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摘要:目的 研究黄酮化合物AlopecuroneB(APB)对人乳腺癌细胞阿霉素耐药株 MCF7/ADR多药耐药的逆转活性及逆转

机制。方法 人乳腺癌细胞阿霉素耐药株 MCF7/ADR维持在含有250ng/mL阿霉素的培养基中,使用 MTT法、qPCR、

Westernblot和流式细胞术研究APB对耐药株P糖蛋白(Pgp)功能和表达的影响。结果 APB能逆转 MCF7/ADR细胞多

药耐药,抑制Pgp的功能,下调Pgp基因和蛋白的表达。结论 APB具有强效逆转人乳腺癌细胞 MCF7/ADR多药耐药的

效果,其机制涉及对Pgp的调控。
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ABSTRACT OBJECTIVE TostudythereversaleffectandthemechanismofAPBonadriamycin ADR inducedmultidrug
resistanthumanbreastcancerMCF7 ADRcells METHODS ADRresistantMCF7cellsweremaintainedinRPMI1640cul-
turemediumcontaining10%FBSand250ng mLADR MTTassay qPCR Westernblotandflowcytometrywereusedtode-
terminetheinhibitoryeffectofAPBonPgplevelsandfunctioninMCF7orMCF7 ADRcells RESULTS APBreversed
MCF7 ADRmultidrugresistanceattheconcentrationof10μmol L Treatedwith0 5 10 20μmol LofABP Pgpgene
andproteinlevelsweresuppressedsignificantlyinaconcentrationdependentmanner Furthermore APBin10μmol L
markedlyinhibitedthefunctionofPgp CONCLUSION APBpotentreversedthemultidrugresistanceinMCF7ADRresist-
antsubline ThemechanismreferredtoPgpinhibition 
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  多药耐药的产生始终是阻碍化疗顺利进行的主

要因素。导致多药耐药产生的原因主要是由于癌细

胞上存在的外排泵,可以将细胞内的药物排出胞外,
使胞内药物浓度减少[1]。大部分外排泵的结构中都

存在一个同源性 ATP结合结构域,这部分外排泵

被称为ATP结合盒转运体[2]。P糖蛋白(Pgp)是
最重要的ATP结合盒转运体,用于乳腺癌化疗的

许多药物都是Pgp的底物,包括阿霉素(ADR)[3]、
柔红霉素[4]、紫杉醇[5]、长春花碱[6]、长春新碱[7]和

依托泊苷[8]。目前很多多药耐药逆转剂被报道有较

好的体外活性,但是一旦进入体内实验,其结果往往

令人失望[9]。近年来黄酮类化合物由于其良好的多

药耐药逆转活性而备受关注[1011]。曾有报道称黄酮

类化合物在多种多药耐药癌细胞中均能增加Pgp
底物在细胞内的蓄积并能减少Pgp表达[12]。本实

验室从中药苦豆子SophoraalopecuroidesL.中分

离得到一种黄酮类化合物,经过结构解析确定为

AlopecuroneB(APB)(图1)[13]。Xia等人在骨癌阿
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霉素耐药株中对APB的逆转活性及其作用机制进

行了检测和研究,发现APB能显著逆转骨癌耐药株

的多药耐药[12]。本文将用人乳腺癌阿霉素耐药株

为模型,研究APB逆转乳腺癌耐药的活性和机制。

1 材料和方法

1.1 仪器与材料

1100Series高效液相色谱仪(Agilent公司),

HPLCCD联用仪(JASCO公司),AV Ⅲ500型核

磁共振波谱仪(Bruker公司),Tensor27红外光谱

仪(Bruker公司),1100SeriesLC/MSDTrap质谱

仪(Agilent公司),ShimpackODSC18(4.6mm×
150mm)分析性色谱柱(SHIMADZU公司),Shim
packODSC18(20mm×250mm)制备型色谱柱

(SHIMADZU公司),薄层硅胶GF254预制板(青岛

海洋化工厂),SephadexLH20(Pharmacia公司),

ODSC18(40~63μmol/L)(FuJi公司)。
提取分离与结构鉴定实验材料于2013年7月

采自新疆阿勒泰,经中国药科大学秦民坚教授鉴定

为豆科槐属植物苦豆子SophoraalopecuroidesL.;
植物样品(20130721S)保存于中国药科大学药学实

验中心实验室。
1HNMR谱显示二氢黄酮特有的3个双二重

峰[δH5.76(J=13.5,3.0Hz),3.13(J=13.5,17.0
Hz),2.78(J=17.0,3.0Hz)],氢谱还显示有薰衣草

基信号[δH1.57,1.52,1.69(3Heach,brs),2.05
(2H,m),2.61(1H,m),2.64(2H,m),4.73,4.62
(1Heach,brs),5.04(1H,tlikem)],白藜芦醇基信

