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·实验研究·

复方中药紫龙金克服肿瘤细胞多药耐药性的机制
邹珊珊　 徐　 榕　 何琪杨

摘要目的探讨中药紫龙金（Ｚｉｌｏｎｇｊｉｎ，ＺＬＪ）对多药耐药肿瘤细胞的作用机制。方法采用ＭＴＴ法检
测ＺＬＪ对细胞增殖的影响；流式细胞术检测细胞周期以及罗丹明１２３的荧光强度变化；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检
测相关蛋白的表达变化。结果 ＺＬＪ分别处理人乳腺癌ＭＣＦ７和ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ耐药细胞，以及人口腔上皮癌
ＫＢ和ＫＢＶ２００耐药细胞。ＭＴＴ法测定表明：ＺＬＪ作用耐药和敏感细胞的ＩＣ５０值相近，耐药细胞对ＺＬＪ没有
交叉耐药性；无论对敏感和耐药细胞，流式细胞术分析发现ＺＬＪ阻断细胞于Ｓ期；ＺＬＪ单独处理ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ
和ＫＢＶ２００耐药细胞，可以微弱地降低其耐药性，分别与多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）和长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓ
ｔｉｎｅ，ＶＣＲ）合用，可以明显地增加ＤＯＸ和ＶＣＲ的活性；ＺＬＪ处理耐药细胞ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ后，检测到细胞内耐
药蛋白Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）呈时间依赖性降低。Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测表明，ＺＬＪ的抑制作用是通过使
凋亡标志蛋白ＰＡＲＰ出现切割，启动凋亡通路实现的。结论中药ＺＬＪ抑制耐药细胞增殖，没有交叉耐药
性；其抑制作用与诱导细胞凋亡以及降低Ｐｇｐ表达有关。

关键词多药耐药性；肿瘤细胞；紫龙金；细胞凋亡；中药药理

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｈｅｒｂａｌ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｚｉｌｏｎｇｊｉｎ ｆｏｒ Ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ Ｔｕｍｏｒ Ｃｅｌｌｓ
ＺＯＵ Ｓｈａｎｓｈａｎ，ＸＵ Ｒｏｎｇ，ａｎｄ ＨＥ Ｑｉｙａｎｇ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ
ａｎｄ Ｐｅｋｉｎｇ Ｕｎｉｏｎ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｃｏｌｌｅｇｅ，Ｂｅｉｊｉｎｇ （１０００５０）

ＡＢＳＴＲＡＣＴ 　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｚｉｌｏｎｇｊｉｎ（ＺＬＪ）ｉｎ ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ （ＭＤＲ）ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ Ｍｅｔｈｏｄｓ ＭＤＲ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｈｕｍａｎ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＭＣＦ７ ａｎｄ
ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ，ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｏｒａｌ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ＫＢ ａｎｄ ＫＢＶ２００，ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＺＬＪ Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＺＬＪ ｏｎ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＭＴＴ ａｓｓａｙ；ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｎｄ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｙｅ Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
Ｒｅｓｕｌｔｓ ＩＣ５０ ｖａｌｕｅｓ ｉｎ ＭＤＲ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＺＬＪ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｉｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｃｅｌｌｓ；ＭＤＲ ｃｅｌｌｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＺＬＪ Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅｓ ｏｆ ｅｉｔｈｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ｏｒ ＭＤＲ ｃｅｌｌｓ
ｗｅｒｅ ａｒｒｅｓｔｅｄ ａｔ Ｓ ｐｈａｓｅ ａｆｔｅｒ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ ＺＬＪ Ｕｓｉｎｇ ＺＬＪ ｓｉｎｇｌｙ ｓｈｏｗｅｄ ａ ｗｅａｋ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｎ ＭＤＲ ｏｆ ＭＣＦ７ ／
ＤＯＸ ａｎｄ ＫＢＶ２００ ｃｅｌｌｓ，ｂｕｔ ｗｈｅｎ ｕｓｅｄ ｉｎ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｗｉｔｈ ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｏｒ ｖｉｎｃｉｓｔｉｎｅ，ｉｔ ｅｖｉｄｅｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅｉｒ ｃｙ
ｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ ｃｅｌｌｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ａｆｔｅｒ ＺＬＪ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｉｎ ａ ｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
ｍａｎｎｅｒ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＺＬＪ ｃｏｕｌｄ ｃａｕｓｅ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ＰＡＲＰ ｃｌｅａｖａｇｅ ｔｏ ｉｎｉｔｉａｔｅ ｔｈｅ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ Ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ＭＤＲ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ＺＬＪ ａｎｄ ｔｈｅｙ
ｓｈｏｗ ｎｏ ｃｒｏｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ＺＬＪ Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅ
ｃｒｅａｓｅ ｏｆ Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ＫＥＹＷＯＲＤＳ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ；Ｚｉｌｏｎｇｊｉｎ；ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ｆｏｒ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｄｒｕｇｓ

