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岩舒注射液克服人乳腺癌
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#
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细胞

多药耐药性的实验研究

李海燕#

$陈$阳!

$何琪杨!

摘要$目的$观察岩舒注射液能否克服人乳腺癌
+&I

#

6

细胞的多药耐药性! 方法$使用人乳腺癌

+&I

#

6

和耐多柔比星的
+&I

#

6HFGJ

细胞进行实验! 采用
+))

法检测岩舒注射液对细胞增殖的影响"流式

细胞术检测岩舒注射液处理后细胞内多柔比星的荧光强度变化"免疫印迹方法检测岩舒注射液处理后凋亡

相关蛋白和
K

#糖蛋白的表达变化! 结果$岩舒注射液处理耐药和敏感细胞的抑制率相近"没有明显的交叉

耐药性#

K L"

!

"7

$! 原药
#H #9

浓度的岩舒注射液能明显地引起两种细胞凋亡!

7 ?;12H M

多柔比星和

#H!79

%

#H#!5

浓度的岩舒注射液合用处理
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞"细胞的存活率分别从
59
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降低至

6$

!

9N

#

K O"

!

"7

$和
6#

!

9N

#

K O"

!

"#

$"具有明显的增效作用! 此外"岩舒注射液还能增加多柔比星在耐

药细胞内的积聚! 免疫印迹检测显示&岩舒注射液处理使耐药细胞
K

#糖蛋白表达水平下降! 结论$岩舒注

射液能够克服人乳腺癌
+&I

#

6

细胞的多药耐药性"其机制是降低
K

#糖蛋白的表达!
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$$肿瘤的耐药性是临床化疗的难题"肿瘤除了对传 统的细胞毒药物产生耐药性外"对目前治疗效果良好

的抗肿瘤靶向药物"经过
9

%

#!

个月的治疗后也能产

生耐药性' 对临床常用的细胞毒药物引起的耐药性"

如研究最多的
K

#糖蛋白$

K

#

@2>.1C-1T8<?

"

K

#

@C

%介

导的耐药性"是将抗肿瘤药物外排到细胞外(

#

"

!

)

' 而

抗肿瘤靶向药物的耐药性"原因更为复杂' 如针对靶

标
WV^I

$

09"":

%的抗肿瘤新药威罗菲尼$
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%"对部分含该突变靶标的结肠癌患者无效'

其原因是治疗过程中反馈激活表皮生长因子受体通路

引起耐药性(

%

)

'

针对上述耐药性的困境"除了发展逆转耐药性的单

一化学结构的药物外"从多组分作用的中药中发现克服

耐药性的药物"也是十分重要的研究方向' 笔者在以前

的实验中"已经报道了中药紫龙金具有明显的逆转耐药

性的作用(

$

)

' 本实验选取岩舒注射液$

R,?P/D <?S8.

#

T<1?

"

R(

%进行研究'

R(

是由苦参*土茯苓等多味中药组

成的复方制剂"已经广泛地应用于临床的抗肿瘤治疗'

该中药具有抑制肿瘤细胞增殖*镇痛*使其他肿瘤药物

增效减毒*增加机体免疫力*改善造血功能*提高肿瘤患

者的生活质量等多种药理作用(

7

)

' 不过"尚未见其影响

肿瘤耐药性的报道' 为此"本实验利用表达
K

#

@C

蛋白

的人乳腺癌
+&I

#

6

耐药细胞"观察
R(

对耐药性的影

响"为其进一步的临床应用提供实验依据'

材料与方法

#

$细胞株及细胞培养$人乳腺癌
+&I

#

6

敏感细

胞和耐
FGJ

的
+&I

#

6HFGJ

细胞"引自美国国立癌症

研究院' 细胞培养在添加
#"N

胎牛血清的
#9$"

培养

基中"培养条件为
7N &G

!

"培养温度为
%6

&'

!

$药物$

R(

由苦参*土茯苓等多种药材组成"含

苦参总碱
!#5 ;@H;M

"由山西振东制药有限公司生

产"批号为
!"#!"7!"

' 多柔比星 $

E1X1-DB<.<?

