 2 2 2 ∏ 2

× × ≥ 产品 其它试剂均为国产分析纯 ∀

1 1 4  主要仪器设备 二氧化碳孵箱 型 上海 2

∏ 公司产品 倒置显微镜 ∏ ° 2 型 日本 ≠ 2

° ≥ 公 司 产 品 比 色 计 ∂ ≤ × × ∞

≤ × ∞ 芬兰 • ≤ 公司产品 流式细胞仪 ƒ ≤2

≥ 美国 ∞≤ × ⁄ ≤ ≥ 公司产品 ∀

1 2  方法

1 2 1  细胞培养 细胞 ! ⁄ ! ∂ ≤ 常规

培养于 ° 2 完全培养液中 含 小牛血清 青霉素

∏ 链霉素 ∏ ∀

1 2 2  细胞抗药性试验 − × × 法 ≈ !取对数生长期细胞接种

于 孔培养板内 每孔 ≅ ∏ 孔 分别加入抗癌药

或 ƒƒ × !∂ ∞ ∏ 孔 置于二氧化碳孵箱中 ε 培

养 后 每孔加入 的 × × ∏ 再 ≤ ε

置 平板离心机 离心 倾去上清液 每孔加入二甲

基亚枫 ∏ 微量振荡器振荡 待蓝色结晶完全溶解后 用

∂ ≤ × × ∞ ≤ × ∞ 比色计 波

长处比色 求出半数抑制浓度 ≤ 及抗药倍数 ƒ 2

ƒ ≈ ƒ ≤ 抗药细胞株 敏感细胞株 ∀

1 2 3  细胞抗药性逆转试验 方法与细胞抗药性试验相同

只是在加入抗癌药物前 分别加入 ∂ ∞ ∏ 或

∏ !ƒƒ × 2 分别计算逆转倍数 √

¬ ≈ ≤ 逆转剂 ≤ 阴性对照 实验重复

次 ∀

1 2 4  细胞内药物的积聚 ≈ ! !将 ≅ 细胞与 ⁄

∏ ε 摇床温育 以 ° ≥ 洗 次 收集细

胞 配成 ≅ 细胞悬液 用 ƒ ≤≥ 流式细胞仪

ƒ≤ 测定细胞内 ⁄ 荧光强度 以其荧光强度任意单位

表示相对细胞内 ⁄ 浓度 实验重复三次 ∀

1 2 5  ƒƒ × 对细胞内药物积聚的影响 实验步骤与测定

细胞内药物的积聚试验基本相同 只是在加入 ⁄ 前

加入各种浓度的逆转剂 ∀

1 2 6  ƒƒ × 对细胞内药物外排的影响 将 ≅ 细

胞与 ⁄ ∏ ε 摇床温育 用 ° ≥ 洗

次 加入 ƒƒ × 后 分别在 ! ! ! !

时点 用 ƒ≤ 测定细胞内 ⁄ 荧光强度 方法同上 ∀

1 2 7  统计学处理 均数比较用 检验 ∀

2  结果

2 1  ⁄ 及 ∂ ≤ 细胞株的耐药特性

表 示 ⁄ 和 ∂ ≤ 耐药株对蒽环类

⁄ 和植物碱类 ∂ ≤ 种主要 ⁄ 药物的抗药性 以

及 ƒƒ × 的细胞毒性 其中 ∂ ≤ 的抗药性很强 两株耐药

细胞的 ≤ 均大子 ∏ 耐药倍数 ƒ ƒ

大于 倍 ∀对 ⁄ 的抗药性 ⁄ 耐药株为

倍 ∂ ≤ 耐药株为 倍 ∀而 ƒƒ × 对三株细

胞的 ≤ 均约在 左右 生药浓度 无耐药性 ∀

表 1  ⁄ 及 ∂ ≤ 耐药株的抗药性

细胞株
≤ 倍数

⁄ ∏ ∂ ≤ ∏ ƒƒ× ∏ ⁄ ∂ ≤ ƒƒ×

? ? ?

⁄ ? 4 ? 4

∂ ≤ ? 4 ? 4

ƒ ≤ 耐药株 ≤ 敏感株

##中国现代应用药学杂志 年 月第 卷第 期                ≤ ° ∏ ∏ ∂



表 2  ƒƒ × 对 细胞株的逆转作用

浓度
≤ ∏ 倍数

⁄ ∂ ≤ ⁄ ∂ ≤

? ?