复方中药紫龙金（原名白龙片，Ｚｉｌｏｎｇｊｉｎ，ＺＬＪ），药 理研究表明：ＺＬＪ通过抑制ｃＡＭＰ和ＰＫＣ双信使，具有
明显的抗癌作用〔１〕。临床研究显示ＺＬＪ与细胞毒化疗
药物联合应用，治疗肺癌、结肠癌、乳腺癌、胃癌等多种
中晚期肿瘤患者，具有明显的减毒增效作用〔２〕。

肿瘤细胞的多药耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ＭＤＲ）往往导致临床肿瘤化疗的失败。其机制主要与
外排抗肿瘤药物的蛋白超表达、解毒酶系如谷胱甘肽
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转移酶π（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ Ｓｔｒａｎｆｅｒａｓｅ π）活性升高及抗细
胞凋亡等多种机制有关〔３〕。

本研究通过细胞和分子生物学方法，研究紫龙金
对耐药和敏感细胞的作用机制，以期为紫龙金的进一
步临床应用提供可靠的实验证据。

材料与方法
１　 药品　 紫龙金由白英、龙葵、黄芪、当归等中药

组成，其粉末由北京大学临床肿瘤学院王代树教授惠
赠，粉末用双蒸水配制成１０ ｍｇ ／ ｍＬ的药液，高压灭菌促
溶后，６ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１０ ｍｉｎ，使用时用ＲＰＭＩ １６４０培
养液稀释。多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ）和长春新碱
（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ＶＣＲ）购于Ｓｉｇｍａ公司；粉防己碱（ｔｅｔｒａｎ
ｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）购于中国药品生物制品检定所。

２　 仪器、试剂与抗体　 细胞培养箱（三洋公司），
倒置显微镜（ＣＯＩＣ ＪＡＰＡＮ），台式离心机（Ｓｉｇｍａ），低
温离心机ＭＩＫＲＯ ２００Ｒ（ＬＡＢＷＡＹ Ｓｃｉｅｎｃｅｅ），可见紫
外分光光度计ＤＵ８００ （Ｂｅｃｋｍａｎ），蛋白垂直电泳仪
（ＢＩＯＲＡＤ），蛋白转膜系统（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ Ｘ Ｃｅｌｌ Ⅱ ＴＭ
ｂｌｏｔ ｍｏｄｕｌｅ），凝胶成像仪ＣｈｅｍｉＩｍａｇｅｒ ５５００ （Ａｌｐｈａ
Ｉｎｎｏｔｅｃｈ Ｃｏ），酶标仪Ｓｕｎｒｉｓｅ（ＴＥＣＡＮ），流式细胞仪
（ＢＤ ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ）。ＲＰＭＩ １６４０粉末（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ），胎
牛血清（ＦＢＳ，天津灏海生物制品科技有限责任公司），
二甲基亚砜（Ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）、碘化丙锭
（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）、ＲＮＡ酶、罗丹明１２３（Ｒｈｏｄａ
ｍｉｎｅ １２３）、牛血清白蛋白（ＢＳＡ）、ＭＴＴ购自Ｓｉｇｍａ。其
他试剂，如无水乙醇、氯仿、异丙醇均为国产分析纯。
鼠抗Ｐ糖蛋白抗体（Ｃ２１９）购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ，兔抗ｐ５３
抗体（ｓｃ１２６）、兔抗ａｃｔｉｎ抗体（ｓｃ１６１６）购自Ｓａｎｔａ
Ｃｌｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，兔抗ＰＡＲＰ抗体购自Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ。

