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小檗胺对多药耐药C1+%／DAE细胞作用的研究

董庆华 郑 树 徐荣臻 吕庆华 何立明

摘要 目的 研究小檗胺诱导人白血病C1+%／DAE细胞凋亡及逆转多药耐药的作用及机理。方法 采

用F..法测GH1$值，流式细胞仪D<</59<I3G.H7JG法检测细胞凋亡发生率，JG染色法检测凋亡峰及细胞

周期，同时以3HF检测H4>K4>/7,、J7LJ蛋白表达及细胞内药物积聚能力，M.7JHM法检测8AE7&基因表达。

结果 小檗胺能抑制人白血病C1+%／DAE细胞生长且呈剂量依赖关系，并能诱导细胞凋亡，使H4>K4>/7,蛋

白表达及细胞药物外排能力增加，同时降低8AE7&基因8M!D和蛋白表达水平。结论 小檗胺能激活H4>7
K4>/7,以诱导人白血病C1+%／DAE细胞凋亡，同时能通过降低8AE7&表达逆转多药耐药。
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小檗胺是一种双苄基异喹啉生物碱类化合物，具

有抗氧化、免疫抑制、升高白细胞等多种临床作用〔&，%〕，

细胞学研究多集中于小檗胺对细胞内游离钙浓度的作

用上〔,，)〕，有少量研究其对肿瘤细胞的增殖抑制作用及

逆转多药耐药作用〔1，+〕，但其作用机理仍不甚清楚。本

实验观察小檗胺对人白血病C1+%／DAE细胞凋亡诱

导、逆转多药耐药作用并对其作用机理进行探讨。

材料与方法

& 药物及试剂 高纯度小檗胺为辽宁抚顺制药

厂化学合成产品（分子式为H,2R)$!%O+，分子量为

+$-），F..、M;"A489</&%,及碘化丙啶（JG）为S9=84

公司产品，MJFG&+)$为美国RWB0"</公司产品，D<7
</59<I3G.H7JG试剂为法国G88?<"V/B;公司产品，

HWV"K/E87BWV"X95试剂盒、H4>K4>/7,7J6、J7LJ7J6及同

型阴性对照鼠G=L7J6为美国J;4E89<=/<公司产品。

% 细胞系及培养 C1+%／DAE细胞由本所自建，

于&$̂ 小牛血清、1̂ HO%、,2_孵箱中常规培养。

, 主要仪器 ‘4004B酶标仪；]N3DHSH4<流

式细胞仪；J6公司%)$$JHM仪。

) GH1$值测定 采用 F..法。对数生长期细

胞接种于-+孔培养板内，+复孔。每孔,a&$)／80细

胞，加入不同浓度的小檗胺，总体积%$$"0，培养)’;
后，每 孔 加 入&8=／80F..工 作 液1$"0，,2_放 置

);，离心%$$$E／89<，189<，弃上清，每孔加入&1$"0
NFSO，震荡溶解结晶，在12$<8波长比色，求出半数

抑制浓度GH1$。正常对照采用健康人外周血39B"0分

离液分离的单个核血细胞。

1 细胞凋亡检测 &a&$1／80细胞悬液&80用
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!"#洗$次后，加入缓冲液%&’!(、)**+,-*./0!(和碘

化丙锭（!1）0!(，暗处冰上反应2’3-*，上机检测，4+(.
(56+78软件分析。另取$92’: 细胞，;’<冰乙醇固

定，$%=后!"#洗$次，加入$’’!(>?@7+)（23A／

3(），B;C水 浴B’3-*，再 加 !1染 色 液 避 光 反 应

B’3-*，上机检测，D6(8-EFE(+软件分析细胞周期和亚

二倍体峰。

: 4@7G@7+.B表达流式检测 取$92’:细胞用

!"#洗$次，按试剂盒说明书破膜固定后4@7G@7+.B.
!H染色$’3-*，同时用鼠1AI2.!H设立阴性同型对

照。!"#洗后上机检测。4+((56+78软件分析。

; !.I!表达流式检测 取$92’:细胞用!"#
洗$次，!.I!.!H染色$’3-*，同时设立鼠1AI2.!H阴

性同型对照和J0:$敏感株细胞对照。!"#洗后上机

检测。4+((56+78软件分析。

K 细胞 DL>.2表达检测 采用>M.!4>法，用

MN-OP(提 取 细 胞 >?)，3QN.2基 因 上 游 引 物 为0’.
444)I4)MMI4))M)I4)II.B’，下 游 引 物 为0’.
IMM4)))4MM4MI4M44M4).B’，扩 增 片 段 大 小 为

20:RG，".@E8-* 上 游 引 物 为 0’.MM44)I44MM4.
4MM44MIII.B’，下游引物为0’.MMI4I4M4)II)I.
I)I4))M.B’，扩增片段为$$BRG，逆转录后!4>反应