"

FGJ

%购自美国
_<@;,

公司'

%

$试剂及仪器$试剂#噻唑蓝$

+))

%*以及二甲

基亚砜$

E<;8T/>2 PD2Q1X<E8

"

F+_G

%购自美国
_<@

#

;,

公司' 鼠抗
K

#

@C

蛋白抗体 $

&!#c

%购自美国

&,2B<1./8;

公司' 鼠抗
C7%

抗体*兔抗
,.T<?

抗体

购自美国
_,?T, &2D[ W<1T8./?121@>

公司' 兔抗

K^VK

#

#

抗体*兔抗
.,PC,P8

#

%

抗体*兔抗
.28,U8E

.,PC,P8

#

c

抗体购自美国
&822 _<@?,2<?@

公司'

#9$"

培养基购于美国
(?U<T-1@8?

公司' 胎牛血清购

于天津灏海生物制品科技有限责任公司'

仪器#细胞培养箱$日本三洋公司%*倒置显微镜

$日本奥林巴斯公司%*低温离心机$美国
_<@;,

公

司%*

F\5""

可见紫外分光光度计$美国
W8.];,?

公

司%*

Y18Q8- ):6"J

蛋白转膜系统$美国
Y18Q8-

公

司%*

&/8;<(;,@8- 77""

凝胶成像仪以及微孔板酶

标仪$美国
W<1

#

V^F

公司%

WF I^&_ &,2<BD-

流式

细胞仪$美国
WF W<1P.<8?.8

公司%'

$

$方法

$

!

#

$

R(

单独或合用对细胞的抑制作用$采用

+))

法进行"具体参考文献(

$

)的方法'

%J#"

% 个
H

孔

细胞接种于
c9

孔板"

!$ /

后"

R(

单药实验使用原药稀

释倍数为$

#H7#!

*

#H!79

*

#H#!5

*

# H9$

*

#H%!

*

#H#9

*

#H5

*

#H$

%浓度处理细胞
6! /

' 在合用实验中"

#H!79

*

#H#!5

浓度的
R(

和
7

*

#" ?;12HM FGJ

合用处理细胞

6! /

' 由于本实验采用的
R(

是混合物"不好计算具体

的药物浓度"按照原液稀释倍数作为药物浓度进行实

验' 实验重复
%

次' 增殖抑制率$

N

%

d

(

#

"$实验组

GF

值"阴性对照组
GF

值%)

H

$空白对照组
GF

值 "

阴性对照组
GF

值%

X #""N

'

$

!

!

$细胞内
FGJ

的积聚变化$

FGJ

经流式细

胞仪
$55 ?;

激光激发后发出的荧光可以在
IM%

通

道被检测"利用此特点可以检测细胞内
FGJ

的含量"

并根据
FGJ

含量的变化"判断
R(

逆转细胞多药耐药

性的作用' 对数生长期的细胞以
%

'

#"

7 个
H

孔接种于

9

孔板"

!$ /

后加
#H!79

或
#H#!5

浓度的
R(

处理"同

时加入终浓度为
7 ?;12HM FGJ

"

%6

&继续培养
# /

'

KW_

清洗
!

次"消化收集细胞"用无血清培养基重新

悬浮细胞"使用流式细胞仪测定
FGJ

的荧光强度

变化'

$

!

%

$免疫印迹方法$按参考文献(

$

)的方法进行

实验"实验重复
%

次' 在检测
R(

引起凋亡信号通路变

化的实验中"所用的
R(

浓度为
#H#9

"检测
K^VK

#

#

*

.,PC,P8

#

%

*

.,PC,P8

#

c

*

C7%

的表达变化' 在合用对

细胞凋亡影响的实验中"

#"

*

!" ?;12HM

的
FGJ

单独处

理或与
#H!79

浓度的
R(

合用"检测
K^VK

#

#

*

.,PC,P8

#

%

的表达变化' 在
R(

对
+&I

#

6HFGJ

细胞
K

#

@C

影响的

实验中"分别使用
#H!79

*

#H#!5

浓度的
R(

处理
!$

*

$5

*

6! /

"然后检测
K

#

@C

蛋白的含量变化'

$

!