３　 方法
３ １　 细胞培养　 本实验中所用人乳腺癌耐ＤＯＸ

的ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ多药耐药细胞及其亲本ＭＣＦ７敏感细
胞来自美国国立癌症研究院。人口腔上皮癌ＫＢ细胞
及ＫＢＶ２００多药耐药细胞由中国医学科学院药物研究
所刘耕陶教授惠赠，使用含１０％ 胎牛血清的
ＲＰＭＩ １６４０培养液，培养在３７ ℃，５％ ＣＯ２ 的培养箱中。

３ ２　 细胞增殖抑制的测定　 采用ＭＴＴ法测定。
接种９６孔板，ＭＣＦ７、ＫＢ、ＫＢＶ２００分别接种３ ０００个／
孔，ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ接种６ ０００个／孔，３７ ℃培养２４ ｈ，加
ＺＬＪ，浓度分别为０ ２、０ ４、０ ６、０ ８、１ ０ ｍｇ ／ ｍＬ，７２ ｈ
后吸出培养液，加入１００ μＬ ０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ的ＭＴＴ，避光
３７ ℃温箱２ ｈ，弃ＭＴＴ，加入２００ μＬ ＤＭＳＯ，振荡

１０ ｍｉｎ，酶标仪测定５７０ ｎｍ处吸光度（Ａ）值。细胞存
活率（％）＝（加药细胞Ａ值－本底Ａ值）／（对照细胞
Ａ值－本底Ａ值）× １００％。每检测点取３个平行孔
的平均值，实验重复至少３次，计算ＩＣ５０值。

３ ３　 细胞内罗丹明１２３的积累变化　 采用流式细
胞仪检测。对数生长期的细胞以２ × １０５ 个／孔接种于６
孔板，２４ ｈ后加药处理，同时加入罗丹明１２３终浓度为
５ μｇ ／ ｍＬ，３７ ℃继续培养１ ｈ。ＰＢＳ清洗２次，消化收集
细胞，置于预冷的无血清培养基中，流式细胞仪测定罗
丹明１２３的荧光强度，确定肿瘤细胞耐药性的变化。

３ ４　 细胞周期的变化　 采用流式细胞仪检测。
对数生长期的细胞以２ × １０５ 个／孔接种于６孔板，
２４ ｈ后加药处理，处理的时间为２４ ｈ，ＰＢＳ清洗两次，
消化收集细胞，置于培养液中，离心１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ，５
ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗两次，用７０％乙醇固定，４ ℃过夜，加入
ＲＮＡ酶（终质量浓度１００ μｇ ／ ｍＬ），３７ ℃孵育３０ ｍｉｎ，
加入碘化丙锭（ＰＩ）染色液至终浓度５０ μｇ ／ ｍＬ，室温避
光１ ｈ，细胞经３００目尼龙网过滤后，流式细胞仪检测
ＰＩ荧光强度，ＭＯＤＦＩＴ软件分析细胞周期的变化。

３ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ　 收集药物处理后细胞，加入细
胞裂解液（２５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＴｒｉｓＨＣｌ ｐＨ ７ ５，１５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮａＣｌ，１０％ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ，１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｇｌｙｃｅｒｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ，
２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ， ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ｓｏｄｉｕｍ ｐｙｒｏｐｈｏｓｈａｔｅ，
５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＦ，１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｎａ３ＶＯ４，０ ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ１００，
使用前加入蛋白酶抑制剂ＰＭＳＦ、Ａｐｒｏｔｉｎｉｎ和Ｌｅｕｐｅｐ
ｔｉｎ，使其终浓度分别为１ ｍｍｏｌ ／ Ｌ、２ μｇ ／ ｍＬ和２ μｇ ／
ｍＬ），冰浴充分裂解３０ ｍｉｎ，４ ℃ １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心１５
ｍｉｎ，取上清。蛋白浓度测定采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法。ＳＤＳ
ＰＡＧＥ聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，将蛋白质转
移到ＰＶＤＦ膜上，常规孵育一抗和二抗，ＥＣＬ ｐｌｕｓ超敏
免疫印迹检测试剂Ａｍｅｒｓｈａｍ公司，检测蛋白表达，化
学发光成像系统Ｃｈｅｍｉ Ｉｍａｇｅｒ ５５００（Ａｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ公
司）捕获图像。

４　 统计学方法　 实验数据以珋ｘ ± ｓ表示，采用
ＳＰＳＳ １１ ０软件进行统计，单变量多组资料之间比较
采用单因素方差分析。

结 果
１　 人乳腺癌ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ耐药细胞和人口腔上

皮癌ＫＢＶ２００耐药细胞的耐药特征　 ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细
胞是用ＤＯＸ长期处理敏感细胞ＭＣＦ７ 得到的，而
ＫＢＶ２００细胞是用ＶＣＲ长期处理敏感细胞得到。因
为罗丹明１２３是Ｐｇｐ的外排底物，通过流式细胞仪检
测细胞内的荧光强度差异，可以判别耐药性的变化。
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结果表明：耐药细胞中的罗丹明１２３荧光强度显著低
于敏感细胞，ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞低５５倍，ＫＢＶ２００细胞
低３１倍，说明两株细胞的耐药特征明显（图１Ａ）。用
抗Ｐｇｐ的抗体检测耐药细胞中的Ｐｇｐ表达，可以明
显地观察到ＭＣＦ ／ ＤＯＸ 细胞中Ｐｇｐ 的高表达（图
１Ｂ）。但是ＫＢＶ２００中Ｐｇｐ的表达量较低，可能该细
胞株中有其他耐药相关蛋白也出现超表达。

注：A. 罗丹明 123 荧光强度在敏感和耐药细胞中的变化；

B. P鄄gp 的表达变化； 1 为 KB； 2 为 KBV200； 3 为 MCF鄄7； 4

为 MCF鄄7/DOX

图 1 MCF鄄7/DOX 和 KBV200 耐药细胞的特征
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２　 ＺＬＪ抑制ＭＣＦ７细胞和ＫＢ细胞的增殖　 使
用相同的系列药物浓度，处理敏感和耐药细胞７２ ｈ。
ＭＴＴ法检测结果表明：ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ对ＺＬＪ没有交叉
耐药性。在０ ２ ｍｇ ／ ｍＬ药物浓度作用条件下，ＺＬＪ只
是轻微抑制细胞增殖，在１ ｍｇ ／ ｍＬ药物浓度作用条件
下，细胞抑制率分别为２５ ３％和３８ ６％，在０ ４ ～ ０ ８
ｍｇ ／ ｍＬ浓度范围内，与ＭＣＦ７比较，ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ对
ＺＬＪ更为敏感。ＺＬＪ对ＭＣＦ７和ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ生长抑
制的ＩＣ５０值分别为０ ６９ ｍｇ ／ ｍＬ和０ ６５ ｍｇ ／ ｍＬ（图２
Ａ），统计学检验差异无统计学意义。

用ＺＬＪ处理ＫＢ和ＫＢＶ２００细胞，也得到近似的结
果（图２ Ｂ），ＫＢＶ２００对ＺＬＪ也没有交叉耐药性，比ＫＢ
细胞更为敏感。ＺＬＪ抑制ＫＢ和ＫＢＶ２００细胞的ＩＣ５０
值分别为０ ６１ ｍｇ ／ ｍＬ和０ ５９ ｍｇ ／ ｍＬ，统计学检验差
异无统计学意义。

