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黄癸素对拓扑异构酶的影响及联合羟喜树碱的抗肿瘤作用 

林  菁 1*, 王  希 2 

(福建医科大学 1. 药学院药理学系, 福建 福州 350004;  2. 附属口腔医院, 福建 福州 350002) 

摘要: 观察黄癸素联合应用羟喜树碱对肿瘤细胞的协同抑制作用, 并探讨黄癸素对拓扑异构酶的影响。采用
MTT法检测黄癸素联合应用羟喜树碱对体外培养肿瘤细胞增殖的抑制作用, 计算 IC50和联合指数 (CI值) 判断
药物协同作用效果; 通过琼脂糖凝胶电泳法测定黄癸素对 SW480细胞 DNA拓扑异构酶活性的影响。结果显示, 
与两药单用比较, 黄癸素联用羟喜树碱对 SW480、SGC-7901、SW1116细胞的抑制作用更显著, IC50显著降低, 两
药联用对各种人癌细胞株的 CI值均小于 1, HepG2、SW480、SGC-7901、SW1116细胞的 CI值最低分别达 0.447、
0.626、0.161和 0.178, 表现为较显著的协同效果。琼脂糖凝胶电泳法结果显示, 经黄癸素 (2.0～8.0 mg·L−1) 处理
的 SW480细胞拓扑异构酶Ⅰ、Ⅱ的活性均有所降低。研究表明, 黄癸素可抑制拓扑异构酶的活性, 与典型的 TopoⅠ
抑制剂羟喜树碱合用具有良好的协同抑制肿瘤细胞增殖作用, 该结果可能与两药在作用机制方面的协同有关。 
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Abstract: Synergistic antitumor effects of HB (berberine α-hydroxy-β-decanoylethyl sulfonate, houttuyn 

berberine) with HCPT (hydroxycamptothecine), and its correlative mechanism were studied in vitro.  MTT  
assay was employed to determine the cytotoxicity of HB combined with HCPT in tumor cells culture in vitro, 
IC50 and combination index (CI value) were used to evaluate the synergistic effects.  The supercoiled DNA   
relaxation mediated by topoisomeraseⅠ&Ⅱ was measured by agarose gel electrophoresis assay, and influence 
of HB was detected.  The results showed that HB could inhibit the proliferation of tumor cells (SGC-7901, 
SW1116 and SW480) in vitro, and the inhibition ratio was increased, IC50 was reduced when combining with 
HCPT.  CI value of the two drugs was less than 1 in HepG2, SW480, SGC-7901 and SW1116 cells.  The  
lowest value was 0.447, 0.626, 0.161 and 0.178 in these tumor cells, respectively, further indicating HB has  
synergistic action with HCPT on suppressing tumor proliferation.  The agarose gel electrophoresis assay 
showed HB can inhibit topoisomeraseⅠ& Ⅱ activity of SW480 cells at the concentration of 2.0−8.0 mg·L−1.  

HCPT is a typical inhibitor of topoisomeraseⅠ, the synergistic action between HCPT and HB on suppressing 
tumor proliferation is perhaps related to the congenerous inhibition of topoisomerase. 

Key words: berberine α-hydroxy-β-decanoylethyl sulfonate; hydroxycamptothecine; synergistic effect;  
agarose gel electrophoresis; DNA topoisomerase 
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黄癸素 (α-羟基-β-癸酰乙基磺酸小檗碱, berberine 
α-hydroxy-β-decanoylethyl sulfonate, houttuyn berberine, 
HB) 系湖南省中医药研究院贾本真教授合成的小檗碱

鱼腥草素离子对化合物 (专利号: 200510136655.2)[1]。

黄癸素的先导化合物小檗碱已有研究证明其具有抑

制多种肿瘤细胞生长、诱导分化和凋亡的作用[2−4], 
但由于难以通过口服给药发挥全身性作用, 成为阻
碍该药扩大临床应用的瓶颈。黄癸素系新型小檗碱类

化合物, 脂溶性较高, 本室的前期研究显示其同样具
有显著的体内外抗肿瘤作用, 期望作为小檗碱的替
代物发挥更好的临床效果。本文拟在单药疗效实验的

基础上, 探讨黄癸素与羟喜树碱合用的协同作用, 并
以 DNA 拓扑异构酶Ⅰ和Ⅱ (TopoⅠ、TopoⅡ) 为靶
点, 探讨相关作用机制, 为该类化合物作为新型的抗
肿瘤药物进行深入的研究提供科学的实验依据和新

