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Βυλλαταχιν克服肿瘤多药抗药性作用及其机理
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摘要  目的 探讨 ∏ 克服肿瘤多药抗药性 ⁄ 的作用及其机制 ∀方法 以两对 ⁄ 细胞株及其相应

的敏感株进行对比 比较两种细胞株的细胞毒 !ƒ∏ 2 及阿霉素细胞内积累 ∀结果 ∏ 不仅对敏感细胞株具有

很强的细胞毒活性 而且对 ⁄ 细胞株也同样具有很强的细胞毒活性 不受抗药性的影响 ∀ ∏ 能使 ⁄ 细

胞内 ƒ∏ 2 的积累增加 也能增加 ⁄ 细胞内阿霉素的积累 ∀结论 ∏ 具有克服 ⁄ 的作用 其作用机理

与 ∏ 影响 ⁄ 细胞 °2 的功能 使 ⁄ 细胞内抗癌药物积累增加有关 ∀

关键词  ∏ 多药抗药性 °2糖蛋白 阿霉素 新型钙离子荧光指示剂 ƒ∏ 2

  多药抗药性 ∏ ∏ ⁄ 是指

肿瘤细胞接触一种来源于天然的抗肿瘤药物并产生

收稿日期 2 2
基金项目 国家自然科学基金资助项目
3 × 2 ƒ ¬ ∞2 ∏ ∏

抗药性时 同时对结构和作用机理不同的多种天然

来源的抗肿瘤药物产生交叉抗药性 ∀已证实 ⁄

的主要原因是 °2糖蛋白

°2 过度表达≈ ∀实际上 °2 是一种依赖于

×°的外排泵 能将抗癌药物从肿瘤细胞内排至细
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胞外 从而使肿瘤细胞内的抗癌药物浓度降低 因而

