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刺囊酸及其衍生物的体外化疗增敏作用及机制研究
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摘　要：目的：探讨刺囊酸及其衍生物的体外化疗增敏作用及其机制。方法：体外培养人乳腺癌细胞ＭＣＦ
７和人肝癌细胞ＨｅｐＧ－２的敏感株和阿霉素耐药株，依次在阿霉素和受试化合物的作用下，以 ＭＴＴ法测定其
ＩＣ５０，计算耐药倍数；随后，对耐药株加入不同浓度组合的阿霉素和受试化合物进行共培养，以ＭＴＴ法测定各组
细胞活力，计算刺囊酸及其衍生物的ＭＤＲ逆转倍数。结果：刺囊酸及其衍生物在低浓度下无明显细胞毒活性，
但却能增强耐药细胞对化疗药阿霉素的敏感性，逆转倍数最高可达１５倍以上，并且几种刺囊酸衍生物的作用
具有剂量依赖性；ＥＬＩＳＡ试验结果显示，刺囊酸及其衍生物抑制耐药株的Ｐｇｐ表达，减少化疗药物从细胞中泵
出，起到增敏作用。结论：刺囊酸及其衍生物具有化疗增敏作用，其机制来源于对Ｐｇｐ的抑制。
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　　目前，化疗是恶性肿瘤的主要临床治疗手段，
肿瘤细胞的多药耐药（ＭＤＲ，ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ）是导致化疗失败的重要原因。ＭＤＲ是指肿
瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生耐药性的同时，对结

构和作用机制不同的其他抗肿瘤药物也产生交叉

耐药性［１－２］。产生 ＭＤＲ最主要的原因是Ｐ－糖蛋
白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）对抗肿瘤药物的外排作
用。Ｐｇｐ是ＭＤＲ１基因表达产物，为 ＡＢＣ（ＡＴＰ－
ｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅ）家族成员，含２个跨膜结构域，２个
ＡＴＰ结合结构域。Ｐｇｐ的底物与结合位点结合，消
耗两分子ＡＴＰ泵出一分子药物［３－４］。其他原因还

有多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）、肺耐药蛋白（ＬＲＰ）、
谷胱甘肽及谷胱甘肽 －Ｓ－转移酶、ＰＫＣ和 ＴｏｐｏＩＩ
等［５－６］。

Ｐｇｐ抑制剂是逆转 ＭＤＲ的常用药物［７－８］，包

括：钙通道阻滞剂（维拉帕米）［９］、环孢菌素Ａ［１０］、抗
激素类化合物（他莫昔芬）［１１］等。这些逆转剂的作

用机制并不相同，有些作用于 ＭＤＲ１基因，降低
Ｐｇｐ的表达［１２］；有些与底物竞争结合 Ｐｇｐ［１３］；有些
与ＰｇｐＡＴＰ结合部位结合抑制其作用［１４］。近年来

发现许多天然产物也有类似作用，如异喹啉类生物

碱、粉防已碱等可通过抑制Ｐｇｐ活性增强阿霉素或
长春新碱等药物的抗癌效果，这些化合物被称为化

疗增敏剂［１５－１６］。

本研究从豆科植物皂荚（ＧｌｅｄｉｔｓｉａＳｉｎｅｎｓｉｓ
Ｌａｍ．）的棘刺中提取分离纯化得到刺囊酸作为
先导化合物，经相应的化学反应制备了一系列衍

生物（受试衍生物化学结构及编号分别见图 １和
表１）［１７］。本实验选取刺囊酸及其衍生物作为实
验对象，探索刺囊酸及其衍生物对肿瘤多药耐药

的影响，并对其逆转多药耐药机制进行相关

研究。

图 １　刺囊酸（ＥＡ）及其衍生物的化学结构

表１　刺囊酸及其衍生物的编号

化合物及编号 Ｒ１ Ｒ２

刺囊酸（ＥＡ） －ＯＨ －ＣＯＯＨ

化合物２（ＴＲＳＺ－２） ＝Ｏ －ＣＯＯＨ

化合物３（ＴＲＳＺ－３） ＝ＮＯＨ －ＣＯＯＨ

化合物４（ＴＲＳＺ－４） －ＯＨ －ＣＯＯＣＨ３
化合物５（ＴＲＳＺ－５） ＝Ｏ －ＣＯＯＣＨ３
化合物６（ＴＲＳＺ－６） ＝ＮＯＨ －ＣＯＯＣＨ３

１　材料与方法
１．１　材料与试剂

人乳腺癌细胞敏感株 ＭＣＦ－７、人肝癌敏感株
ＨｅｐＧ－２、１０５ＩＵ／Ｌ青霉素和 １００ｍｇ／Ｌ链霉素的
ＲＰＭＩ１６４０培养基、阿霉素购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；
１０％小牛血清购自浙江天航生物科技股份有限公
司；ＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ公司。
１．２　仪器与设备

