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实验
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摘要  目的 板蓝根高级不饱和脂肪酸对肝癌耐药细胞株 ∞ 2 ⁄ 耐药逆转作用及机制研究 ∀方法 × × 法观察药

物对细胞的生长抑制作用 免疫组化法检测细胞 °2糖蛋白 °2 和多药耐药相关蛋白 ° 的表达 采用高效液相色谱法

° ≤ 测定细胞内 ⁄ 的浓度 ∀结果 耐药肝癌细胞株 ∞ 2 ⁄ 对多种化疗药物产生多药耐药性 耐药细胞 °2

和 °的阳性率显著高于亲本细胞 Π 板蓝根高级不饱和脂肪酸在非细胞毒剂量时与 ⁄ 合用后能逆转 ∞ 2

⁄ 对 ⁄ 的耐药性 ⁄ 与板蓝根高级不饱和脂肪酸合用时 其细胞内 ⁄ 的含量较单独使用明显增高 ∀结论

肝癌细胞株 ∞ 2 ⁄ 对多种化疗药物具有多药耐药性 其多药耐药性与 °2 和 °过量表达有关 板蓝根高级不饱

和脂肪酸在非细胞毒剂量时能逆转 ∞ 2 ⁄ 对 ⁄ 的耐药性 其逆转作用可能与降低 °2 药物外排功能 !增加细胞

内药物浓度有关 ∀
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  肝癌在我国是一种常见的恶性肿瘤 其治疗方法主要有

手术 !化疗及生物治疗 ∀目前对多数中晚期患者主要采用局

部灌注化疗 但总的来说疗效不理想 其中重要原因之一是

肝癌患者对化疗产生抗药性 ∀因此寻找一种理想的耐药逆

转剂成为提高疗效的关键 ∀目前 国内外对逆转剂的研究主

要为无心血管毒副作用的钙通道阻滞剂和参照逆转剂性质

及分子结构特点 从天然药物中筛选活性物质≈ ∀本研究从

板蓝根中 提取出具有脂溶性和水溶性结构的高级不饱和脂

肪酸 对其逆转机制和作用作了初步的探讨 ∀

1  材料与方法

1 1  人肝癌亲本细胞购自上海肿瘤研究所 耐药细胞株

∞ 2 ⁄ 购自广州中山医科大学 由广西肿瘤防治研

究所传代保存 ∀盐酸阿霉素 ⁄ !丝裂霉素 ≤ 为浙

江海正药业股份有限公司产品 环磷酰胺 ≤ × ÷ 为山西泰盛
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制药有限公司产品 2ƒ 为天津氨基酸公司人民制药厂产

