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黄芩苷体外抑制氟尿嘧啶耐药肝癌细胞的生长及作用机制
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［摘要］　目的：观察黄芩苷体外对氟尿嘧啶（Ｆｕ）耐药肝癌细胞株生长的影响，并探讨其可能的作用机制。方法：体外培养人

肝癌细胞ＢＥＬ７４０２及其耐药细胞ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ，ＭＴＴ法观察黄芩苷作用后细胞增殖情况；流式细胞术测定细胞内罗丹明

１２３荧光强度；ＲＴＰＣＲ检测细胞多重耐药ＭＤＲ１基因表达；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测细胞Ｐｇｐ蛋白表达；应用 Ｍａｔｒｉｇｅｌ模型测定

细胞黏附率；荧光免疫技术测定细胞β１整合素（β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ）和上皮钙黏附素（ＥＣＤ）蛋白表达。结果：黄芩苷明显抑制肝癌细

胞ＢＥＬ７４０２及其耐药细胞ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ的增殖，ＩＣ５０分别为３４．２、３６．６ｍｇ／Ｌ。５、１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷能部分逆转耐药细胞对

Ｆｕ的耐药，逆转倍数分别为２８．６、４６．７；５、１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷增强 ＢＥＬ７４０２对 Ｆｕ敏感性，增敏倍数分别为１．４、２．１。５、

１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷增加耐药细胞内药物积聚，降低ＭＤＲ１基因及Ｐｇｐ蛋白表达，抑制耐药细胞黏附率，降低耐药细胞β１整合素

表达，促进ＥＣＤ蛋白表达；且１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷效果优于５ｍｇ／Ｌ（Ｐ均＜０．０５）。结论：黄芩苷体外能抑制肝癌细胞生长及降

低细胞黏附性，并能部分恢复肝癌耐药细胞对Ｆｕ的敏感性，这可能与其增加细胞内药物浓度、抑制ＭＤＲ１基因表达有关。

［关键词］　黄芩苷；肝肿瘤；氟尿嘧啶；抗肿瘤药耐药性
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　　黄芩苷（ｂａｉｃａｌｉｎ）是从唇形科植物黄芩中提取、
分离出来的黄酮类化合物，是黄芩的主要有效成分

之一，具有解热、降压、利胆、保肝、镇静、抗菌等药理
作用［１］。国内外研究［２４］表明，黄芩苷能够抑制肿瘤
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细胞增殖，促进肿瘤细胞凋亡，具有显著的抗肿瘤作
用，是目前抗肿瘤研究的热点。我们在前期研究［５６］

发现，黄芩苷体外能够抑制肝癌ＢＥＬ７４０２、ＳＭＭＣ
７７２１细胞的侵袭与转移，其抑制作用可能与抑制细
胞基质溶解相关蛋白 ＭＭＰ２及上皮钙黏附素（Ｅ
ＣＤ）表达，促进组织基质金属蛋白酶抑制剂２
（ＴＩＭＰ２）、β１整合素（ｂｅｔａ１ｉｎｔｅｇｒｉｎ）表达有关。

　　本研究在上述实验的基础上进一步观察黄芩苷
体外对氟尿嘧啶（Ｆｕ）耐药肝癌细胞株ＢＥＬ７４０２／５
Ｆｕ增殖及黏附性的影响，并探讨其可能的作用机制。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及仪器　人肝癌细胞敏感株ＢＥＬ
７４０２由本室冻存，人肝癌细胞 Ｆｕ耐药株 ＢＥＬ
７４０２／５Ｆｕ由协和医科大学药物研究所惠赠。黄芩
苷由四川汉坤植化有限公司提供，纯度≥９５％；Ｆｕ
为上海旭东海普药业有限公司产品。罗丹明１２３为

Ｓｉｇｍａ公司产品，Ｐｇｐ（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ）单抗为Ｌａｂ
Ｖｉｓｉｏｎ公司产品；ＴＲＩｚｏｌ试剂盒购自北京赛百胜基
因技术有限公司；抗上皮钙黏附素（Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ，Ｅ
ＣＤ）单抗、抗β１整合素单抗均为ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司
产品。ＲＴＰＣＲ扩增系统为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产
品；Ｍａｔｒｉｇｅｌ基质为美国ＢｅｃｔｏｎＤｉｃｋｉｎｓｏｎ公司产
品；Ａｌｐｈａ凝胶数字图像分析仪（ＡｌｐｈａＩＳ１２００）为
美国 Ａｌｐｈａ公司产品；ＢｉｏＴｅｋＥｌｘ８００酶标仪为美
国ＢｉｏＴｅｋ公司产品。