酶标仪购自北京普天新桥技术有限公司，

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自上海科顺生物科技有限公司。
１．３　实验方法
１．３．１　肿瘤细胞的耐药实验

肿瘤细胞敏感株 ＭＣＦ－７和 ＨｅｐＧ－２用含
１０％小牛血清 ＋１０５ＩＵ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉
素的ＲＰＭＩ１６４０培养基在恒温培养箱３７℃、饱和湿
度、５％ＣＯ２条件下培养。相应阿霉素耐药株 ＭＣＦ
－７／ＤＯＸ、ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ连续培养在含１．０ｍｇ／Ｌ
的阿霉素的上述培养基，在恒温培养箱３７℃、饱和
湿度、５％ ＣＯ２培养。

取对数生长期的敏感细胞和耐药细胞接种于

９６孔板，每孔内１８０μＬ，约５×１０３个细胞，培养过
夜。敏感株和耐药株分别以１０倍稀释的方法由高
到低加入 ２０μＬ不同浓度的阿霉素（１０－３、１０－４、
１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ）作为实验组，对照组只加等
体积的培养基不加药物。

采用常规ＭＴＴ实验方法，于全自动酶标仪上测
定各孔在４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，取３孔平均值计
算细胞生长率和抑制率：生长率（％）＝实验组 Ａ
值／对照组 Ａ值 ×１００％；抑制率（％）＝１００％ －生
长率。使用 ＳＰＳＳ１９．０统计得出 ＩＣ５０。耐药倍数 ＝
耐药株 ＩＣ５０／敏感株 ＩＣ５０计算出耐药细胞株耐药
倍数。

１．３．２　刺囊酸及其衍生物细胞毒测定
各平行３次取对数生长期的敏感细胞和耐药细

胞接种于９６孔板，每孔内１８０μＬ，约５×１０３个细
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胞，培养过夜。敏感株和耐药株分别以１０倍比稀释
的方法由高到低加入２０μＬ不同浓度的刺囊酸及其
衍生物（１０－３、１０－４、１０－５、１０－６、１０－７ｍｏｌ／Ｌ），对照
组只加等体积的培养基不加药物。

采用常规ＭＴＴ实验方法，于全自动酶标仪上测
定各孔４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，取３孔平均值计算
细胞生长率和抑制率：生长率（％）＝实验组 Ａ值／
对照组 Ａ值 ×１００％；抑制率（％）＝１００％ －生长
率。使用ＳＰＳＳ１９．０统计得出ＩＣ５０。
１．３．３　ＭＤＲ逆转实验

各平行 ３次取对数生长期耐药株 ＨｅｐＧ－２／
ＤＯＸ和 ＭＣＦ－７／ＤＯＸ接种于９６孔板，每孔内１８０
μＬ，约５×１０３个细胞，培养过夜。再分别加入 １０
μＬ不同浓度的阿霉素（２×１０－３、２×１０－４、２×１０－５、
２×１０－６、２×１０－７ｍｏｌ／Ｌ），最后按高、中、低３种剂量
加入１０μＬ不同浓度的刺囊酸及衍生物（设３个浓
度，最高浓度为相应受试物ＩＣ５０的１／１０，细胞活力基
本不受影响，此实验设为２、０．５、０．１μｍｏｌ／Ｌ），对照
组只加等体积的培养基不加药物。

采用常规ＭＴＴ实验方法，于全自动酶标仪上测
定各孔４９０ｎｍ处吸光度（Ａ）值，取３孔平均值计算
细胞生长率和抑制率：生长率（％）＝实验组 Ａ值／
对照组Ａ值×１００％；抑制率（％）＝１００％－生长率。
使用ＳＰＳＳ１９．０统计得出 ＩＣ５０。ＭＤＲ逆转倍数＝耐
药株 ＩＣ５０／加入逆转剂后 ＩＣ５０计算受试化合物对
ＭＤＲ的逆转倍数。
１．３．４　测定Ｐｇｐ的表达

