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槐耳浸膏逆转人胃癌耐药细胞多药耐药性的
实验研究
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摘 要：［目的］ 体外观察槐耳浸膏对胃癌耐药细胞（SGC-7901/FU）多药耐药性的影响。 ［方法］
CCK-8 法检测 SGC7901/FU 细胞的耐药性；谷胱甘肽（GSH）还原酶循环法检测 SGC-7901/FU
细胞内 GSH含量的变化；流式细胞仪检测 SGC-7901/FU细胞的凋亡率。 ［结果］ SGC-7901/FU
细胞内 GSH 含量［(13.20±1.51) nmol/106 细胞］较 SGC7901 细胞［(6.47±0.85) nmol/106 细胞］
显著增高(P＜0.05)；槐耳浸膏能抑制 SGC7901/FU 细胞增殖，24h、48h 的半数抑制浓度(IC50)分
别为 2.43mg/ml 和 2.04mg/ml； 0.1~0.5mg/ml 浓度范围内槐耳浸膏增加 SGC-7901/FU 细胞对
5-Fu、DDP 的敏感性，并降低 GSH 含量；槐耳浸膏与 5-Fu 联用能显著增加 SGC-7901/FU 细胞
凋亡率 (P＜0.05)。 ［结论］ 槐耳浸膏能部分逆转 SGC-7901/FU 细胞的耐药性，其机制可能是通
过抑制细胞的 GSH 合成、诱导细胞凋亡而实现的。
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Abstract：［Purpose］To investigate the effect of huaier on the multidrug resistance(MDR) transfor-
mation of chemo-resistant gastric cancer cells(SGC-7901/FU)．［Methods］ CCK-8 method was used
to calculate the 50% inhibitory concentration (IC50) of SGC-7901/FU cells. glutathione reductase
recycling assay was used to determine the GSH content of SGC-7901/FU cells. Flow cytometry
was used to determine the apoptosis rate of SGC-7901/FU cells. ［Results］ The level of GSH in
SGC-7901/FU cells ［(13.20±1.51)nmol/106 cells］ was significantly higher than that in SGC-7901
cells ［(6.47±0.85)nmol/106 cells］(P＜0.05). Huaier could inhibit the proliferation of SGC-7901/FU
cells，the IC50 value was 2.43mg/ml and 2.04mg/ml，respectively，after 24h and 48h exposure. The
combined used of Huaier，at 0.1~0.5mg/ml concentration，could increase the GSH content and the
chemo-sensitivity of SGC-7901/FU cells to DDP and 5-Fu. The value of apoptosis rate increased
significantly through simutaneous use of Huaier and 5-Fu (P＜0.05). ［Conclusion］ Huaier could
partly reverse the chemoresistance of SGC-7901/FU cells，and the underline mechanism might in-
clude inhibition of GSH sythesis and induction of apoptosis.
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我国是胃癌高发地区， 发病人数约占全球胃癌
总数的 46%， 化疗在胃癌综合治疗中占有重要地

位，而胃癌化疗有效率低，多药耐药(multidrug resis-
tance，MDR)是导致化疗失败的原因之一，也是困扰
胃癌治疗疗效的关键性难题。 中药在增加化疗敏感
性、逆转化疗耐药等方面具有确切的作用，并且由于
毒副作用小的特点在临床的应用上具有广阔的前

景。 我们前期研究已发现槐耳浸膏能显著增加胃癌
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细胞对顺铂(DDP)的化疗敏感性 ［1］，然而槐耳浸膏在
逆转胃癌耐药细胞 MDR中的作用尚不明确。 为此，
本课题用槐耳浸膏作用于体外培养的人胃癌耐药细

胞 SGC-7901/FU，观察其增殖、凋亡及对 5-Fu、DDP
等敏感性的变化， 初步探讨槐耳浸膏对胃癌耐药细
胞 MDR 的逆转效果以及作用机制， 以期为进一步
临床实验研究提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材 料
人胃癌细胞株 SGC7901 购自中国科学院上海