号[δH6.63(2H,d,J=8.5Hz),7.02(2H,d,J=8.5
Hz),5.80(2H,d,J=2.0Hz),6.02(H,d,J=2.0
Hz),5.97(H,d,J=8.5Hz),4.62(H,d,J=8.5
Hz)]和芳环的ABX系统信号[δH6.47(1H,dd,J=
8.5,2.0Hz),6.51(1H,d,J=2.0Hz),7.41(1H,d,

J=8.5Hz)]。易溶于甲醇、丙酮和DMSO,微溶于

水;硅胶薄层板展开后喷10%硫酸乙醇溶液,加热

后显 亮 黄 色。[α]26D -60(c0.12,MeOH);UV
(MeOH)λmax(logε)300(2.09),256(1.26),204(2.
76)nm;1HNMR(acetoned6,500MHz)和13C
NMR(acetoned6,125MHz);阴离子ESIMSm/z
649[M-H]-,分子式为C39H38O9;CD(MeOH):

△ε+5.6(336),-3.9(293),+0.3(279)。
以上数据与文献报道一致,故鉴定该化合物为

AlopecuroneB(图1)。

图1 APB的结构、分子式、分子量

1.2 试剂和药品

RPMI1640培养基购于 Hyclone公司,优质胎

牛血清购自Thermo公司,APB为本实验室同文献

方法分离所得,纯度大于90%[13],阿霉素(批号:

S120813)、紫杉醇(批号:S114804)、长春新碱(批
号:S124106)、顺铂(批号:S116613)、维拉帕米(批
号:S420202)购于Selleck公司。罗丹明123染料

(Rh123)、胰蛋白酶、四甲基偶氮唑蓝(MTT)和

TRIzol试剂盒购于Sigma公司,AnnexinVAPC/7
AAD凋亡检测试剂盒购于凯基生物有限公司,

SYBRGreen染料购于罗氏公司,兔抗人Pgp抗

体,鼠抗人GAPDH 抗体及相应 HRP标记的二抗

购于Cellsignalingtechnology公司。

1.3 细胞与培养

人乳腺癌细胞 MCF7及其阿霉素耐药株 MCF
7/ADR购于凯基生物有限公司,用含10%优质胎

牛血清的RPMI1640培养基于5%CO2、37℃条件

下培养。MCF7/ADR维持在含有250ng/mL阿

霉素的培养基中,于实验前脱药1周后使用。

1.4 MTT法检测 MCF7/ADR耐药性和APB的

逆转活性

取对数生长期细胞 MCF7和 MCF7/ADR,调
整细胞密度为3.0×104 mL-1。铺96孔板,每孔

180μL细胞悬液,5%CO2、37℃条件下过夜培养。
加入一系列浓度梯度的阿霉素、紫杉醇、长春新碱或

顺铂检测耐药株的耐药水平;分别加入一系列浓度

梯度上述化疗药物的同时每孔再加入10μmol/L的

APB,5μmol/L的维拉帕米作为阳性对照。继续培

养48h后,每孔加入20μL的 MTT溶液再培养4
h。培养结束后弃上清,每孔加入150μL的 DM-
SO,在平板摇床微振荡10min。吸光度值为酶标仪

在570nm处读取的吸光值减去630nm处的背景

值。
计算公式:耐药指数=MCF7/ADRIC50值/

MCF7IC50值[14]。
逆转倍数=MCF7/ADRIC50值/MCF7/ADR
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加入10μmol/LAPB后IC50值[15]。

1.5 qPCR检测 MDR1基因表达

细胞给药后48h使用TRIzol试剂盒提取细胞

的总RNA,琼脂糖凝胶电泳检查总 RNA 样本纯

度,每组分别取1μg总RNA进行反转录,并将反转

录产物稀释5倍后进行qPCR实验。实验结果采用

2-△△Ct法进行相对定量,用GAPDH基因做参比进

行校 正。引 物 信 息 为:MDR1正 义5'AGAGT-
CAAGGAGCATGGCAC3',反 义 5'ACAGT-
CAGAGTTCACTGGCG3';GAPDH 正 义 5'
GAAAGCCTGCCGGTGACTAA3',反义5'AG-
GAAAAGCATCACCCGGAG3'。