采用ＥＬＩＳＡ法测定 Ｐｇｐ的水平。９６孔板中的
ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ细胞与浓度为２μｍｏｌ／Ｌ的受试物或
空白培养基共培养２４ｈ后，倒去培养基，加入０．１％
Ｔｗｅｅｎ－２０／ＰＢＳ洗涤（５０μＬ／孔）３０ｓ，敞开置于
３７℃环境中 ３０ｍｉｎ，加入固定液（１００μＬ／孔），５
ｍｉｎ后加入０．１％Ｔｗｅｅｎ－２０／ＰＢＳ洗涤（２００μＬ／孔）
２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，加入１％的 ＢＳＡ－ＰＢＳ（１００
μＬ／孔）４℃静置１ｈ，加入 ｄｄＨ２Ｏ稀释的一抗（１００
μＬ／孔），４℃过夜，ＰＢＳ连洗 ３次，加入用 １％的
ＢＳＡ－ＰＢＳ稀释的二抗（１００μＬ／孔），室温３ｈ，ＰＢＳ
连洗５次，加入底物液（１００μＬ／孔），１０ｍｉｎ后１ｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２ＳＯ４终止反应，４９０ｎｍ处读数。采用相同方法，不
加受试化合物，测定ＨｅｐＧ－２细胞中Ｐｇｐ的表达。
１．３．５　统计方法

统计学分析采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件包进行，
结果以 Ｘ±ＳＤ表示，各组数据比较采用 Ｏｎｅｗａｙ
ＡＮＯＶＡ方法，以Ｐ＜０．０５为有显著性差异，具有

统计学意义。

２　实验结果
２．１　肿瘤细胞耐药倍数

单独使用阿霉素（ＤＯＸ）作用于敏感株和耐药
株的ＩＣ５０有显著差异（见表２），经过计算得到耐药
细胞株耐药倍数 ＭＣＦ－７／ＤＯＸ为３２．８，ＨｅｐＧ－２／
ＤＯＸ为３２．７。

表２　敏感株及耐药株对阿霉素的耐药测试结果

药物

细胞半数抑制浓度（ＩＣ５０，μｍｏｌ／Ｌ）

ＭＣＦ－７ ＭＣＦ－７／ＤＯＸ ＨｅｐＧ－２ ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ

ＤＯＸ １．２±０．４ ３９．４±１２．４ １．４±０．２ ４５．８±９．１

２．２　受试化合物的细胞毒作用
受试化合物对肿瘤细胞敏感株和耐药株的细胞

毒作用测试结果（见表３）。
表３　受试化合物对肿瘤细胞敏感株及耐药株的

细胞毒作用测试结果

受试

化合物

细胞半数抑制浓度（ＩＣ５０，μｍｏｌ／Ｌ）

ＭＣＦ－７ ＭＣＦ－７／ＤＯＸ ＨｅｐＧ－２ ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ

ＥＡ ２５．８±５．６ ３７．７±３．１ １８．５±３．９ ３４．１±３．３

ＴＲＳＺ－２２３．４±３．４ ３６．８±９．２ １７．３±２．６ ３７．５±２．７

ＴＲＳＺ－３２３．８±３．５ ３８．０±５．２ １７．７±４．４ ２９．４±４．９

ＴＲＳＺ－４２３．２±８．１ ３６．１±８．８ １８．６±８．９ ３９．２±６．３

ＴＲＳＺ－５２０．７±２．７ ３１．１±４．０ １５．０±６．５ １８．３±７．４

ＴＲＳＺ－６２２．９±２．４ ３５．５±６．７ １６．８±６．１ １５．６±４．５

　注：数据由ＳＰＳＳ１９．０统计。

２．３　受试化合物的ＭＤＲ逆转倍数
受试化合物对ＭＣＦ－７／ＤＯＸ和ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ

２种耐药株细胞均有剂量依赖性的增敏作用（见图
２），其中 ＴＲＳＺ－５在２μｍｏｌ／Ｌ剂量下最大逆转倍
数对ＭＣＦ－７／ＤＯＸ达７．３，ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ为６．５。

Ａ－Ｆ分别表示受试化合物ＥＡ、ＴＲＳＺ－２、ＴＲＳＺ－
３、ＴＲＳＺ－４、ＴＲＳＺ－５、ＴＲＳＺ－６逆转 ＭＣＦ－７／ＤＯＸ
和ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ细胞对阿霉素（ＤＯＸ）耐药的结
果。表示与单用阿霉素相比Ｐ＜０．０５）。
２．４　Ｐｇｐ的表达

ＥＬＩＳＡ法测定敏感株ＨｅｐＧ－２、耐药株ＨｅｐＧ－
２／ＤＯＸ与受试化合物共培养后 Ｐｇｐ的表达，见图
３。结果表明，２μｍｏｌ／Ｌ剂量的ＥＡ及其衍生物显著
的降低了Ｐｇｐ在ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ细胞中的表达（实
验指标为４９０ｎｍ处吸光度显著降低），其中化合物
ＴＲＳＺ－５的作用最明显，这与逆转耐药实验的结果
是一致的。
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图 ２　刺囊酸及刺囊酸衍生物逆转ＭＣＦ－７／ＤＯＸ和ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ细胞对阿霉素（ＤＯＸ）耐药的结果

