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#摘要$

!

目的
!

探讨紫草素对人肺腺癌
9#$"

细胞顺铂耐药的逆转作用$方法
!

用
IJJ

法分别检测紫

草素对
9#$"

细胞及
9#$"

-

OOB

顺铂耐药细胞的细胞毒性!建立
9#$"

-

OOB

顺铂耐药移植瘤裸鼠模型!考察紫

草素对耐顺铂
9#$"

细胞的体内生长抑制率!采用逐代耐药筛选实验!考察紫草素抗肿瘤过程中是否会产生类

顺铂样耐药反应$结果
!

较
9#$"

细胞"

*)

#'

U.2.,

"

<0?

-

M

#!紫草素对
9#$"

-

OOB

顺铂耐药细胞具有更高的

杀伤效力 "

*)

#'

U'2"#

"

<0?

-

M

#$同时!紫草素与顺铂组相比!可有效阻滞
9#$"

-

OOB

耐药细胞的体内生长

"抑瘤率
&#2"!C

!

!

"

'2'#

#!且与顺铂联合给药时!更能显著增加
9#$"

-

OOB

细胞对顺铂的敏感性 "抑瘤率,

联合组
$+2!"C"#2

顺铂组
!&2"-C

!

!

"

'2'!

#$而相比于顺铂易产生耐药性!紫草素长时间干预并没有显著增

加
9#$"

细胞耐紫草素的细胞毒性$结论
!

体内'外实验均表明紫草素可有效逆转人肺腺癌顺铂耐药性且无继

发耐药$
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一#以顺铂!

OOB

"为

代表的铂类联合其他化疗药是临床治疗肺癌的一线

方案)

!

*

#多数患者在化疗初期对药物敏感#表现为肿

瘤体积缩小#临床症状明显减轻#但后期效果不佳#肿

瘤细胞的多药耐药性是导致肺癌化疗失败的主要原

因之一)

.

*

%因此#临床迫切需要能逆转肿瘤细胞耐药

的药物%

紫草为紫草科植物新疆紫草或内蒙紫草的干燥

,.&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期

#

基金项目'广东省医院药学研究基金!

.'!-9!.

"%

!

作者简介!周娟!

!"-+%

"#主管药师#硕士#主要从事临床药学抗肿瘤方面的研究%



根#是我国常用中药材#味甘&咸#性寒#归心&肝经#具

有清热凉血#活血解毒#透疹消斑等功效)

&

*

%紫草素

!

(N1W0515

#

(HX

"是一种萘醌类化合物#为紫草的主

要有效成分之一#紫草素具有抗病毒&抗氧化&抗肿

瘤&抗炎&加速伤口愈合和增强免疫等功效)

$

*

%目前#

紫草素的抗肿瘤作用是研究的热点#紫草素可以通过

抑制肿瘤细胞增殖#改变细胞周期#并诱导细胞凋亡

等途径对多种肿瘤细胞产生作用)

#

*

%研究表明紫草

素可以显著抑制肺腺癌
9#$"

细胞增殖#诱导细胞凋

亡)

+6,

*

#但紫草素对肺癌顺铂耐药的影响报道相对较

少#本研究通过体内体外两方面考察紫草素对人肺腺

癌顺铂耐药的作用#现报道如下%

!

!

材料与方法

!2!

!

细胞株与实验动物
!

9#$"

细胞&

9#$"

$

OOB

来

源于中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库%

(BP

级
T9MT

$

L65E/A

雌性小鼠!

$+

周#

!+

!

.'

F

"#购买于

中山大学动物实验中心)许可证号'

()\X

!粤"

.'!+6

''."

*#饲养于广州中医药大学国际中医药转化医学

院研究所
(BP

级实验动物中心)许可证号'

(]\X

!

Ŝ

"

.'!$6'!$$

*%

!2"

!

仪器与试剂
!

紫草素购自成都曼思特生物科技

有限公司#纯度大于或等于
"-C

(顺铂购自山东齐鲁

制药(环磷酰胺&

IJJ

&玉米油购自
(1

F

<=

公司%

!2#

!

方法

!2#2!

!

细胞培养
!

9#$"

&

9#$"

$

OOB

细胞用含
!'C

PT(

和
!C

双抗的
7BI*6!+$'

完全培养基培养#置于

#C)Q

.