细胞库 ，SGC-7901/FU 为 SGC7901 的多耐药细胞
株，用 5-Fu 逐步诱导其耐药性，为我院肿瘤研究所
诱导产生并长期保存；5-Fu 购自美南通制药公司；
DDP 由云南个旧生物药业有限公司提供；GSH 检测
试剂盒购自南京建成生物工程公司; 胎牛血清、RP-
MI 1640培养基和胰蛋白酶购自 Gibco公司；四甲基
偶氮唑蓝(MTT)、碘化丙啶(PI)、二甲亚砜(DMSO) 购
自 Sigma公司； 槐耳浸膏由启东盖天力药业有限公
司提供，将 2g槐耳浸膏溶于 20ml 完全培养基中，用
0.22μm 微孔滤膜过滤后得到 100mg/ml 储备液，于
-20℃长期储存，临用前解冻，用 RPMI 1640 培养基
稀释到所需浓度［2］。
1.2 方 法
1.2.1 细胞培养

SGC7901、SGC-7901/FU 细胞在含有 10％胎牛
血清 、10 000U/L 青霉素和 0.1g/L 链霉素的 RPMI
1640中，置入 37℃、5％CO2的温箱中常规培养传代。
1.2.2 MTT法检测细胞增殖
取处于指数生长期的 MKN45 细胞， 调整细胞

浓度为 5×104/ml， 以每孔 100μl 接种于 96 孔板，培
养 24h后， 弃上清， 分别加入含有不同药物浓度的
RPMI 1640 培养液 100μl。 根据实验需要继续培养
培养 24、48h 后， 以含 5g/L MTT 的培养液培养 4h，
弃去培养液，加入 150μl 的 DMSO 液，振荡培养板
10min，用酶标仪检测吸光值，检测波长为 570nm，测
量每孔吸收光度值(A)。 存活率（fu)=(药物实验组 A
平均值/细胞对照组 A 平均值）×100%；抑制率(fa)=
1-存活率（fu)。利用中效方程 fa/fu=(D/Dm)m，两边取

对数后呈直线关系：Y=㏒fa/fu，X=㏒D，Y=mx+a，㏒
Dm=-a/m ［其中 D 为药物剂量，Dm 为中效剂量 (即
抑瘤率为 50%时的药物剂量 IC50)，m 为斜率，a 为截
距］计算出中效抑制浓度。
耐药倍数= IC50(MCF-7/AMD)/IC50 (MCF-7)
逆转倍数= IC50 (MCF-7/AMD 单用 AMD)/ IC50

(MCF-7/AMD联用 AMD和 BSO)
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡
取对数生长期的细胞接种于 6 孔板，每孔含 2×

105个细胞，常规条件下培养 24h 后去上清，加入含
有不同浓度槐耳浸膏、5-Fu的培养液 2ml。设置空白
对照组。继续培养 24h后，常规消化、离心收集细胞，
制成单细胞悬液。 检测凋亡：加入结合缓冲液 100μl
和 FITC 标记的 AnnexinⅤ(20μg/ml)10μl，室温避光
30min，再加入 PI(50μg/ml)5μl，避光反应 5min 后，加
入结合缓冲液 400μl， 立即用流式细胞仪进行定量
检测。 阴性对照组不加 Annexin Ⅴ和 PI。 根据 FITC
和 PI荧光作双参数散点图，可获得由 4 个象限组成
的双参数图。 左下象限为活细胞：Annexin Ⅴ(-)，PI
(-)；右下象限为早期凋亡细胞 FITC(+)，PI(-)；右上象
限为晚期凋亡细胞和坏死细胞：FITC(+)，PI(+)；左上
象限为细胞收集过程中产生的坏死细胞。
1.2.4 细胞内 GSH含量测定(GSH还原酶循环法)
取对数生长期的细胞以 2×108/L 接种到 25ml

培养瓶中，5ml/瓶；细胞贴壁 24h后，每一浓度各设 3
瓶，每瓶加入不同浓度的槐耳 1ml；培养 24h 后收集
细胞，加 100μl 10mmol/L 盐酸；反复冻融 3 次，破碎
细胞；10 000rpm/min 离心 5min；取上清液 100μl 加
50μl 10%磺基水杨酸混匀，去蛋白；10 000rpm/min 离
心 5min；取上清液按 GSH 测定试剂盒操作说明；用
752 分光光度计 412nm 处、0.5cm 光径比色测光密
度值(D)。 GSH含量(nmol/106细胞)计算公式为：

1.2.5 统计学处理
应用 SPSS12.0 统计软件分析， 数据以均数±标

准差表示， 两组间连续变量的比较采用独立样本 t
检验，P<0.05为差异有统计学意义。

GSH（nmol/106细胞）=

×标准管浓度（0.5mmol/L）/细胞数（L-1）

测定管D值-测定空白管D值
标准管D值-空白管D值
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2 结 果

