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摘要 目的 比较消乳散结汤的五种单药 － 熟地黄、白芍、

栀子、半枝莲以及浙贝母对人乳腺癌耐阿霉素细胞 MCF-7 /
ADＲ 耐药敏感性的影响。方法 炮制熟地黄、白芍、栀子、半
枝莲以及浙贝母五种单药水剂，并进行了冷冻抽干浓缩，各

单药冻干粉用磷酸盐缓冲液 ( PBS) 溶解为 1 mg /ml 储液;

MTT 法检测各单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞的无毒杀伤剂量; 以

无毒剂量作为耐药逆转浓度预处理 MCF-7 /ADＲ 细胞后，加

入阿霉素，用 MTT 法检测各单药对细胞的耐药性是否具有

逆转作用。结果 五种单药分别以无毒性的低剂量 ( 1 μg /
ml) 和高剂量 ( 10 μg /ml) 浓度处理 MCF-7 /ADＲ 细胞，未观

察到单药熟地黄、白芍、栀子和半枝莲对细胞耐药性的逆转

作用。而单药浙贝母处理时，阿霉素具有杀伤效应 ( P ＜
0. 05) ，并且，与不同浓度阿霉素联合，观察到剂量依赖的逆

转效应。结论 消乳散结汤中单药浙贝母对人乳腺癌阿霉

素耐药细胞 MCF-7 /ADＲ 的耐药性具有逆转作用，且逆转效

应具有剂量相关性。
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乳腺癌是全球女性癌症相关死亡的主要原因之

一［1］。化疗治疗乳腺癌能够有效减少患者复发率

与死亡率，但长期应用易产生多药耐性 ( multidrug
resistance，MDＲ) ［2］。克服化疗药物耐药性是治疗

乳腺癌需解决的难点与关键。针对这一难题，研究

人员从多个角度进行了有益探索，其中，从天然药物

中寻找高效、低毒、作用靶点广泛的肿瘤 MDＲ 逆转

剂己成为目前临床研究的重点［3］。
传统中医药具有安全、价廉、毒副作用小等优

点。中医或中西医结合的治疗手段贯穿乳腺癌治疗

的整个历程，并且发现这些方法在逆转肿瘤 MDＲ
方面作用不可忽视［4 － 5］。消乳散结汤是李天禹教

授［6］根据多年临床经验结合贵州本地的中药特点

创制的经验方，对乳腺癌辅助治疗具有很好的疗效。
通过查阅相关文献，该研究筛选出消乳散结汤方剂

中具有抑制肿瘤生长，但在逆转乳腺癌 MDＲ 方面

无相关文献报道的有效单体，分别为熟地黄、白芍、
栀子、半枝莲以及浙贝母五味候选单药。随后，对五

种候选单药在逆转乳腺癌 MDＲ 方面进行了初步的

探索，以期寻找具有 MDＲ 逆转作用的药物，为临床

治疗 MDＲ 乳腺癌提供理论依据及新思路。

1 材料与方法

1． 1 细胞株与中药 本实验中使用的人乳腺癌细

胞敏感株 MCF-7 由遵义医科大学附属肿瘤医院肿

瘤研究室提供，人乳腺癌阿霉素耐药细胞 MCF-7 /
ADＲ 购于上海银紫晶生物科技有限公司; MCF-7 和

MCF-7 /ADＲ 两种细胞均用含 10% 胎牛血清的 ＲP-
MI 1640 完全培养基，于 5% CO2、37 ℃条件下进行

培养。消乳散结汤中的五种单药白芍、栀子、浙贝

母、半枝莲以及熟地黄均由遵义医科大学附属医院

中药局提供，并由遵义医科大学附属医院中医科王

刚老师进行鉴定。各单药均用常规水煎煮，经过滤、
超滤除去杂质和细菌后，在无菌环境下将药液浓缩

制备成冻干粉，然后将其用 PBS 配制成 1 mg /ml 的

贮存液备用。
1． 2 实验试剂与仪器 阿霉素 ( adriacin，ADＲ)

( 深圳 万 乐 药 业 有 限 公 司 ) 和 MTT ( 美 国 Sigma-
Aldrich 公司) 用 PBS( pH = 7. 4) 分别配制成 1 mg /
ml 和 5 mg /ml 的贮存液。所有贮存液于 0. 22 μm
滤器过滤除菌后，－ 20 ℃ 避光保存。胎牛血清( 上

