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摘 要!%目的& 探讨水飞蓟素联合阿霉素对人乳腺癌耐药细胞
EFG!7HIJE

耐药性的影响'

%方法& 采用
EKK

法测定单用阿霉素及其联合水飞蓟素对
EFG!7HL

(

EFG!7HIJE

细胞增殖抑
制率)

MN

*"计算耐药倍数和逆转倍数'%结果& 阿霉素作用
EFG!7HL

的
MF

%)

值)

!B&O")B-%!PH9<

*

明显小于
EFG!7HIJE

)

%$B&%"!B#!!PH9<

*" 耐药倍数为
!7B$

倍# 阿霉素联合水飞蓟素作用
EFG!7HIJE

的
MF

%)

值)

OB)7")B%$!PH9<

*明显小于单独使用阿霉素)

%OB%!"!B-&!PH9<

*"逆转耐
药倍数为

$B$

倍'%结论& 人乳腺癌
EFG!7HIJE

细胞对阿霉素具有明确耐药性"水飞蓟素能够
明显逆转

EFG!7HIJE

对阿霉素的耐药性'
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乳腺癌是女性最常见的恶性肿瘤之一"发病率

占女性各种恶性肿瘤的
7cd')c

%

'

&

" 在我国城市女

性癌症中居于首位 %

!

&

"化疗是治疗女性乳腺癌的有

效手段"但多药耐药)

9^<=;Q@^P @VR;R=:4CV

"
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*的

出现成为化疗治疗失败的重要原因' 寻求安全高效

的肿瘤细胞多药耐药性逆转药物"成为当今乳腺癌

治疗研究的热点' 近年来"国内学者开始开展中医

药逆转乳腺癌多药耐药性方面的研究' 本研究选择

水飞蓟素与阿霉素)

:Q@;:9\C;4

"

IJE

*联合作用于人

乳腺癌细胞株
EFG!7

"观察水飞蓟素在乳腺癌耐药

株
EFG!7HIJE

细胞多药耐药性逆转中的作用"探

讨其逆转乳腺癌细胞多药耐药的机制'

'

材料与方法

ABA

主要材料

人乳腺癌细胞株
EFG!7HL

及耐阿霉素乳腺癌

细胞株
EFG!7HIJE

由中国科学院上海细胞生物所

提供# 水飞蓟素由西安利君制药有限责任公司提

论 著
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供!批号
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"阿霉素由山西普德药业股份有

限公司生产!批号
'(*+!)(*)

#

,-./!($*+

培养基为

01234

公司生产" 胎牛血清购自杭州四季青生物工

程材料有限公司"噻唑蓝
.55

购自华美生物工程公

司"二甲亚砜$

6.78

%为江苏鸿声化工厂产品!水飞

蓟素以
6.78

液溶解成
%""9:;9<

的工作液 "阿

霉素以注射用葡萄糖稀释成
#+9:;9<

的工作液 !

=!+"

低温保存&

!"#

细胞培养

人乳腺癌
.>?!@;7

细胞株在含有
#+A

胎牛血

清'

(++B;C

青霉素'

(++!:;9<

链霉素的
,-./!($*+

培养基中!放置于
)@"

'

%A>8

!

环境培养箱中培养#

耐阿霉素细胞株
.>?!@;D6.

在含
(E+!:;9<

阿霉素

的上述培养基中连续培养!以保持其耐药性"实验之

前要撤掉阿霉素在同样条件下培养
!

周#

!"$ .>?!@;D6.

耐药细胞的耐药倍数测定

取对数生长期
.>?!@;7

和
.>?!@;D6.

细胞悬

液!分别接种在
F$

孔板上!每孔接种
!#(+

% 个细胞!

放置于
)@"

'

%A>8

!

环境培养箱中培养
(!G

后!分

别加入浓度依次为
+E(

'

(E+

'

(+

'

(++!:;9<

的阿霉素

溶液!并设置调零孔(只含
,-./ ($*+

培养液%和对

照组(只含细胞!不加药%!每组设
)

个复孔!继续培

养
*&G

后!采用噻唑蓝
H.55I

法!每孔加入
!+!<.55

试剂!在培养箱中培育
*G

后!弃去培养液!加入二甲

亚砜
!++!<

!放置摇床上震荡
(+91J

!使用培养基将

酶标仪调零后!用酶标仪在
*F+J9

波长测定吸光度

K86I

值 ! 实验重复
)

次 ! 计算细胞增殖抑制率

(

/,

!

A

%

L

(

(=86

.>?!@;7

或
.>?!@;D6.

; 86 对照组%#(++A!

7-77
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值!计算耐药倍数(

,/

%

L

耐药细胞
/>

%+

;

敏感细胞
/>
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水飞蓟素对
.>?!@;D6.

耐药倍数的影响测定

取对数生长期
.>?!@;D6.

细胞悬液接种在
F$

孔板上!随机分为
D6.

组(

.>?!@;D6.MD6.

%和联

合用药组 (

.>?!@;D6. MD6.M71<N

%!

水飞蓟素加入终浓度为
(+!:;9<

!联合

阿霉素加入浓度' 调零孔和对照组设

置与
(E)

相同!每组设
)

个复孔!培养

*&G

后进行
.55

实验! 计算细胞增殖

抑制率'

/>

%+

值和水飞蓟素的逆转耐药

倍数 (

OPQPORS< T4<U

!

,?

%

L/>

%+

D6.

组
;

/>
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联合用药组&

!"&

统计学处理

采用
7-77 (@E+

统计分析软件对所得数据进行

分析!实验数据以
!$R

表示!两组间实验数据比较采

用
"

检验"指标之间的相关性分析采用
-PSOR4J

相关

分析&

"L+E+%

&

!