2.1 SGC-7901/FU细胞的耐药特性及 GSH的变化
5、10、20、40、60、80μg/ml 浓度 5-Fu 作

用 48h 对 SGC7901、SGC-7901/FU 细胞均有
明显的抑制作用，SGC-7901/FU 的 IC50值为

（62.4±6.47）μg/ml， 显著高于 SGC7901 (P＜
0.05) 细胞，SGC-7901/FU 的耐药倍数为 2.6
倍(Figure 1A)。 SGC-7901/FU细胞内 GSH含
量［(13.20±1.51)nmol/106 细胞 ］较 SGC7901
细胞［(6.47±0.85)nmol/106细胞］显著增高(P＜
0.05)（Figure 1B）。
2.2 槐耳浸膏对 SGC-7901/FU 细胞增殖的
影响

结果显示 1、2、4、8mg/ml浓度的槐耳浸
膏作用 24h 及 48h 时， 均能显著抑制 SGC-
7901/FU 细胞增殖 (P＜0.05)，且药物浓度越
大、作用时间越长，抑制率越高，呈浓度和
时间依赖性 (Figure 2)， 其作用 24h、48h 的
IC50 值分别为 2.43mg/ml 和 2.04mg/ml。 而
0.25、0.5mg/ml 浓度的槐耳浸膏对 SGC-
7901/FU细胞无明显抑制作用。
2.3 槐耳浸膏对 SGC-7901/FU 细胞 MDR
的逆转作用

在 0.1~0.5mg/ml浓度范围内，槐耳浸膏
对 SGC-7901/FU 细胞增殖无显著抑制作
用， 与 5-Fu、DDP 联合用药时， 可使 SGC-

7901/FU 细胞对 5-Fu、DDP 的敏感性增加、IC50均明

显下降，5-Fu 和 DDP 逆转倍数分别为 1.23 倍、1.31
倍、1.74 倍、2.07 倍、1.95 倍和 1.21 倍、1.26 倍、1.63
倍、1. 35倍、1. 87倍（Table 1）。

Note：A：The measurement of chemoresistance in SGC-7901/FU cells. B：The measurement of GSH content in SGC-7901/FU cells.

Figure 1 The measurement of chemoresistance and GSH content
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Figure 2 The inhibition effect of Huaier on SGC-7901/FU cells
proliferation
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Table 1 The reversal role of Huaier on SGC-7901/FU
chemotherapeutic resistance

Huaier
(mg/ml)

IC50（μg/ml） Reversal multiple
DDP 5-Fu DDP 5-Fu

0 1.42±0.21 64.57±5.51
0.1 1.17±0.11 52.12±1.39 1.21 1.23
0.2 1.12±0.24 49.19±2.52 1.26 1.31
0.3 0.87±0.13 37.18±2.79 1.63 1.74
0.4 1.05±0.15 31.12±1.25 1.35 2.07
0.5 0.76±0.09 33.08±2.08 1.87 1.95
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Figure 3 The effect of Huaier on GSH synthesis of the SGC-7901/FU cell

2.4 槐耳浸膏对肿瘤细胞内 GSH合成的影响
0.1、0.2、0.4、0.5mg/ml 浓度槐耳浸膏作用 SGC-

7901/FU 细胞 24h 后， 细胞内 GSH 含量分别下降
25.1% 、24.1% 、34.1%和 34.4% ， 与对照组细胞内
GSH含量相比较均有显著性差异(P<0.05)(Figure 3)。
2.5 槐耳浸膏对 SGC-7901/FU细胞凋亡的影响
流式细胞仪分析结果发现用 10μg/ml 的 5-Fu

处理 SGC-7901/FU 细胞时， 如果分别加入 0.2、0.4、
0.5mg/ml 浓度槐耳浸膏作用 24h， 细胞凋亡率分别
为 2.1±0.3、4.3±0.4、8.9±0.7，均显著高于对照组（P＜
0.05） (Figure 4)。

3 讨 论

中药是抗癌新药开发的丰富资源， 体内外研究

均证实部分中药(单体或有效成分)与化疗药物存在
协同增效作用。槐耳浸膏为槐耳真菌的热水提取物，
前期研究提示具有较好的抗肿瘤效果， 其机理可能
与增强机体免疫功能、直接杀伤肿瘤细胞、诱导肿瘤
细胞凋亡及调节细胞周期、逆转化疗耐药等有关。本
课题组前期研究已证明槐耳浸膏能抑制胃癌细胞的

