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摘要椇椲目的椵探讨西黄丸含药血清对多药耐药人肝癌细胞株斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞耐阿霉

素作用的影响及机理暎椲方法椵制备西黄丸含药血清椈斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞分别用西黄丸含药血

清暍阿霉素及二者联合处理椈斖斣斣法检测细胞增殖椈斄旑旑斿旞旈旑斨灢斊斏斣斆棷斝斏双染色流式细胞术检测细胞凋亡椈荧光酶

标仪测定细胞内阿霉素的荧光强度椈斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚法检测细胞斝灢糖蛋白棬斝灢旂旔棭的表达暎椲结果椵西黄丸含药血清联

合不同浓度阿霉素处理棽棿旇后棳斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞增殖抑制率和凋亡率高于单用同浓度阿

霉素组棳比较差异有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭椈西黄丸含药血清联合不同浓度阿霉素处理棻棽旇后棳斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细

胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞内阿霉素的荧光强度高于单用同浓度阿霉素组棳比较差异有统计学意义棬 椉棸灡棸椀棭椈西黄丸

含药血清处理棻棽旇后棳斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞斝灢旂旔蛋白表达水平降低棳较对照组差异有统计学

意义棬 椉棸灡棸椀棭暎椲结论椵西黄丸含药血清显著逆转斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞的耐阿霉素作用棳其机

制可能与西黄丸含药血清下调细胞多药耐药蛋白斝灢旂旔表达相关暎
关键词椇西黄丸椈多药耐药椈肝细胞癌椈斝糖蛋白
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暋暋肿瘤细胞耐药性产生的重要机制是瘤细胞高表

达多药耐药蛋白斝灢糖蛋白棬斝灢旂旔棭棳该蛋白可以排出

肿瘤细胞内蓄积的药物棳降低药物对瘤细胞的抑制

作用棳从而导致瘤细胞对多药耐药棳是化疗失败的重

要原因椲棻椵暎因而棳斝灢旂旔途径是逆转肿瘤化疗耐药的

重要靶点棳寻找针对该途径的耐药逆转剂是研究的

重要方向暎
西黄丸是抗癌经典名方棳由牛黄暍麝香暍乳香和

没药等棿味中药组成棳有消坚化结暍解毒散痈的功

效暎临床研究表明棳该方对多种实体肿瘤具有一定

疗效棳而且对人体不良反应较小棳是非常实用的抗肿

瘤药物椲棽灢棾椵暎我们认为棳有必要探讨西黄丸与现代抗

肿瘤药物联合作用的效果与机制棳这是充分开发西

黄丸应用潜力的重要途径暎
本研究采用人肝细胞癌耐阿霉素细胞株斅斉斕灢

椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞作为肿瘤多药

耐药的体外研究模型棳考察了西黄丸含药血清对上

述细胞系耐药性的影响棳以及斝灢旂旔途径在其中的作

用棳旨在寻找安全有效的化疗耐药逆转剂暎
棻暋材料与方法

棻灡棻暋材料

棻灡棻灡棻暋实验动物与细胞系暋棿只棽椄暙棾棸周龄健康

日本大耳白兔购自安徽医科大学实验动物中心棳每
只质量棽灡棽暙棽灡椀旊旂棳雌雄各半椈人肝细胞癌耐阿霉

素细胞株斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞

购自南京凯基生物科技发展有限公司暎
棻灡棻灡棽暋主要药物与试剂暋西黄丸为北京同仁堂科

技发展股份有限公司产品椈阿霉素棬斄斾旘棭购于法玛

西亚普强棬中国棭有限公司椈斄旑旑斿旞旈旑斨灢斊斏斣斆棷斝斏凋

亡检测试剂盒为美国 斮斉斄斢斉斘 公司产品椈鼠抗人

斝灢旂旔暍鼠抗人毬灢斸斻旚旈旑单克隆抗体为美国斢斸旑旚斸斆旘旛旡
公司产品暎
棻灡棻灡棾暋主要仪器暋流式细胞仪为 斅斈斊斄斆斢斆斸旍旈灢
斺旛旘型椈斉旍旞灢椄棸棸 型酶标仪棬斅斏斚灢斣斉斔 仪器公司棭椈
斪斈灢椆棿棻棾斄型凝胶成像分析系统棬杭州汇尔仪器设

备有限公司棭暎

棻灡棽暋方法

棻灡棽灡棻暋细胞系培养暋斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘暍斎斿旔斍棽棷斄斾旘
细胞株在饱和湿度暍棾椃曟暍椀棩斆斚棽培养箱内培养于

