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艾迪注射液对人肝癌细胞株多药耐药性的逆转作用 
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［摘　要］目的：探讨艾迪注射液对人肝癌细胞株Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ多药耐药性（ＭＤＲ）的逆转作用及可能机制。
方法：采用５氟尿嘧啶（５ＦＵ）药物浓度梯度递增法建立人肝癌 ＭＤＲ细胞株 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ，采用 ｃｃｋ８法检测
Ｂｅｌ７４０２及Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ对５ＦＵ、阿霉素（ＡＤＭ）、丝裂霉素（ＭＭＣ）、甲氨蝶呤（ＭＴＸ）、环玲酰胺（ＣＴＸ）及顺铂
（ＣＤＤＰ）６种化疗药物的敏感性、并计算半数致死浓度（ＩＣ５０）及６种化疗药物对 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞的 ＩＣ５０及耐
药指数（ＲＩ），同时观察不同浓度艾迪注射液对 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞的抑制率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测经过 ＩＣ５０艾迪
注射液处理的Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞中多药耐药相关蛋白１（ＭＲＰ１）、Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、程序化死亡因子５蛋白
（ＰＤＣＤ５）的表达水平。结果：６种化疗药物对Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞株的ＩＣ５０较Ｂｅｌ７４０２细胞株明显升高，与 Ｂｅｌ
７４０２细胞相比，Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞株中ＭＲＰ１、Ｐｇｐ表达明显升高，ＰＤＣＤ５表达明显降低（Ｐ＜００５）；经 ＩＣ５０艾
迪注射液处理后的Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞中升高的ＭＲＰ１、Ｐｇｐ表达和ＰＤＣＤ５降低得到抑制（Ｐ＜００５）。结论：艾
迪注射液具有逆转肝癌细胞ＭＤＲ的作用，其机制可能与下调多药耐药相关蛋白 ＭＲＰ１、Ｐｇｐ表达，上调凋亡相
关蛋白ＰＤＣＤ５的表达有关。
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　　原发性肝癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，全
世界每年约有５０万例原发性肝癌的新发病例，其
中５０％发生在我国，发病率居全国恶性肿瘤的第４
位［１－２］。肝癌由于起病隐匿、临床表现不典型、早

期诊断率低，导致大部分病人在确诊时已达中晚

期，仅约２０％的肝癌患者适合行手术治疗，５年生
存率极低［３］。近年来越来越多的学者将目光转移

到肝动脉栓塞化疗（ＴＡＣＥ）、无水酒精注射治疗
（ＰＥＴ）、射频消融术（ＲＦＡ）、化疗、放疗及生物治疗
等非手术治疗途径上，尝试以这些非手术治疗的方

法来提高肝癌患者的预后和生存率，尤其以化疗的

使用最为广泛［４－７］。然而化疗并没有使肝癌患者

的预后及生存率得到明显改善，其原因就是肿瘤细

胞可对化疗药物产生多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔ
ａｎｃｅ，ＭＤＲ），肝癌细胞对化疗药物存在ＭＤＲ现象
严重阻碍了化疗的效果［８］。因此，如何提高肝癌

细胞对化疗药物的敏感性，逆转肝癌细胞的 ＭＤＲ
现象是当前急需解决的问题。艾迪注射液是由斑

蝥、人参、黄芪及刺五加组成，具有直接杀灭肿瘤细

胞、促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤血管新生、ＭＤＲ
逆转、骨髓保护及免疫调节等作用［９－１０］，但因对其

作用机制缺乏系统性研究，未被广泛接受和认可。

本实验通过研究艾迪注射液对肝癌细胞的 ＭＤＲ
的可能逆转作用机制及途径，为艾迪注射液在肝癌

患者的临床应用提供理论依据，同时对传统医学的

发展提供循证医学的依据。

１　材料与方法

１１　细胞株及试剂
人肝癌细胞株Ｂｅｌ７４０２（南京凯基生物科技有

限公司），ＲＰＭＩ１６４０（Ｇｉｂｃｏ），胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ），艾
迪注射液（贵州益佰制药股份有限公司），ＣＣｋ８
（北京索莱宝科技有限公司），氟尿嘧啶（５ＦＵ，
１ｇ／支，Ｓｉｇｍａ公司），阿霉素（ＡＤＭ，１０ｍｇ／支，ｓｉｇ
ｍａ公司），丝裂霉素（ＭＭＣ，２ｍｇ／支，ｓｉｇｍａ公司），