品 顺铂 ⁄⁄° 为山东制药厂产品 羟基喜树碱 ≤°× 为武

汉黄石飞云制药有限公司 异博定 ∂ ° 为江苏兴化制药厂

产品 ∀高级不饱和脂肪酸为本课题组成员在丹麦工作期间

分离得到 经核磁共振分析 它是一组 个高级不饱和脂肪

酸 每个高级不饱和脂肪酸含有约 个碳原子 ∗ 个烯

键 ∀其在薄层色谱中 展开剂为 乙酸乙酯2石油醚 呈单

一斑点 值 ≈ ∀该产品难溶于水 用 的乙醇溶液

配制成不同的工作浓度 ∀

1 2  小鼠抗人 °2 !多药耐药相关蛋白 ° 及即用型

≥ ≤ 试剂盒均购于武汉博士得生物工程有限公司 ∀

1 3  × × 法检测细胞的抗药性≈

分别取对数生长期的亲本细胞和耐药细胞 胰酶消化混

悬均匀 调整细胞浓度为 ≅ 加入 孔板 每孔

Λ ε ≤ 培养箱培养过夜 分别加入含不同浓度

的各种化疗药物 !板蓝根高级不饱和脂肪酸的培养液 各实

验组设 个平行孔 空白对照为 的乙醇溶液 ∀继续培养

后 每孔加入 × × Λ 再孵育 ∀弃上清 加

入 Λ 二甲基亚砜 振匀 在 处测定其吸光值 按下

式计算抑制率 ∀

抑制率
对照组 ⁄值2实验组 ⁄值

对照组 ⁄值
≅

以药物浓度对数为横轴 抑制率为纵轴绘制浓度效应曲

线 确定半数抑制浓度 ≤ ∀按下式计算耐药指数

耐药指数
耐药细胞 ≤

亲本细胞 ≤

1 4  免疫组织化学测定细胞 ⁄ °2 的表达

将亲本细胞和耐药细胞消化混悬均匀 调整细胞浓度为

≅ 每片滴加细胞悬液 固定 ∀按 ⁄ °2

试剂盒步骤进行测定 ∀

1 5  ° ≤ 法测定细胞内 ⁄ 的含量≈

实验分为 组 ≠ 组耐药细胞加入终浓度为 Λ

⁄ 组耐药细胞加入终浓度为 Λ ⁄ 和 Λ

∂ ° 异博定 ≈ 组耐药细胞加入终浓度为 Λ ⁄

及 Λ 高级不饱和脂肪酸 为无细胞毒作用浓度 ∀将

耐药细胞接种于 培养瓶中 后 按上述分组加入药

物 ε ≤ 培养箱培养 后 撤药 ∀各组细胞经蒸馏

水洗涤 次后 加入 Λ 2 ε 反复冻融 ∗ 次 置镜

下观察无完整细胞 转 离心 上清液用

° ≤ 仪测定 ⁄ 的含量 ∀

1 6  实验结果采用方差分析 Π 为显著性差异 ∀

2  结果

2 1  板蓝根高级不饱和脂肪酸对 ∞ 2 和 ∞ 2

⁄ 细胞的抑制作用

如表 所示 板蓝根高级不饱和脂肪酸对细胞的抑制作

用呈浓度依赖性 且亲本细胞对板蓝根高级不饱和脂肪酸略

为敏感 ∀虽然板蓝根高级不饱和脂肪酸对 ∞ 2 细胞和

∞ 2 ⁄ 细胞有一定的抑制作用 但其抑制率低于常

用化疗药物 ∀

2 2  ∞ 2 和 ∞ 2 ⁄ 细胞的药物敏感性

将亲代细胞和耐药细胞分别与不同浓度的 ⁄ !

≤ ! ≤°× ! 2ƒ !≤ × ÷ !⁄⁄°作用 测出其耐药倍数 ∀

发现 ∞ 2 ⁄ 细胞表现多药耐药性 ∀对 ⁄ !

≤ ! ≤°× 有明显抗药性 耐药倍数分别为 !

! 对 2ƒ !≤ × ÷ !⁄⁄°抗药性不明显 耐药倍数分别

为 ! ! ∀

表 1  板蓝根高级不饱和脂肪酸对肝癌耐药细胞与亲本细胞

抑制作用

细胞
板蓝根高级不饱和脂肪酸 Λ ν

亲本细胞抑制率

耐药细胞抑制率

表 2  ∞ 2 和 ∞ 2 ⁄ 细胞的抗药性 ν

药物
≤ Λ

∞ 2 ⁄ ∞ 2
耐药倍数

⁄ ? ?

≤ ? ?

≤°× ? ?

2ƒ ? ?

≤ × ÷ ? ?

⁄⁄° ? ?

2 3  ∞ 2 和 ∞ 2 ⁄ 细胞 ° °2 表达

由表 可见 ∞ 2 ⁄ 的 °2 阳性染色率为

∞ 2 的阳性染色率为 两者有显著差异 Π

∀同时 ∞ 2 ⁄ 的 ° 阳性染色率为

∞ 2 的 °阳性染色率为 两者有显著差异

Π ∀ ° !°2 均表现为膜上和胞浆染色 ∀

表 3  °2 ! °在 ∞ 2 和 ∞ 2 ⁄ 细胞中的

表达 ν

细胞类型
细胞染色阳性率

°2 °

∞ 2 ? ?

∞ 2 ⁄ ? ?

