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汉防己碱对白血病Ｋ５６２细胞生长的促进耐药作用

蒋心惠１，滕永真２，何百成１，周岐新１　　（４０００１６重庆，重庆医科大学：药学院药物分析教研室１，生命科学院２）

　　［摘要］　目的　考察汉防己碱（Ｔｅｔ）对白血病 Ｋ５６２细胞生长的影响。方法　 采用体外细胞培养，即在３７℃、５％
ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养，培养液为含１０％热灭活 ＮＢＳ的完全 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基。待 Ｋ５６２细胞与药物作用
４８ｈ后，收集并处理细胞，结合 ＭＴＴ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法研究 Ｔｅｔ对 Ｋ５６２细胞生长的作用特点。结果 　 Ｔｅｔ在０．３３～
１．００μｇ／ｍｌ仅使Ｋ５６２及Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的存活率降低至７５％～８０％，低浓度Ｔｅｔ（０．３３μｇ／ｍｌ）使阿霉素（ＡＤＭ）和顺铂
（ｃＤＤＰ）对Ｋ５６２细胞生长的ＩＣ５０增加（Ｐ＜０．０１），１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ则降低ＩＣ５０，使ＡＤＭ对Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的ＩＣ５０增加，ｃＤＤＰ
的ＩＣ５０无明显变化。０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ有提升２种细胞的Ｐｇｐ和ＭＲＰ１表达的作用（Ｐ＜０．０５）。Ｔｅｔ各浓度对ＬＲＰ表达无
明显影响。结论　 Ｔｅｔ对Ｋ５６２及Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长抑制作用具浓度依耐性，低浓度具加速耐药的作用，其促进耐药细
胞发展的机制至少与提升Ｐｇｐ和ＭＲＰ１表达有关。
　　［关键词］　 汉防己碱；白血病Ｋ５６２细胞；逆转耐药性
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　　研究［１］表明，恶性肿瘤死亡的患者中有９０％以上
存在耐药现象，因此对肿瘤耐药现象与其治疗方法的

研究具有同样的重要性。近年来有大量关于汉防己碱

（ｔｅｔｒａｎｄｒｉｎｅ，Ｔｅｔ）抗肿瘤作用的报道。Ｋ５６２为人的白

血病细胞系，由Ｌｏｚｚｉｏ等［２］于１９７５年从１例处于原始
细胞危象中的慢性粒细胞白血病急变（红白血病变）

患者的胸水中分离得到的癌细胞建株而成。因其在受

到多种因子的诱导时，具有多向分化潜能以及其他一

些特性，常被用于白血病诊断、治疗的体外研究。由于

Ｋ５６２细胞为悬浮细胞且生长旺盛，其生长特点相对于
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贴壁生长的其他细胞有其特殊性，为了综合考察 Ｔｅｔ
对各类肿瘤细胞的作用，我们选用其作为受试对象来

进行Ｔｅｔ的抗肿瘤特性研究，以期获得Ｔｅｔ作为抗肿瘤
药物或肿瘤多药耐药（ＭＤＲ）逆转剂用于临床治疗肿
瘤性疾病的可靠实验数据。

１　材料与方法

１．１　材料、试剂与仪器
　　白血病Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞系（重庆医科大学临床检
验诊断实验室提供），盐酸阿霉素（ＡＤＭ，北京华奉联博科技有
限公司），Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、多药耐药蛋白１（ＭＲＰ１）、肺耐药相
关蛋白（ＬＲＰ）鼠抗人单抗（ＮｅｗＭａｒｋｅｒ公司），ＴＲＩｚｏｌＲｅａｇｅｎｔ
试剂盒（Ｇｉｂｃｏ），ＮＢＳ（杭州四季青生物工程材料有限公司），完
全ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基（ＨｙＣｌｏｎｅ），四甲基偶氮唑蓝（ＭＴＴ）、
碘化丙啶（ＰＩ）（Ｓｉｇｍａ），顺铂（ｃＤＤＰ，山东齐鲁制药厂），汉防己
碱（Ｔｅｔ，中国药品生物制品检定所，＞９８％），细胞冻存用二甲亚
砜（ＤＭＳＯ，Ｓｉｇｍａ），实验用水为超纯水，其余试剂均为分析纯。
　　细胞培养板（Ｃｏｓｔａｒ，ＵＳＡ），ＳＷＣＪ２ＦＤ型超净工作台（苏
净集团安泰公司），ＣＯ２细胞培养箱（ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ，ＵＳＡ），
ＴＥ２０００Ｕ倒置相差显微镜（Ｎｉｋｏｎ，Ｊａｐａｎ），ＴＤＺ５ＷＳ多管架自
动平衡离心机（长沙湘仪离心机仪器有限公司），ＴＣＳＳＰ２型激
光共聚焦扫描显微镜（Ｌｅｉｃａ，德国），Ｅ２０１型 ｐＨ计（上海展宁
电光技术有限公司），显微镜（重庆光电仪器有限公司），酶联

