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摘要 目的  研究盐酸千金藤素对艾氏腹水癌耐药细胞株 ∞≤ ⁄ 多药耐药性的逆转作用及其与核因子 ϑ

ƒ2ϑ的关系 探讨其作用机制 ∀方法   ××法 !小鼠移植瘤模型实验观察盐酸千金藤素体外和体内逆转细胞多

药耐药性的作用  ⁄2∞≥法检测细胞核 ƒ2ϑ水平及药物作用后的变化 ∀结果  盐酸千金藤素体外能逆转

∞≤ ⁄ 细胞的耐药性 逆转倍数为 倍 体内能延长荷瘤小鼠的生存时间 生命延长率为 1 并能降低

∞≤ ⁄ 细胞中 ƒ2ϑ的持续性活性及化疗药物对其的激活 ∀结论  盐酸千金藤素具有逆转多药耐药性的作用 

其机制可能与抑制 ƒ2ϑ的活性有关 ∀
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  细胞凋亡抑制在肿瘤细胞多药耐药性

∏∏  ⁄ 的形成中起重要作用 ∀

核因子 ϑƒ2ϑ是一个重要的凋亡拮抗因子 某

些抗癌药物在诱导肿瘤细胞凋亡的同时可活化 ƒ2

ϑ∀ ƒ2ϑ转录调控一系列与细胞存活有关基因

的表达 可阻断细胞凋亡的途径 使肿瘤细胞对化疗

药物产生耐药 ≈ ∀防己科千金藤属植物地不容

Στεπηανια δελαϖαψι ⁄的块根中提取分离出的生

物碱单体化合物千金藤素 有逆转  ⁄ 的作用 ≈ ∀

近年研究表明千金藤素可以抑制 ƒ2ϑ活性 ≈ ∀

但其逆转作用机制是否与抑制 ƒ2ϑ有关 目前尚

未见报道 ∀本研究观察盐酸千金藤素 2
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≤ 逆转 ∞≤ ⁄ 细胞耐药性