３　 ＺＬＪ影响ＭＣＦ７和ＫＢ细胞的细胞周期　 分
别用０ ３、０ ６、０ ９ ｍｇ ／ ｍＬ ＺＬＪ处理ＭＣＦ７和ＭＣＦ７ ／
ＤＯＸ以及ＫＢ和ＫＢＶ２００，时间为２４ ｈ，用流式细胞仪
分析细胞周期。结果表明：ＺＬＪ阻断ＭＣＦ７和ＭＣＦ７ ／
ＤＯＸ细胞于Ｓ期，敏感株和耐药株具有相似的特征。

注：A. ZLJ 对人乳腺癌细胞 MCF鄄7 和 MCF鄄7/DOX 的生长抑制

曲线； B. ZLJ 对人口腔上皮癌细胞 KB 和 KBV 的生长抑制曲线

图 2 ZLJ 抑制人乳腺癌 MCF鄄7 细胞和

人口腔上皮癌 KB 细胞的增殖
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在ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞中，随着ＺＬＪ浓度的增加，Ｓ期比
例由２９ ９％升高到４５ ７％。在ＭＣＦ７敏感细胞中，
随着ＺＬＪ浓度的增加，Ｓ期比例依次升高，且由２５ １％
增加到３６ ２％。此外，Ｇ２ ／ Ｍ期也有显著阻断作用，由
８ ４％升高到２９ ９％，仅在ＭＣＦ７细胞观察到对该期
细胞的阻断作用（表１）。

用ＺＬＪ处理ＫＢ和ＫＢＶ２００细胞也得到相似的结
果，ＺＬＪ阻断ＫＢ和ＫＢＶ２００于Ｓ期。在ＫＢ细胞中，随
着ＺＬＪ浓度的增加，Ｓ期比例由３０ ５％逐步升高到
５８ ２％；而在ＫＢＶ２００细胞中，Ｓ期比例由２３ ３％增加
到４３ ６％（表略）。
表１ ＺＬＪ对人乳腺癌ＭＣＦ７细胞周期的影响　 （％）

药物浓度（ｍｇ ／ ｍＬ） Ｇ１ Ｓ Ｇ２ ／ Ｍ
ＭＣＦ７细胞

０ ６６ ５ ２５ １ ８ ４
０ ３ ６３ ０ ２５ ５ １１ ５
０ ６ ５８ ４ ２７ ５ １４ １
０ ９ ３ ９ ３６ ２ ２９ ９

ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞
０ ５６ ３ ２９ ９ １３ ８
０ ３ ６０ ３ ２８ ０ １１ ７
０ ６ ６０ ６ ２４ ２ １５ ２
０ ９ ４０ ４ ４５ ７ １３ ９
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　 　 ４ 　 ＺＬＪ单独处理逆转耐药性的作用观察　 为了
进一步观察ＺＬＪ处理后耐药性的变化，用罗丹明１２３
染色，流式细胞仪检测荧光强度的变化（图３）。２４ ｈ
药物处理后，ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ和ＫＢＶ２００细胞在高浓度处
理下的荧光强度略微增加，ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ荧光强度增加
了７１ ２％，ＫＢＶ２００荧光强度增加了２１ １％，说明ＺＬＪ
具有微弱逆转耐药性的作用。阳性药Ｔｅｔ逆转耐药性
的作用明显。

图 3 ZLJ长时间(24 h)药物处理对两株耐药细胞耐药性的影响
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５　 ＺＬＪ增强ＤＯＸ和ＶＣＲ对耐药细胞活性的影响
（表２）　 为了观察ＺＬＪ是否与其他抗肿瘤药物合用对
耐药细胞具有增效作用，采用ＺＬＪ和低浓度的ＤＯＸ、
ＶＣＲ合用，ＭＴＴ法检测其对细胞增殖的影响。通过药
物联合作用ＣＤＩ分析，确定是否对耐药细胞有增效作
用。结果表明：对于ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞，低浓度０ ２５
ｍｇ ／ ｍＬＺＬＪ处理，ＣＤＩ ＞ １，细胞存活率没有变化；ＺＬＪ

