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摘要  目的 }研究中药成分大黄素的核苷转运抑制活性和对肿瘤细胞多药抗药性的逆转作用 ∀方法 }采用≈v � 2

胸苷掺入法测定核苷转运抑制作用 o采用 � × × 法检测细胞毒作用 o采用流式细胞术测定 °2糖蛋白的功能和表达 ∀

结果 }大黄素能抑制小鼠艾氏腹水癌细胞对≈v � 2胸苷的跨膜转运 o其 �≤xs为 |1| Λ°²̄#�p t ∀大黄素能增强抗癌药物

x2氟尿嘧啶 !丝裂霉素和氨甲蝶呤对人肝癌 �∞�2zwsu细胞的细胞毒作用并能部分逆转人乳腺癌细胞 � ≤ƒ2zr�§µ对

阿霉素的抗药性 ∀大黄素增加罗丹明 tuv在 � ≤ƒ2zr�§µ细胞中的蓄积并减少其外排 o长时间作用降低了 °2糖蛋白

的表达 ∀结论 }大黄素逆转抗药性的作用与抑制核苷转运 !降低 °2糖蛋白的功能和表达相关 ∀大黄素作为抗肿瘤生

化调节剂用于逆转肿瘤细胞多药抗药性的作用值得进一步研究 ∀
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  肿瘤细胞产生的多药抗药性 k °∏̄·¬§µ∏ª

µ̈¶¬¶·¤±¦̈ o � ⁄� l是肿瘤化疗的主要障碍 o它可促使

肿瘤细胞对多种结构类型和作用机理不同的药物同

时产生抗药性 o从而大大降低抗肿瘤药物的疗

效≈t  ∀在我们进行天然来源核苷转运抑制剂的研

究中≈u 发现茶多酚 o丹酚酸 � 等核苷转运抑制剂能

够抑制肿瘤细胞的核苷酸合成补救途径 o体外能增

强抗肿瘤药物对肿瘤细胞的杀伤 o体内能协同抗肿

瘤药物抑制肿瘤生长并延长荷瘤动物的存活期 o从

而显示用核苷转运抑制剂作为生化调节剂用于肿瘤

联合化疗的前景 ∀本研究发现中药成分大黄素有核

苷转运抑制活性 o它能增强抗癌药物的细胞毒作

用 o对肿瘤细胞的抗药性也有逆转作用 ∀

材 料 与 方 法

  药品和试剂  大黄素购自中国药品生物制品检

定所 o蓝四唑k � × ×l和罗丹明 tuvk� «tuvl为 ≥¬ª°¤

产品 o丝裂霉素 ≤k � � ≤l为日本协和公司产品 o氨

甲蝶呤k � × ÷l !x2氟尿嘧啶kx2ƒ �l及阿霉素k�⁄� l

均系国产 ∀ � �2swuw 鼠抗人 °ª³单抗和 �ƒ2svs|

ƒ�× ≤标记羊抗鼠 �ª� 抗体购自中山生物工程公

司 ∀

收稿日期 }t||{2sw2s{
基金项目 }国家自然科学基金资助项目kv|{zs|wtl
3联系人  ×¨̄ }kstslyvsts|{x oƒ¤¬}kstslyvstzvsu o