海生工生物工程股份有限公司) ; ＲPMI 1640 完全

培养基( 美国 Hyclon 公司) ; 倒置显微镜 CKX41( 日

本 OlymPus 公司) ; 多功能酶标仪 318 ( 上海三科仪
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器有限公司) ; CO2 培养箱 FormaTMⅡ3111 ( 美国

Thermo 公司) ; 双蒸水制备系统 ( 美国 MilliPore 公

司) 。
1． 3 ADＲ 处理下 MCF-7 敏感株 IC50 的检测 实

验设置空白组、亲本组和不同浓度 ADＲ 组( 1、2、4、
8、16、32 μg /ml) 。第 1 天取增殖旺盛的对数生长期

MCF-7 细胞，用 0. 25%的胰酶消化后轻轻吹打制备

成单细胞悬液。亲本组和 ADＲ 组以每孔 100 μl 体

积、5 × 103 个细胞密度接种于 96 孔板，37 ℃、5%
CO2，饱和湿度培养过夜。第 2 天吸弃两组旧培养

基，新增空白组，并在空白组和亲本组中每孔加入

100 μl 新的 ＲPMI 1640 完全培养基，ADＲ 组则每孔

加入 100 μl 稀释到相应浓度 ADＲ 的 ＲPMI 1640 完

全培养基。3 组均继续培养 48 h 后每孔加入 20 μl
MTT 贮存液，再培养 4 h 后弃上清液，每孔加入 150
μl 二甲基亚砜( DMSO) ，避光振荡 10 min，酶标仪检

测 492 nm 波长处吸光值( OD 值) 。采用以下公式

计算: ADＲ 对 MCF-7 细胞的抑制率，并计算 IC50值:

细胞生长抑制率 ( % ) = ( 亲本组 OD 值 － 实验组

OD 值) / ( 亲本组 OD 值 － 空白组 OD 值) × 100%。
1． 4 ADＲ 处理下 MCF-7 /ADＲ 细胞 IC50的检测与

耐药倍数的计算 实验设置空白组、亲本组、ADＲ
组( 6. 25、12. 5、25、50、100、200 μg /ml) ，每组 6 个复

孔。同样采用 MTT 增殖实验法检测并计算 MCF-7 /
ADＲ 细胞的 IC50 值，具体方法参照 1. 3。采用以下

公式计算 MCF-7 /ADＲ 耐药倍数: 细胞耐药倍数 =
耐药细胞株 IC50 /敏感细胞株 IC50。
1． 5 消乳散结汤各候选单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞

无毒剂量的检测 实验设置空白组、亲本组、候选单

药组 ( 0. 001%、0. 01%、0. 1%、1%、10% 贮存液浓

度) ，每组 6 个复孔。实验方法同 1. 3，计算各候选

单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞 IC10。
1． 6 无毒剂量下对各候选单药逆转 MCF-7 /ADＲ
细胞耐药作用检测 实验分为空白组、ADＲ 单独处

理组、单药( 浓度依据 1. 5 项所测 IC10选取 ) + ADＲ
组( 6. 25、12. 5、25、50、100、200 μg /ml) 。测量各候

选单药联合不同浓度 ADＲ 组处理下 MCF-7 /ADＲ
细胞 IC50，按照以下公式分别计算逆转倍数及逆转

率。逆转倍数 = ADＲ 单独处理组 IC50 / ( ADＲ + 单

药联合处理组 ) IC50 ; 逆转率 = ［ADＲ 单独处理组

IC50 － ( ADＲ + 单药联合处理组) IC50］/ADＲ 单独处

理组 IC50 × 100%。上述每组实验均独立重复 3 次。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 18. 0 统计学软件对

数据进行分析，本实验所有数据均采用 珋x ± s 的形式

表示。实验组与对照组之间采用独立样本 t 检验，P
＜ 0. 05，差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 MCF-7 细胞和 MCF-7 /ADＲ 细胞的形态学观

察 MCF-7 与 MCF-7 /ADＲ 细胞均采用含 10% 胎牛

血清的 ＲPMI 1640 完全培养基进行培养。MCF-7 细

胞贴壁生长，边界清楚，呈多边形，如图 1A 所示。
MCF-7 /ADＲ 细胞呈贴壁生长状态，边界较 MCF-7
细胞模糊，如图 1B 所示。
2． 2 MCF-7 /ADＲ 细 胞 耐 药 倍 数 的 检 测 以 4
μg /ml ADＲ 处理 MCF-7 细胞 48 h 后，MCF-7 细胞

