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摘 要:目的 探讨苦参素能否通过调控ABCG2表达提高阿霉素抗人肝癌耐药裸鼠移植瘤的疗效。方法 裸鼠腋下

接种肝癌 HepG2阿霉素耐药细胞(HepG2/ADM),构建移植瘤模型。将20只雌性裸鼠随机分成对照组、阿霉素组、苦
参素组、联合组(阿霉素联合苦参素)。干预14d后,取出瘤体,HE染色法观察瘤组织细胞的形态,RT-PCR测ABCG2
的 mRNA水平,免疫组化及ELISA法测ABCG2蛋白水平,并对组间数据进行对比。结果 干预14d后,与对照组相

比,阿霉素组抗移植瘤作用不明显,且ABCG2mRNA和蛋白表达水平均升高(P<0.05),其他两组有促移植瘤坏死作

用,并能降低ABCG2mRNA和蛋白表达(P<0.05)。与单独苦参素组相比,联合给药组促移植瘤坏死效果更好。结论

 苦参素能通过调控ABCG2mRNA与蛋白表达,从而提高阿霉素抗人肝癌耐药裸鼠移植瘤的疗效。
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  Abstract: Objective Toexplorewhetheroxymatrinecanenhancetherapeuticeffectsofadriamycinon
humandrug-resistanthepatocellularcarcinomaxenografttumorinnudemiceviaregulatingtheexpressionof
ABCG2. Methods NudemiceweresubaxillaryinoculatedwithHepG2/humanadriamycin-resistanthepato-
cellularcarcinomacells(HepG2/ADM)underarmpit)toestablishamodelofxenografttumor.Twentyfe-
malenudemicewererandomlydividedintocontrolgroup,adriamycingroup,oxymatrinegroup,andcombined
druggroup(adriamycincombinedwithoxymatrine).After14daysofintervention,thetumorbodywasre-
movedandthetissuemorphologywasobservedbyHEstaining.TheABCG2mRNAexpressionsweredeter-
minedbyRT-PCR,ABCG2proteinexpressionwasdeterminedbyimmunohistochemistryandELISA,andthe
datawerecomparedamongthefourgroups. Results After14daysofintervention,comparedwiththecon-
trolgroup,adriamycingrouphadnosignificantanti-grafttumoreffect,andABCG2mRNAandproteinexpres-
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sionswereincreased(P<0.05),theothertwogroupscouldenhancegrafttumornecrosisandreducetheex-
pressionsofABCG2mRNAandprotein(P <0.05).Comparedwiththeoxymatrinegroup,thecombined
druggrouphadbettereffectonpromotingxenografttumornecrosis(P <0.05). Conclusion Oxymatrine
canenhancetheefficacyofadriamycinonhumandrug-resistanthepatocellularcarcinomaxenografttumorin
nudemiceviaregulatingABCG2mRNAandproteinexpression.
  Keywords: oxymatrine;adriamycin;liverneoplasms;nudemice;xenografttumor;ABCG2

  在我国,肝癌是第二常见的癌症,每年有超过38
万人因此丧生,这一人数占全世界的51% ;肝细胞癌

(hepatocellularcarcinoma,HCC)在我国男性病患中

是第二大致死性肿瘤,在女性病患中则是第三大致死

性肿瘤[1]。由于我国病患特点,HCC病情进展隐匿,
经常发现时已是晚期[2],手术意义不大且术后有复发、
转移风险[3]。无法手术的患者,可用分子靶向方法、免
疫方法、局部消融、TACE、放疗、化疗等治疗方案。目

