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摘 要!$目的% 研究槐耳清膏对人肝癌耐药细胞
'()!*+"!-.!/0

多药耐药性逆转作用及可
能机制& $方法%

233

法检测槐耳清膏对
'()!*+,!-.!/0

细胞的抑制率及无细胞毒性浓度
的槐耳清膏对化疗药物的逆转作用' 流式细胞仪检测细胞内罗丹明

!1!$

和阿霉素荧光强
度'

435674

检测
2841

(

9'7:!

和
)46

基因表达情况'

;<=><?@ ABC>

检测
6!DE

表达情况&

$结果%

,F,#GD-GB

槐耳清膏对
'()!*+,!-.!/0

细胞无细胞毒作用"对氟尿嘧啶(表阿霉素和
紫杉醇的逆转倍数分别为

$H&*

倍(

!H$I

倍和
!H1&

倍" 相对逆转率分别为
*!HIJ

(

*"F1J

和
*+F%J

' 流式细胞仪检测显示
'()!*+"!-.!/0

细胞内阿霉素和罗丹明
!1!$

浓度明显增加'

43K674

显示
284#

表达明显下降" 对
9'7:!

和
)46

表达无明显影响'

;<=><?@ ABC>

显示
6!DE

表达明显下降& $结论% 槐耳清膏具有部分逆转肝癌多药耐药的作用" 可能与下调
284#-6!DE

表达( 抑制
6!DE

功能以及增加细胞内化疗药物浓度有关' 而此作用可能与
9'7:!

和
)46

无关&
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原发性肝癌"特别肝细胞性肝癌*

N<EP>CR<BB0BP? RP?RS@CGP

" 以下简称肝癌#

c

全球每年新发病例约

&!F&

万"发病率排所有恶性肿瘤第
&

位"死亡率为第

$

位& 中国的肝癌每年新发病例约占世界的
..J

"死

亡约占全球的
.$J

" 近年来肝癌的发病率还在逐渐

++$
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增加!

#

"

# 大多数肝癌患者诊断时便是晚期$已失去手

术和肝移植机会$ 而药物治疗是晚期肝癌的主要治

疗手段之一$但是化疗在肝癌治疗中存在局限性$可

能与多药耐药 %

=)->1?*)6 *2313>,+52

&

@AB

' 现象有

关#

@AB

是指对一种抗肿瘤药物产生耐药性的同时

对不同结构( 不同作用机制的其他药物也产生耐药

性&以往研究发现的
@AB

抑制剂包括)维拉帕米(

环孢素
C

(

DE/ F$$

(

@E!!G%

(

:H!I9"

和
JK$$L%I%

等&

大都因为机体难以耐受的不良反应无法应用于临床!

!

"

#

因此目前
@AB

抑制剂研究的方向是无毒性或低毒

性的高效逆转剂#槐耳是我国民间重要药用真菌&临

床上& 槐耳颗粒对肝癌等多种恶性肿瘤有直接抑制

肿瘤生长(增强机体免疫功能(与化疗合用有协同作

用及提高生存质量等多方面作用!

$

"

# 研究发现槐耳

清膏能部分逆转肺癌和乳腺癌
@AB

!

M

&

L

"

&对化疗有增

敏作用& 因此我们研究槐耳清膏和肝癌
@AB

之间

的关系&并初步探讨相关机制#

9

材料与方法

!"!

细胞系

人肝癌细胞株
NOJ!IMG!

(人肝癌耐氟尿嘧啶细

胞株
NOJ!IMG!PL!Q)

&均购自南京凯基生物公司#

!"#

药物与试剂

槐耳清膏*江苏启东盖天力+,表柔比星%

ODR

&江

苏恒瑞 +,阿霉素 %

CA@

&

D0,*=,51,

+,氟尿嘧啶 %

L!

Q)

&天津金耀+,紫杉醇%

DSH

&江苏恒瑞+,维拉帕米

%上海禾丰制药+(

@SS

%

C=2*235(

+,

A@E4

%

E16=,

+,

";!LT

胰蛋白酶
POASC

%

R+U1>*(62+

+,凯基
BD@R #&MG

完全培养基 %南京凯基+, 罗丹明
!#!$

%

C=2*235(

+,

S*1V(- B2362,+>

试剂盒%

R+U1>*(62+

+,

BSWD/B

试剂盒

%

S,X,B,

+,

BSWD/B

所用引物均由
S,X,B,

合成,鼠

抗人
D!6Y

单克隆抗体%

JCN:RER4<

+,山羊抗小鼠辣

根过氧化物酶抗体%

EC<SC

+- 槐耳清膏*

!G=6P=-

+)

电子天平精确称取槐耳清膏
!GG=6

&加入
#G=- BD!