增殖，并增加其对顺铂等化疗药物的敏感性 ［1］，但它
在逆转胃癌化疗耐药中的作用尚不明确。 本研究旨
在进一步研究槐耳浸膏能否逆转胃癌耐药细胞

SGC-7901/FU 的 MDR。
本研究提示槐耳浸膏能通过直接抑制细胞增

殖、 增加化疗药物敏感性进而逆转胃癌耐药细胞
SGC-7901/FU 的 MDR。 目前，已有较多的研究报道
了槐耳浸膏的抗肿瘤作用，包括抑制胃癌、肝癌、乳
腺癌等细胞的增殖等， 但关于其对耐药细胞增殖的

影响研究较少。 本研究提示 1~8mg/ml 浓
度的槐耳浸膏作用 24h及 48h时，均能显
著抑制 SGC-7901/FU 细胞增殖， 且抑制
率呈浓度和时间依赖性，这提示槐耳浸膏
对胃癌耐药细胞的增殖也有直接抑制作

用。 同时，本研究还显示 0.1~0.5mg/ml 浓
度范围的槐耳浸膏对 SGC-7901/FU 细胞
增殖无显著抑制作用，但可使其对 5-Fu、
DDP的敏感性增加。
多药耐药形成机制相当复杂，主要机

制之一是肿瘤细胞对抗癌药物的主动外

排。谷胱甘肽解毒系统由谷胱甘肽（GSH）
和一系列与其相关的酶如谷胱甘肽转移

酶（GSTs）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-Px）
构成，是机体对抗不良环境（如射线、毒性

Figure 4 The effect of Huaier combined with 5-Fu on the apoptosis rate of SGC-7901/FU cells
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物质）的天然防御系统。 研究表明，在 MDR 发生过
程中，多药耐药相关蛋白 (multidrug resistance-asso-
ciated protein，MRP) 通过共转运机制将游离的 GSH
和化疗药物共同泵出胞外从而加速细胞内药物排

出，降低药物浓度，产生对化疗药物的耐药 ［3］。 许多
肿瘤细胞耐药性的获得常伴有细胞内 GSH水平的显
著升高。 本课题组前期研究也发现 GSH的表达水平
与与胃癌根治术后辅助化疗的有效性有关［4］。 本研究
进一步研究发现胃癌耐药株 SGC-7901/FU 中 GSH
含量显著高于 SGC7901细胞。
抑制 GSH活性能有效逆转肿瘤化疗耐药［5］。 例

如 BSO 是一种人工合成的氨基酸， 它是 GSH 合成
限速酶 γ-谷氨酰-半胱氨酸合成酶(γ- GCS)的强效抑
制剂，能阻止了谷氨酸与半胱氨酸合成二肽，进而抑
制还原型 GSH合成，引起 GSH 缺乏。同时由于细胞
内 GSH 含量降低， 使 GST 不能催化谷胱甘肽与亲
脂性细胞毒药物结合，药物外排减少，从而增强化疗
药物的细胞毒性作用，达到逆转 MDR 效果［6］。 为进
一步研究槐耳浸膏逆转胃癌化疗耐药的机制， 本研
究分析了槐耳浸膏对 GSH 浓度的影响，结果发现槐
耳浸膏在一定浓度范围内能明显降低 SGC-7901/FU
细胞内 GSH 含量， 而对敏感细胞内 GSH 含量影响
相对较小， 这说明槐耳浸膏对耐药的逆转作用与降
低细胞内 GSH含量有关。
槐耳浸膏增加化疗耐药的机制还可能与诱导耐

药细胞凋亡有关。 薛丹青等［7］研究发现槐耳浸膏能

诱导乳腺癌细胞耐三苯氧胺 MCF-7/R 的凋亡进而
逆转其三苯氧胺耐药。 我们的前期研究提示槐耳浸
膏与 DDP联用能显著增加胃细胞的凋亡率，并诱导
细胞阻滞于 G0/G1 期。 本研究提示槐耳浸膏能使
SGC-7901/FU 细胞凋亡率明显升高和而坏死细胞比
例无明显变化，提示槐耳浸膏逆转 SGC-7901/FU 细
胞的耐药性可能与诱导凋亡细胞凋亡有关。
综上所述， 槐耳浸膏不仅能直接抑制胃癌耐药

细胞 SGC-7901/FU 的增殖，还能增加其对化疗的敏

感性、逆转 MDR，而这种逆转作用可能是通过降低
细胞内 GSH含量、增强对细胞凋亡而实现的。
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