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苦参碱逆转人肝癌细胞株 QGY／CDDP多药耐药性的实验研究 

胥雄阳，何 松 

(重庆医科大学附属第二医院消化内科，重庆 400010) 

【摘 要】目的：探讨中药苦参碱(Mat)对 QGY人肝癌细胞及其耐药细胞株QGY／CDDP的细胞生物学作用和可能的耐药逆转作 

用机制。方法：MTY法检测苦参碱对两细胞的半数抑制浓度(Ic 值)并培养 Mat作用的QGY／CDDP细胞。比较3组细胞在细胞 

生长曲线 、倍增时间、细胞周期 、化疗药物耐药及逆转和细胞内 CDDP含量的差别。免疫细胞化学法测定 3组细胞 P—gP、MRP、 

Bax蛋白的表达。结果：苦参碱可抑制QGY及其耐药细胞株 QGY／CDDP的生长，无交叉耐药性。Mat作用的QGY／CDDP细胞与 

QGY及其耐药细胞株 QGY／CDDP在生物学特性方面表现出一定的差异 ，细胞的 P—gP、MRP、Bax蛋白表达发生变化 ，降低 

QGY／CDDP细胞P—gP、MRP蛋白表达，增加了Bax蛋白的表达，增强CDDP对 QGY／CDDP细胞的毒性，其逆转耐药倍数为 1．9 

倍。结论：低毒剂量的苦参碱可增强 CDDP对 QGY／CDDP细胞的毒性，具有部分逆转人肝癌耐药细胞 QGY／CDDP的耐药作用。 
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Experimental study of matrine to reverse drug-resistance of human 

multidrug—resistance hepatOCelIuIar carcinoma celI 

U Xiong-yang，et al 

(Department of Gastroenterology，￡胁 Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the biologic roles and potential reverse mechanisms of matrine in human hepat~ellular 

carcinoma cell line QGY and QGY／CDDP．Methods：The MTY assay was used to detect the IC50s of QGY and QGY／CDDP 

cells，and QGY／CDDP cell were cultivated with matrine．The distinctions of three groups were compared in cell’s appearance， 

growth curve，doubling time，cell cycle，drug-resistance of chemotherapeutics and CDDP contents of intra—cells． 

Immun0cytochemical method was applied to detect the expression of P—gp，MRP and Bax．Results： Matrine could inhibit the 

growth of QGY and QGY／CDDP cells with no cross drug-resistance．There were some biological differences among QGY， 

QGY／CDDP and Mat—QGY／CDDP cells．The expressions of P—gP and MRP were decreased；Bax expression was increased， 

CDDP’S toxic effect on QGY／CDDP cells was enhanced，and the drug sensitivity was elevated in Mat—QGY／CDDP cells． 

Conclusion：Matrine at lower toxic-dose could enhance the toxicity of CDDP On QGY／CDDP cells，and partly effective in 

reversing the drug-resistance in human multidrug—resistant hepatocellular carcinoma QGY／CDDP cells． 