? ∃ ? ∃

? ∃ ? ∃

? ∃ ? ∃

? ∃ ? ∃

∂ ∞  ∏ ? ∃ ? ∃

∂ ∞  ∏ ? ∃ ? ∃

∃ Π4

≤ 逆转剂 ≤ 阴性对照

2 2  ƒƒ × 和 ∂ ∞ 对 细胞株的影响

表 中不同浓度的 ƒƒ × ! ! ! ! 及

∂ ∞ ! Λ 浓度对敏感株 的 ⁄ 和 ∂ ≤ 毒性

作用的影响不明显 与 孔比较 无统计学意义 Π ∀

2 3  ƒƒ × 和 ∂ ∞ 对耐药细胞 ⁄ 的逆转作用

表 所示 低浓度 及 的 ƒƒ × 对

⁄ 耐药株的逆转作用不明显 Π 而在 !

浓度时 对 ⁄ 耐药株的 ⁄ 抗药性有明

显的逆转作用 其 ≤ 分别为 ∏ 和 ∏ 逆

转倍数 分别在 倍和 倍 与阴性对照 孔 比

较 差异显著 Π 而阳性对照 ∂ ∞ ∏ ! ∏

浓度也显示了相似的逆转作用 但 ƒƒ × 和 ∂ ∞ 对 ∂ ≤

抗药性均无明显逆转作用 其半数抑制浓度均 ≤ ∏

∀

2 4  ƒƒ × 和 ∂ ∞ 对 ∂ ≤ 耐药株的逆转效果

表 示 ƒƒ × 在 ! 浓度时对

∂ ≤ 耐药株的 ⁄ 抗药性有不同程度的逆转作用 其逆转

倍数分别达 倍和 倍 其中 浓度时逆转作

用明显 与阴性对照组比较 具有统计学意义 Π 在

低浓度 ! 时均无逆转效果 而阳性对照组 ∂ ∞

在 ∏ 和 ∏ 浓度均对 ⁄ 抗药性有明显的逆转作

用 Π 尤在 ∏ 浓度时 逆转倍数达 倍

具有很好的逆转效果 ∀但它们对 ∂ ≤ 抗药性除 ∂ ∞ 在

∏ 时有 倍的逆转倍数外 其它均无明显逆转作

用 其 ≤ 均大于 ∏ ∀

2 5  ƒƒ × 对细胞内药物积聚的影响

表 反映了 株细胞在加入 ƒƒ × !

及阳性对照 ∂ ∞ ∏ 后测定的细胞内 ⁄ 荧光强

度 ! 组对 细胞内 ⁄ 的积聚无明

显改变 Π 而对 ⁄ 及 ∂ ≤ 耐药株摄

取 ⁄ 的能力有明显的增加 Π 而且 ∏ 的维

拉帕米对 ⁄ 及 ∂ ≤ 耐药株积聚 ⁄ 的增

强作用更加明显 Π 该结果与 × × 法测定的逆转

效果和对 ⁄ 的耐药情况基本相符 即 及

∂ ≤ ! ⁄ 细胞内积聚 ⁄ 的能力与其对 ⁄ 的耐

药性相一致 ∀

2 6  ƒƒ × 对 ! ⁄ ! ∂ ≤ 细胞外排

⁄ 的影响

表 3  ƒƒ × 对 ⁄ 耐药株的逆转作用

浓度
≤ ∏ 倍数

⁄ ∂ ≤ ⁄ ∂ ≤

? 4

? 4

? 4

? 3 4

? 3 4

∏ ? 3 4

∏ ? 3 4

Π4

表 4  ƒƒ × 对 ∂ ≤ 耐药株的逆转作用

浓度
≤ ∏ 倍数

⁄ ∂ ≤ ⁄ ∂ ≤

?

?

?

?

? 3

∏ ? 3

∏ ? 3

3 Π

表 5  ƒƒ × 对细胞内 ⁄ 积聚的影响

浓度
细胞内 ⁄ 浓度 相对荧光强度 细胞内 ⁄ 的积聚

⁄ ∂ ≤ ⁄ ∂ ≤

? ? ?

? ? ?

? ? ?

∂ ∞ ? ? ?