@R #&MG

完全培养基&充分溶解后以
G;!!!=

滤器滤

过除菌&

M"

冰箱保存-

!"$

主要仪器

/4

!

细胞孵育箱 *

Q(*=, E512+>1.15

&

ZEC

+,超净

工作台*

E[!/'!!QA

&苏州安泰+,流式细胞仪*

QC/E

/,-1\)*

&

N25>(+ A15]1+3(+

&

E,+ '(32

&

/C

&

ZEC

+, 全自

动酶标读数仪 *

S02*=( @)->13],+ @X$

&

ZEC

+, 梯度

D/B

仪 *

OYY2+?(*. @,3>2*575-2* 6*,?12+> L$$#

&

^2*!

=,+7

+, 低温离心机 *

OYY2+?(*. /2+>*1.)62 LF"MB

&

^2*=,+7

+, 凝胶成像系统 *

Z:D S*,+31--)=1+,>(* @!

!&

&

ZEC

+-

!"%

细胞毒性实验

将
NOJ!IM"!PL!Q)

对数生长期细胞配成
9#9"

L

P=-

单个细胞悬液& 每孔
9""!-

分别接种于
%&

孔板&细

胞贴壁后&加入不同浓度的槐耳清膏*

9"

(

L

(

!

(

9

(

";9

和
";"9=6P=-

+&每个浓度组设
$

个复孔&每孔终体积

!""!-

&培养
MF 0

后&

@SS

法检测吸光度- 于酶联免

疫分析仪上检测
M%"+=

处吸光度值
_C

值
`

&计算细

胞抑制率
a

!

9WbC 加 药 组WC 空 白 组 ` $ bC 对 照 组WC 空 白 组 `"#

9GGT

- 重复
$

次取平均值-

!"&

化疗药物逆转效果试验

取对数生长期
NOJ!IMG!

和
NOJ!IMG!PL!Q)

配

成
9#9G

L

P=-

单个细胞悬液&以
9GG!-P

孔接种到
%&

孔

板 & 培养
!M0

后同时加入无细胞毒的槐耳清膏

*

G;G9=6P=-

+联合不同浓度的化疗药物*

L!Q)

(

ODR

和

DSH

+& 每个浓度组设置
$

个复孔& 同时设维拉帕米

*

L!6P=-

+为槐耳清膏的对照&每孔终体积
!GG!-

&继续

培养
MF0

后&

@SS

法检测抑制率-以药物浓度的对数为

横轴&抑制率为纵轴绘制细胞抑制率曲线&得到
R/

LG

-计

算逆转倍数 *

*2U2*3,- .(-?

&

BQ

+

aR/

LG NOJ!IMG!PL!Q)c

化 疗 药P

R/

L"NOJ!IM"!PL!Q)c

化疗药
c

槐耳清膏&相对逆转效率*

*2-,>1U2 *2U2*3,-

*,>2

&

BBBT

+

a bR/

L"NOJ!IM"!PL!Q)c

化疗药%R/
L"NOJ!IM"!PL!Q)c

化疗药
c

槐耳清膏`P

bR/

L" NOJ!IM"!PL!Q)c

化疗药WR/
L" NOJ!IM"!c

化疗药`#9""T- 重复
$

次取

平均值-

!"'

细胞内
CA@P

罗丹明
!9!$

累积量

将
NOJ!IM"!PL!Q)

分为不加药的对照组和加入

";"9=6P=-

槐耳清膏实验组&培养
MF0

后&以
9#9"

&

P=-

重悬于
DNE

中&并加入
CA@bL!6P=-

+或罗丹明
!9!$

*

L!6P=-

+培养
!0

&以
M" DNE

*

";"9=(-PJ

&

Yd I;M

+洗

$

次后行流式细胞仪检测细胞内
CA@

或罗丹明
!

9!$

荧光强度&激发波长为
MFF+=

&接收波长
CA@

为
LIL+=

&罗丹明
!9!$

为
L!L+=

!

&

"

-重复
$

次取平均

值-

!"( BSWD/B

检测耐药基因表达

将
NOJ!IM"!PL!Q)

培养于含
";"9=6P=-

槐耳清

膏的
BD@R 9&M"

培养液中
MF0

&同时设
NOJ!IM"!