条件为&0C03-*，&0CB’7；:’C%07；;$C%07；;$C
03-*共$&个循环，2S0<琼脂糖凝胶电泳。

& 细胞内药物积聚实验 细胞制成$92’:／3(
悬液，加入终浓度0!A／3(的>=PQ@3-*+2$B，B;C保温

B’3-*，细胞洗$次后，B;C再保温2’3-*，细胞洗2次

后立即上机检测细胞荧光强度。

结 果

2 小檗胺细胞毒作用 见图2。小檗胺能明显

抑制J0:$／)QN细胞生长，且有剂量依赖关系。随着

药物作用浓度从0!A／3(增加到;0!A／3(，细胞生长抑

制率由BS%<增加到K2S&<，在此作用浓度范围内小

檗胺对健康人外周血淋巴细胞无明显细胞毒作用。小

檗胺作用%K=J0:$／)QN细胞140’值为（$2S&T’S0）

!A／3(。

$ 细胞凋亡 正常J0:$／)QN细胞自发凋亡率

低，约&S0<。小檗胺2’!A／3(作用$天后，凋亡发生

率略有升高，为2$S:<；$’!A／3(作用$天后，凋亡发

生率升高为:BS2<。

B 细胞周期变化 正常J0:$／)QN细胞I’／I2
期细胞百分率为B:S’<，#期细胞百分率为%%S$<，

I$／D期细胞百分率为2&SK<；小檗胺2’!A／3(作用

%K=后各期细胞百分率变化不大，但是出现凋亡峰，比

率为0SB<；小檗胺$’!A／3(作用后#期细胞百分率

明显降低为B’S;<，同时I$／D期细胞百分率增高为

$KS&<，调亡峰比率增高为$’S0<（图略）。

% 4@7G@7+.B蛋白表达变化 正常J0:$／)QN细

胞4@7G@7+.B蛋白表达量为2S$0<，加小檗胺2’!A／3(
作用%K=后，表达量增高为:S2%<，$’!A／3(作用后表

达量增高为2:S;’<。

0 !.I!蛋白表达变化和细胞内药物积聚变化

见图$。正常J0:$敏感株细胞!.I!蛋白表达荧光

值为B2S$B，J0:$／)QN细胞!.I!蛋白荧光表达值为

2B&S$’，加小檗胺2’!A／3(作用%K=后，荧光表达值降

低为2’BS&;，$’!A／3(作用后荧光表达值进一步降低

为;’S$’。正常J0:$敏感株细胞内>=PQ@3-*+2$B
荧 光表达值为$’BS%2，J0:$／)QN细胞内荧光表达值
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为!"#$%，加小檗胺&"!’／()作用%*+后，细胞内,+-.
/0(123&45荧光表达值增高为&46#6%，4"!’／()作用

后荧光表达值进一步增高为&64#!%。

6 (/7.&基因表达变化 见图5。,8.89,结果

表明，:$64／;/7细胞(/7.&基因(,<;表达水平随

着小檗胺药物浓度的增加而降低。

讨 论

小檗胺于&=*"年左右作为一种升高白细胞的药

物进行研究，早期研究主要集中在对机体免疫功能的

影响及其临床疗效上，后来研究发现小檗胺具有抗肿

瘤、抗氧化作用〔&〕，是一种钙调蛋白拮抗剂〔4，5〕。

小檗胺抗肿瘤作用主要表现在抑制肿瘤细胞增

殖，而且此方面的研究很少，其作用机理不明〔$〕。我们

研究发现，小檗胺能以剂量依赖关系抑制人白血病

:$64／;/7细胞的增殖，同时增加细胞凋亡率，使细胞

>期比率明显降低，?4／@期细胞增高，表明小檗胺对

:$64／;/7细胞增殖抑制作用是通过诱导细胞凋亡，

使细胞增殖阻滞于?4／@期。研究表明随着小檗胺作

用浓度增加，活化90AB0A3.5蛋白表达增加，提示小檗

胺能激活90AB0A3酶系来诱导细胞凋亡。

有研究表明，小檗胺逆转多药耐药性的作用与维

拉帕米（C,8）相仿，如对@9D.!／;/7细胞有明显增敏

作用，且作用呈剂量依赖关系〔%〕。此外，小檗胺能增加

多药耐药细胞内药物积聚〔6〕。但小檗胺逆转多药耐药

性的作用机理未见报道。我们研究证实小檗胺能增加

:$64／;/7细胞内,+-/0(123&45的积聚，同时用,E.
89,方法证明小檗胺可降低(/7.&的(,<;表达，流

式细胞检测亦表明小檗胺降低8.?8蛋白表达，这些

作用均呈剂量依赖关系。多药耐药(/7.&基因蛋白表

达产物8.?8是一种&!":F大小的膜蛋白，能将抗肿

瘤药泵出细胞外，造成细胞内药物浓度降低，细胞毒作

用 降低或完全消失，细胞产生耐药〔!〕。研究结果提示

小檗胺逆转多药耐药性的作用是通过降低(/7.&表达

来实现的。

小檗胺!$!’／()作用%*+对正常人淋巴细胞没有

明显毒性，而且能诱导白血细胞凋亡，逆转多药耐药

性，可能是一种有前途的治疗白血病的药物。
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