图 ３　ＥＡ及其衍生物对肿瘤细胞Ｐｇｐ表达的影响
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　　测定 ＨｅｐＧ－２敏感株中 Ｐｇｐ的表达使用
ＨｅｐＧ－２敏感株，其余采用 ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ耐药株
进行。

３　讨论
阿霉素对肿瘤细胞 ＭＣＦ－７和 ＨｅｐＧ－２具有

杀伤作用，由表２可知，与肿瘤细胞敏感株相比，耐
药株的ＩＣ５０显著增加，说明耐药株细胞对阿霉素的
杀伤有明显抵抗作用，可以作为研究对象来研究刺

囊酸及其衍生物的化疗增敏作用。

由表３可知，受试化合物是有一定细胞毒性的，
为了避免由于受试化合物的细胞毒作用对实验结果

造成干扰，实验选用了高、中、低３种浓度的受试化
合物，分别为２、０．５、０．１μｍｏｌ／Ｌ。由图２可知，相
比于低浓度，在高浓度和中浓度时，耐药株的ＩＣ５０明
显降低，即刺囊酸及其衍生物对耐药株的化疗增敏

作用显著增强。但是由于刺囊酸及其衍生物是有细

胞毒性的，所以浓度较高时，受试化合物对耐药株的

细胞杀伤作用是不可忽略的；因此，在高浓度时阿霉

素对肿瘤细胞的杀伤作用及其机制还有待进一步

研究。

受试化合物对ＭＣＦ－７／ＤＯＸ和ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ
２种耐药株细胞均有剂量依赖性的增敏作用，其中
化合物ＴＲＳＺ－５效果尤其突出。分析其化学结构
发现，该化合物酯化了 ＥＡ的羧基，且３－ＯＨ被羰
基取代，这样的结构衍生明显增加了化合物亲脂性。

亲脂性强的化合物容易通过细胞膜，所以和其他受

试化合物相比，亲脂性强的 ＴＲＳＺ－５更易于跨膜转
运进入细胞发挥化疗增敏作用。通过增加刺囊酸衍

生物的亲脂性来增强化疗增敏作用可能是此后结构

修改的一个方向。

ＥＬＩＳＡ实验结果表明，耐药株的 Ｐｇｐ表达明显
升高，这说明细胞内的化疗药物大量排出，产生耐

药。刺囊酸及刺囊酸衍生物能逆转阿霉素耐药从而

产生化疗增敏作用，同时此作用具有剂量依赖性。

虽然ＥＬＩＳＡ实验的数据提供了ＥＡ及其衍生物作为
化疗增敏剂的一种可能作用机制，即 ＥＡ衍生物下
调了耐药细胞 Ｐｇｐ的表达，减少化疗药物外排，但
引起耐药的原因是多种多样的，相关研究表明多药

耐药相关蛋白（ＭＲＰ）［１８］、肺耐药蛋白（ＬＲＰ）［１９］、谷
胱甘肽及谷胱甘肽 －Ｓ－转移酶［２０］、ＰＫＣ和 Ｔｏ
ｐｏＩＩ［２１］等均与多药耐药有关［２２］；因此探讨 ＥＡ及其
衍生物与这些靶点的相互作用也是十分必要的，这

也是以后研究的一个方向。

４　结论
本研究采用体外细胞研究的方法，考察了刺囊

酸及其衍生物对 ＭＣＦ－７／ＤＯＸ和 ＨｅｐＧ－２／ＤＯＸ
的影响。研究结果表明，受试化合物可通过降低耐

药细胞Ｐ－糖蛋白表达而使阿霉素效果提升，起到
逆转多药耐药、增加化疗药物敏感性的作用。
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　　由表３可知，该方法回收率为７９２９％～１０２６３％，
相对标准偏差为 ２５％～８４％，结果表明该方法的
精密度、准确度能够满足检测要求。

２．５　实际样品测定
用上述方法检测了购自超市的１０批蜂王浆，均

未检出７种磺胺类药物残留。

３　结论
本文建立了蜂王浆中７种磺胺类药物残留的超

高效液相－串联质谱联用方法，检出限为 ０．５～８０
μｇ／ｋｇ。该方法灵敏度高、前处理较简单简便、仪器分
析时间较短、结果准确，能够满足基层食品检验检测

实验室的日常检测要求，具有较广阔的应用前景。
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