Π
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表 6  ƒƒ × 对 细胞外排 ⁄ 的影响

时  间 空白组 ƒƒ× ƒƒ× ∂ ∞ ∏

? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

残留

Π 与空白组对照 下同

表 7  ƒƒ × 对 ⁄ 细胞外排 ⁄ 的影响

时  间 空白组 ƒƒ× ƒƒ× ∂ ∞ ∏

? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? 3 3 ? 3 3 ? 3 3

残留

3 3 Π

表 8  ƒƒ × 对 ∂ ≤ 细胞外排 ⁄ 的影响

时  间 空白组 ƒƒ× ƒƒ× ∂ ∞ ∏

? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? ?

. ? ? ? 3 ? 3

残留

3 Π

  表 ! ! 示 ƒƒ × 及阳性对照 ∂ ∞ 对 细胞外排

⁄ 的影响很小 对 ⁄ 和 ∂ ≤ 细胞外排

⁄ 具有不同程度的影响 且对 ⁄ 的影响较

∂ ≤ 细胞略大 ∀在 ! ! 浓度

的 ƒƒ × 和 ∏ ∂ ∞ 的影响下 ⁄ 细胞外排

细胞内残留的阿霉素 以相对荧光强度表示 分别为

! ! 和 Π 而在

∂ ≤ 细胞则分别残留 ! ! 和

Π ∀

3  讨论

化疗是恶性肿瘤的主要治疗手段之一 但多药耐药性

⁄ 的产生往往是导致化疗失败的重要原因 引起 ⁄

的机理比较复杂 但 基因及其产物 ° 的过度表达是

其主要原因之一≈ ! ∀

° 是一种跨膜糖蛋白 属于 × ° 蛋白超家族成员

可降低细胞毒药物在细胞内的积聚和滞留 而使肿瘤细胞获

得多药抗药性≈ 自 × ∏∏ 等 年 首次报导 √

能逆转肿瘤细胞的耐药以来 己发现许多药物在体外具有逆

转 ⁄ 作用 但目前真正能较好应用于临床的逆转剂尚不

多见 ∀

中医药治疗恶性肿瘤具有悠久的历史 特别是在肿瘤的

综合治疗中的作用日渐引起了人们的兴趣 ∀临床广泛应用

的复方中药对化疗增敏 !减毒作用机制一直不清 ∀本文研究

的复方藤梨根制剂 藤梨根 !水杨霉根 !虎杖根 !党参 !白术

等 是作者的经验方 长期的临床实践 发现它对恶性肿瘤的

化疗有增敏作用 为探索其机制 本文研究了 ƒƒ × 在体外

⁄ 细胞对化疗药物的增敏作用 证明具有一定的逆转

⁄ 作用 ∀

⁄ 和 ∂ ≤ 耐药细胞株具有较好的 ⁄

特性 取半数抑制浓度 ≤ 以下的 ƒƒ × 个浓度组 观察

其对耐药细胞抗药性的逆转程度 并以 ∂ ∞ 作为阳性对照 ∀

实验结果显示 ! ƒƒ × 可部分逆转

⁄ 耐药细胞对 ⁄ 的抗药性 逆转倍数 分别

为 倍 ! 倍 与维拉帕米相似 而对耐药细胞

∂ ≤ 抗药性 仅 浓度具有一定的逆转作用

为 倍 Π 由于 株细胞 ∂ ≤ 均表现很高的

耐药性 均 ≤ ∏ ƒƒ× 对该细胞株的 ∂ ≤ 抗性

无明显逆转作用 与 ∂ ∞ 作用相似 ∀

阿霉素具有自发荧光特性≈ ! ! ! 流式细胞仪可直观

检测阿霉素相对含量 且灵敏 !准确 !能定量 ∀本实验用该技

术 直接测定细胞内阿霉素 ⁄ 的荧光强度 以了解

ƒƒ × 对 及其耐药株积聚和外排 ⁄ 的影响 ∀实验

数据显示其耐药性为 ⁄ ∂ ≤ 荧

光强度之比为 加用 ƒƒ × 后可明

显增加耐药细胞内 ⁄ 的积聚 具有逆转 ⁄ 作用 ∀

ƒƒ × 对耐药细胞外排 ⁄ 的影响 以对 ⁄ 耐药

株作用明显 Π 可减缓 ⁄ 和 ∂ ≤

组 Π 细胞外排加 ⁄ 但对 细胞外
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排 ⁄ 则无明显影响 Π ∀

