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【摘要】背景与目的 ’ 研究昆布提取物 ( )*+,,-. ,+/01+20+3 45，67458 在体外对耐药细胞 9:;<:=#(><? @ A @ 8 的逆转作用，深入探讨

6745 逆转肿瘤多药耐药的机制。 材料与方法 ’ ;66 法检测昆布提取物对耐药细胞 9:;<:=#(><? @ A @ 8的逆转作用 !采用免疫细胞化学

方法及流式细胞术检测 4:BC 蛋白表达的变化。用 ?6:4=? 法检测 6745 作用前后 9:;<:=#(><? @ A @ 8细胞中多药耐药基因 (;<?#8的表

达水平。结果：昆布提取物在体外对 9:;<:=#(><? @ A @ 8有逆转作用，逆转倍数为 DE F&；免疫细胞化学方法显示，6745 作用后，9:;<:=#
(><? @ A @ 8细胞 4:BC 的表达降低；流式细胞术结果显示，6745 处理后细胞的荧光表达量降低，且与 6745 浓度呈依赖性；?6:4=? 结果表

明，6745 可以使 9:;<:=#(><? @ A @ 8细胞的 ;<?# /?G> 表达减弱。 结论： 昆布提取物具有逆转 9:;<:=#(><? @ A @ 8的作用，其逆转作

用与降低 4:BC 的表达有关，具有临床应用前景。

【关键词】昆布提取物；多药耐药；+,-. 蛋白；!"#$ 基因
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肿 瘤 细 胞 对 化 疗 药 物 产 生 多 药 耐 药 (/-,)0Q2-B
23.0.)+1P3，;<?8是肿瘤化疗失败的主要原因之一。寻找

有逆转 ;<? 作用而毒副作用小的化疗增敏剂 ! 对提高

肿瘤治疗水平具有重要意义 X# Y。目前，用于临床的逆转

剂主要有环孢素 > (=Z>8 和异博定 ([478 等 ! 但其毒

性相对较大 !患者难以耐受 XJ Y。昆布作为传统中药，具有

广泛药理作用，临床用途很广泛，为此，我们试用 6745
作 为 ;<? 逆 转 剂 ! 研 究 了 其 对 多 药 耐 药 细 胞 株

9:;<:=#(><? @ A @ 8 的逆转及其机制 ! 以期为临床上使

用昆布逆转多药耐药 ! 提供可能的理论依据。
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! 材料与方法

!" ! #$%& 水提液的制备

昆 布 干 品 . / ! 加 蒸 馏 水 *00 1) 浸 泡 过 夜 !
*00 2水浴 * 3 ! 滤纸过滤除去不溶物质 ! 用无菌滤器

除菌后作为昆布提取液 ! 4 2冰箱保存备用 5昆布提取

液原液浓度为 .0 1/ 61) 7。
!" ’ 材料

阿霉素 589#，注射用盐酸多柔吡星，浙江海正药业

股份有限公司 7，:;#< *=40 购于 >?/1$ 公司，四甲基噻

唑蓝 5#@@7为美国 >?/1$ 产品，用 ;A> 配成 . / 6 B，4 2
避光保存。二甲基亚砜 59#>C7购于美国 D?EF( 公司。鼠

抗人多药耐药蛋白 5;G/H7 单克隆抗体购于北京中山生

物技术有限公司。#9:*GF9,8 扩增引物由上海生物工

程技术服务有限公司合成。反转录试剂盒购于华美生物

工程公司。IC@C9J,K 凝胶成像系统 =0 L M*0N 型为美

国 <1$/O 公司产品。

!" ( 细胞培养

AG#9GP*5QR 7 细胞为阿霉素敏感细胞，不表达

;G/H。AG#9GP*589: S 6 S 7耐药细胞株为本室留存 T- U。在含

89#5. 1/ 6B7 和含 *0V小牛血清的 :;#< *=40 培养液

中稳定生长。实验前 M 周换用无 89# 的 :;#< *=40 培

养液培养。

!" ) *## 法检测细胞耐药性及耐药性逆转

体外药敏试验采用常规 #@@ 法 T4 U。收集对数生长

期的 AG#9GP*589: S 6 S 7和 AG#9GP*5QR 7细胞，用含 *0V
小牛血清的 :;#< *=40 培养液配成 *& * W *0. 61) 细胞悬