1.6 Westernblot实验检测Pgp蛋白表达

选择对数生长期 MCF7或 MCF7/ADR细

胞,以每孔5×105接种于6孔培养板中,放入培养

箱培养。过夜待细胞贴壁,分别加入 APB0、5、10、

20μmol/L,继续孵育48h后,收集细胞,加入预配

制的含PMSF和蛋白酶抑制剂混合物的 Western
及IP细胞裂解液,制备蛋白样品,BCA法测定蛋白

浓度。制备10%的分离胶和4%浓缩胶对蛋白样品

进行电泳分离,转PVDF膜,脱脂牛奶封闭2h,将
入相应的一抗(1∶1000)4℃孵育过夜,HRP标记

的二抗(1∶10000)常温孵育2h,加入增强型化学

发光液上机用于Pgp的检测,GAPDH 为内参,应
用图像分析仪对条带进行扫描。

1.7 流式细胞术检测阿霉素诱导的细胞凋亡

取对数生长期 MCF7/ADR细胞,铺6孔板,
每孔1×106个细胞。加入2μmol/L的阿霉素或10

μmol/L的APB单独或联合孵育48h,收集细胞用

500μL的Bindingbuffer重悬,分别加入5μL的

AnnexinVAPC和7AAD,混匀,室温避光孵育15
min,1h内上机检测。

1.8 流式细胞术检测Rh123外排实验

取对数生长期 MCF7或 MCF7/ADR细胞,
铺6孔板,每孔1×106个细胞。每孔加入5μmol/L
的Rh123避光孵育1.5h,PBS洗3次,再加入10

μmol/L的APB或5μmol/L的维拉帕米(阳性对

照)孵育1.5h。不加药物和Rh123的细胞为本底,
不加逆转剂只孵育Rh123的细胞做阴性对照。孵

育结束后,收集细胞,冰冷的PBS洗2次上机,FL1
通道检测。

1.9 统计学方法

数据用x±s表示,使用 GraphPadPrism5.0
统计学软件对数据进行处理并进行方差齐性检查和

t或t'检验,其中P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 APB细胞毒性

结果显 示0~40μmol/L 的 APB 不 能 抑 制

MCF7或MCF7/ADR的细胞活性,给予40μmol/

L的APB后MCF7或MCF7/ADR的细胞活性仍

高于90%(图2)。

图2 APB的细胞毒性

2.2 APB能逆转 MCF7/ADR细胞的多药耐药

与敏感株 MCF7细胞比较,耐药株 MCF7/

ADR对阿霉素显示出高倍耐药,耐药指数高达

48.55(P<0.01),给予10μmol/L的APB能逆转人

乳腺癌 MCF7/ADR耐药株对阿霉素的耐药性,差
异有统计学意义(P<0.01),其逆转倍数为9.64,效
果优于阳性对照药维拉帕米(5μmol/L)(表1)。除

了阿霉素外,MCF7/ADR细胞还对多种Pgp底物

(紫杉醇、长春新碱)显示出耐药性(P<0.01),APB
能克服 MCF7/ADR细胞的多药耐药(P<0.01)。
此外,MCF7/ADR对顺铂也显示出次等强度的耐

药性(P<0.05),APB能逆转 MCF7/ADR对顺铂

的耐药(P<0.05),效果强于维拉帕米。
表1 APB对人乳腺癌阿霉素耐药株 MCF7/ADR多药耐药的逆转活性(x±s,μmol·L-1)

化疗药物 MCF7 MCF7/ADR 耐药指数 MCF7/ADR+维拉帕米 MCF7/ADR+APB APB的逆转倍数

阿霉素 1.18±0.69 57.29±3.86** 48.55 8.72±1.07## 5.94±0.63## 9.64
紫杉醇 3.91±0.85 28.75±1.94** 7.35 13.82±1.61## 9.15±0.72## 3.14

长春新碱 1.58±0.31 19.37±1.28** 12.26 10.49±0.83## 7.52±1.05## 2.58
顺铂 3.16±0.57 9.20±1.33* 2.91 7.64±1.15 5.92±0.36# 1.55

  注:与 MCF7组比较,*P<0.05,**P<0.01;与 MCF7/ADR组比较,#P<0.05,##P<0.01。
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2.3 APB能抑制耐药株中Pgp基因和蛋白的表达

