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［摘要］目的　观察新藤黄酸（ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＧＮＡ）对人乳腺癌耐药细胞 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ的作用。方法　采用

ＭＴＴ法观察ＧＮＡ、阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＲ）及两者联用对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞增殖的抑制作用，采用流式

细胞仪观察 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ浓度。结果　ＧＮＡ能剂量依赖地抑制 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的生长，作
用４８ｈ时，ＧＮＡ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的ＩＣ５０为１２．８８μｍｏｌ／Ｌ；４μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ可增加 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞

对ＡＤＲ的敏感性，使ＡＤＲ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的ＩＣ５０由８０．２２μｍｏｌ／Ｌ降至１２．５４μｍｏｌ／Ｌ；ＧＮＡ显著增

强 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ的积累，呈剂量依赖关系。结论　低剂量ＧＮＡ能显著增加 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细

胞对ＡＤＲ的敏感性。
［关键词］乳腺癌；ＭＣＦ－７／ＡＤＲ；多药耐药；新藤黄酸；阿霉素

［中图分类号］Ｒ２８５．５　［文献标志码］Ａ　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５－７２４６．２０１４．０５．０２２

　　乳腺癌是常见的女性恶性肿瘤之一。最新统计

数据［１］表明，美国乳腺癌新增病例占女性肿瘤新增

病例的２９％。在我国，女性恶性肿瘤发病率占第一

位的也是乳腺癌［２］，其发病率为４２．５５×１０－５，并呈

现逐年上 升 的 趋 势。化 疗 是 治 疗 乳 腺 癌 的 有 效 手

段，而多 药 耐 药（ｍｕｌｔｉ－ｄｒｕｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）是 化

疗失败的主 要 原 因，已 成 为 肿 瘤 治 疗 的 最 大 障 碍。
近年来的研究［３－４］表明，新藤黄酸（ｇａｍｂｏｇｅｎｉｃ　ａｃｉｄ，

ＧＮＡ）能够特 异 性 地 抑 制 多 种 肿 瘤 的 增 殖，其 中 包

括人乳腺癌 ＭＣＦ－７细胞［５］，而ＧＮＡ对人乳腺癌多

药耐药细胞株作用的报道却很少。本研究选用人乳

腺癌多药耐药细胞株 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ为研究对象，研

究ＧＮＡ对多药耐药 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞株的作用。

１　材料

１．１　细胞　人乳腺癌阿霉素耐药细胞 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ，
购于上海美轩生物科技有限公司。

１．２　药物　ＧＮＡ（粉针，质量分数９９．０％，亮黄色

结晶，批号２０１２０１２０１０１）：由 安 徽 中 医 药 大 学 新 藤

黄酸 课 题 组 提 供；阿 霉 素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＲ）：大 连

美仑生物技术有限公司，批号２０１３１１１２。

１．３　主要仪器　Ｏｌｙｍｐｕｓ　ＣＫＸ４１倒置显微镜：日

本Ｏｌｙｐｕｓ公司；９６孔和６孔平底培养板：美国Ｃｏｒ－
ｎｉｎｇ　ｃｏｓｔａｒ公 司；ＳＰＥＣＴＲＡ　ｍａｘ　Ｍ２ｅ酶 标 仪：美

国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｄｅｖｉｃｅｓ公司；ＭＣＯ－１７５ＣＯ２ 培养箱：
日本三洋公司；ＪＷ２５０２电子分析天平：上海精密科

学仪器有限公司；ＬＤ４－８型低速离心机：北京医用离

基金项目：国家自然科学基金项目（８１１７３６００）
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通信作者：李庆林，ｑｉｎｇｌｉｎ－ｌｅｅ＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ

心机 厂；ＦＡＣＳ　Ｃａｌｉｂｕｒ流 式 细 胞 仪：美 国 Ｂｅｃｔｏｎ
Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ（贝克曼库尔特）公司。

１．４　主要试剂　ＲＰＭＩ　１６４０培养基干粉：Ｇｉｂｃｏ公

司，批 号 ０８６１２；胎 牛 血 清 （ｆｅｔａｌ　ｂｏｖｉｎｅ　ｓｅｒｕｍ，

ＦＢＳ）：杭州四 季 青 生 物 工 程 公 司，批 号１１０１１７；胰

蛋白酶：Ｓｉｇｍａ公司，批号０４５８；二甲基亚砜（ｄｉｍｅ－
ｔｈｙｌ　ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）：Ａｍｒｅｓｃｏ 公 司，批 号