状态明显变差，细胞由多边形变为圆形，大量细胞从

贴壁状态变为非贴壁状态，漂浮于培养基中，如图

1C 所示; 以 40 μg /ml ADＲ 作用于 MCF-7 /ADＲ 细

胞 48 h 后，MCF-7 /ADＲ 细胞形态稍变化，体积较未

加 ADＲ 的亲本细胞稍变小，如图 1D 所示。

图 1 ADＲ 作用前后 MCF-7 与 MCF-7 /ADＲ 细胞形态 × 100

A、B: MCF-7 与 MCF-7 /ADＲ 细胞形态; C、D: ADＲ 处理 48 h

MCF-7 与 MCF-7 /ADＲ 细胞形态

利用 MTT 增殖实验检测不同浓度 ADＲ 对两种

细胞存活率的影响，绘制出相应细胞的生长抑制率

曲线。结果如图 2 所示，随着 ADＲ 浓度的增高，

MCF-7 和 MCF-7 /ADＲ 细胞的生长受到明显抑制，

当 ADＲ 浓度达到一定剂量时对细胞生长的抑制趋

势逐渐趋于平缓。根据相应公式计算出 MCF-7 细

胞的 IC50为( 2. 88 ± 0. 31) μg /ml，MCF-7 /ADＲ 细胞

的 IC50 为 ( 115. 05 ± 2. 45 ) μg /ml，耐药倍数为 47
倍。
2． 3 消乳散结汤中各候选单药对 MCF-7 /ADＲ 无

毒剂量测定 各候选单药在 0. 001% ～ 10% 浓度范

围内对 MCF-7 /ADＲ 细胞生长的影响，结果如表 1
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所示，在 0. 001% ～ 1% 浓度下，消乳散结汤单药栀

子、白芍、半枝莲、熟地黄、浙贝母对 MCF-7 /ADＲ 细

胞抑制率在 ± 0. 5% 之间，对细胞生长无明显影响，

不具有毒害作用。因此，选取对细胞无毒性的低剂

量( 1 μg /ml) 和高剂量( 10 μg /ml) 两个浓度进行后

续实验。

图 2 不同浓度 ADＲ 对 MCF-7 和

MCF-7 /ADＲ 细胞的生长抑制作用

A: ADＲ 对 MCF-7 细胞生长抑制率曲线; B: ADＲ 对 MCF-7 /

ADＲ 细胞生长抑制率曲线

2． 4 消乳散结汤中各候选单药对 MCF-7 /ADＲ 细

胞耐药逆转作用的检测 与 ADＲ 单独作用的标准

表 1 各候选单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞的生长抑制率( % )

中药
中药浓度( % )

0． 001 0． 010 0． 100 1． 000 10． 000
白芍 0． 036 0． 003 0． 007 0． 017 － 0． 031
栀子 0． 053 0． 035 0． 034 0． 032 0． 680
半枝莲 － 0． 080 － 0． 034 － 0． 042 － 0． 041 － 0． 041
熟地黄 0． 017 － 0． 050 － 0． 038 0． 004 0． 621
浙贝母 0． 003 0． 004 0． 008 0． 028 － 0． 037

组相比，单药浙贝母联合 ADＲ 作用于 MCF-7 /ADＲ
细胞，其 ADＲ 的 IC50 工作浓度明显下降，在无毒剂

量下选择的中药低剂量组与高剂量组耐药逆转倍数

分别 为 1. 16 与 1. 23，逆 转 率 分 别 为 13. 71%、
18. 77%，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05 ) ，表明在选

取的无毒剂量作用下，浙贝母与 ADＲ 联用时，对耐

药株 MCF7 /ADＲ 具有明显的耐药逆转作用。
而消乳散结汤中其他四味单药白芍、栀子、熟地

黄、半枝莲，经联合 ADＲ 后作用于 MCF-7 /ADＲ 细

胞，与 ADＲ 单独作用相比，耐药的逆转倍数和逆转

率相近，差异均无统计学意义( P ＞ 0. 05) ，表明在选

取的无毒剂量作用下，这几位中药与 ADＲ 的联用，

对耐药株 MCF7 /ADＲ 不具有耐药逆转作用，见表

2、图 3。

图 3 高低剂量浙贝母联合不同浓度 ADＲ 对

MCF-7 /ADＲ 细胞生长抑制率

表 2 单药联合 ADＲ 作用于 MCF-7 /ADＲ 细胞的 IC50 ( 珋x ± s，% )