含棻棸棩小牛血清的斠斝斖斏灢旍椂棿棸培养液中棳待其贴壁

生长至椃棸棩暙椄棸棩融合时棳胰酶消化传代暎
棻灡棽灡棽暋西黄丸含药血清的制备暋参考相关文献椲棿椵棳
西黄丸高暍中暍低剂量组兔用药量分别为每日每千克

体重棾棽暍棻椂暍椄旂棳约相当于成人每日每千克体重用药

量的棽棿暍棻棽暍椂倍暎制备过程简述如下椇西黄丸经双

蒸水漂洗干燥暍超微粉碎暍超声震荡等程序制备药物

混悬液椈将日本大耳白兔随机分入高暍中暍低剂量组

和空白对照组棳每组棽只椈各组动物分别按预定剂量

灌胃棳空白对照组以等量生理盐水灌胃棳连续棿斾棳最
后一次灌胃前禁食棻棽旇棳灌胃后棻旇乙醚麻醉棳颈动

脉采血棳无菌分离血清棳椀椂曟半小时灭活棳合并同组

动物血清棳棸灡棽棽毺旐 微孔滤膜过滤后棴棽棸曟保存备

用暎
棻灡棽灡棾暋斖斣斣法体外药物敏感实验暋取待测细胞

制成浓度为椀暳棻棸椂棷斕单细胞悬液棳加入椆椂孔培养

板内棳每孔棽棸棸毺旍棳棽棿旇细胞贴壁后棳加入不同药物

和棬或棭血清溶液棻棸棸毺旍棬对照组加不含药物的细胞

培养液棭棳每组设棾复孔暎培养棽棿旇后每孔加入

斖斣斣液棬椀旂棷斕棭棽椀旐旍棳继续培养棾旇棳弃上清棳每孔

加入棻椀棸毺旍斈斖斢斚棳震荡棻棸旐旈旑棳于椀椃棸旑旐波长条

件下用酶联免疫检测仪测定各孔的吸光度值暎增殖

抑制率椊棬棻棴实验组吸光度值棷对照组吸光度值棭棳
结果以每组棾孔的 暲 表示暎
棻灡棽灡棿暋流式细胞术检测细胞凋亡暋取待测细胞制

成细胞悬液棳斝斅斢液洗涤棽次棳重悬于棽棸棸毺旍结合

缓冲液暎按 斄旑旑斿旞旈旑斨灢斊斏斣斆棷斝斏双染色凋亡检测

试剂盒说明书加入 斊斏斣斆标记的 斄旑旑斿旞旈旑斨棻棸毺旍
和碘化丙锭棬斝斏棭椀毺旍棳混匀棳避光反应棻椀旐旈旑棳加入

棾棸棸毺旍结合缓冲液棳避光反应旍旇后上流式细胞仪检

测棳每次读取棻棸棿个细胞棳斆斿旍旍斞旛斿旙旚软件将全部细

胞分为四群椇存活细胞棬斄旑旑斿旞旈旑斨灢斝斏灢棭暍早期凋亡

细胞棬斄旑旑斿旞旈旑斨棲斝斏灢棭暍凋亡后继发坏死细胞棬斄旑灢
旑斿旞旈旑斨棲斝斏棲棭和坏死细胞棬斄旑旑斿旞旈旑斨灢斝斏棲棭暎计
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算细胞凋亡率棬棩棭椊棬早期凋亡细胞棲凋亡后继发

坏死细胞棭棷棻棸棸棸棸暳棻棸棸棩暎
棻灡棽灡椀暋荧光酶标仪测定细胞内 斄斾旘含量暋待测细

胞棻暳棻棸椀棷孔密度培养于椆椂孔细胞培养板棳分为

斄斾旘棲含药血清组和 斄斾旘棲对照血清组棳前者加入

西黄丸含药血清预处理棿旇后棳再加入不同浓度

斄斾旘共处理椄旇棳后者则先用对照组血清预处理棿旇
后再加 斄斾旘共处理椄旇暎处理后细胞斝斅斢液洗涤棾
次棳终止反应棳超声裂解后离心取上清棳溶入盐酸灢乙

醇溶液棳置于黑色椆椂孔培养板中用荧光酶标仪测定

斄斾旘荧光强度棳激发波长和发射波长分别棿椃棸旑旐和

椀椄棸旑旐暎根据荧光强度标准曲线计算棻棸椂个细胞内

斄斾旘含量棳具体过程参见相关文献椲椀椵暎
棻灡棽灡椂暋斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚法检测细胞斝灢旂旔表达暋待测