产生 ⁄ ∀ ⁄ 是肿瘤化疗失败的主要原因之

一 也是肿瘤化疗领域急需解决的难题 ∀

理论上 克服 ⁄ 有二种途径 寻找一些

高效 !低毒 !能用于临床的 ⁄ 逆转剂 ∀为了寻找

逆转剂 人们已进行了较广泛的研究 发现部分钙通

道的阻断剂 !钙调素的抑制剂 !环孢霉素类以及多种

多样的亲脂性化合物在体外均有部分或完全逆转

⁄ 的作用≈ ∀但却不能用于临床 这主要是由

于其毒副作用在体内不能达到逆转 ⁄ 的有效血

药浓度 ∀到目前为止 尚未找到可用于临床的理想

逆转剂 ∀ 寻找一些对 ⁄ 细胞无抗药性的新

的抗癌药物 ∀目前正处于起步阶段 可能成为克服

⁄ 的新的研究方向 ∀

自 年 等≈ 发现第一个番荔枝内酯化

合物后 研究进展很快 至今已发现这类化合物达

多种 ∀抗癌活性强的结构为邻双四氢呋喃类化

合物 ∀其中抗癌活性最强的化合物是从 Αννονα

βυλλατα树皮分离出来的 ∏ 据美国国立癌

症研究所 ≤ 对 ∏ 的研究报道 研究了对

于人的鼻咽癌 细胞株 !人肺癌 细胞株及

结肠癌 ×2 细胞株的作用 ≤ 分别为 1 ≅

1 ≅ 1 ≅ Λ # 鼠

白血病体内试验表明 ∏ 抗白血病作用是紫

杉醇的 倍 按重量比计算 ≈ ∀是目前报道中

体内外抗癌活性很强的化合物之一 ∀

番荔枝内酯类化合物的作用靶点为肿瘤细胞的

线粒体 ∀其机理为特异性地抑制肿瘤细胞的线粒体

⁄ 的还原酶或氧化酶 从而阻断电子的传递

减少 ×°的生成 抑制线粒体的供能功能≈ ∀

°2 是一种依赖于 ×°的抗癌药物外排泵

而番荔枝内酯的作用是阻断呼吸链的电子传递 使

细胞内 ×° 迅速减少 ∀本文研究番荔枝内酯对

⁄ 肿瘤有效是否与其使 ⁄ 细胞内的 ×°迅

速降低 从而 °2 的功能降低或丧失 不能将抗癌

药物泵出有关

材 料 与 方 法

药品  ∏ 图 由华南植物研究所陈文

森教授提供 以二甲基亚砜溶解 用生理盐水配成

所需浓度 ∀噻唑蓝 × × ƒ∏ 2 ƒ∏ 2 均为

≥ 公司产品 阿霉素为华明公司产品 ∀

ƒ  ≥ ∏ ∏ ∏

  细胞培养  ≤ƒ2 ⁄ ≤ƒ2 细胞株由北

京肿瘤研究所刘叙仪教授赠送 来源于美国国立癌

症研究所 已证实 ≤ƒ2 ⁄ 能稳定表达 °2糖

蛋白 具有典型的多药抗药性 对阿霉素的抗药性是

敏感株的 倍 ∀培养于 ⁄ ∞ 培养液中 内含

小牛血清 青霉素 ∏# 和链霉素

Λ # 置于 ε 含 ≤ 的孵箱中培养 ∀

细胞和 √ 细胞培养在含 小牛血清的

° 培养液内 置 ε ≤ 温箱中培

养 ∀ √ 细胞是用对长春新碱 ∂ ≤ 敏感的

细胞为亲本 通过诱变剂甲基磺酸乙酯剌激 然

后在培养液中加入浓度递增的 ∂ ≤ 诱导而得 在

∂ ≤ 浓度为 # 时生长良好 较 细胞

对 ∂ ≤ 耐药 倍 ∀两细胞均为中国医学科学院

药物研究所提供 ∀

方法  细胞生长抑制试验以噻唑蓝 × ×

法≈ 进行 °2 功能测定以 ƒ∏ 2 法≈ 细胞

内 ⁄ 积累量的测定按荧光分光光度计测定方

法≈ ∀

结 果

1  Βυλλαταχιν对 Μ∆Ρ 细胞株及相应的敏感株生长

的影响

  结果表明 ∏ 有较强的体外抗肿瘤

活性 ∀同时 以有 ⁄ 的细胞株与敏感细胞株

≤ƒ2 ⁄ 与 ≤ƒ2 √ 与 的 ≤ 进

行比较 均无显著性差别 ∀表明 ⁄ 细胞株对

∏ 无抗药性 表 ∀
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Ταβ 1  Βυλλαταχιν χψτοτοξιχιτψτο ΜΧΦ27/ Α∆Ρ χελλσ,

ΜΧΦ27 χελλσ, ΚΒϖ200 χελλσ ανδ ΚΒ χελλσ ασ

δετερµινεδ βψ ΜΤΤ ασσαψ

 ≤ ≤ ∏ Λ #

≤ƒ2 ≅ ≅ ∗ ≅

≤ƒ2 ⁄ ≅ ≅ ∗ ≅

≅ ≅ ∗ ≅

√ ≅ ≅ ∗ ≅

≤ √ ∏

¬ ∏ √ ∏

∏ × ∏
3 Π 1 ≤ √ ∏

⁄ √

2  Βυλλαταχιν增加 Μ∆Ρ 细胞内 Φυρα22 积累的作用

ƒ∏ 2 是 °2 的底物 可被 °2 外排 使

⁄ 细胞内的 ƒ∏ 2 积累减少 当 °2 功能降低

或丧失时 ƒ∏ 2 的外排减少 使 ⁄ 细胞内

ƒ∏ 2 积累增加 其增加越多 表示克服 ⁄ 活性

越强 本法也是测定 °2 功能的新方法≈ ∀

敏感细胞 ≤ƒ2 细胞内 ƒ∏ 2 的积累是

⁄ 细胞 ≤ƒ2 ⁄ 的 1 倍 ∀加入 ∏

作用 再与 ƒ∏ 2 共同培养 能使

⁄ 细胞内 ƒ∏ 2 分别增加 1 倍 表 表明

∏ 能增加 ⁄ 细胞内 ƒ∏ 2 的积累 ∀提

示 ∏ 降低了 °2 外排 ƒ∏ 2 的功能 ∀

Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ βυλλαταχιν ον Φυρα22 αχχυµ υλατιον ιν ΜΧΦ27 χελλσ ανδ ΜΧΦ27/ Α∆Ρ χελλσ

∏
≤

Λ #

ƒ∏ 2 ∏ ∏ ƒ 2 ∏ ∏

ƒ∏ 2

≤ƒ2 ≤ƒ2 ⁄ ≤ƒ2 ≤ƒ2 ⁄

≤ ?   ?