$

$统计学方法$使用
_K__ #6

!

"

统计软件

进行分析"对细胞抑制作用的计量资料采用
X

(

P

表

示"

R(

与
FGJ

合用组与单独
FGJ

处理组的成活率差

异比较采用
T

检验"

K O "

!

"7

为差异有统计学意义'

药物协同作用使用
&,2.DP>?

软件分析"联合指数

$

&F(

%

L#

"则药物合用具有拮抗作用"

&F( O#

表明药

物合用具有协同作用'

结$$果

#

$

R(

对
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

细胞增殖的影响

$图
#

%$使用相同浓度梯度的药物处理
+&I

#

6

敏感

细胞和耐药细胞
6! /

"

+))

法检测结果表明#

+&I

#

6H

FGJ

对
R(

没有交叉耐药性' 在含有
#H5

浓度的
R(

条

件培养下" 抑制率分别为 $

!7

!

7$

(

!

!

77

%

N

和

$

%#

!

9#

(

6

!

6"

%

N

"在
#H9$

%

#H5

浓度范围内"

+&I

#
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6HFGJ

比
+&I

#

6

细胞对
R(

更为敏感' 统计学分析表

明"

R(

对
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

细胞的增殖抑制作用

无统计学意义$

K L"

!

"7

%'

图
#

$

R(

对
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞增殖的影响

!

$

R(

诱导
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

细胞的凋亡

信号通路 $图
!

*

%

%$用
#H#9

的
R(

分别处理
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

细胞
6! /

"每
#! /

收集蛋白"免疫印

迹方法检测
R(

作用细胞后凋亡标志分子
K^VK

#

#

*

.,PC,P8

#

%

和
.,PC,P8

#

c

"以及调控因子
C7%

的变

化' 结果如图
!

*

%

所示"

R(

能够诱导
+&I

#

6

和
+&I

#

6HFGJ

细胞凋亡"在
9 e #! /

检测到凋亡相关蛋白

.,PC,P8

#

%

和
.,PC,P8

#

c

切割活化"

#! e !$ /

K^VK

#

#

被明显切割' 值得注意的是"

R(

引起
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞
.,PC,P8

#

c

切割片段比
+&I

#

6

敏感

$$注#

"

表示细胞凋亡时
K^VK

#

#

蛋白被
.,PC,P8

#

%

切割形

成的片断&图
%

*

7

同

图
!

$

R(

诱导
+&I

#

6

细胞凋亡信号通路电泳图

图
%

$

R(

诱导
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞凋亡信号通路电泳图

细胞更早"引起
.,PC,P8

#

%

和
K^VK

#

#

的切割也更显

著$图
%

%"提示
+&I

#

6HFGJ

比
+&I

#

6

对
R(

更为敏

感' 用
R(

处理细胞后
C7%

上升并不显著'

%

$

R(

与
FGJ

与对
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞增殖

的影响$图
$

%$

#H!79

和
#H#!5

浓度的
R(

单独处理

+&I

#

6HFGJ

耐药细胞"没有明显的抑制作用$存活率

Lc"N

%' 用上述浓度的
R(

和
7 ?;12HM

或
#" ?;12H

M FGJ

合用处理
+&I

#

6HFGJ

"细胞的存活率分别从

59

!

5N

降低至
6$

!

9N

$

K O "

!

"7

%和
6#

!

9N

$

K O

"

!

"#

%"从
65

!

9N

降低至
99

!

cN

$

K O "

!

"7

% 和

97

!

!N

$

K O"

!

"7

%"药物协同作用
&F(

值均为
"

!

57

'

$$注#与
FGJ

单药组比较"

"

K O"

!

"7

"

""

K O"

!

"#

图
$

$

R(

与
FGJ

合用对
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞增殖的影响

$

$

R(

与
FGJ

合用对
+&I

#

6HFGJ

凋亡的影响

$图
7

%$用
#H!79 R(

与
FGJ

合用处理细胞
$5 /

后"免

疫印迹法检测凋亡信号通路相关蛋白
K^VK

#

#

和

.,PC,P8

#

%

的切割情况如图
7

所示"经
R(

与
FGJ

合用

处理的细胞
K^VK

#

#

的切割比
FGJ

单药处理的细胞

更显著"

.,PC,P8

#

%

也略微下降'

$$注#

#

为对照组&

!