的作用及其对 ƒ2ϑ活性的影响 探讨其作用机

制 ∀

材料与方法

药物及试剂  盐酸千金藤素 

≤ 河南省医学科学研究所药理室

提供 纯度为  实验时用生理盐水配成所需浓

度 阿霉素 ⁄ 意大利 ƒ公

司 甲基四唑盐  ××瑞士 ƒ∏公司 苯甲基磺

酰氟 ∏∏° ≥ƒ二硫苏

糖醇 ⁄××χ2二氨基联苯铵四盐

酸盐 ⁄≥公司 鼠 ƒ2ϑ °亚基单克隆

抗体 ≥ ≤∏公司 羊抗鼠辣根过氧化物酶标

北京邦定泰克生物技术公司 ∀

仪器  细胞培养箱 ƒ  公司 22型

高速冷冻离心机及 ÷2型低速大容量多管离心

机 上海安亭科学仪器厂 ⁄酶联免疫检测

仪 南京华东电子管厂 岛津 ≤≥2薄层扫描仪 日

本岛津公司 ∀

动物  昆明种健康小鼠 体重  ?  α ⎯

兼用 购自河南省实验动物中心 ∀

细胞培养  艾氏腹水癌细胞 ∞≤ 为敏感株 

引自中国医学科学院药物研究所 ∀ ∞≤ ⁄ 细胞

为 ⁄ 长期诱导产生的动物体内多药耐药细胞

株 ≈
由河南省医学科学研究所药理室建立 实验

时置于含 灭活小牛血清的  ° 2培养液

中 内含青霉素  ∏# 

链霉素  Λ# 




在  ≤  ε 加湿细胞培养箱内培养 ∀

ΜΤΤ法体外细胞毒试验 ≈  取对数生长期

∞≤和 ∞≤ ⁄ 细胞 以细胞数为  ≅ 
 # 



植入 孔细胞培养板 每孔  Λ加入相应浓度

的药物 终体积为  Λ培养  后 每孔加入

 ××溶液  # 

  Λ继续培养  后 离心

  # 

 弃去孔内培养液 每孔加

入 ⁄ ≥  Λ振荡  使其充分溶解 酶联

免疫检测仪测定  波长处 Α值 常规计算抑制

率 !半数抑制浓度 ≤ !耐药倍数及逆转倍数 ∀

细胞核内 ΝΦ2ϑΒ活性测定  采用斑点酶联免

疫吸附实验法 ⁄2∞≥测定 ƒ2ϑ活性 ∀主要

包括两个步骤 ∀ 按文献 ≈方法提取细胞核蛋

白 ∀蛋白浓度测定采用考马斯亮蓝法 定量测定核

内蛋白含量 ∀  ⁄2∞≥法进行 ƒ2ϑ活性测

定 ≈ ∀取蛋白质样本  Λ点于圆形硝酸纤维素膜

直径约 1 中心 待干透置于多孔培养板孔洞

内 ∀加入  ≥  ε 封闭 ∀加入以 Β稀释的

鼠 ƒ2ϑ °亚基单克隆抗体  ε  ∀再加入

经 Β稀释的羊抗鼠辣根过氧化物酶标  ε

 ∀加底物 ⁄溶液 1 # 

显色 ∀阳性

者呈褐黄色 无色为阴性 ∀用岛津 ≤≥2型薄层扫

描仪扫描 波长  做定量测定 ∀扫描值作为

ƒ2ϑ活性量化值 ∀

体外逆转耐药性试验   ××法体外细胞毒试

验观察 ≤逆转 ∞≤ ⁄ 细胞耐药性的作用 ∀

体内逆转耐药性实验 ≈  给动物腹腔接种 ∞≤ 

⁄细胞后 随机分为 组 对照组 !⁄ 组 !≤组

及 ⁄ 与 ≤合用组 每组 只 ∀接种  后 用

药组 不同的药物 连续  观察统计各组动

物存活时间 计算生命延长率 ∀

药物对 ΕΑΧ /Α∆ Ρ细胞 ΝΦ2ϑΒ活性的影响  

体外实验取对数生长期 ∞≤和 ∞≤ ⁄ 细胞 以

 ° 2培养液稀释至细胞数为 1 ≅ 
 #


植入细胞培养瓶 每瓶 1 加入相应浓度

药物 置培养箱内培养 作用  后进行 ƒ2ϑ活性

测定 ∀体内实验分组 同体内逆转抗药性实验 于最

后一次 药物  后 分别抽取动物的腹水 收集

1 ≅ 
的 ∞≤ ⁄ 细胞 测定 ƒ2ϑ活性 ∀

统计学分析  实验数据应用 ≥°≥≥ 1分析软

件进行统计分析 统计数据用 ξ ? σ表示 ∀采用两样

本均数比较的 τ检验 !多个样本均数比较的单因素

方差分析法 对统计数据进行分析 取 Π  1为

显著性检验水准 ∀

结果

1  ΕΑΧ /Α∆ Ρ细胞的耐药表型

⁄ 对 ∞≤及 ∞≤ ⁄ 细胞的 ≤值 分别

为 1 ? 1和 1 ? 1 Λ# 
 ∀二者

比较差异有显著性 Π 1耐药倍数为 倍 ∀

2  千金藤素 (ΧΗ)体外逆转耐药性作用

≤对 ∞≤及 ∞≤ ⁄ 细胞的直接细胞毒作

用较弱 ∀  Λ# 


≤ 时抑制率为 1 ?

1 和 1 ? 1  Λ# 


≤ 时为

1 ? 1和 1 ? 1  Λ# 


≤时

为 1 ? 1和 1 ? 1 ∀但 ≤能部分

降低 ∞≤ ⁄ 细胞耐药性水平 对 ∞≤细胞无影

响  Λ# 


≤与 ⁄ 合用对 ∞≤及 ∞≤ 

⁄ 细胞的 ≤值分别为 1 ? 1和 1 ?

1 Λ# 

可降低 ⁄ 对 ∞≤ ⁄ 细胞
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的 ≤值 逆转倍数为 倍 ∀

3  千金藤素 (ΧΗ)体内逆转耐药性作用

⁄ 及 ≤ 单用组不能延长动物存活时间 

⁄ 1 Λ# 
与 ≤ 1 Λ# 

合

用组实验动物存活时间延长 生命延长率为

1 与对照组相比差异有显著性 Π  1∀

结果见表 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ χεπηαραντηινε ηψδροχηλοριδε

(ΧΗ ) ιν χοµ βινατιον ωιτη αδριαµ ψχιν (Α∆Ρ )

ον συρϖιϖαλτιµ ε οφ µ ιχε ωιτη ΕΑΧ /Α∆ Ρ

∏

⁄

Λ#  # 

 ≅  

≥∏√√



 

 √

≥

≤  1 ? 1 

⁄ 1 1 ? 1 

≤ 1 1 ? 1 1

≤  ⁄ 1  1 1 ? 13 ϖ 1

ν   ξ ? σ1 3 Π  1 ϖσ  ∏
ϖ Π  1 ϖσ

⁄ ∏

4  千金藤素 (ΧΗ)对 ΕΑΧ /Α∆ Ρ细胞 ΝΦ2ϑΒ活性

的影响

∞≤及 ∞≤ ⁄ 细胞在无化疗药物诱导的情

况下 ƒ2ϑ均呈持续活化状态 但耐药细胞中 ƒ2

ϑ活性高于敏感细胞 两者相比差异有显著性

Π 1∀化疗药 ⁄ 可激活耐药细胞的 ƒ2

ϑ活性 对敏感细胞无影响 ∀ ≤ 不但可抑制

∞≤ ⁄ 细胞中 ƒ2ϑ持续性活性 而且可抑制

⁄ 对 ƒ2ϑ的激活 但均未被抑制至敏感细胞水

平 ∀体内实验荷瘤小鼠 ∞≤ ⁄ 细胞核内 ƒ2ϑ

呈持续性活化状态 ⁄ 作用  后诱导 ƒ2ϑ活

化 ∀单用 ≤  ƒ2ϑ活性被抑制 Π  1∀

≤与 ⁄ 合用  后 明显抑制 ⁄ 对 ƒ2ϑ活

性的诱导 ∀结果见表 ∀

Ταβλε 2  Εφφεχτ οφ ΧΗ ιν χοµ βινατιον ωιτη Α∆Ρ

ον ΝΦ2ϑΒ βινδινγ αχτιϖιτψ ιν ΕΑΧ /Α∆ Ρ ανδ ΕΑΧ

∏
≤

Λ#  #   ≅  

ƒ2ϑ √∏

∞≤ ∞≤ ⁄

≤    ?    ? 