１．２　肝癌细胞株的培养　人肝癌细胞株ＢＥＬ７４０２
培养于ＲＰＭＩ１６４０培养液，内含１０％小牛血清、１００
Ｕ／ｍｌ青霉素、１００μｇ／ｍｌ链霉素，置３７℃、ＣＯ２体积
分数为５％的恒温密闭式孵箱内培养传代；人肝癌
细胞ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ除上述培养条件外，还需在培
养液中加入１０μｇ／ｍｌＦｕ，以维持细胞的耐药性，实
验前细胞脱药培养１周。

１．３　ＭＴＴ法测定肝癌细胞对Ｆｕ及黄芩苷的敏感
性　实验前将耐药细胞株ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞置于
无Ｆｕ的培养基中培养１周。取对数生长期的敏感细
胞ＢＥＬ７４０２和耐药细胞ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ，细胞密度

２×１０７／Ｌ，以０．２５％的胰酶和０．０２％ＥＤＴＡ消化后
形成细胞悬液，接种于９６孔板内。以倍比稀释的方
法由高到低分别加入不同浓度的Ｆｕ（１．２５、５、１０、

２０、４０ｍｇ／Ｌ）或不同浓度的黄芩苷（１．２５、５、１０、２０、

４０、８０ｍｇ／Ｌ）。药物作用４８ｈ后，加入 ＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍｌ）１０μｌ，继续培养４ｈ，弃去各孔内液体，每
孔加入１００μｌ二甲基亚砜，置振荡器上振荡５ｍｉｎ，
充分溶解混匀，室温放置１０ｍｉｎ，于全自动酶标仪上

测定各孔光密度（Ｄ４９０）值，每组各设３个平行孔，取

３孔平均值计算细胞生长率和抑制率。细胞生长
率＝（实验组Ｄ４９０值／对照组Ｄ４９０值）×１００％；抑制
率＝１－细胞生长率。根据测定的各组Ｄ４９０值，用

ＰＯＭＳ软件得出各组的半数抑制浓度（５０％ｉｎｈｉｂｉ
ｔｉｎｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０），计算耐药细胞的耐药倍
数。耐药倍数＝耐药细胞的ＩＣ５０／敏感细胞的ＩＣ５０。

１．４　黄芩苷对Ｆｕ作用效果的影响

１．４．１　黄芩苷对Ｆｕ耐药细胞耐药性的影响　取对
数生长期耐药细胞ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ，随机分为：Ｆｕ单
独作用组、Ｆｕ＋５ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用组、Ｆｕ＋１０ｍｇ／Ｌ
黄芩苷作用组，药物作用４８ｈ后，按１．３项下 ＭＴＴ
法测定各组Ｆｕ的ＩＣ５０值，计算黄芩苷作用后耐药细
胞的逆转倍数。逆转倍数＝耐药细胞逆转前Ｆｕ的

ＩＣ５０／耐药细胞Ｆｕ的ＩＣ５０。

１．４．２　黄芩苷对ＢＥＬ７４０２细胞Ｆｕ敏感性的影
响　取对数生长期敏感细胞ＢＥＬ７４０２细胞，随机
分为：Ｆｕ单独作用组、Ｆｕ＋５ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用组、

Ｆｕ＋１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用组，药物作用４８ｈ后，按

１．３项下 ＭＴＴ法测定各组Ｆｕ的ＩＣ５０值，求出黄芩
苷作用后敏感细胞的增敏倍数。增敏倍数＝敏感细
胞干预前Ｆｕ的ＩＣ５０／敏感细胞干预后Ｆｕ的ＩＣ５０。

１．５　细胞内罗丹明１２３积聚试验　取对数生长期
耐药及敏感细胞，分为：敏感细胞Ｆｕ作用组、耐药细
胞Ｆｕ作用组、耐药细胞Ｆｕ＋５ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用
组、耐药细胞Ｆｕ＋１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用组，每组设