细胞棻暳棻棸椂棷孔密度培养于椆椂孔细胞培养板棳每孔

棻旐旍培养过夜棳分别加入西黄丸含药血清和对照血

清棳处理棻棽旇后棳收集细胞斝斅斢液洗涤终止反应棳常
规方法裂解细胞暍提取总蛋白暍测定蛋白浓度后进行

斪斿旙旚斿旘旑灢斺旍旓旚操作暎凝胶成像分析系统检测 斝灢旂旔
与毬灢斸斻旚旈旑蛋白条带灰度的比值为斝灢旂旔蛋白的相对

含量暎
棻灡棾暋统计学处理

所有实验独立重复棾次棳统计软件斢斝斢斢棻棻灡棸
处理测定结果数据暎棽组均数比较用 检验棳 椉
棸灡棸椀为差异有统计学意义暎
棽暋结果

棽灡棻暋细胞的增殖与凋亡

本研究首先考察了高暍中暍低剂量组西黄丸含药

血清对斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘增殖的

影响棳结果见图棻暎处理棽棿旇后棳高剂量西黄丸含药

血清可以抑制上述耐药细胞株的增殖棳较对照组差

异有统计学意义棬 椉棸灡棸棻棭椈中暍低剂量西黄丸含药

血清则未见上述抑瘤作用暎
本研究考察了对所用细胞株不具备细胞毒性的

低剂量组西黄丸含药血清对 斄斾旘抑制细胞增殖暍诱
导细胞凋亡的影响棳结果见图棽暎可见棳二者联合处

理时棳当 斄斾旘浓度为棽灡椀暍椀暍棻棸毺旐旓旍棷斕时棳联合组

斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞增殖抑制

率和凋亡率都显著高于单用同浓度 斄斾旘组棳比较差

异有统计学意义棬 椉棸灡棸棻棭暎
棽灡棽暋细胞内 斄斾旘含量

如图棾 所示棳斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷
斄斾旘细胞分别以不同浓度 斄斾旘加低剂量组含药血

清或对照血清处理棻棽旇后棳含药血清组细胞内 斄斾旘
含量高于同浓度 斄斾旘棲对照血清组棳比较差异有统

计学意义棬 椉棸灡棸椀棭暎
棽灡棾暋细胞斝灢旂旔蛋白表达水平

低剂量组西黄丸含药血清和对照血清分别处理

细胞棻棽旇后棳斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘
细胞斝灢旂旔表达情况如图棿所示棳含药血清处理后细

胞斝灢旂旔蛋白条带密度较对照血清组为低棬图棿斄棭棳
目标蛋白条带与内参条带灰度的比值作为半定量指

标也显示了同样的趋势棬图棿斅棭暎

斄为对照组棳斅暍斆暍斈 分别为低暍中暍高剂量西黄丸含药血

清组椈与 斄组比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎
图棻暋西黄丸含药血清对斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷

斄斾旘增殖的影响

栙暍栚椇斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞椈栛暍栜椇斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞椈斄暍斅暍斆暍斈组 斄斾旘浓度分别为棻暍棽棶椀暍椀暍棻棸毺旐旓旍棷斕椈与单用 斄斾旘组

比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎
图棽暋西黄丸含药血清对 斄斾旘抑制细胞增殖暍诱导细胞凋亡的影响
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栙椇斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞椈栚椇斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞椈斄暍斅暍斆暍斈组 斄斾旘浓度分别为棻暍棽棶椀暍椀暍棻棸毺旐旓旍棷斕椈与同浓度 斄斾旘棲
对照血清组比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎

图棾暋西黄丸含药血清对细胞内 斄斾旘含量的影响

与对照血清组比较棳棻棭 椉棸灡棸棻暎
图棿暋西黄丸含药血清对斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷

斄斾旘细胞斝灢旂旔蛋白表达的影响

棾暋讨论

西黄丸始载于清代名医王洪绪所著暥外科证治

全生集暦棳历代医家用其治疗乳岩暍瘰疠暍痰核暍肺痈

等棳积累了丰富的用药经验棳是中医药抗肿瘤的代表

性方剂暎近期临床研究表明棳西黄丸与化疗药物联

用治疗某些恶性肿瘤取得较好效果椲棽灢棾椵棳但其中的机

制尚缺乏深入的研究暎
中药复方研究的难点之一在于其组成复杂棳难

以确定其药效成分暎血清药理学方法是解决这个难

题的有效途径棳先用中药复方灌服动物棳继而采集动

物血液暍分离血清棳将这种含有药物成分的血清作为

中药复方药效成分的代表进一步行药理学研究棳同
时制备正常血清做对照椲椂椵暎

暋暋本研究首先参照相关文献制备了西黄丸含药血

清棳继而考察其对肝细胞癌多药耐药的细胞株斅斉斕灢
椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞增殖的影响棳结
果发现仅高剂量含药血清对两细胞株有明显的增殖