和

NOJ!IM"!PL!Q)

对照组& 按
SBRV(- B2,62,+>

说明书

MMM
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的操作步骤提取细胞总
HIJ

$ 引物序列
KGLHM

N:7$D+O

上游序列
K:#!(BPJJPJPPB(BBPP(JP(J!$#

下 游 序 列
K :# !(JBJPJP((B(BP(JB(JP(!$#

#

J4(P!N8Q!D+O

上游序列
:# !BPP(BBJPJ(B(JJP!

(J(JP!$#

下游序列
:#!BJP(JPJJPPJPPBPPBP!

BJ!$#

#

6H= N!Q:D+O

上游序列
:# !J(BB(B(B(((B

BPJ((J!$#

下游序列
:#!BB(BPPJBBBPPBPPJ(P!$#

#

!!,R21EN:>>D+O

上游序列
:#!PP(JBPPPB(JPJJP!

PJBB((!$#

下游序列
:#!JBPB(J(P(J(PJBBB((!

(P(!$#

$ 根据
HBS=(H

试剂盒说明书进行逆转录反

应合成
RLIJ

和
=(H

反应!

%8$ !*1E M

个循环预

变性#

%8$

变性
$>C

"

&>$

退火
$>C

"

7!$

延伸
M*1E

"

共
$>

个循环" 得到扩增产物$

!T

琼脂糖凝胶电泳

后"凝胶成像系统分析$

B7C U.C2.-E DF)2

检测
=!V+

表达

实验分组同
HBS=(H

# 加入细胞裂解液提取细

胞蛋白质#

&WXLX!=JP5

电泳约
M?:3

#电转膜至
=YL;

膜上"封闭
=YL;

膜#加入稀释后的一抗%

M%Q>>

&"

8&

过夜"加入
ZH=

标记二抗
!3

#浸入
5(6

工作液压片

显影$

B7D

统计学处理

采用
X=XX M&?>

进行回归分析 %细胞毒性实验

数据&和
2

检验"

=">?>:

为差异具有统计学意义$

!

结 果

>7B

槐耳清膏的细胞毒性实验

槐耳清膏对
456!78>!9:!;<

细胞的细胞毒性作

用呈剂量依赖性%

B,DF. M

&"当槐耳清膏为
>?>M*V9*F

时" 细胞抑制率
":W

" 对
456!78>!9:!;<

无细胞毒

性"故我们选择此浓度研究槐耳清膏对
456!78>!9:!

;<

细胞
GLH

的逆转作用$

>7>

槐耳清膏对
456!78>!9:!;<

细胞
GLH

的逆转

作用

槐耳清膏可显著降低
456!78>!9:!;<

细胞对
:!

;<

'

5=[

和
=B\

的
[(

:>

%

B,DF. !

&"但均较维拉帕米的

逆转作用弱$ 槐耳清膏分别对
:!;<

'

5=[

和
=B\

的

H;

为
$?&7

倍'

!?$Q

倍和
!?M&

倍$ 槐耳清膏分别对

:!;<

'

5=[

和
=B\

的
HHHW

为
7!?QW

'

7>?MW

和

78?%W

$

>7E

槐耳清膏对
456!78>!9:!;<

细胞内阿霉素
9

罗

丹明
!M!$

累积量的影响

槐耳清膏组和对照组的细胞内
JLG

荧光强度

分别为
M7M?%'M8?&

和
M!!?Q'%?!

"前者是后者的
M?8>

倍
N=">?>:O

#槐耳清膏组和对照组细胞内罗丹明
!M!$

荧光强度分别是
78:?&':7?7

和
$!8?M'$M?&

" 前者是

后者的
!?$>

倍%

=">?>:

&%

;1V<-. M

&$说明槐耳清膏能

抑制
=!V+

功能明显增加细胞内阿霉素和罗丹明
!

M!$

的累积量$

>7<

槐耳清膏对
456!78>!9:!;<

细胞耐药基因表达

的影响

通过
HB]=(H

检测
456!78>!9:!;<

细胞在槐耳

清膏作用前后耐药基因
*HIJ

的相对表达水平"包

括编码
=

糖蛋白
N=!V+O

'乳腺耐药相关蛋白
NJ4(P!O

和肺耐药相关蛋白
N6H=O

的
GLHM

'

J4(P!

和
6H=

基因的
*HIJ

水平$ 结果显示%

B,DF. $

&!

456!78>!9

:!;<

的
GLHM

和
J4(P!

的
*HIJ

水 平 较
456!

!"#$% B !'% ),-.-./*)*-, .0 !1"2%-%3 1.#*(*.4'*$" F6117

.( 89:!;G=>H@!A6 )%$$3

B-,*.2.C -)D1E1)+31F, G<--^ N*V9*FO [E31D121)E -,2.