由于 ⁄ 机理复杂 ⁄ 细胞 ⁄ 和

∂ ≤ 除 °2 介导的机制外 胡汛等≈ 报导尚有其它原因导

致 ⁄ 实验结果也证实了这一点 实验中选用的

⁄ ! ∂ ≤ 耐药株在原有抗药性基础上 又经 年多

抗癌药物的不断冲击 !强化孵育 获得的耐药倍数较建株时

报导的要高≈ ! ! 但用阳性对照维拉帕米作逆转试验时逆

转倍数反而要低≈ 是否提示在与化疗药物的不断接触过

程中 发生非 °2 耐药机制的机会就增多 并且这与临床上

多次化疗后易产生耐药 尤其是治疗后复发的病人 再次化

疗效果更差 两者之间 是否具有相关性 有待于进一步研

究 !探索 ∀

综上 复方藤梨根制剂 ƒƒ × 可增强 ⁄ 细胞内

⁄ 的积聚 减少 ⁄ 的外排 部分逆转 ⁄ 和

∂ ≤ 耐药株的多药抗药性是对化疗增敏的机制之一

该生物学事件可能与抑制 基因功能有关 即对 基

因转录 !表达的影响 ∀ 另文报告

参考文献

1 × ∏ ∏2

√ √ ¬ ∏

2 胡汛 陈万源 郑树 细胞对阿霉素的摄取 !外排及阿霉

素在细胞内的分布 中国癌症研究进展 昆明 云南科技出版

社

3 刘超 黄一微 谢彦晖 等 多药耐药细胞株生物学

特征的进一步研究 癌症

4 郑国强 韩复生 刘叙仪 等 流式细胞分析在阿霉素耐药性研

究中重要作用 中华医学检验学杂志 5 胡汛

潘锵荣 郑树 °2糖蛋白的过度表达不能完全解释 ⁄ 细胞株

⁄ ÷ 的抗癌性 中华肿瘤杂志

6 ∏ ∏ ≤

∏

7 ≤ √ ∏ ≤∏ ° ≤ 2

8 ° ∏ ∏

∏ ∏ ∏ √

9 × ≥ ƒ 2

√ ∏2

≤

10 ∞ ∞ °2 2

∏ ∏ °

≥ ≥

11 曹江 胡讯 潘锵荣 等 ⁄ 反义 表达质粒的构建及在

⁄ 细胞抗药机理研究中的应用 中华医学杂志

12 胡讯 陈万源 郑树 等 多药耐药性细胞株 的流式细胞

仪分析 中国癌症杂志

收稿日期

欧瑞血活素注射液对小鼠免疫功能的影响

李静梅  许  华 太原 山西医科大学基础医学院药理教研室 通讯联系人 山西医科大学

摘要  目的 观察欧瑞血活素注射液对小鼠免疫功能的影响 ∀方法 以腹腔注射方式给予昆明小鼠不同剂量的欧瑞血活素注

射液 并以生理盐水腹腔注射为阴性对照 干扰素腹腔注射为阳性对照 ∀结果 欧瑞血活素注射液小 !中剂量组均具有提

高中性粒细胞的杀伤功能 Π Π 同等剂量组还可以显著地提高小鼠溶血素水平 Π 小 !中 !大剂量组

均具有提高碳粒廓清指数和吞噬指数的作用 !显著地增加脾脏及胸腺的重量 其中以中剂量组增强单核巨噬细胞的吞噬功

能 !大剂量组增加脾脏重量 !中剂量组增加胸腺重量的作用最为显著 ∀结论 小 !中剂量欧瑞血活素注射液可以提高昆明小鼠

的特异性免疫 !非特异性免疫以及中性粒细胞的吞噬功能 ∀

关键词  欧瑞血活素注射液 硝基蓝四氮唑 溶血素 碳粒廓清 昆明小鼠

Εφφεχτ οφ Βλοοδ Αχτινγ Πολψπεπτιδε Ινϕεχτιον ον ιµ µ υνοχοµ πετενχειν µιχε

÷∏ ∏ ( ∆επαρτµεντ οφ πηαρµ αχολογψ, Σηανξι Μεδιχαλ Υνιϖερσιτψ, Ταιψυαν )
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