的思路。 
 

材料与方法 
供试品和试剂  黄癸素为黄色粉末, 由湖南省中

医药研究院贾本真教授提供 (纯度 98%), 用 2% 丙二

醇配成 10 g·L−1的母液, 过滤除菌, 4 ℃保存, 用前以
细胞培养液稀释, 供体外实验用。羟喜树碱 (HCPT) 
购自李时珍药业, 批号 20081201。鬼臼乙叉苷 (VP- 
16) 由江苏恒瑞医药有限公司提供, 批号 09070831。
RPMI 1640 培养基、DMEM 培养基和胰蛋白酶 (美
国 Gibco公司); Tris、EDTA、NP40、ATP、DTT、BSA
及MTT (上海生物工程有限公司); 亚精胺 (美国Fluka
公司); pBR322 DNA (日本 Toyobo公司); EGTA (美
国 Amresco公司); 琼脂糖凝胶 (美国 Sigma公司)。 

细胞株  人源性肝癌细胞 HepG2、胃癌细胞
SGC-7901、结肠癌细胞 SW480 和 SW1116 引自上
海中国科学院细胞库, 由本实验室保种传代。SW480
细胞培养于 DMEM 培养基 , 其他细胞株培养于
RPMI 1640培养基, 培养液含10%  新生牛血清、1×105 
u·L−1青霉素、100 mg·L−1链霉素, 置于 37 ℃、5% CO2

及饱和湿度培养, 以 0.25% 胰酶消化传代。 
主要仪器  酶标仪 Microplate Reader 450, 美国

BIO-RAD 公司。电泳仪 DYCZ-24DN 型, 北京六一
仪器厂。 

MTT 法检测黄癸素体外联合给药作用  取对 
数生长期细胞, 制备成细胞数为 6×104～8×104/mL的
单细胞悬液。细胞接种于 96孔培养板, 每孔 100 µL, 
于 37 ℃、5% CO2培养 24 h后加入以培养液稀释的

药物 100 µL。实验设空白对照、细胞对照、黄癸素
和羟喜树碱不同浓度单药及联合用药组, 黄癸素浓
度设 1.875、3.75、7.50和 15 mg·L−1, 羟喜树碱浓度
设 6、12 和 24 mg·L−1, 两药各浓度交叉组合形成各
联合用药组, 每组设 4 个平行孔。加药后继续培养  
48 h, 实验结束前 4 h每孔加入 1.0 g·L−1 MTT溶液 
50 μL, 继续培养 4 h, 小心吸弃培养液后, 每孔加入
DMSO 150 μL充分溶解MTT还原产物, 振荡器混匀
后, 酶标仪测定 A570, 按公式计算抑制分数。抑制分
数 (inhibition ratio) =  1 −  (药物组 A570  − 空白组 A570) /  

(对照组 A570  − 空白组 A570)。 
拓扑异构酶提取  收集 SW480 细胞 (细胞数

1×107), 以 4 ℃预冷的 PBS洗涤 2遍 (1 000 r·min−1

离心 5 min), 细胞重悬于 1 mL的裂解液 (20 mmol·L−1 
Tris, 1 mmol·L−1 EGTA, 25 mmol·L−1 KCl, 5 mmol·L−1 
MgCl2, 250 mmol·L−1蔗糖, 0.5% NP40, pH 7.2), 置  
4 ℃反应 10 min后, 以 6 000 r·min−1离心 2 min, 弃 
上清液后加入 50 μL 的抽提液 (20 mmol·L−1 Tris,   
1 mmol·L−1 EGTA, 2 mmol·L−1 EDTA, 2 mmol·L−1 
DTT, 400 mmol·L−1 NaCl, pH 7.2), 吹打均匀, 置 4 ℃
反应 30 min, 以 14 000 r·min−1离心 15 min, 取上清液
分装, 置 −20 ℃保存。 