液，接种于 += 孔培养板中，每孔加入 +0!) 5含 * W *04 个

细胞 7，分为 4 个组："对照组：加入培养液 *0!)；#
89# 处理组：加入 *0!) 89#5终浓度为 . 1/ 6 B7；$
@B;K 处理组：加入 *0!) 不同浓度的 @B;K5终浓度分

别为 NX、*.=、-*M、=M.、* M.0、M .00!/ 6 1) 7；% 5@B;K S
89#7 处理组：同时加入不同浓度的 @B;K5终浓度分别

为 NX、*.=、-*M、=M.、* M.0、M .00!/ 61) 7和 89#5终浓度

为 . 1/ 6 B7 各 *0!)，每组均设 - 个复孔，于 -N 2、.V
PCM 及饱和湿度条件下培养 NM 3，然后每孔加入 #@@ 溶

液 5 . / 6 B7 M0!)，-N 2继续孵育 4 3，终止培养。小心吸

弃孔内培养液，每孔加入 9#>C *.0!)，震荡 *0 1?Y，使

结晶物充分溶解，选择 .N0 Y1 波长，在酶联免疫检测仪

上测定各孔 8 值，计算细胞抑制率和 <P.0 值。

抑制率 Z 5 * L 实验组 8 值 6对照组 8 值 7 W *00V

抑制率!.V的药物浓度为非细胞毒性浓度。

耐药倍数 Z 耐药细胞 <P.0 值 6敏感细胞 <P.0 值

逆转倍数 Z 耐药细胞逆转前 <P.0 值 6耐药细胞逆转后 <P.0 值 T. U

!" + 免疫细胞化学方法 , -% 法 . 检测两组细胞内

%/01 的表达

取对数生长期的 AG#9GP*589: S 6 S 7和 AG#9GP*5QR 7
细胞 5终浓度均为 M W *0. 6 1) 7，传代于装有盖玻片的 =
孔板中，每孔 M 1)，然后加入 @B;K5终浓度为 0、*M.、

M.0!/ 6 1) 7 ! NM 3 后取出，甲醛固定 -0 1?Y，干燥后按

免疫组化试剂盒说明书操作。98A 染色，苏木素复染，

以细胞膜和 6或胞浆呈棕黄色者为阳性。采用盲法计数，

随机选取 *0 个高倍视野，计算阳性细胞百分率，!.V
为阴性，[ .V \ N.V为弱阳性，"N.V为强阳性。

!" 2 流式细胞术检测 %/01 蛋白的表达水平

将对数生长期的 AG#9GP*589: S 6 S 7 细胞制成 * W
*0= 61) 细胞悬液，接种于 = 孔培养板中，每孔 M 1)，分为

M 组，即耐药组和逆转组。耐药组为 AG#9GP*589: S 6 S 7
细 胞 中 加 入 89#5 终 浓 度 为 . 1/ 6 B7， 逆 转 组 为

AG#9GP*589: S 6 S 7 细胞中加入不同浓度的 @B;K5终浓

度分别为 *M.、M.0 !/ 6 1) 7。每组均设 - 个复孔，于

-N 2、.VPCM 孵箱中培养 4. 1?Y，各孔加入抗 ;G/H 单

克隆抗体 5 *!/ 6 1) 7 *!) 混匀，4 2孵育 40 1?Y，;A>
液冲洗 - 次，加标记荧光素的兔抗鼠 </D 抗体 .0!)，混

匀后，4 2孵育 40 1?Y，;A> 液冲洗后用流式细胞仪进

行膜抗原 ;G/H 测定。

!" 3 4#/%54 法检测 *64! 478 水平的表达

!" 3" ! 引物设计和合成 #9:*GF9,8 扩增引物

序列：上游 .]G@PD @8D D8D @8@ PPD @DD 8@G-] ! 下

游 .] GP8@ @DD PD8 DPP @DD @8DG-]，扩增产物 4..
EH；内参 D8;9^ 扩增引物序列：上游 .] G8PD D8@ @@D
D@P D@8 @@D DDG-]，下游 .]GPDP @PP @DD 88D 8@D
D@D 8@G-] ! 扩增产物 M*4 EH T. U。