∞2°¤¬̄}½«̈ ±¼¶� ³∏¥̄¬¦q¥·¤q±̈ ·q¦±

  细胞和细胞培养  艾氏腹水癌细胞k∞�≤l在小

鼠腹腔中传代 o每周一次 ∀人肝癌 �∞�2zwsu细胞 o

人乳腺癌 � ≤ƒ2z细胞及其抗阿霉素的多药抗药性

细胞 � ≤ƒ2zr�§µ均用含 ts h 小牛血清的 � ° ��

tyws培养液 o在 vz ε ox h ≤ �u中培养 ∀

核苷转运测定[ 3]  取小鼠腹腔中生长 y §的

∞�≤ 细胞 o用生理盐水洗一次 o加入试管k细胞数 z

≅ tsy# °̄ p tl o与药物作用 x °¬±o加入 s1t °̄ 含 v1z

≅ tsw �´的≈v � 2胸苷 ovs ¶后立即将细胞抽滤在玻

璃纤维膜上 o加 s1u °²̄#�pt �¤� � s1t °̄ o烘干后

加闪烁液在 �̈ ¦®°¤±液闪仪上检测 ∀

ΜΤΤ法[ 4]  按 ≥¦∏§¬̈µ²报道的方法测定药物

对肿瘤细胞的细胞增殖抑制作用 ∀

药物联合作用评价[ 3]  两药相互作用指数 ≤⁄�

计算公式为 ≤⁄�� ��rk� ≅ �l o根据吸光度计算 o

��为两药联用组与对照组的比值 o� o�是药物单

独作用组与对照组的比值 o当 ≤⁄� � t时两药有协

同作用 ∀

细胞对 Ρη123 的蓄积和外排测定[ 5]  取对数

生长期细胞消化制成细胞浓度为 t ≅ tsy# °̄ p t的悬

液 ∀在蓄积实验中加入 t1x Λª# °̄ p t的 � «tuv和药

物 ovz ε 培养 wx °¬±后待测 ∀在外排实验中加入 y

Λª# °̄ p t的 � «tuv在 vz ε 培养 wx °¬±后 o用冰冷无

血清 � ° �� tyws培养液洗 v次 o加入药物培养 wx

°¬±以后待测 ∀各样品在 Κ̈¬ � w{{ ±° oΚ̈° � xvs ±°

处测定荧光强度 ∀
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细胞中 Πγπ 表达的测定
[ 5]  对数生长期细胞

与药物作用 zu «后消化制成细胞浓度为 v ≅ tsx#

°̄ p t的悬液 o加入一抗 � �2swuwktΒwssl ow ε 避光

反应 vs °¬±o用加 t h小牛血清的 °�≥洗 v次后加

入二抗 �ƒ2svs|ktΒtsssl ow ε 避光反应 vs °¬±o°�≥

洗 v次后测定细胞荧光强度 ∀

结 果

1  大黄素的抑制核苷转运作用

大黄素能抑制≈v � 2胸苷在 ∞�≤ 细胞中的跨膜

转运 o�≤xs � |1| Λ°²̄#�pt ∀

2  大黄素增强抗癌药物的细胞毒作用

� × × 法测试大黄素对 �∞�2zwsu 细胞的细胞

毒作用 o�≤xs � zv1y Λ°²̄#�pt ∀大黄素在 us Λ°²̄#

�pt浓度时对细胞无明显杀伤作用 o但与抗癌药物

x2ƒ � o� � ≤ 和 � × ÷ 合用时 o合并用药组的细胞毒

作用与相应单独用抗癌药物的相比有显著差异 o°

� s1st o≤⁄�均小于 s1{xk图 tl o表明大黄素与抗癌

药物有协同作用 ∀

3  大黄素逆转 ΜΧΦ27/ Αδρ细胞的抗药性

  用 � × × 法测定 o大黄素对敏感性 � ≤ƒ2z细胞

和抗药性 � ≤ƒ2zr�§µ细胞的细胞毒作用 �≤xs分别

为 yy1| Λ°²̄#�p t和 yw1y Λ°²̄#�pt ∀tx Λ°²̄#�p t

大黄素与阿霉素合用 o在 � ≤ƒ2z 细胞对阿霉素的

�≤xs影响不大 o而在 � ≤ƒ2zr�§µ细胞则使阿霉素的

�≤xs由 uw1y Λ°²̄#�pt降至 |1x Λ°²̄#�ptk图 ul o表

明大黄素部分逆转了 � ≤ƒ2zr�§µ细胞的抗药性 ∀

ƒ¬ªt  ∞°²§¬± ³²·̈±·¬¤·̈¶·«̈ ¬±«¬¥¬·²µ¼ ©̈©̈ ¦·²©x2
ƒ � o � � ≤ ¤±§ � × ÷ ²± «̈ ³¤·²°¤ �∞�2zwsu ¦̈¯̄¶