２０１１１０１０８６６２；其他试剂均为分析纯。

２　方法

２．１　细胞培养　将 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞接种于培养

瓶中，培 养 基 为 ＲＰＭＩ　１６４０（含１０％ ＦＢＳ、青 霉 素

１００Ｕ／ｍｌ和链霉素１００Ｕ／ｍｌ、２．０ｇ的ＮａＨＣＯ３），
耐药细胞 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ加换用１．７２μｍｏｌ／Ｌ　ＡＤＲ
维持其 耐 药 性。耐 药 细 胞 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ于 实 验 前

无药培养３ｄ，置于３７℃、５％ ＣＯ２培 养 箱，相 对 饱

和湿度的条件下培养，细胞呈单纯贴壁生长，隔日换

液，待细胞长至８０％～９０％的密度，用胰酶／ＥＤＴＡ
消化传代，每２～３ｄ传代一次。

２．２　ＭＴＴ法检测ＧＮＡ体外抗肿瘤活性　ＭＣＦ－７／

ＡＤＲ以３×１０３／孔接种于９６孔板，用含１０％ＦＢＳ的

ＲＰＭＩ　１６４０完全培养液培养，并设不加细胞只加培养

液的空白对照组，当细胞长至３０％的融合度时，换成

ＲＰＭＩ　１６４０无血清培养基培养１２ｈ后，实验组分别加

不同浓度的ＧＮＡ，ＧＮＡ终浓度为０．２５、０．５、１、２、４、６、８、

１２、１６μｍｏｌ／Ｌ，每组均设６个复孔，对照组和空白对照

组加入完全培养基，每组均设６个复孔，在３７℃、５％
ＣＯ２ 中培养４８ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的ＭＴＴ　２０μｌ，
继续孵育４ｈ，弃去培养液，加１５０μｌ　ＤＭＳＯ，振荡至结

晶充分溶解，用酶标仪检测４９０ｎｍ处光密度值（ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ　ａｔ　４９０ｎｍ，ＯＤ４９０），以空白对照组调零，细胞存

活率＝实验组ＯＤ４９０／空白对照组ＯＤ４９０×１００％。计算
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对细胞生长无影响的药物浓度（显著性水准α＝０．０５），
用于后续实验。实验重复３次，计算平均半数抑制浓

度（ｔｈｅ　ｈａｌｆ　ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）。

２．３　ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞对ＡＤＲ及其联合ＧＮＡ的

敏感性测定　将 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ以３×１０３／孔接种于

９６孔板，各设ＧＮＡ＋ＡＤＲ联合用药组、ＡＤＲ组及

空白 对 照 组，其 中 ＧＮＡ 取 低 于ＩＣ１０ 值 剂 量 （４

μｍｏｌ／Ｌ），ＡＤＲ以１００μｍｏｌ／Ｌ为 起 始 浓 度 稀 释 成

相应的药物浓度梯度组和一个空白对照组，每组细

胞设６个平行孔，３７℃、５％ ＣＯ２ 条件下培养４８ｈ，

ＭＴＴ法测定ＩＣ５０值。

２．４　细 胞 内 ＡＤＲ自 发 荧 光 强 度 测 定［６］　将１×
１０５／ｍｌ细 胞 接 种 于６孔 培 养 板 中，待 细 胞 生 长 至

５０％～６０％融 合 时，用 含１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ　１６４０
培养液同步化２０ｈ，加入相应的药物继续培养２ｈ
后，加入ＡＤＲ至终浓度为１．７２μｍｏｌ／Ｌ，继续培养

１ｈ后 消 化，用 预 冷 的 磷 酸 盐 缓 冲 液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ　ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）吹打，４℃、２　０００ｒ／ｍｉｎ离心

５ｍｉｎ，弃上清，加 入ＰＢＳ重 悬 细 胞，流 式 细 胞 仪 检

测细胞内ＡＤＲ自发荧光强度，实验重复３次。

２．５　统计学方法　采用ＳＰＳＳ　１７．０进行统计学分

析。连续型变量用均数（珚ｘ）±标准差（ｓ）进行统计学

描述。多组均数比较采用单因素方差分析，均数之

间多重比较采用ＬＳＤ法。Ｐ＜０．０５表 示 差 异 具 有

统计学意义。

３　结果

３．１　ＧＮＡ对ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞增殖的抑制作用　ＧＮＡ
在０．２５～１６μｍｏｌ／Ｌ剂量范围内作用 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ
细胞４８ｈ，可呈剂量依赖地抑制 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞

增殖，ＧＮＡ 对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细 胞 的ＩＣ５０为１２．８８

μｍｏｌ／Ｌ。见图１。

　　注：与ＧＮＡ　０μｍｏｌ／Ｌ比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１。

图１　不同剂量ＧＮＡ对ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的抑制作用（ｎ＝３）

３．２　ＧＮＡ和ＡＤＲ联用对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ增殖的影

响　图２显示，ＡＤＲ作用 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞４８ｈ，
可呈剂量依赖地抑制 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的增殖，其

抑制 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细 胞 的ＩＣ５０为８０．２２μｍｏｌ／Ｌ。
图３显示，不同浓 度 ＡＤＲ联 合４μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ作

用 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细 胞４８ｈ，ＡＤＲ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ
细胞的ＩＣ５０降至１２．５４μｍｏｌ／Ｌ。结果提示ＧＮＡ增

强了ＡＤＲ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞的抑制作用。

　　注：与ＡＤＲ　０μｍｏｌ／Ｌ比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１。

图２　不同剂量ＡＤＲ对ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞活性的影响（ｎ＝３）

　　注：与ＡＤＲ　０μｍｏｌ／Ｌ比较，＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．０１。

图３　不同剂量ＡＤＲ与４μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ联用

对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ增殖的影响（ｎ＝３）

３．３　ＧＮＡ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ浓度的影

响　采用流式细胞仪对ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ浓

度进行了检测，结果显示，经过１、２、４μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ
处理的 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内，ＡＤＲ荧光波峰右移，细
胞内荧光明显增强。结果提示ＧＮＡ可增强 ＭＣＦ－７／

ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ的蓄积。见图４和表１。

图４　ＧＮＡ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内ＡＤＲ积累的影响
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表１　ＧＮＡ对 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细胞内

ＡＤＲ积累的影响（珚ｘ±ｓ）

组　别 ｎ 荧光强度／％
０μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ　 ３　 ５８．６±２．４
１μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ　 ３　 ７８．５±２．１＊＊

２μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ　 ３　 ８３．７±２．４＊＊

４μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ　 ３　 ９５．２±３．６＊＊

　　注：与０μｍｏｌ／Ｌ　ＧＮＡ比较，＊＊Ｐ＜０．０１。

４　讨论

ＭＤＲ是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生耐

药性的同时，对结构和作用机制完全不同的多种抗

肿瘤药物产生交叉耐药的现象。ＭＤＲ是肿瘤临床

化学治疗的一大难点，在乳腺癌的化学治疗中也不

例外。ＭＤＲ由 多 种 途 径 诱 导，其 形 成 机 制 相 当 复

杂，其 中 Ｐ－糖 蛋 白 （ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙ－ｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐ－
ｇｐ）介 导 的 ＭＤＲ是 肿 瘤 细 胞 产 生 ＭＤＲ的 经 典 机

制，主要表现为Ｐ－ｇｐ高表达，将细胞内化学治疗药

物“泵”出细胞外，导致细胞内药物浓度过低。
乳腺癌的治疗主要包括手术、化学治疗、放射治

疗和内分泌治疗，其中化学治疗是缓解和治疗乳腺

癌的重要辅助性治疗手段。而 ＭＤＲ的发生是化学

治疗失败的主要原因，是肿瘤治疗的最大障碍，是多

种因素多种机制共同作用的结果。
既往研究［７－９］表明，藤黄中具有抗肿瘤作用的藤

黄酸 能 有 效 抑 制 肝 癌 ＳＭＭＣ－７７２１ 细 胞，胃 癌

ＭＧＣ－８０３、ＳＧＣ－７９０１细胞，肺 癌ＳＰＣ－Ａ１细 胞 等 肿

瘤细胞的增殖［７－９］。１９８４年吕归宝［１０］从中药藤黄中

分离得到ＧＮＡ，根据目前研究表明，ＧＮＡ与藤黄酸

相比具有作用强，毒性低、稳定性好和抗癌谱广等特

点。曲 宝 玺 等［１１］实 验 表 明，ＧＮＡ 对 小 鼠 白 血 病

Ｌ１２１０的抑制作用优于藤黄酸。本实验室近几年来

一直 观 察 ＧＮＡ 对 人 肝 癌 细 胞［１２］、鼻 咽 癌 细 胞

ＣＮＥ－１［１３］、人胶质瘤细胞Ｕ２５１［１４］增殖的抑制作用，
并探究其作用机制。

本研究结果表明，ＧＮＡ和ＡＤＲ单独应用时均

可剂量 依 赖 性 地 抑 制 人 乳 腺 癌 细 胞 ＭＣＦ－７／ＡＤＲ
的增殖；当 ＧＮＡ与 ＡＤＲ联 用 时，可 提 高 ＭＣＦ－７／

ＡＤＲ细 胞 对 ＡＤＲ 的 敏 感 性；ＧＮＡ 能 明 显 增 加

ＭＣＦ－７／ＡＤＲ细 胞 内 ＡＤＲ含 量，并 呈 现 一 定 的 剂

量依赖性。因ＡＤＲ是Ｐ－ｇｐ的底物，因此，ＧＮＡ对

ＡＤＲ的增敏作用 可 能 与Ｐ－ｇｐ有 关，但 其 作 用 机 制

尚待进一步研究。
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前列腺炎Ⅰ号对慢性非细菌性前列腺炎大鼠