甲氨蝶呤（ＭＴＸ，５ｍｇ／支，ｓｉｇｍａ公司），环玲酰胺
（ＣＴＸ，０２ｇ／支，ｓｉｇｍａ公司），顺铂（ＣＤＤＰ，２０ｍｇ／
支，ｓｉｇｍａ公司），鼠抗人多药耐药相关蛋白 １
（ＭＲＰ１）抗体（美国ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌ公司），鼠抗人
Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）抗体（美国ＮｅｏＭａｒｋｅｒ公司）、兔抗
人程序化死亡因子５蛋白（ＰＤＣＤ５）抗体（北大生
科院），ｃｏｃｋｔａｉｌ裂解液（碧云天公司），ＥＣＬ试剂
（碧云天公司）。

１２　方法
１２１　肝癌 ＭＤＲ细胞株 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ的建立
　取对数生长期的人肝癌细胞Ｂｅｌ７４０２，计数后接
种于起始浓度为２ｍｇ／Ｌ的５ＦＵ培养夜中培养３
～５ｄ，弃去上清及死亡后悬浮的细胞，更换含同等
浓度的５ＦＵ培养夜继续培养３～５ｄ，弃去上清及
死亡后的悬浮细胞，加入含剂量加倍浓度的５ＦＵ
培养夜，重复上诉步骤。４个月后，细胞可在含
２０ｍｇ／Ｌ的５ＦＵ的培养液中稳定生长增值，将该
细胞亚系命名为 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ。更换培养液，使
Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞在含５ＦＵ浓度为２０ｍｇ／Ｌ的
培养液中继续培养维持其耐药性，实验前２周撤去
药物，以正常的ＲＰＭＩ１６４０培养液培养，用于后续
的研究。

１２２　Ｂｅｌ７４０２和 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对６种化
疗药物的敏感性　采用 ｃｃｋ８法检测，取对数生长
期的Ｂｅｌ７４０２细胞和 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞，常规消
化制成１×１０８／Ｌ细胞悬液接种于９６孔板，每孔终
体积为２００μＬ，培养２４ｈ后，使细胞贴壁良好，更
换新鲜培养液，将细胞分为６组，分别给予５ＦＵ、
ＣＴＸ（２５、５０、１００、２００、４００及 ８００ｍｇ／Ｌ），
ＡＤＭ、ＣＤＤＰ（０１、０２、０４、０８、１６及３２ｍｇ／Ｌ），
ＭＴＸ（０２５、０５、１０、２０、４０及８０ｍｇ／Ｌ），ＭＭＣ
（０７５、１５、３０、６０、１２０及 ２４０ｍｇ／Ｌ）处理细
胞，每个浓度的药物设４个复孔，并设４个不加药
的平行对照孔，４个不加细胞的 ＰＢＳ作为凋零孔。
继续培养４８ｈ后，去除含药培养液，再换以新鲜培
养液继续培养 ２４ｈ。最后细胞中加入 ｃｃｋ８液
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１０μＬ，培养２ｈ后，使用酶标仪在４５０ｎｍ波长下
读取吸光度值（ＯＤ），计算 ６种化疗药物对 Ｂｅｌ
７４０２及Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞的５０％抑制率的浓度，
计算 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ的耐药指数（ＲＩ），ＲＩ＝Ｂｅｌ
７４０２／５ＦＵ的半数致死浓度（ＩＣ５０）／Ｂｅｌ７４０２的
ＩＣ５０。
１２３　Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对艾迪注射液的敏感
性　采用ＣＣＫ８法检测，分为空白对照组（含 Ｂｅｌ
７４０２／５ＦＵ细胞的ＲＰＭＩ１６４０培养液２００μＬ，设置
４个复孔）和艾迪注射液组（分别加入含５、１０、２０、
４０、８０及１６０ｇ／Ｌ的培养液２００μＬ，每组均设４个
复孔），处理后的细胞采用酶标仪在４５０ｎｍ波长
下读取 ＯＤ值，计算 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对艾迪注
射液的ＩＣ５０。
１２４　ＭＲＰ１、Ｐｇｐ及 ＰＤＣＤ５蛋白表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测，实验分为 Ｂｅｌ７４０２细胞组、Ｂｅｌ７４０２／
５ＦＵ细胞组及 ＩＣ５０的艾迪注射液作用后的 Ｂｅｌ
７４０２／５ＦＵ细胞组，分别加入２００μＬ含 ｃｏｋｔａｉｌ的
裂解液提取总蛋白，测定蛋白浓度，取５０μｇ蛋白
的溶液体积为上样量，各组样品加入上样缓冲液后