∏ ? ? 3 3

× √ ∏ ξ ? σ ¬ × 2 ∏ ∏ ƒ∏ 2
∏ ∏ ƒ∏ 2 ∏ 3 3 Π

1 ∏ √ ∏

3  Βυλλαταχιν对细胞内抗癌药物积累的影响

抗癌药物被 °2 排出细胞外 使细胞内抗癌药

物浓度降低是产生 ⁄ 的主要原因 ∀ ∏ 是

否也能被 ⁄ 细胞外排 细胞内 ∏ 的浓度

难于检测 若 ∏ 进入细胞后 使 ×°产生锐

减 从而影响 °2 功能 会使其他天然来源的抗癌

药物细胞内积累增加 因此 测定加入 ∏ 后

⁄ 的积累 能反映 ∏ 对 °2 功能的影

响 ∀间接反映 ∏ 的细胞内积累 ∀结果显示

≤ƒ2 细胞内 ⁄ 积累是 ≤ƒ2 ⁄ 的 1

倍 ∀ ∏ 显著增加 ≤ƒ2 ⁄ 细胞内 ⁄

积累 而未见显著增加敏感株内 ⁄ 的积累 表

∀

Ταβ 3  Εφφεχτ οφ βυλλαταχιν ον Α∆ Μ αχχυµ υλατιον ιν ΜΧΦ27/ Α∆Ρ χελλσ ανδ ΜΧΦ27 χελλσ

∏
≤

Λ #

∏ ∏ ⁄
ƒ ∏ ∏ ⁄

≤ƒ2 ≤ƒ2 ⁄ ≤ƒ2 ≤ƒ2 ⁄

≤ ?   ?

∏ ? ? 3 3

× √ ∏ ξ ? σ ¬ × ∏ ∏ ⁄ ∏

√ √ ∏ ∏ ∏ 3 3 Π

1 ∏ √ ∏

讨 论

⁄ 等≈ 研究表明 ∏ 不仅对 2
细胞 ⁄ 氧化酶具有抑制作用 而且对耐阿

霉素的 2 ⁄ 细胞株 ⁄ 氧化酶也具有

同样水平的抑制作用 提示对耐阿霉素的 2

⁄ 细胞株同样有效而无抗药性 ∀

等≈ 以耐阿霉素的 细胞株进行细胞毒作

用的研究亦得出相似的结果 ∀

≤ 等≈ 报道 ⁄ 细胞内抗癌药物的

积累呈能量依赖性 ∀这提示细胞内 ×°的供应量

可能影响 °2 的功能 ∀

°2 能将天然来源的抗癌药物排出细胞外 是

否也能将番荔枝内酯排出胞外 番荔枝内酯类化合

物为什么对 ⁄ 细胞株同样有效而无抗药性 °2

是一种依赖于 ×°的外排泵 而番荔枝内酯的

作用是阻断呼吸链的传递 使细胞内 ×°迅速减
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少 ∀番荔枝内酯对 ⁄ 肿瘤有效可能与其使

⁄ 细胞内的 ×°迅速降低 从而使 °2 功能降

低有关 ∀

我们以前的研究已证明 ƒ∏ 2 可被 °2

外排 使 ⁄ 细胞内的 ƒ∏ 2 ƒ∏ 2 在细胞

内酯解为 ƒ∏ 2 和 积累减少≈ °2 的作用

是依赖于 ×°供能 而番荔枝内酯对肿瘤细胞的作

用是减少 ×°的生成 可影响 °2 的功能 ∀因此

番荔枝内酯可能使 ƒ∏ 2 在 ⁄ 细胞内积累增

加 ∀这似可解释 ⁄ 细胞对番荔枝内酯不产生耐

药的原因 是一种新的克服 ⁄ 机制 可望番荔枝

内酯开发为治疗 ⁄ 肿瘤的新型抗癌药物 ∀
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