中药
ADＲ 使用浓度( IC50浓度)

单 ADＲ 组 中药低剂量联合组 中药高剂量联合组

F 值

F1 F2
P 值

P1 P2
栀子 115． 06 ± 2． 45 114． 48 ± 7． 55 118． 16 ± 1． 89 5． 694 0． 343 0． 923 0． 229
白芍 115． 06 ± 2． 45 117． 43 ± 0． 85 117． 98 ± 1． 93 3． 392 0． 215 0． 265 0． 256
半枝莲 115． 06 ± 2． 45 114． 60 ± 3． 30 114． 23 ± 0． 53 0． 213 5． 174 0． 881 0． 665
熟地黄 115． 06 ± 2． 45 116． 35 ± 2． 76 116． 37 ± 3． 68 0． 072 0． 659 0． 646 0． 697
浙贝母 115． 06 ± 2． 45 99． 28 ± 1． 92 93． 46 ± 2． 60 0． 352 0． 003 0． 002* 0． 001*

与单 ADＲ 组比较: * P ＜ 0. 05、P1，F1: 中药低剂量联合组 vs 单 ADＲ 组; P2、F2: 中药高剂量联合组 vs 单 ADＲ 组
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3 讨论

尽管乳腺癌治疗取得了长足的进步，但乳腺癌

患者的死亡率却呈逐年上升趋势，MDＲ 是其主要原

因之一。因此，逆转乳腺癌细胞 MDＲ 是治疗乳腺

癌的新方向、新热点，也是目前所面临的最大挑战。
ADＲ 作为化疗的一线用药，已广泛应用于各种化疗

方案治疗乳腺癌，但长期应用可能增加耐药性，导致

治疗失败［7］。越来越多的研究表明，生物活性天然

产物可作为化疗增敏剂，在逆转 MDＲ 方面具有疗

效，Zhou et al［8］ 研究认为，苦参碱可通过 PI3K /
AKT 信号通路逆转乳腺癌 MCF-7 / ADＲ 细胞的

MDＲ。因此，中医药耐药逆转剂具有开发潜力和研

究价值，并有可能成为新型抗癌剂。在本研究中，消

乳散结汤是根据遵义医科大学附属医院李天禹教授

多年治疗乳腺癌临床经验总结得出的经验方，对乳

腺癌患者的治疗具有一定疗效，故本实验主要对此

经验方进行单药分析，来研究消乳散结汤中栀子、白
芍、半枝莲、熟地黄以及浙贝母五种单药对乳腺癌

MCF-7 / ADＲ 细胞耐药逆转方面作用，以期发现具

有耐药逆转作用的单药为乳腺癌耐药治疗提供方

向。
熟地黄［9］、白芍［10］、栀子［11］、半枝莲［12］以及浙

贝母［13］都有抗癌药理活性。培米宁 ( PMI) 是从浙

贝母中提取的一种具有生物活性的成分。Tang et
al［14］认为，与 ADＲ 组相比，PMI 联合 ADＲ 可通过抑

制细胞增殖，诱导细胞凋亡来提高胃癌化疗中对

ADＲ 的药物敏感性。为探讨熟地黄、白芍、栀子、半
枝莲以及浙贝母四种单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞的耐

药性影响，本研究选取各单药对 MCF-7 /ADＲ 细胞

的无毒 剂 量，比 较 四 种 单 药 分 别 联 合 ADＲ 干 预

MCF-7 /ADＲ 细胞与 ADＲ 单独干预 MCF-7 /ADＲ 细

胞情况。结果显示，与 ADＲ 单独作用相比，单药熟

地黄、白芍、栀子和半枝莲分别联合 ADＲ 干预 MCF-
7 /ADＲ 细胞的 IC50，差异无统计学意义( P ＞ 0. 05) 。
然而，单药浙贝母联合 ADＲ 干预 MCF-7 /ADＲ 细

胞，细胞生长明显受限，差异有统计学意义 ( P ＜
0. 05) ，表明浙贝母可增强 MCF-7 /ADＲ 细胞对 ADＲ
的敏感性，具有 MDＲ 逆转作用。此结果与 Tang et
al［14］研究结果具有一致性。进一步研究结果显示，

在一定范围内浙贝母联合高剂量 ADＲ 组更能促进

乳腺癌细胞凋亡，说明了其耐药逆转能力具有剂量

相关性。本课题组将在此研究的基础上，继续深入

研究浙贝母对耐药逆转的作用以及相关机制，为乳

腺癌耐药患者的治疗提供新的思路。
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Experimental study on the effect of single drugs of xiaorusanjietang
on human brest cancer drug-resistance cell line MCF-7 /ADＲ