【Key words】Hepatocellular carcinoma；Muhidrug resistance；Matrine 

肝癌为我国常见恶性肿瘤之一 ，恶性程度高， 

发现时多为晚期，治疗手段多为化疗和手术后辅助 

化疗，疗效差，预后不佳。肿瘤多药耐药 (Muhidrug 

resistance，MDR)指肿瘤细胞对某种化疗药物产生 

耐药性的同时，对其它结构无关、作用机理各异的 

药物也产生交叉耐药性，是临床肿瘤化疗失败的主 

要原因ll_，因此 ，寻找多药耐药逆转剂(Reversal a— 

gents，RAA)成为 目前研究的热点 ，已发现的 RAA 

作者介绍：胥雄阳(1970一 )，副主任医师，硕士 

研 究方向：肝癌的靶 向治疗。 

通讯作者：何 松．男，副教授，E一 

有维拉帕米、环孢霉素A、三苯氧胺等，由于本身的 

药理作用 ，当作为 RAA时，出现严重的毒副作用， 

临床应用受到限制。因此在天然药物中寻找高效、 

低毒、价廉的 RAA显得尤为重要。近年来对苦参碱 

的研究较为广泛，已有的研究表明苦参碱具有明确 

的抗人肝癌细胞作用四，本实验进一步研究苦参碱 

对人肝癌耐药细胞的抑瘤作用及耐药逆转的可能 

机制。 

1 材料和方法 
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1．1 药品和试剂 

苦参碱(Matrine，广州白云山明兴制药有限公司)，顺铂 

(CDDP，云南个旧生物制药厂)，5一氟尿嘧啶(5一FU，西南药 

业股份有限公司)，长春新碱(VCR，深圳万乐药业有限公 

司)，丝裂霉素、氨甲喋呤(MMC，MTX，江苏恒瑞医药股份有 

限公司)，噻唑兰(MTr)为．Sigma公司产品，RPMI1640培养液 

为 Gibco／BRL公司产品，小牛血清为杭州四季青生物工程公 

司产品，小鼠抗人 P—gP及即用型 SABC试剂盒购于武汉博 

士德生物工程有限公司，小鼠抗人 MRP、Bax及即用型 SABC 

试剂盒购于北京中杉生物工程有限公司。 

1．2 细胞培养 

QGY细胞和 QGY／CDDP细胞均在含 lO％tJ~牛血清的 

RPMI1640培养液中、37℃、5％C0 饱和湿度条件下 ，0．1％的 

胰酶传代消化培养。人肝癌细胞株 QGY和人肝癌耐药细胞 

株 QCY／CDDP均由重庆医科大学病理生理教研室汤为学教 

授惠赠 ，已证实 QGY／CDDP人肝癌耐药细胞株具有较稳定的 

多药耐药性 。 

1．3 Mrrr法检测苦参碱对 QGY和 QGY／CDDP肝癌细胞的 

抑制作用和 Mat作用的 QGY／CDDP细胞培养 

分别取对数生长期的亲本和耐药肝癌细胞，制备成浓度 

为 5×104个 ／ml的细胞悬液 ，接种于 96孔板，每孔 180 l， 

培养箱培养过夜，分别加入不同终浓度的苦参碱(0．25g／L、 

0．5g／L、1．Og／L、2．Og／L)每孔 20 l，继续培养 72h，加入 5mg／ml 

MTrlO l，再孵育 4h，离心弃上清，加人 200 l甲基亚砜，微 

量震荡仪震荡 lOmin，自动酶标读数仪以570nm波长测定其 

吸光值，按下式计算抑制率 ：抑制率(％)=(1一实验组 OD值 ) 