于３７℃放置 ４０ｍｉｎ使蛋白变性，于 １０％ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳分离 ２～３ｈ，将蛋白电转移至
ＰＶＤＦ膜，室温下用５％的脱脂粉摇动封闭４０ｍｉｎ，
加入相应一抗中 ３７℃孵育 ２ｈ，ＰＢＳＴ洗 ４次 ×
８ｍｉｎ，加入二抗 ３７℃孵育 ２ｈ，ＰＢＳＴ洗 ４次 ×
８ｍｉｎ，然后加入ＥＣＬ显色液暗色显色用凝胶图像
分析软件分析目标带的 ＯＤ值，以 βａｃｔｉｎ蛋白作
为内参，用目的条带与内参（βａｃｔｉｎ）条带ＯＤ值之
比作为目的蛋白的相对表达量，每组重复４次。
１３　统计学处理

数据采用ＳＰＳＳ１９０软件进行统计分析，计算
Ｂｅｌ７４０２细胞和Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对６种化疗药
物的ＩＣ［１１］５０ ，计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，
数据比较采用单因素方差分析；两样本均数比较采

用独立样本ｔ检验，Ｐ＜００５表示差异有统计学意义。

２　结果

２１　Ｂｅｌ７４０２细胞及 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对６种
化疗药物的敏感性

与Ｂｅｌ７４０２细胞对６种化疗药物的 ＩＣ５０值比
较，Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞对６种化疗药物均 ＩＣ５０值
均有升高（Ｐ＜００５），均表现出不同程度的耐药
性，对５ＦＵ、ＡＤＭ、ＭＭＣ、ＭＴＸ、ＣＴＸ、ＣＤＤＰ的ＲＩ分

别为２１２１±２７３、８１９±０５３、１００５±０１６、２３７５±
２７５、５５９±０４２、１８１９±００４。见表１。

表１　肝癌Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞耐药性检测结果
（ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｈｅｐａｔｏｍａ
Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵｃｅｌｌｓ（ｘ±ｓ）

化疗

药物

ＩＣ５０（ｍｇ／Ｌ）

Ｂｅｌ７４０２ Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ
ＲＩ

５ＦＵ １２７８７±１６６９ ２６６７３±０４１（１） ２１２１±２７３
ＡＤＭ １３７±００７ １１２３±００９（１） ８１９±０５３
ＭＭＣ ２２１±００４ ２２１１±０６４（１） １００５±０１６
ＭＴＸ ０２６±００２ ７０５±０６２（１） ２３７５±２７５
ＣＴＸ ４８２±０４３ ２６９３±０３６（１） ５５９±０４２
ＣＤＤＰ ０２４±０１５ ４４５±０１１（１） １８１９±００４

（１）与Ｂｅｌ７４０２细胞相比，Ｐ＜００５

２２　艾迪注射液对Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞的抑制率
不同浓度的艾迪注射液（５、１０、２０、４０、８０及

１６０ｇ／Ｌ）对 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞的抑制率分别为
（３±０８４）％、（１４±３５５）％、（２５±１４９）％、（３０
±０７１）％、（３４±２９５）％、（４７±４３２）％，使用
ＳＰＳＳ１９０计算艾迪注射液对 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞
的ＩＣ５０为（１０６４３＋１８４）ｇ／Ｌ。
２３　ＭＲＰ１、Ｐｇｐ及ＰＤＣＤ５蛋白表达

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＭＲＰ１、Ｐｇｐ在 Ｂｅｌ
７４０／５ＦＵ细胞中的表达水平明显高于 Ｂｅｌ７４０２细
胞，ＰＤＣＤ５明显低于 Ｂｅｌ７４０２细胞（Ｐ＜００５）；经
过ＩＣ５０艾迪注射液作用后Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞中升
高的 ＭＲＰ１、Ｐｇｐ蛋白表达水平和降低的 ＰＤＣＤ５
蛋白表达水平得到抑制（Ｐ＜００５）。见图２，表２。

表２　三组细胞中ＭＲＰ１、Ｐｇｐ及ＰＤＣＤ５蛋白相对
表达量（％）

Ｔａｂ．２　ＲｅｌａｔｖｉｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＲＰ１，Ｐｇｐ
ａｎｄＰＤＣＤ５ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎ３ｇｒｏｕｐｓｏｆｃｅｌｌｓ