免疫分析仪（ＳＵＮＲＩＳＥＴＥＣＡＮ，奥地利），ＬＤＺＸ４０ＢＩ型立式自
动电热压力蒸汽灭菌器（上海申安医疗器械厂），ＷＳＺ２６１７９
电热恒温水浴箱（北京医疗器械设备厂），ＢＰ２１１Ｄ分析天平
（Ｇｅｒｍａｎｙ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓｃｏｍｐａｎｙ）。

１．２　细胞培养及形态学观察
　　细胞在３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的细胞培养箱中培养。

培养液为含１０％热灭活 ＮＢＳ的完全 ＲＰＭＩ１６４０细胞培养基。
取生长状态良好的Ｋ５６２细胞和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞消化后置６孔
板中，在细胞生长达５０％时在相差显微镜下观察细胞的形态变
化并照相。

１．３　Ｔｅｔ对Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞株的作用
　　取１００μｌ对数生长期Ｋ５６２与Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞５×１０５／ｍｌ
分别接种于９６孔板中，培养２４ｈ后培养基改为含不同浓度Ｔｅｔ
（０．３３、０．５０、１．０μｇ／ｍｌ）的培养液１５０μｌ，每一浓度种３个复
孔，继续培养４８ｈ后，加ＭＴＴ（１ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，置于３７℃、５％
ＣＯ２饱和湿度的培养箱中继续培养４ｈ后取出，离心弃去上清
液，于残留物中加入二甲亚砜（ＤＭＳＯ）１５０μｌ，置于摇床振摇
１５ｍｉｎ，使生成的甲瓒充分溶解，上酶联免疫分析仪，于５７０ｎｍ
波长处测定每孔的光密度值［Ｄ（５７０）］，计算存活率。

　　存活率＝实验孔Ｄ（５７０）
对照孔Ｄ（５７０）×１００％

１．４　Ｔｅｔ联合使用 ＡＤＭ或 ｃＤＤＰ对 Ｋ５６２与 Ｋ５６２／
ＡＤＭ细胞株的作用

　　取１００μｌ对数生长期Ｋ５６２与Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞５×１０５／ｍｌ
分别接种于９６孔板中，培养２４ｈ后培养基改为含不同浓度Ｔｅｔ

（０．３３、０．５０、１．０μｇ／ｍｌ）的培养液１２０μｌ，每一浓度种３个复孔，
继续培养２４ｈ后，再分别加入含不同浓度的ＡＤＭ或ｃＤＤＰ的培
养基，使阿霉素的终浓度分别为６．５３、３．２７、１．０９、０．３６３μｇ／ｍｌ，
ｃＤＤＰ终浓度分别为１．６７、５．５６、１６．７、３３．３μｇ／ｍｌ。继续培养
４８ｈ后，加ＭＴＴ（１ｍｇ／ｍｌ）２０μｌ，置于３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度
的细胞培养箱中继续培养４ｈ，取出，离心弃去上清液，于残留
物中加入ＤＭＳＯ１５０μｌ，置于摇床振摇１５ｍｉｎ，使生成的甲瓒充
分溶解，上酶联免疫分析仪于５７０ｎｍ波长处测定每孔的光密
度值［Ｄ（５７０）］，计算存活率，得到ＩＣ５０值。