琼脂糖凝胶电泳法测定拓扑异构酶活性及药物

的影响[5, 6]  10×反应缓冲液Ⅰ (pH 7.9的 10 mmol·L−1 
Tris-HCl, 0.15 mol∙L−1 NaCl, 1 mmol·L−1 EDTA,   
0.1 mmol·L−1亚精胺, 1 g·L−1 BSA) 中加入 5% 丙三 
醇 1 μL、pBR322 DNA 0.2 μg、不同量的拓扑异构酶
提取液, 双蒸水加至 10 μL。置 37 ℃恒温箱中反应
30 min, 加入 4 ℃预冷的 2.5 μL 的 5  × 终止液 (50 
mmol·L−1 EDTA, 50% 丙三醇, 250 mg·L−1溴酚蓝显色

液) 终止反应。以 1% 琼脂糖、TAE缓冲液, 80 V电
泳 1 h。电泳后以溴化乙锭 (EB) 染色 30 min, 应用
SynGene GeneSnap Tools 软件在紫外灯下对电泳凝
胶图像进行观察并拍照。根据上述结果选择刚能使超

螺旋 DNA pBR322解旋的 TopoⅠ量 (3 μL 提取液), 
同上建立 TopoⅠ反应体系, 反应液中加入不同浓度
的黄癸素 , 以羟喜树碱为阳性对照 , 测定药物对
TopoⅠ活性的影响。TopoⅡ对 DNA的解旋反应体系
为: 4×反应缓冲液Ⅱ (pH 8.0的 50 mmol·L−1 Tris-HCl, 
120 mmol·L−1 KCl, 0.5 mmol·L−1 DTT, 10 mmol·L−1 
MgCl2, 30 mg·L−1 BSA) 2.5 μL、0.1 mmol·L−1 ATP、
pBR322 DNA 0.2 μg、不同量的拓扑异构酶提取液, 
双蒸水加至 10 μL。其他操作同 TopoⅠ测定, 根据结
果选择合适的 TopoⅡ量 (3 μL提取液), 以鬼臼乙叉
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苷为阳性对照, 同法测定黄癸素对 TopoⅡ的影响。
采用 ImageJ 软件对 DNA 条带进行密度分析, 以
pBR322 DNA条带为对照计算各组环状/线性DNA和
超螺旋 DNA的相对密度。 

数据处理  细胞实验重复 2次以上, 以重现性良
好为准[7]。联合用药数据采用 calcuSyn软件处理, 该
软件利用中效原理, 通过单药和两药合用量效关系
参数计算联合用药效应值与两药单用效应值的关系, 
求出各抑制水平的联合指数 (combination index, CI), 
CI <  1表示联用药物之间有协同作用, CI值越小协同
作用越大; CI =  1 表示联用药物之间为相加或无关作
用, CI >  1表示联用药物之间无协同关系, CI值越大拮
抗作用的可能性越大[8]。 
 

结果 
1  黄癸素联用羟喜树碱对肿瘤细胞的抑制作用 

实验采用拉丁方设计法, 在小于 IC60 的药物浓

度范围内设置不同浓度黄癸素与不同浓度羟喜树  
碱进行联合, 由图 1 可见, 黄癸素和羟喜树碱联用对
SW480、SGC-7901、SW1116细胞具有明显抑制作用, 
曲线相关数据显示最大抑制分数分别达 0.835、0.712
和 0.705, 高于两药单用效果, 从曲线趋势 (不同黄
癸素浓度) 和各曲线比较 (不同羟喜树碱浓度) 尚可
看出细胞抑制对两药均有浓度依赖性。黄癸素对 

HepG2 细胞的抑制作用相对较弱且在实验浓度范围
无明显浓度依赖性, 联用较高浓度羟喜树碱时才出
现明显细胞抑制。比较黄癸素的 IC50可见, 联用羟喜
树碱可使黄癸素对 SW480、SGC-7901、SW1116 细
胞的 IC50显著降低, 细胞敏感性提高 56%～314% (表
1), 表明联合用药提高了对肿瘤细胞的抑制效果。 
 