浓度为０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ时，与５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ和１０ ｍｍｏｌ ／ ＬＤＯＸ
合用的ＣＤＩ分别为０ ９６、０ ８９，有微弱的增效作用。
ＺＬＪ处理ＫＢＶ２００ 细胞，结果与ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ 相似。
ＺＬＪ浓度为０ ５ ｍｇ ／ ｍＬ时，１００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ和２００ ｎｍｏｌ ／
ＬＶＣＲ合用的ＣＤＩ分别为０ ９１、０ ８９，有一定的增效
作用。

６　 ＺＬＪ诱导细胞凋亡　 为了研究ＺＬＪ对四株细
胞的增殖抑制作用是否通过诱导细胞凋亡来实现的，
用Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检测凋亡通路标志蛋白ＰＡＲＰ以
及调控蛋白ｐ５３的变化（图４）。结果表明：经过２４ ｈ
药物作用后，ＭＣＦ７、ＫＢ和ＫＢＶ２００出现明显的ＰＡＲＰ
蛋白切割片断，说明ＺＬＪ可以诱导细胞凋亡。虽然处
理ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞２４ ｈ，未检测到ＰＡＲＰ切割片断，
延长处理时间到４８ ｈ，也可明显地检测得到（结果未
显示）。此外，ＭＣＦ７和ＫＢ中ｐ５３表达均随药物浓度
增加而升高，这表明药物作用敏感株细胞是与依赖
ｐ５３ 的凋亡通路有关，相反，在ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ 和
ＫＢＶ２００中，ｐ５３的表达降低，这在高浓度药物作用下
尤为显著。

图 4 ZLJ 药物对细胞凋亡通路的作用

　 　 ７ 　 ＺＬＪ降低ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞中的Ｐｇｐ的表达
（图５）　 耐药株较敏感株的Ｐｇｐ表达显著增加，ＺＬＪ
的克服耐药性作用，可能会影响Ｐｇｐ的表达。利用
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ方法检测药物处理蛋白含量的变化，ＺＬＪ
处理ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ细胞后，Ｐｇｐ的表达随处理时间逐
渐降低，到３６ ｈ已经十分明显。此外，ｐ５ ３的表达在

表２ ＺＬＪ与ＤＯＸ和ＶＣＲ合用对耐药细胞存活率的影响（珋ｘ ± ｓ）

处理方法 ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ
细胞存活率（％） 处理方法 ＫＢＶ ２００

细胞存活率（％）
ＤＯＸ ０ ＋ ＺＬＪ ０ １００ ００ ± １ ９４ ＶＣＲ ０ ＋ ＺＬＪ ０ １００ ００ ± ４ ９０
　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ １００ ００ ± ０ ６４ 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ ９６ １３ ± ０ ７１
　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ７３ １３ ± ４ ２０ 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ５０ ３４ ± ２ ６１
ＤＯＸ ５ ＋ ＺＬＪ ０ ７５ ８７ ± １ ８４ ＶＣＲ １００ ＋ ＺＬＪ ０ ８７ ４２ ± ２ ３４
　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ ８３ ０６ ± ２ ６１ 　 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ ８５ ６１ ± １ ３５
　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ４９ ７３ ± ２ ８８ 　 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ４０ １２ ± ３ ２８
ＤＯＸ １０ ＋ ＺＬＪ ０ ６８ ３８ ± ２ ２５ ＶＣＲ ２００ ＋ ＺＬＪ ０ ８０ ５１ ± １ ３０
　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ ７１ ３７ ± ３ ６８ 　 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ２５ ７０ ７６ ± ３ ４５

　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ４８ ２６ ± ５ ７４ 　 　 　 　 ＋ ＺＬＪ ０ ５０ ３６ ００ ± ２ ５４

　 　 注：ＤＯＸ的药物浓度单位为ｍｍｏｌ ／ Ｌ，ＶＣＲ的药物浓度单位为ｎｍｏｌ ／ Ｌ，ＺＬＪ的药物浓度单位为ｍｇ ／ ｍＬ；与相应药物浓度单药组比较；Ｐ ＜
０ ０５，Ｐ ＜ ０ ０１
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ＺＬＪ处理２４ ｈ后就已经明显降低。