前,化疗是常用医治策略,而阿霉素是肝癌治疗中常用

的化疗药,但单独使用阿霉素有效率低下,耐药性发生

率较高,还容易复发[4]。研究发现中药具有调节免疫

功能、逆转癌细胞多药耐药、抑制癌细胞分裂增殖、加
快癌细胞凋亡等方面的作用[5]。苦参素为苦参、苦豆

子、广豆根等中药活性成分的提取物,具有抗肝癌的作

用。在抗肿瘤治疗过程中,多种耐药蛋白对抗癌药物

的耐药性发挥重要作用。我们课题组冯巍巍等[6]研究

发现,苦 参 素 能 通 过 调 控 多 药 耐 药 相 关 蛋 白 1
(MRP1)表达来增强多柔比星对 HepG2/ADM 移植

瘤的抗癌疗效。因此,本研究是要进一步探究苦参素

能否通过调控其他耐药蛋白如ABCG2表达来提高阿

霉素对人肝癌耐药裸鼠移植瘤的疗效,从而为临床治

疗提供依据。
1 材料与方法

1.1 细胞株与实验动物 HepG2/ADM 购自广州吉

妮欧有限公司。20只SPF级BALB/c-nu裸鼠购自湖

南史莱克景达有限公司。许可证:SCXK(湘)2016-
002,其体重12~13g,雌性,4周龄,在SPF级实验室

中饲养。
1.2 主要试剂 苦参素注射液:正大天晴有限公司,
批号:国药准字 H20057480;盐酸阿霉素,批号:国药

准字H44024359;磷酸缓冲液盐溶液(PBS)、RPMI-
1640细胞培养基、胎牛血清、胰酶均购自Gibco公司,
免疫组化 ABCG2一抗购自ProteintechGroup,Inc.
(CATALOGNO.10051-1-AP),ABCG2ELISA试

剂盒E-EL-H0530C购自伊莱瑞特生物科技股份有限

公 司,荧 光 定 量 RT-PCR 所 需 9767、RR036A、
RR820AKit均购自 TAKARA公司,引物由TAKA-
RA公司合成。
1.3 造模 在含有10%FBS的RPMI-1640中培育

(37℃、5%CO2 培养箱)HepG2/ADM 细胞,经传代

后取指数生长期的 HepG2/ADM细胞,使用缓冲液稀

释悬浮,稀释密度为1×109/ml,按照每只0.2ml分

别注射至每只裸鼠左侧或右侧腋部[7]。接种后1周左

右可见瘤体长成,10d左右瘤体直径约0.6cm,造模

成功[8]。
1.4 动物分组及处理 将20只成瘤后的裸鼠随机分

成:对照组、阿霉素组、苦参素组、联合组(阿霉素+苦

参素组),每组5只。采取尾静脉注射法,每周连续干

预5d,共两周。对照组裸鼠每天给予生理盐水0.2
ml,阿霉素组裸鼠每天给予阿霉素6mg/kg,苦参素

组裸鼠每天给予苦参素100mg/kg,联合组裸鼠每天

给予阿霉素6mg/kg和苦参素100mg/kg。药物干

预后第14d用脱颈法处死各裸鼠,剥离瘤组织,部分

于10%福尔马林中进行固定用于免疫组化检测,部分

则保存在液氮中用于 RT-PCR检测及ELISA检测。
1.5 HE染色 将肿瘤组织用10%福尔马林浸泡,包
埋后切片,切4μm薄片。行常规 HE染色,观察组织

细胞的形态。
1.6 荧光定量RT-PCR检测mRNA表达 使用Tr-
izol试剂提取总RNA并合成cDNA,按SYBRPremix
ExTaqTM Ⅱ试 剂 说 明 进 行 检 测。ABCG2 引 物 由

TaKaRa公司设计合成,F:序列为CATGGTGTAT-
AGACGCCCTGAC,产 物 长 度 为95bp;R:序 列 为

GTTCCCAAATTGATGTTGTGACAGA,产物长度

为95bp。内参 Homosapiensactin,beta(ACTB),
F:序列为 TGGCACCCAGCACAATGAA,产物长度

为 190bp,R:序 列 为 CTAAGTCATAGTCCGC-
CTAGAAGCA,产物长度为190bp。两步法操作:①
预变性,循环1次,95℃30s;②PCR反应,循环40
次,95℃5s,60℃30s;③4℃保存。计算公式:△Ct
(目的基因-内参),△△Ct(样品△Ct-空白对照样品

△Ct),计算结果是2-△△Ct。
1.7 免疫组织化学检测及判定标准 移植瘤组织使

用10%福尔马林固定,石蜡包埋固定,切4μm薄片,
按说明书进行免疫组化染色。判定标准:在胞质或胞

膜呈现黄色、棕色颗粒为 ABCG2阳性,每个样本在

200倍光镜下随机化原则下选取3个视野,取其平均

值,四组共60个视野,用IPP6.0(Image-ProPlus)图
像分析系统扫描并取每个样本的平均积分光密度值

(IOD)进行分析。
1.8 ELISA检测 样本预处理:从液氮中取出移植

瘤组织,用预冷PBS清洗组织,擦干称重,将组织剪
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碎,将组织与PBS混匀(两者比例为1g∶9ml),在冰