Π

2 4  细胞内阿霉素的含量

经 ⁄ 及无细胞毒性浓度的板蓝根高级不饱和脂肪酸

联合作用的 ∞ 2 ⁄ 细胞内 ⁄ 含量较单独 ⁄

作用时明显增加 Π 并与 ⁄ 及异博定联合作用

时 ∞ 2 ⁄ 细胞内 ⁄ 含量相近 ∀结果见表 ∀

表 4  细胞内阿霉素 ⁄ 含量 ν

作用药物 细胞内 ⁄ 含量 Π值

⁄ ?

∂ ° ⁄ ?

不饱和脂肪酸 ⁄ ?

3  讨论

肝癌化学治疗最大障碍之一是肿瘤细胞对药物的耐受

性 ∀且大多数肿瘤细胞在接触一种抗癌药物产生耐药的同

时 也对其他结构和作用机理不同的药物产生交叉耐药 称

之为多药耐药性 ⁄ ∀肿瘤细胞耐药的原因是复杂的 但
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其 ⁄ 基因过度表达产生的 °2 是最主要的原因 ∀ °2

是一种能量依赖性药物转出泵 可使化疗药物从癌细胞内泵

出细胞外 从而使药物在细胞内积蓄浓度下降 药物对细胞

毒性降低 导致化疗失败≈ ∀目前 在临床上使用的异博定

能增加细胞内药物的积累而逆转细胞 ⁄ ≈ 但严重的心

血管毒副作用使其在病人身上很难达到有效的血药浓度 因

此寻找低毒 !有效 ⁄ 逆转剂是肝癌化疗中急需解决的问

题 ∀

本研究表明 ∞ 2 ⁄ 细胞均过度表达 ° 和

°2 除了对 ⁄ 产生耐药外 对 ≤ ! ≤°× ! 2ƒ 产生

交叉耐药 ∞ 2 ⁄ 细胞具有典型 ⁄ 细胞特征 ∀

采用无细胞毒性浓度的板蓝根高级不饱和脂肪酸能使 ∞ 2

⁄ 细胞内 ⁄ 的积累增加 倍 与异博定的效果

相当 提示板蓝根高级不饱和脂肪酸能特异性阻断 °2 的

药物外排机制 使 ⁄ 细胞内药物积累增加 药物浓度增加

而逆转 ⁄ ∀

已有实验证明 逆转 ⁄ 的化合物必须具有亲脂性或

既有具有亲脂性又具有水溶性结构≈ ∀ ⁄ 泵能从细胞内

泵出多种脂溶性物质 ∀同时 ⁄ 泵也能被多种亲脂性物质

所竞争性抑制 ∀而本实验所采用的板蓝根高级不饱和脂肪

酸完全符合逆转 °2 介导的多药耐药性化合物的理化特

征 ∀其逆转机制可能是与化疗药物竞争 °2 上的结合位

点 从而降低化疗药物的外流 增加细胞内化疗药物的积累 ∀

使耐药细胞恢复对化疗药物的敏感性 ∀板蓝根高级不饱和

脂肪酸与化疗药物联合应用为提高肝癌的化疗效果展示了

广阔的应用前景 ∀
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糖萜素对小鼠腹腔巨噬细胞产生一氧化氮的影响
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摘要  目的 探讨糖萜素对小鼠腹腔巨噬细胞产生 的影响 ∀方法 在饲料中添加不同剂量糖萜素喂养 小鼠 以基础

饲料为对照 检测环磷酰胺免疫抑制组与非抑制组不同时间段小鼠腹腔巨噬细胞产生 的含量 ∀结果 含糖萜素饲料组于

不同时间测得 含量均较基础饲料组显著增高 Π ∀免疫抑制状态下 含糖萜素饲料组 含量也较基础饲料组高

Π ∀体外糖萜素不能直接影响 的生成 ∀结论 糖萜素能显著提高小鼠体内巨噬细胞产生 ∀体外则不能直接

影响 的生成 ∀

关键词  糖萜素 巨噬细胞 一氧化氮
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