!" 3" ’ 细胞总 478 的提取 按试剂盒所述方法

裂解细胞，提取总 :,8。用紫外分光光度计测定所得

:,8 样品的含量和纯度。

!" 3" ( 反转录 %54 采用华美生物工程公司一步

法 :,8 扩增试剂盒，反应体系为 -0!)。具体步骤按说

明书进行。反应条件为 -N 2 .0 1?Y 反转录合成 F9,8!
+4 2 . 1?Y 使逆转录酶失活 ! 而后 +. 2 -0 _! .X 2
-0 _! NM 2 -0 _! -0 个循环终止反应。各组分别取

:@G;P: 产物 -& 0!) 与 M& 0!) 溴酚蓝上样缓冲液混合，

于 *& .V琼脂糖凝胶 5含 0& . 1/ 6 B 溴乙啶 7中电泳，X0 ’
恒压，40 1?Y，用 IC@C9J,K 凝胶成像分析系统及 DO)GH‘(
凝胶分析软件对电泳条带进行成像分析，以观察到相应

特异性条带为阳性，以目的条带与内参照条带的光密度

587比值表示目的基因 1:,8 的相应表达水平，即：

目的基因 1:,8 相对含量 Z 目的条带光密度值 6 内参照条

带光密度值
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图 + ’,-( 对 ./)0/!12"0# 3 4 3 5细胞 -/67 表达的流式细胞术测定结果

896:;< + (=7;<>>9?@ ?A -/67 7;?B<9@ 9@ ./)0/!12"0# 3 4 3 5 C<DD> EAB<; B;<EBF<@B G9BH I9AA<;<@B C?@C<@B;EB9?@ ?A ’,-( I<B<CB<I G9BH
AD?G CJB?F<B;J K"L C?@B;?DM .L 1+N !6 4FD ’,-(M !L +NO !6 4FD ’,-(K

!" # 统计学方法

采用 ’(’’##) & 统计软件分析，所有数据用 &’ * ( 表

示。两组间均数比较用 ) 检验，多组间均数比较采用单

因素方差分析。

$ 结 果

$" ! %&’( 对 )*+,*-!./,0 1 2 1 3和 )*+,*-!.453细
胞的体外抑制作用及对耐药性的逆转

+,(- 对 ./01/2#3415 6 7 6 8 和 ./01/2#39:8 细胞增

殖呈明显的抑制作用，在 3 &; < %;;!= 7>?8范围内具有较

好的剂量依赖性，高浓度时反而促进两种细胞的生长。

当 +,(- 浓度为 @;!= 7 >? 时，对 ./01/2#3415 6 7 6 8 和

./01/2#39:8 细胞的抑制率均 A &B，故选用该浓度作为

逆转浓度。410 单独作用时，对 ./01/2#3415 6 7 6 8 和

./01/2#39:8 细胞的 C2&; 值分别是 D@) #E!= 7>? 和 E) @F
!= 7 >?，相差 %#) &F& 倍。当加入 @; != 7 >? +,(- 时 !
C2&;值分别降为 #D) @E 和 E) #$!= 7 >? ! 相差 D) &%$ 倍。

./01/2#3415 6 7 6 8对 410 的耐药性被降低了约 E% 倍。

逆转倍数为 G) F&G。但其耐药性仍未被完全逆转，仍高出

./01/2#39:8细胞的耐药性 D) && 倍。

$" $ %&’( 对 ’*67 表达的影响

./01/2#39: 8 细 胞 (/=H 表 达 阴 性 ， 而 ./01/2#
3415 6 7 6 8 细胞则呈强阳性表达，表达率达 $DB。#E&
!= 7>?、E&;!= 7>? +,(- 作用后，./01/2#3415 6 7 6 8细胞

的 (/=H 阳性表达率虽无明显改变 3结果未显示 8，但其

表达强度却明显降低 3图 #8。

$" 8 流式细胞术检测 ’*67 蛋白表达水平的变化

./01/2#3415 6 7 68 细胞高表达 (/=H，荧光表达量为

#) @$$* ;) ;G；经不同浓度的 +,(-3终浓度分别为 #E&、E&;