作用棳而中暍低剂量组西黄丸含药血清对所用细胞株

不具备细胞毒性暎接下来棳本研究考察了低剂量组

西黄丸含药血清对斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷
斄斾旘细胞耐药性的影响棳结果发现低剂量组西黄丸

含药血清联合 斄斾旘处理后棳两细胞株的增殖抑制

率暍凋亡率均较单用同浓度 斄斾旘明显升高棬见图棽棭棳
说明西黄丸含药血清有逆转肿瘤细胞耐药的效应棳
为西黄丸与化疗联合应用提供了一定的理论根据暎

肿瘤细胞发生多药耐药的机制非常复杂棳其中棳
以斝灢旂旔为代表的某些药物转运蛋白表达增高暍功能

活跃棳从而排出肿瘤细胞内的药物棳导致所谓暟药物

转运性耐药暠是化疗耐药的经典机制椲椃椵暎本研究中棳
西黄丸含药血清联合不同浓度 斄斾旘处理棻棽旇后棳
斅斉斕灢椃棿棸棿棷斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞内 斄斾旘蓄

积量显著高于同浓度 斄斾旘联合对照血清组棳说明西

黄丸逆转耐药是通过影响药物在肿瘤细胞内外的转

运棳增加了化疗药物在瘤细胞内的蓄积暎进一步用

斪斿旙旚斿旘旑斺旍旓旚法检测细胞斝灢旂旔的表达棳结果说明西

黄丸含药血清确实可以降低 斝灢旂旔 在 斅斉斕灢椃棿棸棿棷
斄斾旘细胞和 斎斿旔斍棽棷斄斾旘细胞的表达暎至此棳可以

推测棳抑制斝灢旂旔表达棳降低其功能是西黄丸逆转肿

瘤细胞多药耐药的重要机制暎
总之棳本研究应用血清药理学方法在体外探讨

了抗癌名方西黄丸对多药耐药的肝癌细胞株耐药性

的影响及其机制棳初步结果说明西黄丸确实可以逆

转肿瘤细胞耐药棳其机制可能和抑制耐药瘤细胞斝灢
旂旔途径相关暎

棬下转第椆棻页棭
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本次实验采用高脂饲料诱导大鼠 斘斄斢斎 模型棳
椄周后肝组织苏木精灢伊红染色显示存在明显的肝

细胞脂肪变性棳肝索结抅紊乱棳可见弥漫性暍混合性

的空泡及气球样改变棳油红染色大鼠肝组织可见大

量脂滴棳模型构建成功暎罗格列酮是噻唑烷二酮类

棬斣斱斈旙棭药物棳可提高周围组织如肝脏暍骨骼肌和脂

肪组织等对胰岛素的应答反应棬敏感性棭棳从而改善

胰岛素抵抗暎本实验以此为对照药棳研究苓桂术甘

汤对 斘斄斢斎 大鼠 斈斍斄斣棽暍斝斔斆毰的影响暎研究结

果显示棳模型组大鼠肝组织 斈斍斄斣棽棷斝斔斆毰蛋白及

相应 旐斠斘斄含量均较正常组升高棳提示二者参与了

斘斄斢斎 大鼠模型中的脂代谢紊乱和斏斠棳苓桂术甘汤

组暍罗 格 列 酮 组 均 能 降 低 大 鼠 肝 组 织 斈斍斄斣棽暍
斝斔斆毰的 旐斠斘斄和蛋白含量棳提示二者可能从基因

和蛋白层面上通过下调 斈斍斄斣棽暍斝斔斆毰的表达棳调
节脂质代谢棳改善胰岛素抵抗棳苓桂术甘汤可能有噻

唑烷二酮类药物的作用暎
综上所述棳苓桂术甘汤可能是通过下调肝组织

斈斍斄斣棽暍斝斔斆毰旐斠斘斄和蛋白的表达水平棳对肝内

脂质代谢和胰岛素抵抗起到了调节和改善作用棳从
而达到治疗 斘斄斢斎 的目的棳斈斍斄斣棽棷斝斔斆毰有可能

成为治疗 斘斄斢斎 的新靶点暎
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