３个平行管。细胞制成２×１０６／ｍｌ悬液，加入终浓
度５μｇ／ｍｌ的罗丹明１２３，３７℃保温３０ｍｉｎ，细胞洗２
次后，再３７℃保温３０ｍｉｎ，细胞洗１次后，立即上机
检测各组细胞荧光强度。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测ＭＤＲ１（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ１）
基因表达　实验分３组：敏感细胞对照组、耐药细胞
对照组、耐药细胞黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）作用组。

１．６．１　引物设计及合成　ＭＤＲ１上游引物：５′
ＧＴＡＣＣＣＡＴＣＡＴＴＧＣＡＡＴＡＧＣ３′，下游引物

５′ＣＡＡＡＣＴＴＣＴＧＣＴＣＣＴＧＡＧＴＣ３′；βａｃｔｉｎ
上游引物５′ＡＧＣＣＡＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣ
３′，下游引物５′ＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧＧＴＣＴＴＴＧ
Ｃ３′。引物由北京赛百胜基因技术有限公司合成。

１．６．２　总ＲＮＡ的提取及ｃＤＮＡ的合成　取对数
生长期的细胞，ＴＲＩｚｏｌ一步法提取细胞总ＲＮＡ，以

１．５％琼脂糖凝胶电泳鉴定总ＲＮＡ的质量。取１μｇ
总ＲＮＡ，用１μｌ的逆转录酶 ＭＭＬＶ（２０Ｕ／μｌ），建立

２０μｌ反应体系，操作步骤严格按照试剂盒说明进行。

１．６．３　ＰＣＲ扩增　加入扩增模板６０ｎｇ，建立如下
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反应体系：１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ５μｌ，１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ
１μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２．４μｌ，ＭＤＲ１上、下游引
物各１μｌ，经９４℃变性１０ｍｉｎ后，加入ＴａｑＤＮＡ酶

１．２Ｕ，９４℃变性４０ｓ，７２℃延伸５０ｓ，共３０个循环。
反应总体系５０μｌ。ＰＣＲ产物经１．５％琼脂糖凝胶
电泳，采用凝胶数字图像分析仪进行光密度扫描，观
察条带的灰度强弱，计算 ＭＤＲ１基因相对表达（目
的条带的光密度值／βａｃｔｉｎ条带的光密度值）。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测Ｐｇｐ蛋白表达　实验分

４组：敏感细胞对照组、耐药细胞对照组、耐药细胞
低浓度（５ｍｇ／Ｌ）黄芩苷作用组、耐药细胞高浓度
（１０ｍｇ／Ｌ）黄芩苷作用组。裂解细胞提取蛋白进行

１０％ＳＤＳＰＡＧＥ，每孔上样量５０μｇ，分离后的蛋白
质转移至硝酸纤维素膜。滤膜经５％脱脂奶粉封
闭，按常规方法加一抗及相应二抗，３７℃孵育１ｈ，显
色，密度扫描分析，采用美国Ｋｏｄａｋ公司ＩＤ数码成
像分析系统软件对结果进行定量分析，灰度值以积
分光密度值（ｉｎｔｅｇｒａｌｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＩＯＤ）表示。

１．８　黄芩苷对肝癌细胞黏附率的影响　实验分４
组：敏感细胞对照组、敏感细胞黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）作
用组、耐药细胞对照组、耐药细胞黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）
作用组。９６孔培养板覆以 Ｍａｔｒｉｇｅｌ１００μｇ／孔，胶
干后，加入预处理的细胞悬液５０μｌ（细胞密度５×
１０５／孔），３７℃摇床，作用３０ｍｉｎ；每孔加无血清