为
#" ?;12HM FGJ

&

%

为
!" ?;12HM

FGJ

&

$

为对照组&

7

为
#H!79 R( a #"?;12HMFGJ

&

9

为
#H!79

R( a !" ?;12HM FGJ

图
7

$

R(

与
FGJ

合用对
+&I

#

6HFGJ

凋亡的影响

7

$

R(

处理
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞增加细胞内

FGJ

含量$图
9

%$用
7 ?;12HM FGJ

处理
+&I

#

6

敏感

细胞和耐药细胞
# /

"敏感细胞中
FGJ

的含量是耐药株

细胞$以
#""N

计算%的
6c#

!

cN

"相差近
5

倍"表明该
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%

!!"($$!

$$注#

^

为
+&I

#

6HFGJ

细胞&

W

为
+&I

#

6

细胞&

&

为
#H!79

浓度的
R(

处理
+&I

#

6HFGJ

细

胞&

F

为
#H#!5

浓度的
R(

处理
+&I

#

6HFGJ

细胞&图中横坐标为细胞内
FGJ

的荧光强度$以对

数值表示%"纵坐标为细胞数$个%

图
9

$

R(

处理
+&I

#

6HFGJ

耐药细胞增加细胞内
FGJ

的含量图

方法能判别耐药性的变化' 用
#H!79

或
#H#!5

浓度

的
R(

和
7 ?;12HM FGJ

共同处理耐药细胞
# /

后"细

胞的
FGJ

含量分别增加了
79

!

9N

和
69

!

5N

$以单独

FGJ

处理组作为
#""N

计算%'

9

$

R(

对
+&I

#

6HFGJ

细胞中
K

#

@C

蛋白表达的

影响$图
6

%$用
#H!79

*

#H#!5

浓度的
R(

处理
+&I

#

6H

FGJ

细胞"免疫印迹法检测
K

#

@C

蛋白表达随处理时

间增加而逐渐降低&具有时间和浓度的相关性"尤其处

理
6! /

后表达降低更为明显'

$$注#

#

为对照组&

!

为
#H!79

浓度
R(

处理
!$ /

&

%

为
#H!79

浓度
R(

处理
$5 /

&

$

为
#H!79

浓度
R(

处理
6! /

&

7

为
#H#!5

浓

度
R(

处理
!$ /

&

9

为
#H#!5

浓度
R(

处理
$5 /

&

6

为
#H#!5

浓度

R(

处理
6! /

图
6

$

R(

对
+&I

#

6HFGJ

细胞中
K

#

@C

蛋白表达电泳图

讨$$论

本实验证实了
R(

具有逆转多药耐药性的作用"单

独使用对多药耐药细胞没有交叉耐药性"且与
FGJ

合用时具有协同作用' 进一步的研究观察到
R(

引起

K

#

@C

表达降低' 本研究结果为临床使用
R(

治疗产生

耐药性的肿瘤提供了实验依据'

在解决肿瘤耐药性中形成了几种策略#一是逆转策

略"加上一种能特异抑制于外排泵蛋白功能的药物"从而

增加抗肿瘤药物的毒性' 但由于能起外排泵作用的蛋白

多达
$"

多种"给研究带来了困难' 就
K

#

@C

蛋白而言"已

经报道有大量的药物具有逆转耐药性的作用"但至今还

没有出现防治肿瘤耐药性的药物出现"可能与此复杂性

有关(

!