１．５　Ｔｅｔ对Ｐｇｐ、ＭＲＰ１及ＬＲＰ表达的影响
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测 Ｐｇｐ、ＭＲＰ１及 ＬＲＰ的表达
水平。取对数生长期的Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞及Ｋ５６２细胞分别接种
于１００ｍｌ的培养瓶中，培养 ２４ｈ后，加入不同浓度（０．３３、
０５０、１．０μｇ／ｍｌ）的 Ｔｅｔ溶液，继续培养４８ｈ后用预冷的 ＰＢＳ
漂洗２次，倾倒干净残余液体后每１０６细胞加入０．２ｍｌＲＩＰＡ和
２μｌＰＭＳＦ。其余操作按说明书进行。重复３次。结果使用灰
度扫描的方法比较得出相对比。

１．６　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行ｔ检验。

２　结果

２．１　细胞形态比较
　　相差显微镜下见Ｋ５６２敏感细胞株为圆球形，大小均匀，悬
浮生长。加入阿霉素诱导耐药培养一段时间后，细胞形态改

变。细胞获得耐药性后，大体形态改变，生长速度变慢（图１）。

!

"

Ａ：Ｋ５６２细胞；Ｂ：Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞

图１　相差显微镜观察Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞形态变化　（×２００）
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２．２　Ｔｅｔ对Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞存活的作用
　　Ｔｅｔ对 Ｋ５６２与 Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞株的生长抑制作用结果见
表１。０．３３～１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ仅使Ｋ５６２细胞存活率降低到８０％
左右，且无明显浓度效应关系；０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ对 Ｋ５６２／ＡＤＭ
细胞存活率似无明显影响，高浓度（０．５０～１．０μｇ／ｍｌ）也仅使
细胞存活率降低到７０％ ～８０％（Ｐ＜０．０１）。提示，单独使用
Ｔｅｔ很难有效抑制Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的生长。

表１　Ｔｅｔ对Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞存活率的影响［ｎ＝６，（珋ｘ±ｓ）％］

细胞 ０．３３μｇ／ｍｌ ０．５０μｇ／ｍｌ １．０μｇ／ｍｌ
Ｋ５６２ ８１．９９±２．３６ ８２．７０±１．８６ ８０．４６±１．９５

Ｋ５６２／ＡＤＭ ９１．４７±３．５２ ７２．７６±２．６１ａ ８２．９４±３．８２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ比较

２．３　Ｔｅｔ对 ＡＤＭ抑制 Ｋ５６２和 Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长
的影响

　　Ｔｅｔ与ＡＤＭ同时作用于Ｋ５６２与Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞时的ＩＣ５０
值见表２。０．３３、０．５０μｇ／ｍｌＴｅｔ使ＡＤＭ对Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞抑
制的ＩＣ５０增加（Ｐ＜０．０１），但１．００μｇ／ｍｌＴｅｔ似有降低 Ｋ５６２／
ＡＤＭ细胞的ＩＣ５０，但无显著性（Ｐ＞００５）。Ｔｅｔ各浓度均有提
升ＡＤＭ对Ｋ５６２细胞 ＩＣ５０值的作用，但无显著性（Ｐ＞００５）。
提示，低浓度Ｔｅｔ可能有提升 Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞对 ＡＤＭ耐药或
促进Ｋ５６２细胞耐药发展的作用。

表２　Ｔｅｔ对ＡＤＭ抑制Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长的

影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

细胞 ０μｇ／ｍｌ ０．３３μｇ／ｍｌ ０．５０μｇ／ｍｌ １．０μｇ／ｍｌ
Ｋ５６２／ＡＤＭ ４．６８±０．２３ ５．０９±０．５４ ７．５０±０．８５ａ ３．９３±０．２９
Ｋ５６２ ２．７５±０．３８ ３．２５±０．４２ ３．０１±０．５３ ３．４４±０．６４

ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍｌＴｅｔ比较

２．４　Ｔｅｔ对ｃＤＤＰ抑制 Ｋ５６２和 Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长
的影响

　　Ｔｅｔ对 ｃＤＤＰ抑制 Ｋ５６２与 Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长的 ＩＣ５０值
见表３。低浓度 Ｔｅｔ（０．３３μｇ／ｍｌ）明显提升 ｃＤＤＰ对 Ｋ５６２的
ＩＣ５０值，而０．５０、１．０μｇ／ｍｌ明显降低 ｃＤＤＰ对 Ｋ５６２的 ＩＣ５０值
（Ｐ＜０．０１）。Ｔｅｔ各浓度对 ｃＤＤＰ抑制 Ｋ５６２／ＡＤＭ的 ＩＣ５０无明
显变化。提示，Ｔｅｔ０．３３μｇ／ｍｌ可能促进Ｋ５６２对ｃＤＤＰ的耐药
发展，但０．５０、１．０μｇ／ｍｌ与 ｃＤＤＰ有协同性抑制 Ｋ５６２细胞增
殖的作用。

表３　Ｔｅｔ对ｃＤＤＰ抑制Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞生长的

影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

细胞 ０μｇ／ｍｌ ０．３３μｇ／ｍｌ ０．５０μｇ／ｍｌ １．０μｇ／ｍｌ
Ｋ５６２／ＡＤＭ ２２．７５±１．９６ ２３．０６±１．９４ ２５．７４±２．６１ ２２．９７±２．１９
Ｋ５６２ １２．２４±１．２８ ２４．６５±１．８３ａ ８．４３±１．０４ａ ２．８９±０．５２ａ

ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｇ／ｍｌＴｅｔ比较

２．５　Ｔｅｔ对Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞耐药相关蛋白表
达的影响

　　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析不同浓度的 Ｔｅｔ作用于 Ｋ５６２／
ＡＤＭ及Ｋ５６２细胞４８ｈ后，细胞耐药相关蛋白表达，结果见图
２。Ｋ５６２细胞中Ｐｇｐ和ＭＲＰ１表达量较高，但与Ｋ５６２／ＡＤＭ细

胞相比，二者无显著性差异（Ｐ＞００５）；０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ有提升
两类细胞中Ｐｇｐ和 ＭＲＰ１表达的趋势，但与对照组（０μｇ／ｍｌ
Ｔｅｔ）相比无显著性（Ｐ＞００５）；０．５０μｇ／ｍｌＴｅｔ明显降低 Ｋ５６２
细胞中 ＭＲＰ１的表达（Ｐ＜０．０５），对 Ｋ５６２细胞中 Ｐｇｐ和
Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞中 Ｐｇｐ和 ＭＲＰ１的表达也有降低趋势；
１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ对Ｋ５６２表达 Ｐｇｐ和 ＭＲＰ１呈降低趋势，但对
Ｋ５６２／ＡＤＭ表达Ｐｇｐ和ＭＲＰ１则呈增加趋势。Ｔｅｔ对２种细胞
表达ＬＲＰ的影响较小，提示Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞表达 ＬＲＰ
较少受Ｔｅｔ的影响。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定结果　１：Ｋ５６２，２：Ｋ５６２＋０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ，

３：Ｋ５６２＋０．５０μｇ／ｍｌＴｅｔ，４：Ｋ５６２＋１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ，５：Ｋ５６２／ＡＤＭ，
６：Ｋ５６２／ＡＤＭ＋０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ，７：Ｋ５６２／ＡＤＭ＋０．５０μｇ／ｍｌＴｅｔ，

８：Ｋ５６２／ＡＤＭ＋１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ；Ｂ：Ｔｅｔ对Ｋ５６２细胞中３种蛋白表达

的影响　ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｇ／ｍｌ比较；Ｃ：Ｔｅｔ对Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞中

３种蛋白表达的影响

图２　Ｔｅｔ对３种多药耐药相关蛋白在２种细胞株中表达的影响

３　讨论

　　众所周知，天然产物是抗肿瘤药物的重要来
源［３］，而植物源性的抗肿瘤有效成分及其人工半合成
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品早已用于临床肿瘤疾病的治疗。Ｔｅｔ（亦称粉防己
碱，汉防己甲素）是中药防己（ｓｔａｐｈａｎｉａｅｔｅｔｒａｎｄｒａｅ）根
的生物碱，除具有明显扩血管、降压、防治脑损伤等作用

外，尚有显著体外抗实验性肿瘤活性和逆转肿瘤耐药作

用［４－１１］。以往报道的有效抗肿瘤作用浓度范围（以ＩＣ５０
计）一般为１～５μｍｏｌ／Ｌ（相当于０．６２３～３．１１μｇ／ｍｌ）。
然而该药在体内是否能在靶组织达到安全有效的浓度