ＲＰＭＩ１６４０培养液１５０μｌ及ＭＴＴ（１ｍｇ／ｍｌ）５０μｌ，

３７℃继续作用４ｈ；弃上清，每孔加入１００μｌ二甲基
亚砜原液；１０ｍｉｎ后上酶标仪，在４９０ｎｍ波长下测
定Ｄ４９０值。细胞黏附率＝（试验组Ｄ４９０值／对照组

Ｄ４９０值）×１００％。

１．９　黄芩苷对肝癌细胞β１整合素和ＥＣＤ蛋白表
达的影响　实验分４组：敏感细胞对照组、敏感细胞
黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）作用组、耐药细胞对照组、耐药细
胞黄 芩 苷 （１０ ｍｇ／Ｌ）作 用 组。取 单 细 胞 悬 液
（密度为１×１０６／ｍｌ），加入鼠抗人单克隆抗体工作
液０．１ｍｌ，室温孵育３０ｍｉｎ，加入ＰＢＳ１０ｍｌ洗涤１
次，弃上清，加入羊抗鼠ＦＩＴＣＩｇＧ二抗工作液１００

μｌ，避光室温孵育３０ｍｉｎ，加入 ＰＢＳ１０ｍｌ，离心

２ｍｉｎ，弃上清以除去未结合的荧光二抗，加入ＰＢＳ
０．１ｍｌ经５００目铜网过滤后上机检测。采用美国

ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司生产的ＥＰＩＣＳＸＬⅡ流式细
胞仪，激发光源为１５ｍＷ 氩离子激光器，激发波长
为４８８ｎｍ，应用Ｅｘｐｏ３２ＡＤＣ进行免疫荧光数据
分析，以均道值表示蛋白含量。

１．１０　统计学处理　计量资料数据以珚ｘ±ｓ表示，用

ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计分析。多组间的均数差异

性比较采用单因素方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）及

ＬＳＤ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　肝癌细胞对Ｆｕ及黄芩苷的敏感性

２．１．１　肝癌细胞对Ｆｕ的敏感性　以细胞抑制率为
纵坐标，Ｆｕ浓度为横坐标作图（图１）。在相同Ｆｕ
浓度下，ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ的抑制率低于 ＢＥＬ７４０２
（Ｐ＜０．０５）。Ｆｕ对耐药细胞的ＩＣ５０为７０２０ｍｇ／Ｌ，而
对敏感细胞的ＩＣ５０为４６．２ｍｇ／Ｌ，耐药倍数为１５２．６。

图１　肝癌细胞对Ｆｕ的敏感性

Ｆｉｇ１　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｏＦｕ
Ｐ＜０．０５ｖｓＢＥＬ７４０２；ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．１．２　肝癌细胞对黄芩苷的敏感性　如图２所示，
黄芩苷能明显抑制ＢＥＬ７４０２、ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ肝癌
细胞生长，且随着黄芩苷浓度的增加，肝癌细胞抑制
率逐步升高。随着黄芩苷药物浓度由１．２５ｍｇ／Ｌ
增加到８０ｍｇ／Ｌ，ＢＥＬ７４０２细胞抑制率由４．１６％
升至６５．２８％。比较黄芩苷对 ＢＥＬ７４０２细胞和

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞的抑制作用，二者的ＩＣ５０值分
别为３４．２ｍｇ／Ｌ、３６．６ｍｇ／Ｌ，差异无统计学意义，
说明ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞对黄芩苷不具耐药性。

图２　肝癌细胞对黄芩苷的敏感性

Ｆｉｇ２　Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｈｅｐａｔｏｃａｒｃｉｎｏｍａ

ｃｅｌｌｓｔｏｂａｉｃａｌｉｎ
ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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２．２　黄芩苷对ＢＥＬ７４０２及ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞

ＦｕＩＣ５０的影响　如表１所示，Ｆｕ单独作用，耐药细胞
的ＩＣ５０为（７０２０±１８７）ｍｇ／Ｌ，与５ｍｇ／Ｌ黄芩苷共同
作用，耐药细胞Ｆｕ的ＩＣ５０降低为（２４５±１２）ｍｇ／Ｌ，逆
转倍数为２８．６；与１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷共同作用后，耐药

细胞Ｆｕ的ＩＣ５０降低为（１５０±１２）ｍｇ／Ｌ，逆转倍数为

４６．７，逆转效果明显好于５ｍｇ／Ｌ剂量组（Ｐ＜０．０５）。

Ｆｕ、黄芩苷共同作用于敏感细胞株，细胞抑制作用明
显优于两者单独应用，５ｍｇ／Ｌ黄芩苷的增敏倍数为

１．４，１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷的增敏倍数为２．１。

表１　黄芩苷对ＢＥＬ７４０２及ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞ＦｕＩＣ５０的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎＩＣ５０ｏｆＦｕｆｏｒＢＥＬ７４０２ａｎｄＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｃｅｌｌｓ

Ｂａｉｃａｌｉｎ
ρＢ／（ｍｇ·Ｌ－１）

ＢＥＬ７４０２
ＩＣ５０（ｍｇ·Ｌ－１） Ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｆｏｌｄ

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ
ＩＣ５０（ｍｇ·Ｌ－１） Ｒｅｖｅｒｓａｌｆｏｌｄ

０（ｕｎｔｒｅａｔｅｄ） ４６．２±３．２８ １．０ ７０２０±１８７ １．０
５ ３２．９±２．１８ １．４ ２４５±１２ ２８．６
１０ ２２．４±１．９６△ ２．１ １５０±１２△ ４６．７

　Ｐ＜０．０５ｖｓｕｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂａｉｃａｌｉｎ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ５ｍｇ／Ｌｂａｉｃａｌｉｎｇｒｏｕｐ

２．３　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞内罗丹明

１２３积聚的影响　敏感株细胞Ｆｕ单独作用组细胞
内荧光表达值为２８２．１８±１２．８，耐药株细胞Ｆｕ单
独作用组细胞内荧光表达值为３８．４５±１５．２３，Ｆｕ＋
５ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用耐药株细胞内荧光表达值为

８２．７０±６．３４，Ｆｕ＋１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用耐药株细
胞内荧光表达值为１８０．９７±１２．４５。结果显示黄芩
苷能增加耐药细胞内罗丹明１２３的积聚，明显高于
单独应用Ｆｕ组（Ｐ＜０．０５），且１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用
组效果强于５ｍｇ／Ｌ组（Ｐ＜０．０５）。

２．４　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞 ＭＤＲ１基
因表达的影响　对ＲＴＰＣＲ结果（图３）进行光密度
扫描，结果显示：ＭＤＲ１基因在ＢＥＬ７４０２敏感细胞
呈极微弱表达（０．１３±０．０２），在ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ耐
药细胞呈高表达（１．５３±０．０９），黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）
后耐药细胞 ＭＤＲ１基因的表达明显降低（０．７８±
０．０４），但仍高于敏感细胞组，组间差异具有统计学
意义（Ｐ＜０．０５）。

图３　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药
肝癌细胞ＭＤＲ１基因表达的影响

Ｆｉｇ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＤＲ１
ｉｎ２ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ

Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＢＥＬ７４０２ ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ ｃｏｎｔｒｏｌ；

３：ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂａｉｃａｌｉｎ（１０ｍｇ／Ｌ）

２．５　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞Ｐｇｐ蛋白
表达的影响　对 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果（图４）进行定量
分析显示：ＢＥＬ７４０２细胞 Ｐｇｐ表达量ＩＯＤ值为

６．４７±２．７５；ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ 细 胞 ＩＯＤ 值 为

２８．１６±５．３７，显著高于敏感细胞（Ｐ＜０．０５）；应用

５ｍｇ／Ｌ黄芩苷后耐药细胞Ｐｇｐ蛋白表达量较对照
组显著降低，ＩＯＤ值为２２．０９±３．２３（Ｐ＜０．０５）；应
用１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷后耐药细胞表达量进一步降低，

ＩＯＤ值为１４．０３±１．９８，与５ｍｇ／Ｌ黄芩苷组相比有
统计学差异（Ｐ＜０．０５）。

图４　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药

肝癌细胞Ｐｇｐ蛋白表达的影响

Ｆｉｇ４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰｇｐｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

２ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
１：ＢＥＬ７４０２ｃｏｎｔｒｏｌ；２：ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｃｏｎｔｒｏｌ；３：ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ

ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５ ｍｇ／Ｌ ｂａｉｃａｌｉｎ；４：ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

１０ｍｇ／Ｌｂａｉｃａｌｉｎ

２．６　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞黏附率的影

响　如表２所示，ＢＥＬ７４０２细胞对照组黏附率明显

高于黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）作用组（Ｐ＜０．０５）；ＢＥＬ

７４０２／５Ｆｕ对照组细胞黏附率明显高于ＢＥＬ７４０２
对照组细胞（Ｐ＜０．０５），１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷作用后明