k¨°²§¬± us Λ°²̄#�pt ~x2ƒ � vu Λ°²̄#�pt ~ � � ≤ t

Λ°²̄# �p t ~ � × ÷ us Λ°²̄ # �ptl q 3 ≤⁄� � s1{x o

Π� s1st ¦²°³¤µ̈§ º¬·«¤±·¬·∏°²µ§µ∏ª¤̄²±̈ q

ƒ¬ªu  ∞©©̈¦·¶²©¨°²§¬± ²±·«̈ ¬±«¬¥¬·¬²± ²©³µ²̄¬©̈µ¤·¬²± ¥¼ �⁄� ¬± � ≤ƒ2z k�l ¤±§

� ≤ƒ2zr�§µ¦̈¯̄¶k�l q � × × ¤¶¶¤¼ ~∞°²§¬± tx Λ°²̄#�pt q

4  大黄素对 Ρη123 在 ΜΧΦ27/ Αδρ细胞中蓄积和

外排的影响

如图 v所示 o在蓄积和外排实验中 o对照组的

� «tuv荧光强度都很低 ∀与 tx Λ°²̄#�pt大黄素合

用后波峰明显右移 o荧光强度增加 ∀表明大黄素增

加了 � «tuv在 � ≤ƒ2zr�§µ细胞中的蓄积并减少其

外排 ∀

5  大黄素对 ΜΧΦ27/ Αδρ细胞中 Πγπ表达的影响

� ≤ƒ2zr�§µ细胞经 tx Λ°²̄#�p t的大黄素作用

zu «后 o细胞的荧光强度降低 o波峰左移k图 wl o表

明大黄素降低了 °ª³的表达 ∀
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ƒ¬ªv  ∞©©̈¦·¶²©¨°²§¬± ²± ·«̈ ¬±·µ¤¦̈¯̄∏̄¤µ� «tuv ¤¦¦∏°∏̄¤·¬²± ¤±§ ©̈©̄∏¬ ©µ²° � ≤ƒ2zr�§µ

¦̈¯̄¶qk�l ¤¦¦∏°∏̄¤·¬²± ¬̈³̈µ¬° ±̈·~k�l ©̈©̄∏¬ ¬̈³̈µ¬° ±̈·q π2 2 2 π ≤²±·µ²̄ ~ π ) π ∞°²§¬±q

ƒ¬ªw  ∞©©̈ ¦·²©¨°²§¬± ²± ·«̈ ¬̈³µ̈¶¶¬²± ²© °ª³¬±

� ≤ƒ2zr�§µ¦̈¯̄¶q π2 2 2 π ≤²±·µ²̄ ~ π ) π ∞°²§¬±q

讨 论

肿瘤细胞的多药抗药性是肿瘤化疗的一大障

碍 o因此研制能逆转多药抗药性的化疗增效剂是肿

瘤研究的一大热点 ∀已发现合成药物维拉帕米能通

过增加胞内药物浓度来逆转抗药性 o但毒副作用限

制了其应用≈y  ∀从天然产物中已发现了一些逆转

抗药性的成分 o其中具有钙离子通道拮抗作用的双

苄基异喹啉生物碱研究较多≈z  ∀

大黄素是常用中药大黄的主要成分 o已报道大

黄素对小鼠黑色素瘤 !艾氏腹水癌和 °v{{白血病

等移植性肿瘤有一定抑制作用≈{ o|  ∀大黄素还能抑

制人肺癌 �xw| 细胞的分裂并对细胞有杀伤作

用≈ts  o与抗癌药物合用对癌基因 �∞�2ur±̈ ∏过度

表达的人肺癌细胞有协同杀伤作用≈tt  ∀本文首次

报道大黄素有逆转多药抗药性的作用 o因此大黄素

作为新结构类型的 � ⁄� 逆转剂值得进一步研究 ∀

� ≤ƒ2zr�§µ细胞是多药抗药性基因 °§µ2t 扩

增 o°ª³过度表达的抗药性细胞 ∀大黄素增加了

� «tuv在该细胞内的蓄积 o减少其外排 o长时间作用

减少了 °ª³的表达 o因此抑制 °ª³的表达和功能从

而提高胞内药物浓度是大黄素逆转多药抗药性的机

理之一 ∀文献报道 � ≤ƒ2zr�§µ细胞中核苷转运载

体的表达量较 � ≤ƒ2z细胞高≈tu  o大黄素能抑制肿

瘤细胞的核苷转运 o因此推测它逆转肿瘤细胞多药

抗药性的作用与其核苷转运抑制活性相关 ∀抗生素

≤vvy{2�作为核苷转运抑制剂同样能逆转肿瘤细胞

的多药抗药性≈tv  o这提示以肿瘤细胞的核苷转运为

作用靶点可能为研制新型抗肿瘤生化调节剂特别是

逆转多药抗药性药物提供新的思路 ∀
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