Table 1  Comparison of IC50 between the groups of HB and    
it plus HCPT on human tumor cells.  IC50 ratio: IC50 of HB 
alone / IC50 of HB plus HCPT; IC50 of HCPT were 30.8, 41.00, 
and 11.12 mg·L−1 on SGC-7901, SW1116, and SW480 cells, 
respectively 

IC50 of HB/mg·L−1 IC50 ratio HCPT 
/mg·L−1 SGC-7901 SW1116 SW480 SGC-7901 SW1116 SW480 

 0 24.98 20.09 4.92 1 1 1 

 6  7.93  6.85 4.14 3.15 2.93 1.19 

12  7.13  5.64 3.75 3.50 3.56 1.31 

24  6.04  4.93 3.14 4.14 4.08 1.56 

 
2  黄癸素联用羟喜树碱对肿瘤细胞的协同作用观察 

联合指数 (CI) 计算结果 (表 2) 显示, 两药联
用对各种人癌细胞株的 CI 值均小于 1, 表现为较显
著的协同效果, 且 CI 值随两药浓度的增大而明显降
低, 显示协同效果对两药均有明显的浓度依赖性。对
HepG2和 SW480细胞, 黄癸素 (15 mg·L−1) 的 CI值
均低于 0.7, 为中度协同, 其余浓度联合为轻度协同
或相加。对 SGC-7901 和 SW1116 细胞, 两药表现为 

 

 
Figure 1  Dose-dependent curves of HB in combination with HCPT on proliferation of human tumor cells determined by MTT assay.  
Concentration of HCPT: 0 (◇), 6 (■), 12 (▲), and 24 (●) mg·L−1 
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更强的协同作用, CI值最低分别达 0.161和 0.178, 黄
癸素 (15 mg·L−1) 的 CI 值均低于 0.3, 为高度协同, 
其余浓度联合多为中度协同。 
3  黄癸素对 TopoⅠ活性的影响 

从 DNA 电泳图及其条带密度分析结果 (图 2) 
可见, 超螺旋 DNA (pBR322 DNA, 见 Lane 1) 在
TopoⅠ作用下仅有环状缺口和线性 DNA (Lane 2), 
随加入黄癸素浓度的增高, 酶的作用逐渐受到抑制, 
2.0 mg·L−1 (Lane 4) 时已有明显抑制作用, 表现为环
状缺口和线性 DNA 减少, 超螺旋 DNA 增多, 8.0  
 
Table 2  Synergistic inhibitory effect of HB with HCPT on 
proliferation of tumor cells.  Description of CI value: 0.1−0.3, 
strong synergism; 0.3−0.7, synergism; 0.7−0.9, moderate or 
slight synergism; 0.9−1.1, nearly additive[8] 

Drug/mg·L−1 CI 

HB HCPT HepG2 SW480 SGC-7901 SW1116 

15 24 0.447 0.626 0.161 0.178 

7.50 24 0.708 0.714 0.320 0.292 

3.75 24 0.768 0.792 0.539 0.404 

1.875 24 0.838 0.866 0.721 0.659 

15 12 0.455 0.666 0.203 0.218 

7.50 12 0.722 0.721 0.379 0.311 

3.75 12 0.797 0.797 0.679 0.430 

1.875 12 0.930 0.881 0.764 0.730 

15  6 0.569 0.677 0.283 0.282 

7.50  6 0.723 0.769 0.418 0.354 

3.75  6 0.833 0.838 0.699 0.550 

1.875  6 1.000 0.936 0.882 0.910 

 