显下降（Ｐ＜０．０５），但仍然高于ＢＥＬ７４０２对照组细

胞（Ｐ＜０．０５）。

２．７　黄芩苷对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞β１整合素
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和ＥＣＤ蛋白表达的影响　与ＢＥＬ７４０２对照组相

比，１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷处理后ＢＥＬ７４０２细胞β１整合

素表达下降（Ｐ＜０．０５）；ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞β１整

合素表达明显高于敏感细胞（Ｐ＜０．０５），１０ｍｇ／Ｌ
黄芩苷处理后其表达明显下降（Ｐ＜０．０５），但仍高

于相应的ＢＥＬ７４０２对照组（Ｐ＜０．０５）。

　　与ＢＥＬ７４０２对照组相比，１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷处

理后ＢＥＬ７４０２细胞ＥＣＤ的表达增加（Ｐ＜０．０５）；

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ细胞ＥＣＤ的表达明显低于敏感细

胞（Ｐ＜０．０５），１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷处理后其表达明显

上升（Ｐ＜０．０５），且高于相应的ＢＥＬ７４０２对照组

（Ｐ＜０．０５）。具体数据见表２。

表２　黄芩苷（１０ｍｇ／Ｌ）对Ｆｕ敏感及耐药肝癌细胞黏附率、β１整合素和ＥＣＤ蛋白表达的影响

Ｔａｂ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂａｉｃａｌｉｎｏｎａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｅｔａ１ｉｎｔｅｇｒｉｎ，ＥＣＤｉｎ２ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ β１ｉｎｔｅｇｒｉｎ ＥＣＤ Ａｄｈｅｓｉｏｎ（％）

ＢＥＬ７４０２ｃｏｎｔｒｏｌ ４０７．５４±２０．５８ ２５１．７２±１２．３４ ８４．３２±６．７４
ＢＥＬ７４０２ｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂａｉｃａｌｉｎ ３１９．４４±１５．２１ ３７６．４５±２２．３６ ３５．６３±２．３２

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｃｏｎｔｒｏｌ ５８９．７２±２３．２８ １２６．８５±１２．８６ １４９．３３±２２．４５

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂａｉｃａｌｉｎ ３５１．４９±１７．８８△ ２９３．８４±２２．６８△ ９６．５８±１．１３△

　Ｐ＜０．０５ｖｓＢＥＬ７４０２ｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＢＥＬ７４０２／５Ｆｕｃｏｎｔｒｏｌ

