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紫龙金逆转人膀胱癌细胞多药耐药研究 

王祥卫，张远宁，李 杰，方针强，易善红，叶 钢 

(第三军医大学第二附属医院泌尿外科，重庆 400037) 

【摘 要】目的：研究中药紫龙金逆转人膀胱癌细胞多药耐药(Muhidrug resistance，MDR)机理。方法：应用 MTr法检测紫龙金 

的细胞杀伤作用，采用流式细胞仪检测细胞凋亡，RT—PCR法检测Bcl一2、Bax基因mRNA水平表达。结果：BIU一87／ADM细胞生 

存率为(98．00~1．48)％，加入紫龙金后(浓度分别为200、500~g／m1)，其细胞生存率分别为(68．14±5．62)％、(52．36±1．87)％，差 

异显著 (P<0．01)；流式细胞仪检测发现：经200、500~g／ml的紫龙金处理后，BIU一87／ADM细胞凋亡率 【(17．32±2．35)％、 

(22．76±3．65)％1明显高于对照组(5．86±1．37)％，差异显著(P<O．O1)；RT—PCR结果显示，紫龙金可以下调 Bel一2基因的表达， 

可使 Bax基因表达增强。结论 ：紫龙金可通过下调 Bcl一2基因的表达 ，增强 Bax基因表达诱导人膀胱癌多药耐药细胞凋亡。 

【关键词】膀胱癌；多药耐药性；紫龙金；细胞凋亡 

【中国图书分类法分类号】R737．14 【文献标志码】A 【收稿日期】2011-07—28 

ReversaI of multi—drug resistance by Zilongjin in human bladder cancer eelI line 
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【Abstract]Objective：To study the reversal of multi—drug resistance by Zilongjin in human bladder cancer cell line．Methods：The 

cytotoxicity of Zilongjin on human bladder cancer cell line BIU-87／ADM was studied by M"IT assay．Apoptosis wag detected by flow 
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cytometry；expression of Bcl-2／Bax gene was studied by RT— 

PCR．Results：BIU-87／ADM cell survival rate was(98．00± 

1．48)％．After being treated with Zilongjin，cell survival rate was 

综上所述 ，本文进一步证明了 VEGF与 PCOS的密切关 

系，同时表明 VEGF的生物利用度是增加的，VEGF的调节作 

用可能受 sFh一1的调节，sFh一1也可能直接影响 PCOS的发 

生发展 ，但是通过什么方式影响 PCOS的发生，则有待进一 

步的研究证实。 
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(68．14±5．62)％ and(52．36±1．87)％，respeefive1ly(P<0．o1)；apoptosis rate in cell line BIU一87／ADM(treated with Zilongjin)was 

(17．32±2．35)％ and(22．76．-1-3．65)％，higher than that in control group cell line【(5．86±1．37)％，P<0．01]．Bcl一2 gene expression 

was decreased，while Bax gene expression was increased according to RT-PCR assay．Conclusion：Apoptosis can be induced by Zi 

longjin through decreasing Bcl-2 and increasing Bax gene expressions in human bladder eaneer multi-drug resistance cell line． 