／对照组 OD值 X 100％；根据中效方程式计算药物的中效浓 

度(IC )：fa／fu=(D／Dm)nl；fa为抑制率 ，fLl(存活率 )=1一fa，D 

为药物浓度，Dm为中效浓度即抑制率为 0．5时所需药物浓 

度，nl为斜率。实验重复3次。确定苦参碱对QGY和 QC'~／ 

CDDP肝癌细胞的半数抑制浓度(IC )。 

选择抑制率约为 10％的苦参碱浓度作用于 QGY／CDDP 

细胞，37℃、5％C0 培养箱培养 7d，制备成 Mat作用的 QCY／ 

CDDP细胞以备下阶段实验使用。 

1、4 QGY、QGY／CDDP、Mat作用的 QGY／CDDP细胞的细胞 

生长曲线和群体倍增时间测定 

取生长状态良好的细胞制备细胞悬液(5 X 103个 ／m1)， 

接种至 6孔板中(1ml／孔)，接种 21孔 ，分别于接种后第 1、 

2、3、4、5、6、7d，每天取 3孔进行细胞记数，结果取均数 ，以培 

养时间为横坐标，细胞数为纵坐标绘制细胞生长曲线 ，按 

Patterson公式计算细胞倍增时间，Td=tlg2／lg(Nt—NO)，Td：倍 

增时间；t：细胞数由N0增至 Nf所需时间；N0：接种时细胞 

数；Nt：培养 tIl细胞数。 

1．5 流式细胞术测定 QGY细胞 、QGY／CDDP细胞和 Mat作 

用的 QGY／CDDP细胞的细胞周期分布 

细胞经 RPMI1640培养液培养 24h后 ，胰酶消化、离心， 

冷 PBS洗 2次，预冷的 70％的乙醇固定 24h以上，加碘化丙 

碇(PI)染色 30rain，用 FACSean Becton Dickinson流式细胞 

仪作流式细胞分析，实验结果经计算机处理，计算出不同细 

胞的细胞周期分布。 

1．6 观察 QGY、QGY／CDDP和 Mat作用后的 QGY／CDDP细 

胞对 CDDP、MMC、5-FU、VCR、MTX的耐药性检测 

取对 数生长期 的 QGY和 QGY／CDDP、Mat作用后 的 

QCY／CDDP肝癌细胞 ，调整细胞浓度为 5 X 10 个 ／ml，加入 

96孔板，每孔 180 l，各分为 3组。过夜培养后分别加入实 

验药物各 20 I：CDDP、MMC、5-FU、VClt、MTX，参照各药临 

床用药血峰浓度，设5个试验浓度，即 1／4、1／2⋯1 4 IOPPC倍 

血峰浓度，另设不加药的对照组 ，每试验浓度设 3个复孔。继 

续孵育 24h，加 MTr和 DMSO，上酶标仪，在波长 570nm处测 

定光密度(OD)值，计算细胞抑制率。公式：细胞抑制率 =(1一 

实验组 OD／对照组 OD)X 100％，计算每一药物浓度的抑制 

率。实验重复 3次。根据中效方程式计算出各种抗癌药物的 

半数抑制浓度(IC )及耐药指数(Resistance index，RI)：RI= 

耐药细胞 Ic 亲本细胞 IC ；计算逆转倍数 ：逆转倍数 =耐 

药细胞 Ic 逆转细胞 Ic 。 

1．7 等离子体原子发射光谱仪(IcP)测定 QGY、QGY／CDDP 

和 Mat作用后的 QGY／CDDP细胞内顺铂含量 

(1)样品处理和 ICP法测定 ：将各组肝癌细胞接种于是 

250ml培养瓶中，培养 24h后分别加入 CDDP100 g／ml，培养 

2h后撤药，收集 2 X 10 个细胞，离心后各组细胞经PBS洗涤 

2次后 ，加入去离子水 lml，一20℃反复冻融 3～5次，置镜下观 

察无完整细胞，悬浮于 5％HNO 中，细胞样品置 140~2电热 

鼓风干燥箱中加热至透明，定容后用等离子体原子发射光谱 

仪测定顺铂含量(检测波长为 299．796nm)；(2)结果计算及分 

析：加入 5％HNO，制备含 CDDP 0～0．5 g， l系列溶液，测定 

其原子发射光谱，得回归方程为 y=1 703．38x+182．243( 

0．999 9，n=5)，计算样品内CDDP的含量。 

1．8 免疫细胞化学法分别测定 QGY、QGY／CDDP和 Mat作 

用后的 QGY／CDDP细胞 P—gP、MRP、Bax蛋白表达 

1．8．1 细胞培养和免疫组化 将细胞浓度调整为 1 X 105个 

／ml，每片载玻片滴加细胞悬液 0．5ml，爬片培养 24h后 ，多聚 

甲醛固定。按 P—gP、MRP、Bax试剂盒步骤进行测定。 

1．8．2 图像分析和统计处理 光镜下以恒定倍数，选取一定 

视野摄像 ，将图片输入计算机 ，采用成都金盘 GD一8型病理 

影像多媒体图文操作系统，测定各组细胞阳性蛋白表达单位 

面积的光密度值即IOD／ m (面密度)值，用平均 IOD／ mz 

反映蛋白质含量。 

1．9 统计学方法 

数据均用统计软件包 SPSS10．0版本分析，计量资料用 

均数±标准差(互±s)表示。两样本均数比较采用成组t检验， 

不同处理组率的比较采用 x 检验，显著性水平以P<0．05判 

断。 

2 结 果 

2．1 苦参碱对 QCY和 QGY／CDDP肝癌细胞的抑 
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制作用 

