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槐耳清膏体外逆转人肝癌细胞 

HepG2／ADM 多药耐药性 

刘念 耿小平 朱立新 许伦兵 熊奇如 钱叶本 谢坤 

【摘要】 目的 探讨槐耳清膏体外逆转人肝癌细胞多药耐药性的作用及可能的机制。方法 

MTT法检测槐耳清膏的细胞毒作用和处理前后耐药细胞对化疗药物的敏感性 ；流式细胞仪检测细 

胞内阿霉素浓度；RT—RCR检测 MDR1基 因的表达。结果 槐耳清膏在 0．01g／L以下剂 量时对 

HepG2和 HepG2／ADM耐药细胞株 的抑制率均<1O ，半数抑制率(ICso)分别为 0．917 g／L和 

1．66 g／L，无细胞毒剂量即 0．008 g／L的槐耳清膏能部分逆转 HepG2／ADM 细胞的耐药性，与之合 

用使耐药肝癌细胞对阿霉素、顺铂、丝裂霉素 、氟尿嘧啶的相对逆转效率分别为 79 、73．5 、97．4 

和 86．7 ，HepG2／ADM细胞内阿霉素浓度明显增加 ，MDR1表达下降了33．7 。结论 槐耳清膏 

具有体外逆转人肝癌细胞多药耐药性的作用，可能与下调 MDR1表达、增加细胞内化疗药物积累有关。 
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M DR-reversing effect of Extractum trametes robiniophila murr on human hepatocellular carcinoma 

HepG2／ADM in vitro LlU Nian．GENG xiao-ping．zHULi—xin，et a1．Department of Hepatobili— 

ary Surgery，First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022，P．R．China 

[Abstract] Objective To investigate the MDR-reversing effect of Extractum trametes robinio— 

phila murr on human hepatocellular carcinoma HepG2／ADM in vitro and itS potential mechanism． 

Methods MTT was used tO test the toxicity of the Chinese medicine of Extractum trametes robinio— 

phila murr and the chemosensitivity 170 chemotherapeutics in Extractum trametes robiniophila mUFF- 

treated HeDG2 and HepG2／ADM eelllines．Flow cytometry was used tO determine intraeellular ADM 

(Adriamycin)concentration．The expression of MDR1 was measured by RT PCR．Results The inhi— 

bition rate of HepG2 and HepG2／ADM caused by Extractum trametes robiniophila murr was 1ess than 

1O under the dose of 0．01 g／L，and the IC5o were 0．917 g／L and 1．66 g／L．Extractum trametes ro— 

biniophila murr(0．008 g／L)partly Overeame the MDR of cel1 1ine HepG2／ADM and decreased the 

drug resistance．The relative reverse efficiencies to ADM ，cisplatin(cDDP)，mytomycin(MMC)，5 

fluororaei1(5-FU)were 79 ，73．5 ，97．4 and 86．7 ，respectively．After exposure to 0．008 g／ 

L Extractum trametes robiniophila murr．the concentration of ADM in HepG2／ADM was significantly 

increased and MDR1 expression jn HepG2／ADM cells decreased by 33．7 ．Conclusion Extractum 

trametes robiniophila murr can reverse the multi—drug resistance of human hepatoeellular carcinoma in 

vitro．The possible mechanism is related tO down regulating the expression of MDR1 and increasing 

the concentration of drug inside the cells． 

[Key Words] Carcinoma，hepatocellular； Multidrug resistance； Chinese medicine Extractum 

trametes robiniophila murr 

肝癌预后差，临床上早期的肝癌治疗以手术为 

主，晚期肝癌在手术的基础上辅以化疗。但肝癌的 

化疗效果并不理想 ，主要原 因是容易产生耐药性。 

目前多药耐药 (multidrug resistance，MDR)已成为 

临床肿瘤化疗失败和疗效下降的主要原因，如何解 

决这一问题是目前抗肿瘤研究的热点，其中寻找多 

药耐药逆转剂或化疗增敏剂(chemosensitizer，CS) 

是解决 MDR问题 的有效手段之一。在已发现的具 
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有代表性的CS有维拉帕米(VER)、环孢素 A、三苯 