【Key words]bladder caner；muhidrug resistance；Zilongjin；apoptosis 

肿瘤细胞的多药耐药(Muhidrug resistance，MDR)是临床 

肿瘤化疗的严重障碍，深入研究其发生机制及其逆转途径具 

有重要的意义。我们曾应用阿霉素(Adriamyein，ADM)诱导人 

膀胱癌敏感细胞株BIU一87，成功地建立了耐药细胞株BIU一 

87／ADM[ 1，并进行了逆转的实验研究嘲。目前研究发现，复方 

中药紫龙金片对肺癌、结肠癌、乳腺癌、胃癌等多种中晚期肿 

瘤患者具有明显减毒增效作用囡。但是有关紫龙金片对人膀 

胱癌MDR的逆转研究未见报道。本文应用MTF比色法、流 

式细胞仪检测和RT-PCR等方法。对紫龙金诱导的人膀胱癌 

耐药细胞株 BIU一87／ADM凋亡进行研究 ，结果报告如下。 

1 材料与方法 

1．1 细胞株及细胞培养 

人膀胱癌 BIU一87细胞株引自北京大学泌尿外科研究 

所。耐药细胞株 BIU一87／ADM由我科应用ADM大剂量冲击 

结合低浓度诱导敏感细胞株BIU一87所建立。细胞置于含 

5％C02、37℃、饱和湿度的孵箱中培养，每3 d换培养液 1次， 

细胞融合时，用0．25％胰蛋白酶消化、传代。 

1．2 主要材料 

紫龙金药粉(北京大学临床肿瘤学院惠赠)，按照文献【2】 

的方法将紫龙金药粉配制成浓度分别为200、500 IIl1紫龙 

金工作液；胎牛血清(GIBCO)；RPMI1640培养基(GIBCO)； 

RT—PCR试剂盒(Promega)；AnnexinV—FITC凋亡检测试剂盒 

(SBA)。 

1．3 MTY比色法检测 

预定条件处理(实验组加入 200、500 t~s／ml的紫龙金)24 

h后的BIU一87／ADM细胞分别加入 20 L mrr(5 g／L)，继 

续培养4 h后弃除上清，加入二甲基亚砜(DMSO)150 岈L， 

平板摇床震摇 10 min，用酶标仪在492 nln波长处测定吸光度 

(A值)；计算细胞抑制率：抑制率=(1-实验组 OD值，对照组 

OD值)x100％。 

1．4 细胞凋亡率的流式细胞仪检测 

1．4．1 接种细胞 取对数生长期BIU一87／ADM细胞，计数后 

接种于6孔板，5×105个／孑L，每孔体积 2 ml，14％dx牛血清的 

RMPI1640培养液。37％、5％CO2培养。 

1．4．2 加药 5 h后细胞贴壁，分组加药，在耐药细胞中分别 

加入200、500 g，IIll的紫龙金，对照组加入相当体积的生理 

盐水。将 6孔板放人细胞培养箱中，在 5％CO 、37℃、饱和湿 

度条件下的培养。 

1．4．3 收集细胞 24 h后取出6孔板，D—Hank’S液洗 2遍 ， 

细胞刮收获细胞 ，加入培养液，稍混匀 ，转移到离心管内 ， 

1 000 dmin离心 5 min，弃上清 ，加入 195 Annexin V—FITC 

结合液轻轻重悬细胞；加入 5 p,1 AnnexinV—FITC，轻轻混匀； 

室温(20~C)，用铝箔纸避光孵育 10min；1 000 r／min离心5 min， 

弃上清，加入 190 txl AnnexinV—FITC结合液轻轻重悬细胞； 

加入 lO 碘化丙咤染色液，轻轻混匀，冰浴避光放置 ；随即 

进行流式细胞仪检测。以上实验均重复3次。 

1．5 RT—PCR法检测基因mRNA水平表达 

紫龙金工作液作用后的BIU一87／ADM细胞．按照Promega 

公司试剂盒说明进行总 RNA提取产物后 ，进行 RT—PCR反 

应，Bcl一2引物：上游 5’一AGATGGCGAATGACCAGC一3’，下游 

5’一CAGGTAACAAAACCCCACAGC一3’，产物大小577 bp： 

Bax引物：上游 5’一GTITCATCCAGGATCGAGC一3’．下游 5’一 

GGAAGTCCAATGTCCAGC一3’，产物大小 345 bp；B—actin引 

物：上游 5’一ACCAAcTGGGAcGAcATGG一3’，下游 5’一GCG— 

TACAGGGATAGCACAGC一3’，产物大小 203 bp：反应条件 ： 

Tm，60℃；35个循环。反应产物于 1％琼脂糖凝胶电泳 ，析出 

条带成像并分析。 

1．6 统计学方法 

所有数据 以均数±标准差 ( ±S)表示 ，应用 SPSS 13．0 

软件进行方差分析。 

2 结 果 

2．1 紫龙金对 BIU一87／ADM细胞生存率的影响 

BIU一87／ADM细胞生存率为(98．8O±1．48)％，加入不同 

浓度紫龙金后 (浓度分别为 200、500 p,g／m1)，其细胞生存率 

分别为(68．14±5．62)％、(52．36±1．87)％；紫龙金可显著抑制 

BIU一87／ADM细胞生存率(P<O．01)。 

2．2 紫龙金对 BIU一87／ADM细胞凋亡的诱发作用 

应用AnnexinV—nTC凋亡检测试剂盒，观察流式细胞仪 

对不同浓度紫龙金处理 24 h后的 BIU一87／ADM细胞进行检 

测(图 1)，试验结果发现：经 200、500 p~g／ml的紫龙金处理后 ， 

BIU一87／ADM细胞凋亡率(17．32±2．35)％、(22．76±3．65)％明 

显高于对照组(5．86±1．37)％，差异有统计学意义(P<0．01)， 

其细胞凋亡率随紫龙金剂量增加而升高，说明紫龙金可通 

过诱导BIU一87／ADM细胞发生凋亡而逆转其耐药性。 

2I3 紫龙金对BIU一87／ADM细胞Bcl一2、Bax基因表达影响 

RT-PCR结果显示，紫龙金可以下调Bcl一2基因的表达， 




