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研究

杨凤辉，王占民，乌新林

（山东大学齐鲁医院 普通外科，山东 济南 ２５００１２）

　　摘要：目的　研究葡萄籽多酚（ＧＳＰ）逆转先天性耐药细胞株 ＧＢＣＳＤ耐药的机制，寻找高效低
毒的耐药逆转剂。方法　选择先天性耐药细胞株 ＧＢＣＳＤ为研究对象。ＭＴＴ比色法测定各化疗药物
的半数抑制浓度（ＩＣ５０）；ＲＴＰＣＲ测定 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ的变化；流式细胞仪检测 Ｐｇｐ，ｂｃｌ２蛋白和细胞内
阿霉素浓度的变化。结果　（１）无毒（３μｇ／ｍＬ）和低毒（６μｇ／ｍＬ）浓度的 ＧＳＰ处理后各化疗药物的
ＩＣ５０值均明显下降（Ｐ＜０．０５），能明显逆转 ＧＢＣＳＤ的多药耐药性；（２）上述两浓度的 ＧＳＰ能下调
ＧＢＣＳＤ细胞 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）；（３）上述两浓度的 ＧＳＰ能下调 ＧＢＣＳＤ细胞 Ｐｇｐ和 ｂｃｌ
２蛋白表达（Ｐ＜０．０５）；（４）ＧＳＰ增加 ＧＢＣＳＤ细胞内 ＡＤＭ药物浓度（Ｐ＜０．０５）。结论　ＧＳＰ能部
分逆转先天性耐药细胞株 ＧＢＣＳＤ多药耐药性，其作用机制为下调 ＧＢＣＳＤ细胞 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ，及 Ｐｇｐ
和 ｂｃｌ２蛋白表达。
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　　胆囊癌为胆道系统常见的恶性肿瘤，手术切除

率较低，手术后常死于肿瘤复发或转移，化疗仍是其

重要的治疗手段，但化疗效果往往较差。研究证明
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ｃｏｍ。

肿瘤的先天性耐药是影响其化疗效果的重要原因。

寻找合适的耐药逆转剂是当前的研究热点。常用

的耐药逆转剂如环孢素 Ａ、维拉帕米等，因毒副作

用较大而难用于临床。有研究证明葡萄 籽多酚

（ＧＳＰ）在体内有一定的抗肿瘤作用且副作用小，药

效学研究发现其有理想的耐药逆转剂特征。本实

验所用胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ为一先天性耐药细胞

株，呈多药耐药基因（ＭＤＲ１基因）及 Ｐｇｐ和 ｂｃｌ２
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蛋白高表达。本实验旨在研究 ＧＳＰ对 ＧＢＣＳＤ耐药