氧胺等，由于这类药物本身所具有的药理作用，当其 

作为 CS应用时出现明显的毒副作用，使其临床应 

用大受限制，因此，寻找高效、低毒的 CS已是一个 

主要的研究方向。 

槐耳清膏是槐耳菌质经热水提取，含有多种有 

机成分、10余种矿物质元素，已有研究证明其能逆 

转肺癌耐药细胞多药耐药性 ]。本研究采用槐耳清 

膏研究了其对人肝癌细胞 HepG2／ADM 的体外逆 

转作用。 
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材料与方法 

1．细胞株 ：人肝癌 细胞株 HepG2、人肝癌细胞 

耐药株 HepG2／ADM 由华中科技大学附属同济医 

院肝脏外科中心提供 ]。HepG2和 HepG2／ADM 

细胞用含 10％新生牛血清、青霉素 (100 U／m1)、链 

霉素 (100 gg／m1)的 DMEM 培 养 液于 37℃ 、5 

CO。环境中培养 。 

2．药物及试剂：槐耳清膏(江苏盖天力药业有限 

公司)；阿霉素(ADM，法玛西亚公司)、顺铂(cDDP， 

山东齐鲁制药)、丝裂霉素(MMC，浙江海正药业)、 

氟尿嘧啶(旭东海普公司)；MTT(AMRESC0，U1一 

tra pure)；二甲基亚砜(DMSO，广州市新 港化工有 

限公司)，高糖型 DMEM、新生牛血清 、TRIzol Res— 

geant试剂盒 (Gibco)，RT—PCR试剂盒 (TaKaRa)； 

维拉帕米(VER，上海禾丰制药)。 

3．主 要 仪 器 ：CO。 培 养 箱 (Heras 150， 

Germany)；流式细胞仪(Beckman Coulter，EPICS- 

XL一4，USA)；低温离 心机 (Hettich，Universal 32， 

Germany)；酶联免疫检测仪 (Bio—Rad，Model--450 

产 品，USA )；PCR 仪 (Biometra Tgrandient， 

Germany)；凝胶成像系统(Tanon GIS-20 10，China)。 

4．MTT药敏实验：参照 Yu等口 方法，将细胞 

制成 1×10 ／ml细胞悬液，接种于 96孔板，每~LJJIJ 

细胞悬液 100 l，培养过夜，按分组情况加入不同浓 

度的抗肿瘤药，每个浓度设 5个复孔，每孔终体积 

200 l，培养 48 h后L4]，每 孔加 入 MTT(5 g／L) 

20 l，继续培养 4 h，吸弃培养液，每孔加 入 DMSO 

150 l，充分振荡 10 min，于酶标仪上检测 490 nm 

处吸光度值(A值)，计算细胞抑制率。细胞抑制率 

一 EI一(A 一A)／(A。一A)]×100 9／6，Ax为加药孔 

吸光度值 ，A为对照组 吸光度值，A。为不加药孔的 

吸光度值；耐药倍数(RI)一IC 。 ／IC 。c；逆转倍数一 

IC 。 ／IC 。 ；相对逆转效率 一(IC 。 一ICs。e／IC 。 一 

IC 。c)[其中A为 HepG2／ADM，B为 HepG2／ADM 

+槐耳清膏，C为 HepG2]。MTT实验在不同日重 

复 3次。 

5．细胞 内 ADM 的积累量：取对数生长期的 

HepG2、HepG2／ADM 制备成均匀的细胞悬液(5× 

10 ／m1)，分组，实验组以无细胞毒剂量的槐耳清膏， 

即 0．008 g／L槐 耳 清 膏分 别 联 合 1．2 mg／L、 

2．4 mg／L、4．8 mg／L的 ADM 共培养 4 h ]，对照 

组仅含 1．2 mg／L，2．4 mg／L，4．8 mg／L的 ADM。 

冷 PBS(4~C，0．01 mol／L，pH 7．4)洗涤 2次 ，再重 

悬于冷 PBS中，4~C保存至上样行流式细胞仪检测 

(激发波长为 488 nm，接收波长为 575 nm)细胞 内 

阿霉素荧光强度。 

6．RT—PCR检 测 MDR1表 达：(1)RNA 的制 

备：取对数生长期细胞与无细胞毒剂量的槐耳清膏 

联合 孵育 48 h后r4j，用 TRIZOL一 步法 提 取 总 

RNA，紫 外 分 光光 度 计检 测 总 RNA 含 量。(2) 