如表 1所示，苦参碱对 QGY和 QGY／CDDP肝癌 

细胞均有抑制作用，呈浓度依赖性，且亲本细胞较 

耐药细胞敏感。2组细胞的 IC卯(P>0．05)，QGY／CDDP 

肝癌细胞对苦参碱无耐药性，结果见表 1。 

2．2 细胞生长曲线、群体倍增时间和细胞周期分布 

QGY和 QGY／CDDP肝癌细胞及 Mat作用 的 

QGY／CDDP肝癌细胞群体倍增时问各不相同，分别 

为39．96h、53．50h、58．58h，Mat作用的 QGY／CDDP肝 

癌细胞较 QGY／CDDP肝癌细胞倍增时间延长。3组 

细胞的细胞周期有着明显不同，与亲本细胞相比，耐 

药细胞的Go／G 期所占比例增加，s期比例减少， 

G2／M期所占比例减少 ，P<0．05，差别有显著性意义 ； 

Mat作用的耐药细胞与耐药细胞比较，Go／G 期所占 

比例进一步增加，S期比例减少，GJM期比例减少， 

P>0．05，差别无显著性意义，结果见表 2、图 1。 

2_3 苦参碱对 QGY／CDDP耐药肝癌细胞化学药物 

表 2 QGY、QGY／CDDP和 QGY／CDDP(Mat)细胞的周期分布 

<no5(与 QGY细胞比较)，P>0．05(QGY／CDDP与 Mat—QGY／ 

CDDP比较) 

■．_-QGY QGY／CDDP+ _QGY／CDDP(Mat) 

l 2 3 4 5 6 7 

时间(d) 

图 1 QGY、QGY／CDDP和 QGY／CDDP(Mat)细胞的生长曲线 

作用的逆转作用 

QGY／CDDP耐药肝癌细胞对 5种常用化学药 

物存在不同程度的耐药性，具有多 MDR特征。经 

Mat作用的 QGY／CDDP细胞对化学药物的耐药性 

均不同程度发生逆转，结果见表 3。 

2．4 细胞 内顺铂含量的测定 

QGY细胞内顺铂含量为(5．698 7±0．006 5) g， 

(2×10 )个，QGY／CDDP细胞内顺铂含量为(2．837 

4±0．011 3) g／(2×10 )个，Mat作用后的QGY／CD— 

DP细胞内顺铂含量为(3．820 2±0．003 6) g，(2× 

10 )个，说明经 Mat作用后的 QGY／CDDP细胞内顺 

铂含量较 QGY／CDDP细胞增加，但低于 QGY细胞 

内顺铂含量，P<0．01(QGY：QGY／CDDP)，P<0．05[QGY／ 

CDDP：QGY／CDDP(Mat)1，差别有显著性意义。 

2．5 P—gp、MRP、Bax蛋 白表达 

表 1 苦参碱对 QGY和 QGY／CDDP肝癌细胞的抑制作用(互±s) 

药物 半数抑制浓度 IC ( g／m1) 

QGY QGY／CDDP QGY／CDDP(Mat) 
耐药指数(RI) 逆转倍数 

O  8  6  4  2  O  

一。。。。_I×一 爱器 
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QGY细胞胞膜、胞浆的 P—gp、MRP、Bax蛋白表 

达均为阴性；QGY／CDDP细胞的胞膜、胞浆的 P—gP、 

MRP蛋白表达为阳性，胞浆 Bax蛋白表达为阴性； 

Mat作用后的 QGY／CDDP细胞胞膜、胞浆的P—gp和 

MRP，以及胞浆的 Bax蛋白表达均为阳性。结果见 

表 4和图 2。 

3 讨 论 

苦参碱具有抗肿瘤增殖、诱导分化、诱导凋亡、 

抗转移和逆转 MDR作用 ，通过作用钙离子通道、酪 

氨酸激酶、蛋白激酶 C、端粒酶、癌基因及抑癌基因、 

细胞周期基因和凋亡分化基因等靶点，发挥抗肿瘤 

作用 O]。苦参碱对 QGY肝癌细胞和 QGY／CDDP耐 

药肝癌细胞具有抑制作用，两者无显著性差异。 

QGY和 QGY／CDDP肝癌细胞在细胞生长曲 

线、群体倍增时间和细胞周期分布上具有明显不同， 

表4 QGY和 QGY／CDDP、QGY／CDDP(Mat)肝癌细胞相关蛋白的表达(IOD／p．mz)(；±s) 