结 果

#"! .>?!@;7

和
.>?!@;D6.

细胞对阿霉素的耐药性

相同浓度的阿霉素对
.>?!@;7

的增殖抑制率明

显高于
.>?!@;D6.

(

-V+E+%

%"阿霉素作用
.>?!@;7

的
/>

%+

值(

!E&F$+E)%

%明显小于作用于
.>?!@;D6!

./>

%+

值 (

%$E&%$!E#!

%! 差异具有统计学意义 (

"L

&E$)&

!

-L+E++#

%" 而不同浓度的阿霉素对
.>?!@;

D6.

的 增 殖 抑 制 率 之 间 的 差 异 无 统 计 学 意 义

(

5S2<P #

%& 人乳腺癌
.>?!@;D6.

细胞对阿霉素具

有明确耐药性 ! 耐药倍数为
!@E$

倍 (

?1:WOP #

%&

-PSOR4J

相关分析发现!阿霉素浓度与
.>?!@;7

细胞

增殖抑制率呈正相关关系 (

-%+E+%

%! 相关系数为
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水飞蓟素联合阿霉素对
'()!*+,-'

耐药性的

逆转

相同浓度阿霉素联合终浓度
./!0+12

水飞蓟素

对
'()!*+,-'

的增殖抑制率明显高于单独使用阿

霉素!

3456"%

"#阿霉素联合水飞蓟素作用
'()!*+

,-'

的
7(

%"

值!

86"*""6%$

"明显小于单独使用阿霉

素作用
'()!*+,-'

的
7(

%"

值!

%86%!"!69&

"$差异具

有统计学意义 !

:;9568$<

$

3;5655.

"

=>?@2A !B

% 水飞

蓟素能够明显提高
'()!*C,-'

对阿霉素的敏感

性$逆转耐药倍数为
$6$

倍
=)D0EFA !

$

9G

%

9

讨 论

水飞蓟素
=HD21I?FDJG

是从菊科药用植物水飞蓟

!

HD2I@E1 1?FDJ?E1 K6 L?AJF:

" 果实及种子的种皮中

提取出来的一类黄酮木脂素类成分$ 主要由水飞蓟

宾&水飞蓟宁和水飞蓟丁
9

种异构体组成%因为具有

保肝护肝&促进肝细胞制造和修复的功能$国内外将

水飞蓟素广泛应用于治疗肝病患者'

9

(

$被称为)天然

保肝药*%近年来很多学者深入研究发现水飞蓟素还

具有抗炎& 促进细胞再生和蛋白合成& 诱导细胞凋

亡&调节细胞周期&保护神经及心血管&抑制肿瘤血

管生成&铁螯合效应等'

<

(

$开始用于治疗皮肤癌&前列

腺癌&膀胱癌&结肠癌&肺癌&糖尿病及其并发症'

%

(

%如

刘志刚等'

$

(研究发现水飞蓟素可诱导人膀胱癌细胞

>((

&

>!!<

的表达$降低
(-M!

&

(-M<

和相关激酶的

活性$阻滞细胞周期在
L

.

期$抑制细胞增殖#张元新

等'

*

(发现水飞蓟素对乳腺癌细胞
'()!*

具有明显的

细胞增殖抑制及诱导凋亡作用%

多药耐药产生的主要

机制是肿瘤细胞中
3!0N

的过量表达$ 引起细胞内

部化疗药物浓度明显降

低$进而导致化疗失败 '

&

(

%

有学者研究发现$ 细胞膜

上的
3!0N

是一种
,>3

依
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赖的!药物泵"#可以将细胞内带阳性电荷的疏水性

药物从细胞内逆浓度梯度泵到细胞外# 减少细胞内

抗肿瘤药物浓度$

'

%

& 本研究结果发现#相同浓度的阿

霉素对
()*!+,-

的增殖抑制率明显高于
()*!+,

./(

# 表明
()*!+,./(

细胞对阿霉素具有明确耐

药性# 其主要原因是
()*!+,./(

细胞内有
0!12

大

量表达# 导致阿霉素在
()*!+,./(

细胞内的浓度

偏低#这在高爱丽等 $

&

%的研究中已经得到证实& 此

外#本研究还发现阿霉素联合水飞蓟素作用
()*!+,

./(

的
3)

%4

值明显小于单独使用阿霉素#提示水飞

蓟素能够明显提高
()*!+,./(

对阿霉素的敏感

性#其主要作用机制可能是水飞蓟素通过调节
()*!

+,./(

细胞质和细胞膜之间
0!12

的交换 # 降低

()*!+,./(

细胞膜上
0!12

的表达水平# 提高阿霉

素在细胞内的积累# 增强阿霉素对
()*!+,./(

肿

瘤细胞的敏感性# 从而起到杀死肿瘤细胞的作用&

此外# 水飞蓟素可通过干扰
5678!

联蛋白通路 $

#9

%

'

显示抗血管生成活性#抑制血管内皮生长因子#来抑

制肿瘤细胞增殖速度$

::

#

:!

%

& 中药水飞蓟素不仅确有

逆转乳腺癌耐药性# 而且具有目前临床药物所缺乏

的高效(低毒的优势$

:;

%

&

综上所述# 水飞蓟素联合阿霉素对耐药细胞

()*!+,./(

有明显的的增殖抑制作用#水飞蓟素能

够改善
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细胞对阿霉素的耐药性# 增强

阿霉素的杀伤作用# 有望成为逆转人乳腺癌细胞耐

药性的化疗辅助药物&
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