注： a: MCF鄄7/DOX control， b: ZLJ 处理 MCF鄄7/DOX 细胞

12 h， c: ZLJ 处理 MCF鄄7/DOX 细胞 24 h， d: ZLJ 处理 MCF鄄7/

DOX 细胞 36 h

图 5 ZLJ 处理不同时间 MCF鄄7DOX 细胞中 P鄄gp 表达变化

a b c d

P-gp

p53

actin

讨 论
复方中药ＺＬＪ是一种新型的抗癌中药，由白英、龙

葵、黄芪、当归等中药组成，具有益气养血、清热解毒和
化瘀消肿的功效，在临床上应用于胃癌、结肠癌、乳腺
癌等常见肿瘤的治疗。早前有实验表明ＺＬＪ主要是调
控细胞周期失控的癌细胞向正常细胞周期逆转，而不
损伤正常细胞，药物从多个层次，多靶位调节癌细胞的
相关分子，可以使两条膜信号传导通路中的ｃＡＭＰ ／
ＰＫＡ上调，ＤＡＧ ／ ＰＫＣ下调，可以抑制癌基因ｃＨｒａｓ
和ｃｍｙｃ表达，增强抑癌基因ｐ５３ 、ｐ１６ 、Ｒｂ 等的表
达〔４，５〕。

本研究对比了ＺＬＪ抑制敏感株细胞和耐药株细胞
的增殖作用，结果表明ＺＬＪ不仅能抑制敏感株细胞的
增殖，对多药耐药细胞也表现出相似的抑制效果，展示
了可以使用ＺＬＪ克服多药耐药性的可能，初步认为
ＺＬＪ不会导致肿瘤细胞产生多药耐药性。同时，ＺＬＪ分
别与抗癌药物ＤＯＸ和ＶＣＲ合用可以增加ＤＯＸ和
ＶＣＲ的活性，对抑制耐药细胞增殖有增效作用，为临
床上联合用药提供了科学依据。ＺＬＪ的这个特点使得
其在临床上的应用更为广泛，可以应用于由化疗药物
等引起肿瘤细胞多药耐药性的患者。

有研究表明，ＺＬＪ在控制细胞周期水平上，是多层
次、多靶点的，在Ｇ１、Ｓ、Ｇ２ ／ Ｍ各期水平都有调节作
用，如在前列腺癌细胞中，ＺＬＪ可以阻断Ｇ１期，提高
Ｐ１６的表达〔６〕；在某些癌细胞中，ＺＬＪ则是在Ｇ２期抑
制ＣＤＫ４向核内移位，延长Ｇ２期进入Ｍ期，推迟细胞
分裂；Ｓ期阻断ＤＮＡ的合成。在本研究中，ＺＬＪ对人乳
腺癌ＭＣＦ７细胞和人口腔上皮癌ＫＢ细胞，均对Ｓ期
有明显的阻滞作用，与以前的研究有所不同，有可能是
ＺＬＪ对不同组织来源的肿瘤细胞作用不同所致。

抗肿瘤药物的抑瘤作用是通过引起肿瘤细胞凋亡

实现的，在细胞凋亡时，根据作用靶点的不同，激活线
粒体凋亡通路或细胞膜凋亡通路〔７，８〕。ＺＬＪ处理耐药
细胞后，也检测到了凋亡标志蛋白ＰＡＲＰ被切割，表明
启动了凋亡通路。另外，在检测ＺＬＪ引起细胞凋亡时，
发现ＭＣＦ７ ／ ＤＯＸ在２４ ｈ没有出现ＰＡＲＰ的切割，该
现象我们在研究其他抗肿瘤药物作用时也出现过。至
于ＺＬＪ处理后Ｐｇｐ的含量降低，其原因可能与凋亡有
关，在细胞凋亡过程中Ｃａｓｐａｓｅ３ 活化，而Ｐｇｐ 是
Ｃａｓｐａｓｅ３的底物〔９〕。