i q" U
-

o tt~
t~ 

t 

1 二 ’ ． 
。 · 

a“QGY细胞 1×100(B ) b．QGY细胞 1×100(MRP) c
． QGY细胞 1×100(P—gp) 

d·QGY／cDDP细胞 1×100(Bax) e．QGY／cDDP细胞 1 1×100(MRP) f QGY／cDDP细胞 1×100(P
- gp) 

’  

· ， 

譬 誊 簟· 蕾 戆蠹 
孝· 鞯

t 豢 

g·QGY／CDDP细胞 (Mat) 1×100(Bax) h．QGY／CDDP(Mat)细胞 1×IO0(MRP) I
． QGY／CDDP(Mat)~  1×100(P一印) 

图 2 P-gp、MRP、Bax蛋白在 QGY、QGY／CDDP、QGY／CDDP(Mat)中的表达 
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耐药细胞的群体倍增时间大于亲本细胞 ，延长了 

1 3．54h，在细胞周期分布上耐药细胞的S期和 GJM期 

比例减少。而 Mat作用后的 QGY／CDDP肝癌细胞保 

持了耐药细胞的生物学特性，与亲本细胞比较具有 

显著性差异，与耐药细胞比较群体倍增时间进一步 

延长，S期和 GffM期比例减少，说明低毒剂量苦参 

碱作用 QGY／CDDP肝癌细胞后，QGY／CDDP肝癌细 

胞的生物学特性在原有的基础上发生了一定程度 

的改变，生长受到抑制，但无显著性差异。与亲本细 

胞相比较，QGY／CDDP肝癌细胞对化疗药物 CDDP、 

MMC、5一FU、VCR、MTX存在不同程度的耐药性，经 

低毒剂量的苦参碱作用后 ，耐药肝癌细胞的P—gP、 

MRP蛋白表达下调 ，Bax蛋白表达上调 ，导致细胞 

内顺铂含量增加，促凋亡因子增加 ，表现出对化学 

药物的耐药性发生不同程度逆转 ，尤其对 CDDP、 

MMC、VCR逆转明显。P—gP、MRP蛋白是能量依耐 

性药物外排泵[5]，本实验通过免疫细胞化学技术检 

测发现 ，QGY细胞无 P—gp、MRP蛋白表达 ，QGY／ 

CDDP细胞出现 P—gP、MRP蛋白表达，而低毒剂量 

苦参碱作用后 QGY／CDDP细胞的P—gP、MRP蛋白 

表达下调，提示细胞内 CDDP蓄积增加可能与 P— 

gP、MRP蛋白相关。Bax蛋白属于 Bcl一2家族，高表 

达的Bax可活化 c1}rtc并通过 Apaf-1(细胞凋亡蛋白 

酶活化因子)至caspase途径诱导细胞凋亡[61，Mat作 

用后的 QGY／CDDP肝癌细胞出现 Bax蛋白表达，与 

Mat作用于 HepG2肝癌细胞的实验一致[71，提示耐 

药肿瘤细胞耐药逆转可能与 Bax蛋白表达促进凋 

亡相关。李贵海等的小鼠体内实验研究亦证实苦参 

碱具有逆转肿瘤耐药性，其机制与下调 P。加、LRP、 

TOPO 1I的表达率相关阎。 

苦参碱具有抗肿瘤作用，但较高浓度的Mat(500～ 

1 O00mg／L)对正常人肝细胞有显著不良影响，而低 

浓度 250mg／L的 Mat则对正常人肝细胞无明显损 

害作用 。本实验采用低浓度 200mg／L的 Mat作用 

于 QGY／CDDP耐药肝癌细胞，并对其化疗药物的耐 

药性产生了一定程度的逆转。因此，是否可以在化 

疗间隙期使用低浓度 Mat，以达到抑制肿瘤细胞增 

殖和逆转可能存在的耐药性，有待于进一步研究。 
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