的逆转作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

ＧＢＣＳＤ细胞株由本院普外科所建立。用含

１０％小牛血清及青、链霉素各 １００Ｕ／ｍＬ的 １６４０

培养液置于 ３７℃、饱和湿度的 ５％ＣＯ２培养箱内，

隔天换液；细胞长满瓶底后，以 ０．２５％胰酶消化

传代，取对数生长期细胞进行实验。ＧＳＰ由本校

遗传教研室提供，纯度 ９５％；以二甲基亚砜溶解

后，以 １６４０培养液配置成母液后过滤 －２０℃冻

存备用。用时以 １６４０培养液稀释至工作浓度。

胎牛血清购自杭州四季青公司；ＭＴＴ购自 Ｓｉｇｍａ公

司；阿霉素购自深圳万乐药业公司；小鼠抗人 Ｐ

ｇｐ，ｂｃｌ２单抗购自晶美公司。引物合成：βａｃｔｉｏｎ

及 ｍｄｒ１基因序列由北京百胜生物工程公司合成。

ＭＤＲ１上游引物为 ５ＡＣＴＧＡＧＣＣＴＧＣＡＧＧＴＧＡＡＧＡ３；

下游 引 物 为 ５ＣＣＡＣＣＡＧＡＧＡＧＣＴＧＡＧＴＴＣＣ３；扩 增

产物为 ３９６ｂｐ。以 βａｃｔｉｏｎ为内参照。βａｃｔｉｏｎ序

列上 游 引 物 为 ５ＡＧＣＡＧＡＧＡＡＴＧＧＡＡＡＧＴＣＡＡＡ３′；

下游引物为 ５ＡＴＧＣＴＧＣＴＴＡＣＡＴＧＴＣＴＣＧＡＴ３；扩增

产物为 ２６６ｂｐ。

１．２　ＭＴＴ比色法测定各化疗药物的半数抑制浓

度（ＩＣ５０）和 ＧＳＰ的逆转试验

接种 ９６孔板，每孔 １０４个细胞。２４ｈ贴壁后

加入化疗药物和 ＧＳＰ；调整药物终浓度，终体积为

２００μＬ。每种浓度设 ５个复孔，培养 ７２ｈ后每孔

加入 ２０μＬＭＴＴ，培 养 ４ｈ后 吸 出 培 养 液，加 入

１５０μＬＤＭＳＯ，轻微震荡 １０ｍｉｎ。酶标仪检测每孔

的吸光度（Ａ）值，计算生长抑制率；寇氏法计算各

药物的 ＩＣ５０值。

１．３　ＧＳＰ作用前后 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ的测定

根据预实验结果，细胞传代贴壁后分别加入

无毒剂量（３μｇ／ｍＬ）及低毒剂量（６μｇ／ｍＬ）ＧＳＰ，

共同培养 ７２ｈ后收集细胞，提取 ＲＮＡ行逆转录 －

多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）。

１．４　ＧＳＰ作用前后 Ｐｇｐ和 ｂｃｌ２蛋白的测定

同上，根据预实验结果，细胞传代贴壁后分别

加入无毒剂量（３μｇ／ｍＬ）及低毒剂量（６μｇ／ｍＬ）

ＧＳＰ，共同培养 ７２ｈ后收集细胞。ＰＢＳ洗 ２次后弃

上清，将细胞以 １×１０６／ｍＬ悬于 ７０％乙醇中固定，

流式细胞仪分别检测 Ｐｇｐ，ｂｃｌ２的蛋白表达。

１．５　细胞内阿霉素浓度的测定

根据阿霉素自发荧光的特性，采用流式细胞仪

检测细胞内阿霉素浓度。取对数生长期细胞 １０６

个分别 加入 ５μｍｏｌ／Ｌ阿霉素 和无 毒及低 毒剂量

ＧＳＰ，３７℃ 保 温 ３ｈ；收 集 细 胞，１５００ｒ／ｍｉｎ离 心

２ｍｉｎ，培养液洗 １次，３７℃孵育 １０ｍｉｎ，培养液再洗

１次，加入冷培养液，流式测细胞荧光强度。

１．６　统计学处理

数据采用均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示；统计学

分析采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　ＧＳＰ对 ＧＢＣＳＤ的抑制率及对化疗剂 ＩＣ５０的

影响

ＧＳＰ单独与 ＧＢＣＳＤ作用 ７２ｈ均表现抑制作

用，并呈剂量依赖关系（图 １）。３μｇ／ｍＬ浓度的

ＧＳＰ细胞抑制率小于 １０％，６μｇ／ｍＬ浓度的 ＧＳＰ细

胞抑制率小于 ２０％。故分别取 ３μｇ／ｍＬ和 ６μｇ／ｍＬ

作为无毒和低毒逆转浓度。结果显示两 种浓度

ＧＳＰ处理后各化疗药物的 ＩＣ５０值均明显下降，与

ＧＳＰ处理前比较，差异均有显著性 （Ｐ ＜０．０５）

（附表）。

图 １　ＧＳＰ对 ＧＢＣＳＤ的抑制作用

附表　ＧＳＰ逆转化疗药物耐药的作用

ＧＳＰ（μｇ／ｍＬ）
ＩＣ５０值（μｇ／ｍＬ）

阿霉素 顺铂 ５－氟尿嘧啶（５ＦＵ）

　　０ １４．６２±０．１１ ４．２６±０．１４ １０４．３７±２．３５

　　３ ７．８５±０．０７ ２．８４±０．０６ ７６．７４±１．１７

　　６ ３．２７±０．０５ １．２７±０．０５ ６２．５２±２．０８

　　Ｐ值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５

３０２
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２．２　ＧＳＰ下调 ＧＢＣＳＤ细胞 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ的表达