近年来，随着各种“组学”的研究广泛开展，出现了
从整体和整合角度研究生命的系统生物学，给疾病的预
防和预测提供了新思路〔１０〕，也给中西医结合找到了交
汇点。在对药物发展研究中，２００８年出现了网络药理学
（ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ）的新概念〔１２〕，指出了现代药学
研究中从单一靶点发展药物的缺陷和临床风险，强调从
多靶点角度发展药物。而ＺＬＪ的多靶点、多层次作用显
然与现代医学的大趋势相吻合，值得深入研究。
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国际中医药防治艾滋病大会征文通知
“国际中医药防治艾滋病大会”定于２０１０年１０月１５—１７日在北京召开。本次大会以“中医药防治艾滋，促

进免疫重建”为学术主题，围绕中医药在促进艾滋病免疫重建中的角色，将其疗效特点、作用机制以及相关专业
领域热点问题加以探讨，为从事中医药艾滋病防治的专业人员和制药企业提供一个国际学术交流平台，为开展国
内外科研协作、新药研发以及高层次人才培养提供良好的契机。同时，通过与会专家的广泛参与，汇集专家见解，
以科学证据为基本点，形成艾滋病免疫重建中医综合治疗指南。

此次会议的举办是依托于国务院组织实施的“艾滋病和病毒性肝炎等重大传染病防治”科技重大专项，大会
将邀请国内、外著名艾滋病学家、免疫学家进行精彩的报告，并征集专业领域科研成果和实践经验，力求全面准确
的反映当前艾滋病防治领域的新观念、新进展，努力将大会办成一次高水平的学术盛会。

征文通知　 （１）艾滋病流行病学现状与治疗进展；（２）艾滋病免疫重建实验室指标研究及监测；（３）中药促进
艾滋病免疫重建的疗效及作用机制；（４）抗艾滋病有效中药的活性筛选及作用靶点研究；（５）艾滋病临床疗效评
价研究；（６）中药联合高效抗逆转录病毒疗法（ＨＡＡＲＴ）的合理应用及耐药、不良反应的防治；（７）多学科综合防
治艾滋病新技术、新方法的研究；（８）艾滋病的中医病因病机、证候分布特点及演变规律；（９）中医药防治艾滋病
临床科研平台建设；（１０）艾滋病的预防管理措施及方法；（１１）艾滋病患者人文关怀及社会心理学研究。

征文格式　 （１）文稿的撰写请提交全文和１ ０００字以内的中文摘要；（２）文题应简明、扼要，准确地反映文章
的主题，作者姓名在文题下按序排列，并标明所在城市和单位；（３）论著和综述须有中文和英文摘要。中文摘要
应包括目的、方法、结果（应有主要数据）、结论４部分内容；（４）论文的正文由引言、材料和方法、结果、讨论、参考
文献等组成；（５）凡获得基金资助产出的文章，应注明基金项目名称、编号；（６）一律要求采用电子版文稿，恕不受
理纸质稿件。

投稿方法　 请以电子邮件方式将文稿发送到中国中医科学院广安门医院免疫重建项目办公室专用邮箱：
ｔｃｍａｉｄｓ＠ １６３． ｃｏｍ，邮件主题标明“国际会议投稿”字样，务请写明第一作者或通讯作者的姓名、单位、科室、邮编、
地址、联系电话（手机）以及电子邮箱。

论文截稿日期　 ２０１０年８月１５日。
大会组织委员会和学术委员会将邀请有关专家认真审阅和讨论来搞，遴选出大会优秀论文，予以奖励和颁发

证书，并作大会报告；部分高质量论文将以壁报形式在会议期间展登交流；其他文章将摘要集成汇编，不影响向杂
志投稿发表。凡被选为口头报告和壁报交流的论文作者，大会秘书处将提前通知，以便准备。

会议注册　 详细信息查询请登陆中国中医药艾滋病网ｈｔｔｐ：／ ／ ｗｗｗ． ａｉｄｓｔｃｍ． ｃｏｍ
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