前列腺组织细胞因子表达的影响
朱　勇１，２，孙　磊３，吴云皓１，杨　凯１，焦刚亮１，牛培宁１，曾庆琪３

（１．南京中医药大学研究生院，江苏 南京　２１００４６；２．江苏省盐城市中医院男科，
江苏 盐城　２２４０００；３．江苏建康职业学院，江苏 南京　２１００２９）

［摘要］目的　探究前列腺炎Ⅰ号治疗慢性非细菌性前列腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃ　ｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｓｔａｔｉｔｉｓ，ＣＮＰ）的作用

机制。方法　将７０只雄性ＳＤ大鼠随机分为空白组，模型组，阳性对照组（前列舒乐颗粒２．４ｇ／ｋｇ），前列腺

炎Ⅰ号小剂量（１０ｇ／ｋｇ）、中剂量（２０ｇ／ｋｇ）、大剂量（４０ｇ／ｋｇ）组。采用前列腺蛋白注射法复制ＣＮＰ模型。
给药２８ｄ后，观察并比较各组大鼠前列腺的组织形态学变化，以及前列腺组织中白细胞介素－２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－
２，ＩＬ－２）和白细胞介素－６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ－６，ＩＬ－６）水平。结果　前列腺炎Ⅰ号小、中、大剂量组大鼠前列腺组织

的病理分级及前列腺组织中ＩＬ－２和ＩＬ－６水平均较模型组显著降低（Ｐ＜０．０５，或Ｐ＜０．０１）；前列腺炎Ⅰ号

中、大剂量组的作用显著优于前列腺炎Ⅰ号小剂量组（Ｐ＜０．０１）。结论　前列腺炎Ⅰ号可剂量依赖地降低

ＣＮＰ大鼠前列腺组织的炎性反应程度，抑制前列腺组织中ＩＬ－２、ＩＬ－６的分泌。
［关键词］慢性非细菌性前列腺炎；前列腺炎Ｉ号；白细胞介素－２；白细胞介素－６
［中图分类号］Ｒ６９７＋．３３　［文献标志码］Ａ　［ＤＯＩ］１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．２０９５－７２４６．２０１４．０５．０２３

　　慢性前列腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃ　ｐｒｏｓｔａｔｉｔｉｓ，ＣＰ）是男科

最为常见临床疾病之一，然其病因及发病机制尚不

完全明确，临床治疗效果欠佳，而中医药治疗ＣＰ有

一定的特色和优势［１］。前列腺炎Ⅰ号为曾庆琪临床经

验方，对ＣＰ的治疗有较佳疗效，并已被申请国家专

利［２］。笔者通过复制慢性非细菌性前列腺炎（ｃｈｒｏｎｉｃ

基金项目：江苏省“六大人才高峰”项目（ＷＳ－０４９）

作者简介：朱勇（１９８４－），男，硕士，主治医师

通信作者：曾庆琪，ｚｅｎｇｑｑ１１１＠１２６．ｃｏｍ

ｎｏｎｂａｃｔｅｒｉａｌ　ｐｒｏｓｔａｔｉｔｉｓ，ＣＮＰ）模型，观察了前列腺炎Ⅰ
号治疗ＣＮＰ的机制，为其临床应用提供实验依据。

１　材料

１．１　动物　ＳＤ雄性大鼠８０只，体质量（２００±２０）

ｇ，由江 苏 大 学 动 物 实 验 中 心 提 供，生 产 许 可 证 号

ＳＣＸＫ（苏）２００９－０００２。

１．２　药物　前列腺炎Ⅰ号：由萆薢、石菖蒲、乌药、
益智仁、威 灵 仙、冬 瓜 子、白 芷、马 鞭 草、茯 苓、皂 角

刺、菟丝子、五味子、水蛭组成，由江苏省中医院制剂

部 提供；前列舒乐颗粒：主要成分为淫羊藿、黄芪、
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