是至关重要的。我们前期研究［１２］发现，Ｔｅｔ胃肠道吸
收差，家兔灌胃给予后吸收量不足１０％，静脉给予后
家兔血中能达到的最大安全浓度为１μｇ／ｍｌ。为此，
本实验采用Ｔｅｔ在家兔血中能达到的安全浓度，研究
了其对人白血病阿霉素敏感株（Ｋ５６２）和耐药株
（Ｋ５６２／ＡＤＭ）生长的作用特点。
　　在实验浓度范围内（０．３３～１．０μｇ／ｍｌ）Ｔｅｔ仅使
Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的存活率降低至７５％～８０％。
狄凯军等［１３］报道不同浓度 Ｔｅｔ与 Ｋ５６２细胞共培养
５ｄ，发现１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ使Ｋ５６２存活细胞数减少１０％
左右，２μｇ／ｍｌ减少３０％，５μｇ／ｍｌ减少６０％。王珏琼
等［１４］也报道了类似结果，证明１．０μｇ／ｍｌＴｅｔ使 Ｋ５６２
和Ｋ５６２／ＡＯ２增殖降低 １０％。这些结果提示使用在
家兔血液中能达到的Ｔｅｔ可能最大安全浓度很难有效
地抑制 Ｋ５６２细胞的生长。相反，本实验结果显示低
浓度Ｔｅｔ（０．３３～０．５０μｇ／ｍｌ）使 ＡＤＭ对 Ｋ５６２／ＡＤＭ
细胞抑制的ＩＣ５０增加，１．０μｇ／ｍｌ则降低 ＩＣ５０；不同浓
度Ｔｅｔ使阿霉素对Ｋ５６２细胞抑制的 ＩＣ５０具增加趋势。
因此，Ｔｅｔ在动物血液中能够达到的最大安全浓度
（０３３～１．０μｇ／ｍｌ）主要是加快 Ｋ５６２细胞对阿霉素
耐药，而对Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞呈提升耐药趋势。
　　０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ也提升ｃＤＤＰ对Ｋ５６２细胞抑制的
ＩＣ５０，０．５０～１．０μｇ／ｍｌ则降低其 ＩＣ５０；Ｔｅｔ各浓度对
ｃＤＤＰ抑制Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的 ＩＣ５０无明显变化。该结
果进一步提示Ｔｅｔ对肿瘤细胞作用和影响抗肿瘤药对
肿瘤细胞作用的复杂性，即低浓度（小于１．０μｇ／ｍｌ）
时的作用与高浓度（大于１．０μｇ／ｍｌ）的作用效果及作
用机制可能完全不一样。

　　ＭＤＲ相关蛋白的表达显示，０．３３μｇ／ｍｌＴｅｔ有提
升Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞表达 Ｐｇｐ和 ＭＲＰ１作用，
这与低浓度 Ｔｅｔ提升 ＡＤＭ对 Ｋ５６２和 Ｋ５６２／ＡＤＭ细
胞ＩＣ５０结果一致。Ｓｈｅｎ等

［６］报道，Ｔｅｔ２μｇ／ｍｌ能明显
降低ＡＤＭ诱导的 Ｋ５６２细胞耐药基因 ＭＤＲ１和 Ｐｇｐ
表达。显然，逆转 ＡＤＭ诱导的耐药基因表达（高浓
度）所需的Ｔｅｔ浓度很难在健康家兔体内达到。Ｔｅｔ各
浓度对Ｋ５６２和Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞中ＬＲＰ表达无明显影

响，以及 ２株细胞的 ＬＲＰ基础表达几乎相同，提示
Ｋ５６２细胞耐药发展可能与ＬＲＰ无密切关系。这与Ｔｅｔ
作用于肝癌Ｈｅｐ３ｂ的敏感和耐药细胞的研究结果有明
显差别［１５］，提示Ｔｅｔ作用于不同的肿瘤细胞时其作用机
制可能有所不同。同时，要将Ｔｅｔ作为抗肿瘤药物或抗
肿瘤药物多药耐药的逆转剂尚需进一步研究。
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