cDNA的合成：取 0．5 gg细胞总 RNA，用 0．5 l的 

逆转录酶 AMV，在 Oligo dT—Adaptor Primer存在 

下建立 10 l反应体系，操作步骤严格按照试剂盒 

说明 进 行。(3)PCR 扩 增 ：mdrl上 游 引 物 ：3 

CCCATCATTGCAATAGCAGG；mdrl下游引物： 

3 GTTCAAACTTCTGCTCCTCA； 2一MG上游 引 

物：3 ACCCCCACTGAAAAAGATGA； 2一MG 下 

游引物 ：3 ATCTTCAAACCTCCATGATG。按试 

剂盒说明建立反应体系，94 0C变性 30 S，52℃退火 

30 S，72℃延 伸 4 min，共 35个循环 。得到 157 bp 

的 mdrl和 121 bp的 p：一MG扩增产物 。(4)扩增产 

物的检测 ：扩增产物于 1 琼脂糖凝胶 电泳进行检 

测，EB染色，用凝胶成像系统扫描成像 ，并计算曲线 

下峰面积 作为 PCR产物 的含量 ，用 MDR1和 p。一 

MG的比值表示 MDR1的表达水平。 

7．统计学处理：数据用 SPSS10．0统计软件进 

行 t检验和方差分析 。 

结 果 

1．细胞的药物敏感性 ：低 于 0．008 g／L的槐耳 

清膏未见明显细胞毒性，当浓度增至 0．01 g／L以上 

时 ，随着浓度增加 ，肝癌细胞抑制率逐渐增加，槐耳 

清膏对 HepG2和 HepG2／ADM 的 IC 。分别 为 

0．917 g／L和 1．66 g／L(表 1)。表 2显 示 ADM、 

cDDP、MMC和氟尿嘧啶对 HepG2、HepG2+槐耳 

清膏、HepG2／ADM 和 HepG2／ADM+槐耳清膏细 

胞的 IC；。，使用槐耳清膏前后 HepG2和 HepG2／ 

ADM对 ADM、cDDP、MMC和氟 尿 嘧 啶的 IC 。值 

表 1 槐耳清膏的细胞毒性测定( ±s) 

槐耳清膏(g／L) 抑制率( ) 

HepG2 HepG2／ADM 
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表 2 HepG2细胞与 HepG2／ADM细胞的药物敏感性( ±s) 

注：HepG2+槐耳清膏与 HepG2比较，*P<0．05；HepG2／ADM与 HepG2／ADM+槐耳清膏比较，#P<0．05；HepG2／ADM+槐耳清膏 

与 HepG2比较，AP<0．05；HepG2／ADM+VER与 HepG2／ADM+槐耳清膏 比较，☆P<0．05；VER浓度为 10>g／L；槐耳清膏浓度为 

0．OO8g／L 

显著降低。槐耳清膏对 cDDP、MMC和氟尿嘧啶的 

耐药逆转作用与 VER相当，但对 ADM 的耐药逆转 

作用弱于 VER。表 3示槐耳清膏对 HepG2／ADM 

耐药性的逆转程度 ，可见槐耳清膏对 HepG2／ADM 

不同化疗药物耐药性 的逆转倍数分别为 ：ADM 3．4 

倍、cDDP 2．54倍、MMC 2．39倍、氟尿嘧啶 2．84倍 。 

2．槐耳清膏对 HepG2和 HepG2／ADM 细胞内 

的阿霉素浓度的影 响：实验组 ADM 与无 细胞 毒性 

的槐耳清膏合用 ，与对照组单用 ADM 比较 ，细胞内 

ADM 的累积量明显提高(P<0．01；表 4)。 

表3 HepG2／ADM细胞的耐药程度和槐耳清膏的逆转作用 

项 目 ADM cDDP MMC 氟尿嘧啶 

耐药倍数 13．04 5．_74 2．48 3．81 

逆转倍数 3．4 2．54 2．39 2．84 

相对逆转效率( ) 79．0 73．5 97．4 86．7 

表 4 HepG2细胞与 HepG2／ADM 细胞 内 

平均阿霉素荧 光强度 (z_q- ) 