M> >?%M!'>?>Q&

: >?7%>'>?>7M

! >?!&&'>?>&$

M >?M:$'>?>$>

>?M >?>%$'>?>:Q

>?>M >?>$$'>?>M&

P-)<+C

[(

:>

:!;<N*V9*FO 5=[N"V9*FO =B\N"V9*FO

456!78>! >?>>Q'>?>>Q >?:8M'>?!7> M?:$$'>?$!8

456!78>!9:!;< $?>&Q'>?7Q8 $?M>7'M?>$7 :?8$:'M?M&&

456!78>!9:!;<_B-,*.2.C -)D1E1)+31F, G<--^ "^Q$%'"^$M$

`

#^$>Q'>^8:7

`

!^:#!'>^%>Q

`

456!78>!9:!;<_Y.-,+,*1F >^8:$'>^#!%

`a

>^>M%'>^>!:

`@

M^8%!'>^>8%

`@
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

'()*+,- (. /01+232 4+5(-(678!"9$8:(-;#%8<(;&

=>"!

明 显 增 高
?@ !A;ABC

!

DE@

表达水平无明显差异

?@"A;ABF

" 经过槐耳清膏作

用后!

GHE#

基因
IE<J

水

平较用药前明显降低
?@!";"BF

!

而
JK/L!

和
DE@ IE<J

水平无显著变化
?@"";"BF

#

M16)*2 !J

$%

!"#

槐 耳 清 膏 对
KND#

=>A!OB#M)

细胞
@#6P

表达的

影响

Q23R2*+ S-(R

显 示 !

KND#=>"!OB#M)

的
@#6P

表

达 较
KND#=>"!

明 显 增 高

TA;BB$A;A>!U3!A;>$$A;A$8@V

";"!!F

&

M16)*2 !K

$!在
KND#

=>"!OB#M)

经过槐耳清膏作

用后!

@#6P

表达较用药前明

显降低
?";>=$";"!!U3!";BB$

";">8@V";">&F

%

$

讨 论

槐耳清膏的主要活性成分是槐耳多糖蛋白&

@W#X

$!

许多基础及临床研究表明
@W#X

具有多种抗肿瘤作

用!如促进巨噬细胞功能'诱导细胞因子'促进细胞

免疫功能'提高体液免疫功能'抑制肿瘤血管生成和

诱导肿瘤细胞凋亡等作用(

$

)

% 目前已有其成品槐耳

颗粒用于临床!在肝癌治疗上!槐耳颗粒可减少肝癌

患者术后复发率!增强机体免疫功能!减轻疼痛 (

=

)

*

槐耳颗粒联合介入治疗肝癌和单独介入治疗比较!

加用槐耳颗粒的治疗组明显提高生存质量(

Y

!

%

)

% 槐耳

颗粒治疗中晚期肝癌可一定程度上延长总生存时间(

9"

)

%

肝癌患者术后服用槐耳颗粒!可改善患者免疫功能!

下调血清中的
:NLM

!降低术后复发转移!提高生存

率及改善预后(

99

)

%

本研究结果表明
8

无细胞毒浓度的槐耳清膏能

增加人肝癌耐药细胞
KND#=>"!OB#M)

对
B#M)

'

N@Z

和
@X[

半数抑制浓度#

Z/

BA

$

!

倍以上!对
B#M)

'

N@Z

$%&'() * +,) )-,.-/%-& )00)/1 20 +(.3)1)4 (25%-%26,%7. 8'((9 2- 1,) %-1(./)77'7.( .//'3'7.1%2- 20

:;8 2( <,2=.3%-)!>!? %- @AB!CDE!F#!$' /)774

J9

!

J!?JHGF ,+\ J$

!

J> ?E0(\,I1+2#9!$F ]2*2 .-)(*2352+52 1+R2+31R7 \1,6*,I3 (. X*,I2R23 *(S1+1(P01-, G)**; ,+\ 5(+R*(- *23P25R1U2-7;

J9 J! J$ J>

G9

G9

G9

G9

9A 9A 9A 9A 9A

A 9 ! $ >

9A 9A 9A 9A 9A

A 9 ! $ >

9A 9A 9A 9A 9A

A 9 ! $ >

9A 9A 9A 9A 9A

A 9 ! $ >

+.57) ? +,) ()7.1%G) )H6()44%2- 7)G)74 20 8;< &)-)4 .01)( 1().1)= I%1, +(.3)1)4

(25%-%26,%7. 8'((9 &(2'64

^ _/(IP,*2\ ]1R0 KND#=>A!OB#M) 52--3

!