 
Figure 2  Effect of HB on pBR322 DNA relaxation mediated 
by TopoⅠfrom SW480 cell.  1: pBR322 (0.2 μg); 2: pBR322 
(0.2 μg) + TopoⅠ; 3−6: pBR322 (0.2 μg) + TopoⅠ + HB (1.0, 
2.0, 4.0, and 8.0 mg·L−1); 7: pBR322 (0.2 μg) + TopoⅠ + 50 
mg·L−1 HCPT; A: Nicked/linear DNA; B: Supercoiled DNA 

mg·L−1 时抑制作用与羟喜树碱  (50 mg·L−1) 相近 
(Lane 6, Lane 7)。 
4  黄癸素对 TopoⅡ活性的影响 

从DNA电泳图及其条带密度分析结果 (图3) 可

见, 黄癸素 (1.0 mg·L−1) 对 TopoⅡ无明显抑制作用, 
无超螺旋 DNA条带出现 (Lane 2和 Lane 3); 黄癸素 
(2.0～8.0 mg·L−1) 对 TopoⅡ有明显的抑制作用, 与
鬼臼乙叉苷相似, 可见环状缺口和线性 DNA 减少, 
超螺旋 DNA增多 (Lane 4～Lane 6)。 
 

 
Figure 3  Effect of HB on pBR322 DNA relaxation mediated 
by Topo Ⅱ from SW480 cell.  1: pBR322 (0.2 μg); 2: pBR322 
(0.2 μg) + TopoⅡ; 3−6: pBR322 (0.2 μg) + TopoⅡ + HB (1.0, 
2.0, 4.0, and 8.0 mg·L−1); 7: pBR322 (0.2 μg) + Topo Ⅱ + VP-16 
(100 mg·L−1); A: Nicked/linear DNA; B: Supercoiled DNA 
 

讨论 
联合化疗是利用联用药物之间的协同作用取  

得比单药更好的效果, 联用药物之间若存在协同作
用, 将有利于总疗效的提高。目前化疗药敏试验方法
很多, 但多为单药药敏试验, 不能显示药物联合使用
的效果和最佳使用剂量[9]。本研究的实验结果利用

calcuSyn 软件分析不同细胞杀伤水平联用药物之间
的相互作用及其程度, 根据计算出的联合指数 CI 值
可判断联用药物之间的协同、相加或拮抗关系, 通过
比较各个联合水平的 CI 值可判断药物之间联合应 
用的效果[8]。实验针对多株人源性消化系统肿瘤细胞 
(HepG2、SW480、SGC-7901、SW1116), 比较黄癸素
与羟喜树碱各联合用药组和相应单药组的细胞抑制

率, 表明不存在相互拮抗作用, 两药联用可使细胞抑
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制率提高, IC50降低, 而 CI值计算结果则进一步显示
黄癸素和羟喜树碱有明显的协同效果。 

DNA拓扑异构酶是近年发现的维持 DNA复制、
重组、转录等信息传递及加工的重要空间构型酶, 被
列为筛选抗肿瘤药物的重要靶酶。以往研究表明小 
檗碱具有拓扑异构酶毒性。Li 等[10]报道小檗碱能与

TopoⅠ结合, 使 S期细胞合成受阻, 阻止细胞增殖。
Kim 等[11]研究证明小檗碱的衍生物 9-去甲基小檗碱
对 TopoⅡ有明显的毒性作用, 在 l00 nmol·L−1浓度可

以诱导 DNA 双链的断裂。本研究结果显示, 黄癸素 
(2 mg·L−1) 即可抑制 TopoⅠ的活性, 其抑制作用随
浓度提高有增强的趋势, 该浓度下对 TopoⅡ活性也
有抑制作用, 推断拓扑异构酶可能是黄癸素的作用
靶点之一。 

对各种肿瘤细胞的实验研究表明, 黄癸素具有
显著的抑制肿瘤细胞活性, 其作用谱较广, 可促进肿
瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞侵袭, 具有抑制 CD44V6
和基质金属蛋白酶表达等作用[12, 13]。研究还表明, 黄
癸素与多种临床常用抗肿瘤药具有不同程度的协同

抑制肿瘤作用, 与典型的 TopoⅠ抑制剂羟喜树碱在
单药低效浓度的两药联合应用可使细胞抑制率达到

80%以上, 表现为较突出的协同效果, 可能与两药在
作用机制方面的协同有关。这对进一步开展黄癸素抗

肿瘤机制及联合用药的研究有一定的指导意义, 两
药的体内协同效果及对临床的指导意义有待进一步

研究。 
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