组别 ＭＲＰ１ Ｐｇｐ ＰＤＣＤ５
Ｂｅｌ７４０２ ０３７７±０６８４ ０４４２±０４９７ ０８４７±０４５１　　　
Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ ０９２５±０６５４（１）０９９１±０１９４（１）０５０７±０９３２（１）

Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ＋Ｓ０６１９±０７９９（２）０６８６±０３４６（２）１１９３±０２００（２）

（１）与Ｂｅｌ７４０２组比较，Ｐ＜００５；（２）与 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ组比较，Ｐ＜
００５

３　讨论

化疗是当前治疗肝癌的重要手段之一，在化疗
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注：１为Ｂｅｌ７４０２细胞，２为Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ细胞，
３为Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ＋艾迪注射液

图１　ＭＲＰ１、Ｐｇｐ及ＰＤＣＤ５蛋白表达水平
（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

Ｆｉｇ．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｉｎｇｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓ
ｏｆＭＲＰ１，ＰｇｐａｎｄＰＤＣＤ５ｐｒｏｔｅｉｎｓ

刚开始用于临床时，化疗效果较好，明显的减少了

肝癌患者术后的复发及转移。然而，随着化疗药物

在临床上的广泛应用，肝癌细胞对化疗药物逐渐产

生多药耐药。有研究证实，９０％以上的肝癌患者化
疗失败的原因都与不同程度的 ＭＤＲ有关，目前认
为化疗出现ＭＤＲ的原因主要涉及以下几个方面：
（１）跨膜转运蛋白通过泵药作用，可将肝癌细胞内
的化疗药物泵出细胞外，促进药物在肝癌细胞内的

再分布，减少作用于肝癌细胞内的特点靶点的药物

浓度，从而导致耐药［１２］；（２）肝癌细胞内酶系统发
生改变，目前有研究证实，肝癌细胞内一系列酶的

活化或失活也参与了肝癌细胞ＭＤＲ的发生［１３－１５］；

（３）丝裂原活化蛋白激酶的激活可引起肿瘤细胞
的ＭＡＰＫ信号转导通路的激活，从而导致肝癌细
胞产生ＭＤＲ［１６］；（４）控制肝癌细胞凋亡的相关基
因和蛋白的改变，控制肝癌细胞凋亡的基因和蛋白

改变后可导致肝癌细胞抵抗和逃逸凋亡，从而引起

肝癌细胞的 ＭＤＲ现象；（５）肝癌细胞微环境的改
变可导致肝癌细胞形成新的血管、肝癌细胞代谢途

径的改变以及肝癌细胞对缺氧环境的适应等，是肝

癌细胞对化疗药物产生多药耐药的重要原因之一。

本研究在建立人肝癌 ＭＤＲ细胞株 Ｂｅｌ７４０２／
５ＦＵ后，通过 ｃｃｋ８法对亲本细胞 Ｂｅｌ７４０２及耐
药细胞 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ对６种化疗药物的敏感性
进行检测，结果发现耐药细胞株 Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ对
６种化疗药物的 ＩＣ５０明显高于亲本细胞，通过
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法结果显示耐药细胞株 Ｂｅｌ７４０２／５
ＦＵ中Ｐｇｐ及ＭＲＰ１明显高于亲本细胞，而ＰＤＣＤ５
明显低于亲本细胞，进一步证实了 ＢＥＬ７４０２／５ＦＵ
的成功建立及肝癌细胞 ＭＤＲ的存在。同时，本研
究还通过 ＩＣ５０的艾迪注射液作用于耐药细胞株
Ｂｅｌ７４０２／５ＦＵ后，跨膜转运蛋白及ＭＤＲ蛋白较耐

药细胞株的表达明显减少，而 ＰＤＣＤ５的表达较耐
药细胞株的表达明显增加，提示艾迪注射液具有逆

转肝癌细胞ＭＤＲ的作用，其机制可能与下调ＭＤＲ
相关蛋白ＭＲＰ１、Ｐｇｐ表达，减少细胞对化疗药物
的外排，增加细胞内药物的浓度，并上调ＰＤＣＤ５蛋
白的表达，抑制肿瘤细胞增值，促进肿瘤细胞凋亡，

从而部分逆转肿瘤细胞的 ＭＤＲ性有关。通过本
实验研究可以为艾迪注射液在肝癌的临床应用上

提供一定的理论依据。
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添加于各类食品或作为药用，从而提高淫羊藿药渣

的再开发利用价值。
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