!= 7>?8处理后，./01/2#3415 6 7 68细胞的荧光表达量分别

为 #) @##* ;) ;E、#) F;G* ;) ;G，(/=H 的表达水平明显降低

3* A ;) ;&8，并与 +,(- 具有明显的浓度依赖性 3图 E，%8。

图 1 ’,-( 作用后 -/67 表达的免疫组化检测结果

896:;< 1 (=7;<>>9?@ ?A -/67 7;?B<9@> EAB<; B;<EBF<@B G9BH ’,-( I<B<CB<I G9BH CJB?9FF:@?CH<F9>B;J ) "L ./)0/!12"0# 3 4 3 5
C<DD>；.L ./)0/!12GB5C<DD>；!L ./)0/!1 2"0# 3 4 3 5C<DD> EAB<; 1+N!6 4FD ’,-( B;<EBF<@B A?; P+ H；0L ./)0/!12"0# 3 4 3 5
C<DD> EAB<; +NO !6 4FD ’,-( B;<EBF<@B A?; P+ HK
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图 + ’,-( 作用后 -./0 的 1#%" 的 #’.-!# 产物电泳结果

23/456 + (70568839: 9; !"#$ /6:6 <;=65 =56<=16:= >3=? ’,-( &@：A%"
)<5B65；C：D.)A.!@E"A# F G F H I6JJ8；K：D.)A.!@E"A# F G F H I6JJ8 <;=65
@CL !/ G 1J ’,-( =56<=16:= ;95 MC ?；+：D.)A.!@E"A# F G F H I6JJ8 <;=65
CLN !/ G1J ’,-( =56<=16:= ;95 MC ?；L：D.)A.!@E>=HI6JJ8 O

!" # $%&’ 对 &()*+,-. 表达的影响

#./* 0/,1 在 23#.34*51./ 6 7 6 8 细胞呈强表达，

而在 23#.34*59: 8细胞未见表达。;<=> 对 #./* 0/,1
表达水平有明显影响。在 ;<=> 处理前，23#.34*51./ 6 7

6 8 细胞的 #./* 0/,1 表达指数为 *& ?@A-；不同浓度

;<=> 作用 BA C 后，23#.34*51./ 6 7 6 8 细胞的 #./*
0/,1 表达指数为 *& *DEF 和 F& E*BD，较用药前明显降

低 5 & G F& F*8。 5图 D8。

/ 讨 论

23#.34*51./ 6 7 6 8细胞是在体外从低浓度逐渐加

大 1.# 浓度所诱导产生的多药耐药细胞株。该细胞高

表达耐药膜糖蛋白 =3HI，耐药基因 ’()* 在转录水平的

活性也明显增高，是一株典型的多药耐药细胞株 J- K。目

前认为 ! 肿瘤细胞的 #./ 是多因素共同作用的结果 !
其中 =3HI 介导的 #./ 被称为经典的耐药途径。昆布为

海带科植物昆布 >LM)(NO$ MPQ(0R SM$0、裙带菜 TNU$QO$
IONN$:OVOU$5W$QX & 8YPQ 的干燥叶状体。其化学成分主要为

褐藻酸盐、岩藻依多糖和海带多糖。对心血管系统、中枢

神经系统、免疫系统等多系统具有明显的药理作用，且

毒性甚微 J? K。近年来对昆布的研究侧重于提高机体免疫

功能方面，而对其能否逆转肿瘤多药耐药方面的研究尚

未见报导。本研究结果显示，;<=> 可从 0/,1 水平逆转

=3HI 介导的 #./! 使细胞膜表面的 =3HI 蛋白量减少，从

而达到部分逆转 23#.34*51./ 6 7 6 8 细胞多药耐药的作

用，其逆转倍数可达到 D& ?@D 倍。但其在高浓度时反而

刺激肿瘤细胞的生长，考虑为昆布提取物中富含多糖成

分及其它多种营养物质，故高浓度时反而刺激肿瘤细胞

的生长。其具体有效成分有待进一步分离和纯化。昆布

分布广泛，易大量获得，提取物价廉、低毒 ! 有望成为临

床广泛应用的肿瘤细胞耐药的逆转剂。但其在体内是否

有同样的逆转作用 ! 尚待进一步实验研究。
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