与敏感株 MCF7比较,耐药株 MCF7/ADR
中,Pgp基因(MDR1)和蛋白表达明显升高,给予

APB处理后,不仅能在24h显著抑制耐药株中

MDR1表达,还能在48h有效抑制耐药株中Pgp
蛋白水平,并呈浓度依赖性。给予10μmol/L的

APB不能影响敏感株 MCF7中Pgp基因和蛋白

的表达水平。见图3。

注:与 MCF7组比较,**P<0.01;与 MCF7/ADR组比较,#P<0.05,##P<0.01。

图3 APB抑制 MCF7/ADR中Pgp基因和蛋白的表达

2.4 APB能显著增强阿霉素诱导的 MCF7/ADR
细胞凋亡

给予 MCF7/ADR细胞10μmol/L的APB不

能诱导细胞产生凋亡,单独给予 MCF7/ADR细胞

2μmol/L的阿霉素能轻微诱导细胞的凋亡。而10

μmol/L的APB能显著增强2μmol/L阿霉素诱导

的 MCF7/ADR细胞产生凋亡(P<0.01)。见图4。

注:与ADR组比较,**P<0.01。

图4 APB增强阿霉素诱导的 MCF7/ADR细胞凋亡

2.5 APB能减少Pgp对Rh123的外排

由图5可知,耐药株 MCF7/ADR内Rh123的

荧光强度低于敏感株 MCF7内 Rh123的荧光强

度,说明 MCF7/ADR耐药细胞膜上Pgp蛋白的

功能增强,Pgp将其底物排至细胞外的能力增大。
加入10μmol/L的APB能抑制Pgp功能,显著升

高耐 药 株 P<0.01内 Rh123的 荧 光 强 度,增 加

Rh123在耐药株P<0.01内的保留,效果强于阳性

对照组维拉帕米。

图5 APB抑制细胞膜表面Pgp的功能

3 讨论

现阶段对癌症多药耐药逆转剂的研究多集中在

无毒剂量(细胞活性>90%)下测试其逆转倍数,研
究其对ABC家族蛋白如Pgp或 MRP1等功能和

表达的抑制机理[1415]。对于癌症化疗的协同给药,
所使用的药物都具有抑制癌细胞增殖的活性,当联

合给药时可降低单味药物的给药剂量,有效提高疗

效,减小毒副作用,与耐药逆转剂有明显的区别。
在前人的研究中,实验人员利用阿霉素诱导人

骨肉瘤细胞 MG63构建了 MG63的阿霉素耐药

株,发现APB不仅能显著逆转 MG63耐药株对阿

霉素的耐受,还能增加 MG63耐药株对其他化疗药

物的敏感性,进一步研究发现 APB能抑制 NFκB
信号转导通路,抑制IκBα的激活从而抑制p65磷

酸化入核并抑制下游Pgp基因转录[12]。本实验首

次在乳腺癌阿霉素耐药株 MCF7/ADR中检测了

APB逆 转 MCF7/ADR 细 胞 多 药 耐 药 的 活 性;

MTT实验证明阿霉素对 MCF7/ADR细胞的IC50
值与 MCF7细胞相比明显升高;qPCR和 Western
blot实验证明耐药细胞中Pgp基因和蛋白的表达
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显著上调;流式细胞术证明耐药细胞中Pgp的功能

增强,这些都证明 MCF7/ADR细胞具有高度的耐

药性,并且耐药的主要机制是由于异常的Pgp基因

和蛋白的升高。

APB是黄酮类化合物[13],其结构特点是在 A
环8位连有单萜,6、7位稠合有白藜芦醇片段的二

氢黄酮,其中B环2'位的-OH 取代较为少见。目

前没有关于 APB能逆转乳腺癌多药耐药的报道。
本实验证明APB具有强效的逆转乳腺癌耐药的活

性,其逆转机制主要涉及抑制耐药细胞膜表面Pgp
的功能,降低Pgp的表达;减少Pgp对阿霉素的外

排作用,使耐药细胞内阿霉素的蓄积浓度升高,达到

有效的细胞增殖抑制浓度从而逆转耐药。值得注意

的是,单独给予APB不能产生细胞毒性,也不能诱

导乳腺癌细胞产生凋亡。癌细胞对顺铂的耐药并不

完全与Pgp有关[16],因此本实验中与 MCF7细胞

比较,MCF7/ADR细胞对顺铂的耐药被APB逆转

亦存在其他机制。
与耐药乳腺癌细胞比较,APB对敏感株 MCF7

细胞中Pgp的表达抑制作用较弱,造成这一现象的

情况可能是由于:①MCF7中Pgp基因和蛋白的

表达水平较低,10μmol/L的 APB对 MCF7中本

底Pgp水平影响较弱;②MCF7/ADR细胞中异常

的Pgp表达与 MCF7中本底Pgp表达的机制不

同,APB对异常Pgp表达有抑制作用,而对Pgp
的正常表达无影响。

基于上述结果,APB有望成为一种高效、低毒

的逆转剂用于肿瘤耐药的辅助化疗。
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