@!A;AB`

!_/(IP,*2\ ]1R0 KND#=>A!OB#M) 52--3

!

@"A;AB;

J

+

EXa@/E .(* GHE 62+23 2bP*2331(+_ 9; KND#=>"!OB#M) 52--3 c X*,I2R23 *(S1+1(P01-, G)**;

!; KND#=>A!OB#M) 52--3 $; KND#=>A! 52--3

K

+

Q23R2*+ S-(R .(* @#6P 2bP*2331(+_ #; KND#=>A! 52--3 !; KND#=>A!OB#M) 52--3

$; KND#=>A!OB#M) 52--3cX*,I2R23 *(S1+1(P01-, G)**;

$%&'() ! +,) )00)/1 20 +(.3)1)4 (25%-%26,%7. 8'((9 2- 8;< &)-)4 2(

J!&6 %- @AB!CDK!F#!$L /)774

# ! $

J

# ! $

K

GHE#

JK/L!

DE@

!#,5R1+

@#6P

!#,5R1+

L*()P3 GHE#O!#,5R1+ JK/L!O!#,5R1+ DE@O!#,5R1+

KND#=>A! A;Y&$A;A&

^

A;=>$A;AB

^

A;$=$A;A$

!

KND#=>A!OB#M) #;#Y$A;AY A;%#$A;A& A;$&$A;A!

KND#=>A!OB#M)c X*,I2R23 *(S1+1(P01-, G)**; A;%B$A;A=

^

A;Y!$A;A&

!

A;$=$A;A$

!

>>&



肿瘤学杂志
!"#$

年第
#%

卷第
&

期

和
'()

的
***+

均为
,"+

以上!说明槐耳清膏能使

这三种化疗药物的
-.

/0

明显下降!但仍比亲本
123!

,45!

细胞的
-.

/"

高"

'!67

是
89*

最主要的机制和
89*

逆转剂主

要靶点! 它是一种分子量为
#,5:9

细胞膜糖蛋白!

编码基因是
89*;

!在耐药肿瘤细胞中高表达"

'!67

通过结合并水解
<('

将特定分子从细胞内主动运

转到细胞外! 降低了细胞内药物有效浓度!

'!67

对

蒽环类#长春碱类#鬼臼毒素和紫杉类多种化疗药物

具有转运作用$

!

!

;!

!

;$

%

!肝癌中
89*;

的表达也与其预

后有关$

;4

%

" 本研究发现耐药细胞
89*;='!67 >*?<

和蛋白表达水平较亲本细胞的显著升高! 说明耐药

细胞
89*

可能与
89*;='!67

过表达有关" 本研究

发现槐耳清膏能明显增加
123!,45!=/!@A

细胞内

<98

和罗丹明
!;!$

的浓度! 说明槐耳清膏能抑制

'!67

转运底物!具有抑制
'!67

的功能!而且槐耳清

膏能显著下调
89*;='!67 >*?<

和蛋白表达!这与

李戎等的研究结果类似 $

/

%

!我们推测槐耳清膏可能

是通过下调
'!67

逆转肝癌耐药细胞
89*

"

本 研 究 表 明
123!,45!=/!@A

细 胞
<1.B!

的

>*?<

表达水平较
123!,45!

显著升高!

3*'

表达无

明显变化! 提示
<1.B!

基因可能参与
89*

形成!

<1.B!

可转运米托蒽醌#喜树碱类等药物$

;/

%

"本研究

结果显示!槐耳清膏对
<1.B!

的
>*?<

表达有下调

趋势!但无显著性变化"

3*'

可介导铂类#烷化剂等

药物的耐药 $

;&

%

! 但文中结果显示槐耳清膏对
3*'

的
>*?<

表达无明显影响! 提示槐耳清膏部分逆转

89*

可能并不通过下调
<1.B!

#

3*'

表达来实现"

综上所述! 无细胞毒剂量的槐耳清膏具有部分

逆转肝癌多药耐药的作用! 主要可能是通过下调

89*;='!67

表达!抑制
'!67

功能!增加细胞内化疗药

物浓度!实现部分逆转肝癌多药耐药的作用&这种逆

转作用可能与
<1.B!

和
3*'

无关"该实验表明槐耳

清膏可逆转肝癌
89*

!与化疗联合应用时!可提高化

疗有效率!对晚期肝癌的治疗具有重要的临床意义"
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