&

&,_

饱和湿度恒温培养箱中常规培养#隔天

更换培养基%

!2#2"

!

IJJ

法检测紫草素对
9#$"

&

9#$"

$

OOB

细

胞毒性影响

!2#2"2!

!

细胞准备
!

取生长状态良好的细胞胰酶消

化&离心&加培养基混匀#按每孔
.'''

个细胞#把细胞

接种到
"+

孔板中#置培养箱中培养过夜#待细胞生长

状态恢复后#再进行实验%

!2#2"2"

!

设计药物浓度
!

紫草素按
'

&

!

&

.

&

$

&

+

"

<0?

$

M

设定给药浓度%

!2#2"2#

!

给药处理
!

移除原有培养基#按实验设定

药物浓度#每孔加入
.''

"

M

含药完全培养基#置培养

箱中继续培养
,.N

%

!2#2"2$

!

细胞毒性检测
!

给药结束后弃除培养基#

加入用
BT(

配制的
IJJ

溶液!

'2#<

F

$

<M

"#每孔

!''

"

M

#

&,_

恒温避光孵育
$N

(接着弃去
IJJ

溶

液#加入
OI(Q

!每孔
!#'

"

M

"#置微孔板振荡器上快

速振荡
!'<15

&混匀#随后把
"+

孔板置于多功能酶标

仪中检测其吸光度
&:

值!测定波长为
$"'5<

"%

!2#2"2D

!

检测得到的
&:

值#使用软件
S;=

:

NB=/

B;14<#

制作生长抑制曲线#并计算药物半数抑制浓度

*)

#'

值%

!2#2#

!

裸鼠异种移植瘤模型的建立

!2#2#2!

!

动物处理及饲养
!

T9MT

$

L65E/A

小鼠购回

后#先在饲养的
(BP

级动物实验中心适应环境
!

周

后#开始移植瘤模型的构建%

!2#2#2"

!

肿瘤细胞的移植
!

将处于对数生长期#且

生长状态良好的
9#$"

$

OOB

细胞消化后#用无血清的

!+$'

培养基混悬#并用台盼蓝染色后计算活细胞数#

混悬细胞#按
&2'`!'

+

$只将混悬好的细胞注射到裸

鼠的右前肢腋下%

!2#2#2#

!

接瘤后观察指标
!

肿瘤细胞移植后#每天

观察肿瘤细胞在体内的生长的情况#并用游标卡尺测

量肿瘤大小)肿瘤体积的计算公式'

JG

!

<<

&

"

U

!

M`a.

"$

.

*#同时记录下裸鼠的体质量#并观察其精

神状态&活动&饮食和大小便情况等%

!2#2$

!

紫草素对
9#$"

$

OOB

裸鼠异种移植瘤的影响

!2#2$2!

!

实验分组与给药
!

待肿瘤体积均达到
#'

!

!''<<

& 时#将裸鼠按照肿瘤体积和体质量分为
#

组'玉米油空白对照组!

L05@;0?

"&环磷酰胺
.#<

F

$

W

F

阳性对照组!

)J\

"#顺铂
.<

F

$

W

F

组!

OOB

"&紫草素

.<

F

$

W

F

组!

(HX

"&顺铂
.<

F

$

W

F

8

紫草素
.<

F

$

W

F

混合组!

OOB8(HX

"#每组
-

只%根据前期紫草素在

体内抗肺腺癌药效实验结果)

-

*

#给药方案予每天
!

次#按上述剂量连续
.&/

腹腔注射相应药物%

!2#2$2"

!

给药期间检测指标
!

观察肿瘤细胞在体内

的生长情况#并同时使用游标卡尺测量肿瘤大小#记

录下裸鼠的体质量和肿瘤体积大小!

&

天$次"#并观察

其精神状态&活动&饮食和大小便的情况%

!2#2$2#

!

评价指标
!

结束
.&/

的给药后#解剖小鼠#

分离取出肿瘤组织及心&肝&脾&肺&肾等主要器官#并

分别进行称重&样品保存%

!2#2D

!

9#$"

对顺铂及紫草素的耐药指数评价

!2#2D2!

!

细胞准备
!

9#$"

细胞接种于
,#V?=4W

#培

养过夜#待细胞生长状态恢复#再进行后续实验%

!2#2D2"

!