注：实验组与对照组比较 ，*P<O．05 

3．槐耳清膏对 HepG2／ADM 细胞 MDR1表达 

的影 响：RT-PCR结果显示 ：HepG2／ADM 细胞未 

加槐耳清膏作用前的 MDR1／J3。一MG比值为 2．82± 

0．54，而加入槐 耳清膏 作用 48h后 MDR1／13。一MG 

比值仅为 1．87--+-0．28，而 HepG2细胞 的加入槐耳 

清膏作用前后 MDR1／~。-MG比值分别为 0．93± 

0．18和 0．87±0．34。HepG2细胞 的 MDR1表达 

明显弱于 HepG2／ADM细胞，且槐耳清膏作用后无 

显著变化；而 HepG2／ADM经 0．008 g／L槐耳清膏 

作用 48 h后，MDR1的表达下降了 33．7 ，但仍高 

于 HepG2细胞。 

讨 论 

当肿瘤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 ，称为多药耐药性 (MDR)。有些肿瘤经诱 

导才会产生耐药性 ，即在首次用药或前几个疗程时 

是敏感 的，到后来才逐渐耐药 ；而有的肿瘤是天然耐 

药的，即一 开始化疗就 出现耐药。MDR的产生是 

临床肿瘤化疗失败 的主要原 因之一。关于 MDR的 

产生曾提出几种肯定 的机制，其中最重要的机制被 

认为是细胞膜上存在的一种糖蛋白 P—gP，P-gp是多 

药耐药基 因 MDR1的编码产物，为依赖三磷酸腺苷 

的跨膜糖蛋 白，能够将进入细胞 内的药物排除体外 ， 

从而产生耐药性。肝癌化疗最重要的耐药原因是 

P-gp的过度表达 ]。寻找高效低毒的MDR逆转剂 

是 国内外学者研究 的热点 ]，在这方面中草药有着 

很大的优势。 

槐耳清膏是槐耳菌质经热水提取，含有多种有 

机成分、10余种矿物质元素，其主要活性成分是多 

糖蛋白。其化学结构为由 6种单糖即 L一岩藻糖，LJ 

阿拉伯糖、 木糖、D一甘露糖、 半乳糖、 葡萄糖 

组成的杂多糖结合 18种氨基酸构成的蛋 白质。 目 

前已有其成品槐耳颗粒(金克，国家一类新药，批准 

文号 ：国药准 字 Z-20000109号)运 用于I临床 ，对肝 

癌、肺癌、食管癌、胃癌等均有独特疗效 ]。根据槐 

耳清膏的一系列基础和I临床研究表明，槐耳清膏具 

有以下作用：(1)直接抑制肿瘤的生长，促进肿瘤细 

胞 的凋亡和坏死[9 ；(2)增强机体免疫功能 ，提高对 

放疗的耐受性；(3)明显减轻症状，改善病人精神食 

欲及睡眠状况，从而提高生存质量。陈大兴等口。。研 

究发现，槐耳清膏可通过影响血管内皮细胞的增殖、 

迁移和附壁能力，抑制肝癌组织的血管生成，降低肝 

癌组织的微血管密度从而发挥抑制肝癌生长的作用。 

本研究表明，无明显细胞毒性浓度的槐耳清膏 

能够增强 ADM、cDDP、MMC、氟尿嘧啶对耐药肝癌 
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细胞株 的杀伤作用，降低细胞毒药物的 Ic 。，使 

HepG2／ADM 细胞对阿霉素、顺铂、丝裂霉素、氟尿 

嘧啶的逆转倍数和相对逆转效率分别为 3．4、2．54、 

2．39、2．84和 79 、73．5 、97．4 、86．7 ，尤其对 

ADM 具有更大的逆转倍数，可能与该 HepG2／ 

ADM耐药细胞株是由阿霉素诱导产生，因而逆转 

剂作用后细胞对其更为敏感有关口 。该研究结果 

还显示，槐 耳清膏联合 ADM 作用于 HepG2和 

HepG2／ADM 细胞后，较 ADM单独作用于 HepG2 

和 HepG2／ADM 细胞的荧光强度提高，表明细胞内 

ADM 浓度 增 高，这 与 槐耳 清 膏抑 制 了细胞 膜 上 

P—gP的功能有关。该实验所采用的耐药细胞的耐药 

机制与MDR1的高表达有关，其 P—gP的表达水平 

较亲本细胞升高 3．9倍 ]。陈孝平等[4 的研究表明 

槐耳清膏作用 48h后对细胞产生最大抑制效果。该 

研究表明槐耳清膏能明显降低肝癌 HepG2／ADM 

多药耐药基 因 MDR1的表达，槐耳清 膏作 用 48 h 

后 MDR1的表达下降了33．7 。因此，槐耳清膏逆 

转肝癌细 胞多 药耐 药性 的可 能机 制是 通 过下 调 

MDR1的表达 ，使 MDR1表达产物 P—gP减少 ，使 P— 

gp的泵出功能受到抑制，即进入细胞内的化疗药物 

泵 出减少 ，从而增加了细胞内化疗药物的蓄积量 ，增 

强 了细胞毒作用 。 

实验表 明，槐耳清膏在体外表现出较强的逆转 

肝癌细胞多药耐药性的作用，由于其成分为传统中 

成药，具有价廉、低毒的优势，作为化疗时联合使用 

的辅助治疗手段，具有广阔的临床应用前景。 
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