)

' 二是克服策略"使用一种没有交叉耐药性的药

物治疗出现耐药性的肿瘤' 本实验结果表明耐药细胞对

R(

没有交叉耐药性"可以看作是此类策略的应用'

罗丹明
#!%

是
K

#

@C

的底物"很多研究作为检测

逆转耐药性的指标' 在笔者以前对复方中药紫龙金的

实验中"就使用了罗丹明
#!%

进行检测(

$

)

' 在另外的

研究中"笔者也观察到单一成分苦参碱能增加罗丹明

#!%

在耐药细胞中的积聚' 但使用
R(

未能观察到积

聚变化"直接使用
FGJ

才检测到逆转作用"推测该注

射液中存在干扰罗丹明
#!%

的化合物' 因此"在评价

含有多种成分的中药作用多药耐药性时"建议慎重选

择合适的评价指标'

R(

对多种癌细胞如#肝癌
_f&!6c"

*

Y8Cf!

和

W82

#

6$"!

细胞"胃癌
_f&

#

6c"#

细胞*大肠癌
M101

细胞*前列腺癌
K&

#

%

细胞均有具有生长抑制和诱导

凋亡的作用"其诱导凋亡机制可能与直接杀伤肿瘤细

胞*阻滞细胞周期*降低线粒体膜电位有关(

9

"

5

)

' 临床

报道"

R(

与其他化疗药物联合应用能够增强疗效*减

毒*抑制癌痛*有效改善生活质量"且具有改善恶性胸

腔积水和提高人体免疫力的功能(

c

"

#"

)

'

R(

含有多种

有效组分"根据目前的结果"除了苦参碱外"推测还存
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!

%

在其他的具有克服肿瘤细胞多药耐药性"引起细胞凋

亡的组分'

目前"国际上发展网络药理学"强调多药标联合作

用治疗疾病"提供疗效"降低不良反应"符合中医药的

作用特征"显示了中药治疗肿瘤具有重要的理论与实

用价值' 本实验证明
R(

与细胞毒化疗药物多柔比星

具有协同作用"从一个方面说明
R(

组方的合理性' 鉴

于目前抗肿瘤靶向药物也出现明显的耐药性"根据本

实验结果"探讨
R(

与抗肿瘤靶向药物合用治疗肿瘤值

得深入研究'
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第九届全国中西医结合围手术期医学专题研讨会征文通知

中国中西医结合学会围手术期专业委员会定于
!"#$

年
7

月
#9

(

#5

日在北京市举办)第九届全

国中西医结合围手术期医学专题研讨会*"以)中西医结合围手术期的安全管理*为主题"邀请我国相

关领域院士%著名专家作专题报告"通过学术探讨和经验交流"回顾围手术期中西医结合医学发展历

程"探讨围手术期安全管理的新理论和新发展"推动围手术期中西医结合医学的发展"现征文如下!

征文内容$ #

#

$围手术期中西医结合医学的发展趋势与展望'#

!

$围手术期快速康复与营养支持

的研究进展'#

%

$围手术期
0):

的预防及合理抗凝治疗'#

$

$围手术期麻醉过程的安全管理'#

7

$中西

医结合在临床专科围手术期的研究进展'#

9

$中西医结合围手术期的其他相关内容!

征文要求$ #

#

$论文内容真实可靠"具备科学性%先进性%实用性! #

!

$全文
% """

字以内"需附

$""

字左右中文摘要! #

%

$用
:

#

;,<2

传送论文电子版至
[/8?@X<,!79A#!93.1;

#请注明)中西医

结合*字样$! #

$

$来稿免收审稿费"请务必注明作者姓名%工作单位%通讯地址%邮编和联系电话"是

否同意参加大会交流! #

7

$论文截稿日期&

!"#$

年
7

月
#

日!

联系方式$ #

#

$联系人&叶志东"联系电话&

#%c#"95!$55

"

:

#

;,<2

&

>8[/<E1?@A>,/113.1;

"

地址&北京市朝阳区樱花东街
!

号#邮编
#"""!c

$中日友好医院
^

栋
#%

层心血管外科! #

!

$联系

人&曹立幸"联系电话&

"!"

"

5#556!%%

"

%#!!9

"传真&

"!"

"

5#56$c"%

"

:

#

;,<2

&

`8<P/1DP/D=<X

#

<,?@;DA#!93.1;

"地址&广东省广州市越秀区大德路
###

号#邮编
7#"#!"

$广东省中医院东区
#!

楼
!"

房 !