Li Xiaomei1，Song Jinyan2，Chen Fang1，et al
( 1Dept of Cancer Ｒesearch Laboratory，2Dept of Traditional Chinese Medicine，

The Affiliated Hospital of Zunyi Medical University，Zunyi 563000)

Abstract Objective To compare the effects of five single drugs of xiaorusanjietang-radix rehmanniae praeparata，
paeonia lactiflora，fructus gardeniae，sculellaria barbata and fritillaria thunbergii on the sensitivity of drug resist-
ance to adriamycin resistant human breast cancer cell line MCF-7 /ADＲ． Methods Ｒadix rehmanniae praeparata，
paeonia lactiflora，fructus gardeniae，sculellaria barbata and fritillaria thunbergii were prepared and distilled． The
freeze-dried powder of each medicine was dissolved into 1 mg /ml liquid storage solution with phosphate buffer saline
( PBS) ． The methyl thiazolyl tetrazolium( MTT) assay was used to determine the non-toxic and lethal dose of each
drug to MCF-7 /ADＲ cells． After pretreatment of MCF-7 /ADＲ cells with non-toxic dose as the reverse concentration
of drug resistance，adriamycin was added and MTT method was used to detect whether the single drug had a reverse
effect on cell resistance． Ｒesults MCF-7 /ADＲ was treated with non-toxic low dose ( 1 μg /ml) and high dose ( 10
μg /ml) ，respectively，and no single drug radix rehmanniae praeparata，paeonia lactiflora，fructus gardeniae and
sculellaria barbata were observed to reverse cell resistance． However，when treated with fritillaria thunbergii alone，
adriamycin had a killing effect ( P ＜ 0. 05 ) ，and the dose-dependent reversal effect was observed when combined
with adriamycin of different concentrations． Conclusion The single drug fritillaria thunbergii in xiaorusanjietang
has a reversal effect on the drug resistance of MCF-7 /ADＲ cells，and the reversal ability is dose-dependent．
Key words single drugs of xiaorusanjietang; breast cancer; multidrug resistance; resistance reversal
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hMSCs 来源的外泌体对单核细胞增殖和分泌炎性因子的影响
孔祥伟，刘向辉，程义成

摘要 目的 研究人间充质干细胞 ( hMSCs) 来源的外泌体

对单核细胞增殖和分泌炎性因子的影响，初步探讨外泌体的

免疫调节功能。方法 离心法培养 hMSCs，收集培养的 hM-
SCs 上清液，利用试剂盒提取外泌体，电镜下观察其结构，

Western blot 检测其 CD63 和 CD81 的表达水平。密度梯度离

心法分离外周血单核细胞，在培养的单核细胞中加入外泌

体，MTT 法检测单核细胞的增殖情况，流式细胞仪检测其凋

亡情况，ELISA 法检测上清液中肿瘤坏死因子-α( TNF-α ) 、
白介素-1β( IL-1β) 、白介素-6 ( IL-6 ) 及白介素-8 ( IL-8 ) 的分

泌量。结果 hMSCs 来源的外泌体在透射电镜下呈小球状，

Western blot 显示外泌体 CD63 和 CD81 表达阳性。MTT 检

测显示，在 LPS 的刺激下，单核细胞增殖增加; 加入外泌体后
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单核细胞的增殖受到抑制。流式细胞仪检测结果表明外泌

体具有促进单核细胞凋亡的作用。ELISA 检测结果表明，外

泌体能够抑制炎性因子 TNF-α、IL-1β、IL-6 及 IL-8 的分泌。

结论 hMSCs 来源的 exosmes 能够抑制单核细胞的增殖并

促进其凋亡，同时抑制了单核细胞分泌炎性因子 TNF-α、IL-
1β、IL-6 及 IL-8。初步证明了 hMSCs 来源的外泌体具有免

疫调节功能。
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外泌体是一类直径 40 ～ 150 nm 的膜性脂质小

囊泡，内 含 功 能 性 蛋 白 质、mＲNA、microＲNA 等 物

质，在细胞间的信息传递过程中发挥重要作用［1］。
1983 年 Harding et al［2］在大鼠的网织红细胞中发现

了一种由细胞分泌的小囊泡，1987 年 Johnstone et
al［3］也在网织红细胞中发现了这种双层膜小囊泡并
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