⁄ 1   ?    ? 3

≤    ?    ? 3 

⁄  ≤ 1     ?    ? 3  ϖ

ν   ξ ? σ  Π  1 ϖσ  ∏ ≤ ∏ 

⁄  ≤ ∏∞≤ 
3 Π  1 ϖσ∏

∞≤ ⁄ 
ϖ Π  1 ϖσ ⁄ ∏  ∞≤ ⁄



Ταβλε 3  Εφφεχτ οφ ΧΗ ιν χοµ βινατιον ωιτη Α∆Ρ

ον ΝΦ2ϑΒ βινδινγ αχτιϖιτψ ιν ΕΑΧ /Α∆ Ρ χελλσ οφ

µ ιχε ωιτη ΕΑΧ /Α∆ Ρ

∏ ⁄Λ#   ≅   ƒ2ϑ √∏

≤    ? 

⁄ 1   ? 3

≤ 1   ? 3

≤  ⁄ 1  1   ? 3 

ν   ξ ? σ 3 Π  1 ϖσ∏  Π  1 ϖσ⁄

∏

讨论

多药耐药性  ⁄ 的形成机制十分复杂 肿瘤

细胞可通过不同途径导致  ⁄ 的产生 ∀诱导细胞

凋亡是化疗药物抗肿瘤的主要机制之一 而凋亡受

阻是肿瘤细胞产生耐药性的主要原因之一 ∀肿瘤细

胞凋亡传导通路的异常 将为筛选逆转剂提供新的

靶点 ∀新近的研究表明 ƒ2ϑ活化在抵抗细胞凋

亡中有着重要的作用 ∀它可以上调抗凋亡基因的表

达发挥对抗凋亡的功能 ≈ ∀化疗药物能够诱导

ƒ2ϑ活化 活化的 ƒ2ϑ通过其抗凋亡功能 增

加肿瘤细胞对抗化疗药物诱导凋亡的能力 形成肿

瘤细胞耐药 ∀抑制 ƒ2ϑ活性 可以增强肿瘤细胞

对化疗药物的敏感性 从而逆转耐药 ≈ ∀千金藤素

是一种双苄基异喹啉类生物碱 ≈
具有消炎抑菌 !

调节免疫功能等作用 ∀近年来国外学者报道其具有

逆转  ⁄ 的作用 ≈
实验表明千金藤素还可以抑

制 ƒ2ϑ活性 ≈
因此 作者推测千金藤素逆转耐

药性的作用与抑制 ƒ2ϑ活性有关 ∀

本研究通过体内和体外逆转实验 证明千金藤

素 ≤ 能够逆转 ∞≤ ⁄ 对 ⁄ 的耐药性 ∀ 

Λ# 


≤与 ⁄ 合用可降低 ⁄ 对 ∞≤ 

⁄ 细胞的 ≤值 逆转倍数为 倍 动物实验也

观察到 ≤与 ⁄ 合用延长了荷 ∞≤ ⁄ 小鼠的

生存时间 ∀结果与以往的研究一致 ∀同时 本研究

还检测了 ∞≤及 ∞≤ ⁄ 细胞 ƒ2ϑ的活性及

药物对其的影响 发现 ∞≤及 ∞≤ ⁄ 细胞中

ƒ2ϑ均呈持续性活化状态 但耐药株活性明显高

于敏感株 化疗药 ⁄ 可以激活耐药株细胞 ƒ2ϑ

活性 对敏感株无影响 ≤不同程度地抑制了耐药

细胞中 ƒ2ϑ的持续性活性以及 ⁄ 诱导的活

化 ∀动物实验获得了一致的结果 ∀表明 ƒ2ϑ的

持续性活化以及化疗药物的激活 参与了 ∞≤ 

⁄ 细胞耐药性的形成 ≤逆转多药耐药的机制

可能与抑制 ƒ2ϑ活性有关 ∀本实验还观察到 ≤
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未能完全逆转  ⁄ 可能与其仅部分抑制了 ƒ2ϑ

活性以及 ∞≤ ⁄ 细胞还存在其他耐药机制有

关 ∀

≤如何抑制 ƒ2ϑ活性 尚需进一步研究 ∀

≤是从传统中草药地不容中提取出来的生物碱单

体化合物 目前 在日本临床上用于放 !化疗所致白

细胞减少的治疗已有 余年 已经有大剂量用药的

经验而未发现明显毒副作用的报道 对该药作进一

步研究具有重要意义 ∀
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