ＧＢＣＳＤ细胞 ＭＤＲ１高表达，可见两条清晰的条

带，２６６ｂｐ的 βａｃｔｉｏｎ和 ３９６ｂｐ的 ｍｄｒ１基因片段

（图 ２）。无毒剂量 ＧＳＰ处理 ７２ｈ后，βａｃｔｉｏｎ仍清

晰，ｍｄｒ１变浅，低毒剂量 ＧＳＰ处理 ７２ｈ后 ｍｄｒ１明

显变浅。ＧＳＰ处 理 前 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ相 对 表 达 量 为

０．９０；无毒剂量 ＧＳＰ处理 ７２ｈ后 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ相对

表 达 量 为 ０．６１，低 毒 剂 量 ＧＳＰ 处 理 ７２ｈ

ＭＤＲ１ｍＲＮＡ相对表达量为 ０．３２，与 ＧＳＰ处理前比

较，差异均有显著性 （Ｐ＜０．０５）。

２．３　ＧＳＰ下调 ＧＢＣＳＤ细胞 Ｐｇｐ蛋白

ＧＢＣＳＤ细胞 Ｐｇｐ蛋白表达 ８７％，无毒剂量

ＧＳＰ和 ＧＢＣＳＤ细胞共同作用细胞 ７２ｈ，Ｐｇｐ蛋白

表达下降为 ５７％（图 ３），低毒剂量 ＧＳＰ和 ＧＢＣＳＤ

细胞 共 同 作 用 细 胞 ７２ｈ，Ｐｇｐ蛋 白 表 达 下 降 为

２８％（图 ４），与 ＧＳＰ处理前比较，差异均有显著性

（Ｐ＜０．０５）。

　　ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；ａｂｃ：βａｃｔｉｏｎ；ａ′：ＧＢＣＳＤ细胞 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ

表达；ｂ′：无毒剂量 ＧＳＰ处理后 ｍＲＮＡ表达；ｃ′：低毒剂量 ＧＳＰ

处理后 ｍＲＮＡ表达

图 ２　ＲＴＰＣＲ检测 ＧＳＰ处理前后 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达

２．４　ＧＳＰ下调 ＧＢＣＳＤ细胞 ｂｃｌ２表达

ＧＢＣＳＤ细胞 ｂｃｌ２蛋白表达 ７６％。无毒剂量

ＧＳＰ和 ＧＢＣＳＤ细胞共同作用细胞 ７２ｈ，ｂｃｌ２表达

下降为 ４９％（图 ５），低毒剂量 ＧＳＰ和 ＧＢＣＳＤ细胞

共同作用细胞 ７２ｈ，ｂｃｌ２表达下降为 ３６％（图 ６），

两者差异有显著性（Ｐ＜０．０５）。

图 ３　无毒剂量 ＧＳＰ下调 Ｐｇｐ蛋白表达 图 ４　低无毒剂量 ＧＳＰ下调 Ｐｇｐ蛋白表达

图 ５　无毒剂量 ＧＳＰ下调 ｂｃｌ２蛋白表达 图 ６　低毒剂量 ＧＳＰ下调 ｂｃｌ２蛋白表达

２．５　ＧＳＰ增加 ＧＢＣＳＤ细胞内 ＡＤＭ 药物浓度

ＧＳＰ能明显增加细胞内的 ＡＤＭ药物积累，荧光

强度增大。用无毒和低毒剂量 ＧＳＰ分别和 ＡＤＭ共

同作用细胞 ７２ｈ，细胞内的 ＡＤＭ药物积累较用药前

分别增加 １．４倍和 ２．３倍，两者与处理前比较，差

异均有显著性（Ｐ＜０．０５）（图 ７）。

４０２
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图 ７　ＧＳＰ增加细胞内 ＡＤＭ药物积累

３　讨　论

胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ呈 ＭＤＲ和 Ｐｇｐ蛋白高

表达，可能是胆囊癌细胞对化疗药产生耐药机制之

一［１］。该细胞株的建立为研究胆囊癌细胞株的逆

转耐药创造了条件。通常应用一种化疗药物后，肿

瘤细胞不但对该化疗药物产生耐药，而且可以获得

对从未接触过的、结构和功能及作用机制完全不同

的其他多种化疗药物的耐药，称为 ＭＤＲ［１］。ＭＤＲ

可分为先天性耐药和获得性耐药，主要与 ＡＴＰ依赖

的膜转运蛋白超家族过表达有关，其主要代表为

ＭＤＲ１基因及其编码的糖蛋白 Ｐｇｐ，作为药物排出

泵，依赖 ＡＴＰ供能将化疗药物排出体外，导致细胞

内药物浓度降低而产生耐药，近年来发现 ｂｃｌ２过

度表达也与 ＭＤＲ有关。许多药物如三苯氧胺、环

孢素 Ａ、肿瘤坏死因子等在体外均具有逆转 ＭＤＲ耐

药的作用，但由于毒副作用大而难应用于临床。研

究表明茶多酚具有 ＭＤＲ逆转作用［３－４］。ＧＳＰ是由

葡萄籽中提取的多酚类物质，具有抗氧化、抗肿瘤

的作用；近年来研究发现其具有逆转剂的化学结

构，有研究发现其可逆转乳腺癌细胞的多药耐药，

是一较好的天然逆转剂［５－６］。

通过对细胞生长的 ＭＴＴ测试发现，无毒（３μｇ／

ｍＬ）和低毒（６μｇ／ｍＬ）剂量的 ＧＳＰ可以明显降低化

疗药物的 ＩＣ５０值，明显增强胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ

对化疗药物的敏感性。该两种剂量的 ＧＳＰ作用于

胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ可以部分下调 ＭＤＲｍＲＮＡ的

表达，并可下调 Ｐｇｐ蛋白的表达；两者的下调具有

同步性，且下调随 ＧＳＰ浓度的增加而增加（Ｐ ＜

０．０５）。将 ＧＳＰ与阿霉素共同作用于细胞，结果显

示，ＧＳＰ可明显提高细胞内阿霉素的药物积累。可

见 ＧＳＰ逆转胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ耐药可能是通过

下调 ＭＤＲｍＲＮＡ的基因表达水平，使其编码的 Ｐｇｐ

在细胞膜上的含量减少，导致耐药细胞对化疗药外

排减少，提高细胞内的药物浓度，部分逆转了胆囊

癌细胞株 ＧＢＣＳＤ的耐药性。

多因素参与调控细胞凋亡的抑制是细胞耐药的

主要机制之一。调控因素 ｂｃｌ２基因及其产物的研

究较多。ｂｃｌ２基因最初从 Ｂ细胞淋巴瘤中分离鉴

定出来，与多种肿瘤耐药有关；主要是抑制细胞程

序性死亡，从而使细胞寿命延长。有人［７］将 ｂｃｌ２

反义寡核苷酸转染胃癌耐药细胞株 ＧＣ７９０１／ＶＣＲ，

发现可增强该株对化疗药的敏感性。本研究显示

ＧＳＰ作用后 ｂｃｌ２水平降低，提示 ＧＳＰ亦可能通过

下调 ｂｃｌ２表达诱导胆囊癌细胞株 ＧＢＣＳＤ的凋亡

而部分逆转其耐药性。
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