３　讨　论

　　肝癌是严重威胁人类健康的恶性肿瘤之一，病

程隐匿，病死率高，容易产生耐药［３５］，使肝癌化疗很

不敏感，导致治疗失败和预后不佳。因此，逆转肝癌

耐药性是提高肝癌疗效的有力手段。Ｆｕ是消化系

肿瘤首选的化疗药物，因此本研究选用对其耐药的

ＢＥＬ７４０２／５Ｆｕ肝癌细胞株为研究对象，观察黄芩

苷对其生长的影响及可能的作用机制。

　　本研究结果发现黄芩苷能抑制肝癌细胞增殖，

对Ｆｕ敏感株和耐药株的ＩＣ５０值接近，提示其对肝癌

细胞具有抗肿瘤作用，且对Ｆｕ耐药肝癌细胞不具有

耐药性。进一步研究发现其能够增强Ｆｕ对耐药肝

癌细胞的抑制作用，且１０ｍｇ／Ｌ 效果明显强于

５ｍｇ／Ｌ，逆转倍数分别为４６．７和２８．６；且黄芩苷能

增强Ｆｕ对敏感肝癌细胞的抑制作用，５ｍｇ／Ｌ黄芩

苷的增敏倍数为１．４，１０ｍｇ／Ｌ黄芩苷的增敏倍数

为２．１。这提示黄芩苷与Ｆｕ具有协同抗肿瘤作用，

且能部分逆转肝癌细胞的Ｆｕ耐药性。

　　胞内药物浓度降低在肿瘤耐药中占主导地位，罗

丹明的结构与众多抗癌药物的结构有许多相似之处。

本研究采用流式细胞仪检测到耐药细胞的胞内罗丹

明浓度仅是敏感细胞的２１．１％，提示肝癌耐药细胞的

耐药性部分是由于胞内化疗药物被泵出胞外，致细胞

毒作用减轻所致。应用黄芩苷可显著增加耐药细胞

胞内罗丹明浓度，促进药物在细胞内蓄积。

　　Ｐｇｐ是多药耐药基因ＭＤＲ１编码的膜蛋白，相

对分子质量约为１７００００，在具有多药耐药性的细胞

膜上呈现高表达［７］，能将抗肿瘤药物泵出细胞外，造

成细胞内药物浓度降低，降低细胞毒作用，诱导细胞

耐药［８９］。本研究应用ＲＴＰＣＲ方法发现肝癌耐药

细胞ＭＤＲ１基因ｍＲＮＡ呈高表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分

析Ｐｇｐ蛋白亦呈高表达，应用黄芩苷后耐药细胞

ＭＤＲ１基因ｍＲＮＡ的表达及Ｐｇｐ蛋白的表达均明

显降低。结果提示黄芩苷可能通过下调 ＭＤＲ１基

因，抑制Ｐｇｐ蛋白的表达逆转耐药［１０］。

　　Ｕｅｔｓｕｋａ等［１１］模拟体内实体瘤环境，在体外以

ＥＭＴ实体瘤细胞进行立体球形培养后，细胞对４氢

过氧化环磷酰胺（４ＨＣ）表现出一定程度的耐药，但

在细胞体系中加入可破坏细胞黏附作用的透明质酸

后发现细胞对４ＨＣ的敏感性恢复。Ｈａｚａｎ等［１２］研

究认为，细胞群集时药物敏感性的降低并非仅仅由

于药物不易进入所致，还可能与细胞细胞或细胞
基质的相互作用所致整个细胞群体的耐药表型改变

有关。这种耐药现象与细胞间黏附密切相关。

　　细胞黏附主要由细胞黏附分子家族所介导［１２］。

已证明这些黏附分子可通过对细胞周期和凋亡调

控，影响细胞对治疗的反应。ＥＣＤ属钙黏附素超家

族经典Ⅱ族成员，依赖细胞外Ｃａ２＋介导同种亲和性

的细胞与细胞间的黏附，在相邻细胞间形成钙黏附

拉链，参与建立和维持细胞间连接，在同种细胞间起

着相互联系、相互制约的作用。它的表达程度及功

能活性直接影响着细胞的脱离和再附着。如果

ＥＣＤ介导的黏附功能受损或表达减少，肿瘤细胞连
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接松散，易脱落。许多癌组织中均出现ＥＣＤ的表

达缺失或基因突变［１３］。β１整合素是由α、β亚单位

通过二硫键形成的二聚体跨膜蛋白，可以同时与细

胞外基质成分及细胞骨架结合而形成配体，介导肿

瘤细胞的黏附和转移。

　　本研究结果表明黄芩苷作用后耐药肝癌细胞黏

附率明显降低，表明黄芩苷具有抗肝癌细胞黏附的

作用，同时发现黄芩苷处理组ＥＣＤ表达增多、β１整

合素表达下降。结果提示黄芩苷可能通过促进耐药

细胞ＥＣＤ表达，抑制β１整合素表达，降低细胞与基

质的黏附，影响整个细胞群体的耐药表型，部分逆转

肝癌细胞的耐药性。

　　（志谢　本研究得到河北医科大学细胞生物学

教研室周娜静，河北省消化病研究所陈雷、申建刚等

同志的技术支持和无私帮助，在此一并表示感谢！）
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贾泽军

·书　讯·

《现代创伤骨科学》已出版

　　本书由黄仲怡等主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０６９２９，１６开，定价２００．００元。

　　本书是在北京市医学会历年举办的骨科专业继续教育栏目交流的基础上，由一批长期从事骨科创伤临床一线工作、富有

实践工作经验的专家执笔撰写。本书侧重于临床应用，每一专题既有各类损伤临床处理的原则，又包含了诊断学、治疗学的新

进展与新方法。不仅是临床骨科医师实用、必读的参考书，而且对创伤科、急诊科及其他相关科室医师也有重要的参考价值。

　　本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大新华书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