药物处理
!

移除原有培养基#分别加入含

顺铂 !

#

"

<0?

$

M

"或紫草素 !

.

"

<0?

$

M

"完整培养基

各
!'<M

#置培养箱中继续培养%

!2#2D2#

!

耐药培养
!

待细胞长至
,#V?=4W

约
-'C

时#胰酶消化#使用正常完全培养基按
!b&

传代%重

复上述步骤#使
9#$"

分别反复长期暴露于含顺铂 !

#

"

<0?

$

M

"或紫草素 !

.

"

<0?

$

M

"的完全培养基#以获

得
9#$"

顺铂耐药株或
9#$"

紫草素耐药株%

!2#2D2$

!

耐药性评价
!

分别于长期药物暴露的第
'

&

#

&

!+

&

.'

代#使用
IJJ

法#检测顺铂!

'

&

.

&

$

&

+

&

-

&

!'

&

.'

"

<0?

$

M

"和紫草素!

'

&

!

&

.

&

$

&

+

&

-

"

<0?

$

M

"对细胞

-.&$

重庆医学
.'!-

年
!.

月第
$,

卷第
&$

期



株活力影响%使用软件
S;=

:

NB=/B;14<#

计算药物

半数抑制浓度
*)

#'

值%利用耐药指数评价细胞耐药

性'耐药指数!

7*

"

U*)

#'

!第
\

代"$

*)

#'

!第
'

代"%

!2$

!

统计学处理
!

采用
(B((!"2'

软件进行数据处

理#计量资料以
Gc#

表示#采用单因素方差分析单因

素方差分析#以
!

"

'2'#

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"2!

!

紫草素对人肺腺癌
9#$"

$

OOB

耐药性的逆转作

用
!

紫草素分别干预
9#$"

细胞&

9#$"

$

OOB

耐药细

胞#

IJJ

法检测
9#$"

细胞
*)

#'

值为
.2.,

"

<0?

$

M

#

9#$"

$

OOB

耐药细胞株的
*)

#'

为
'2"#

"

<0?

$

M

#实验

结果表明#

9#$"

顺铂耐药株对紫草素不具有耐受性#

相反#紫草素对
9#$"

顺铂耐药细胞具有更高的杀伤

效力#见图
!

%

图
!

!!

IJJ

法检测紫草素对
9#$"

细胞'

9#$"

(

OOB

耐药细胞的细胞活力

"2"

!

紫草素对
9#$"

$

OOB

裸鼠异种移植瘤的抑制作

用
!
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组相比#给药期间小鼠的体质量无明显变化#且各组
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解剖各组小鼠取常规脏器心&肝&脾&肺&肾#检测脏器

指数#结果显示各组脏器指数无明显差异!图
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紫草素耐药指数评价
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在上述试验中#笔者发
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的敏感性较单纯的
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更高#在体内可抑制耐药细胞生长#且在体内与顺铂

联合给药时#更能显著增加
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细胞对顺铂的

敏感性%但长期使用紫草素是否会产生类顺铂样耐

药性尚未清楚#本研究以顺铂为阳性对照#采用逐代

耐药筛选实验#
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在威胁人类生命健康的各种恶性肿瘤中#肺癌的

发病率和死亡率一直居高不下#其主要的原因在于其

易发性&耐药性和高转移性)
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%肺癌细胞对化疗药物

产生耐药是影响疗效和预后的重要因素 )

.

*

#因此#铂

类耐药是临床治疗肺癌的难题#期望能找到有效的抑

制剂#与铂类药物联合使用提高疗效%紫草素对多种

肿瘤细胞具有杀伤作用且可增加抗肿瘤治疗敏感

性)
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%关于紫草素对肺腺癌化疗逆转耐药性的研究

鲜有报道#本文通过体内&体外相结合实验证实#紫草

素在不产生细胞毒性条件下能够逆转人肺腺癌耐药

细胞
9#$"
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OBB

对顺铂的耐药性#紫草素与顺铂联合

用药后#增强顺铂对肺腺癌耐药细胞株的杀伤作用#

提高耐药细胞株对顺铂的敏感性%

综上所述#紫草素具有逆转肺腺癌顺铂耐药作

用#而且具有目前临床药物所缺乏的高效&安全性较

好的优势#有很大的研究价值%
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