上研磨组织,取液体成分离心,静置5min,取上清液

备用。然后按ELISA试剂盒说明,配制工作液,稀释

生物素化抗体及HRP酶结合物,然后把ABCG2抗体

放置于酶标板上,实验时样本或标准品 ABCG2与抗

体发生反应,去除游离成分。之后加入 ABCG2抗体

和亲和素,形成免疫复合物,游离成分被洗去,按顺序

加入显色液及终止液,测得OD。
1.9 统计学方法 采用SPSS17.0统计软件,计量资

料以(췍x±s)表示,多样本比较运用单因素方差分析;两
两对比则用LSD法,若方差不齐则使用Dunnett’sT3
检验。P<0.05则认为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 HE染色结果对比 镜下观察移植瘤的形态和

人肝癌的大致相似。早期移植组织一般显示为坚硬结

节状,随着时间推移,逐步显示为圆形。部分为卵形或

不规则形,上面有突起。裸鼠体内未出现转移灶、腹
水、胸水。200倍数光镜下观察 HE染色。(见图1)。
所有样本组织结构与细胞形态都没有明显区别,体现

为肝癌实体:其体积不均,其胞质呈现嗜碱,核浆比例

增多,核分裂较多;一部分细胞有脂肪变性的现象,有
小片或大量凝固性坏死。对照组(图1A)与阿霉素组

(图1B)结果类似,凝固性坏死较少;苦参素组(图1C)
也出现少量凝固性坏死;联合组(图1D)出现大量凝固

性坏死。结果表明:阿霉素对阿霉素肝癌耐药株基本

无效,苦参素有促进肿瘤组织坏死作用,二者联用后,
可能有协同作用,坏死作用增强。

图1 各组移植瘤石蜡切片 HE染色(光镜200×)
注:A:对照组;B:阿霉素组;C:苦参素组;D:联合组

2.2 RT-PCR法检测ABCG2的 mRNA表达结果 
因方差不齐,故使用Dunnett’sT3方法,四组之间两

两比较差异有统计学意义(P <0.05)。与对照组相

比,阿霉素组 ABCG2mRNA表达上升,苦参素组和

联合组ABCG2mRNA表达下降。见表1。

表1 ABCG2mRNA相对表达量比较

组别 n
mRNA相对表达量

(췍x±s)
对照组 5 1.00±0.00
阿霉素组 5 1.27±0.05a

苦参素组 5 0.65±0.03ab

联合组 5 0.79±0.05abc

F 248.400
P <0.05

 注:与对照组相比,a:P <0.05;与阿霉素组相比,b:P <
0.05;与苦参素组相比,c:P<0.05

2.3 免疫组化结果比较 结果显示ABCG2阳性染

色呈棕色,大多分布在胞浆内,部分在胞膜,见图2。
采用IPP6.0(Image-ProPlus)分析系统及GraphPad
Prism5绘图软件得出IOD值,然后用SPSS17.0软

件处理数据。因方差齐性,采用LSD法组间对比,四
组之间两两比较差异均有统计学意义(P <0.05)。
与对照组相比,阿霉素组ABCG2蛋白表达较高,苦参

素组和联合组中 ABCG2蛋白水平明显下降,见表2。

图2 各组ABCG2免疫组化对比(光镜200×)
注:A:对照组;B:阿霉素组;C:苦参素组;D:联合组

表2 各组ABCG2蛋白表达积分光密度值

IOD平均值对比

组别 n
IOD平均值

(췍x±s)
对照组 5 116.011±4.509
阿霉素组 5 131.13±2.462a

苦参素组 5 82.878±4.12ab

联合组 5 100.894±3.959abc

F 144.602
P <0.05

 注:与对照组相比,a:P <0.05;与阿霉素组相比,b:P <
0.05;与苦参素组相比,c:P<0.05

2.4 ABCG2ELISA检测结果 与对照组相比,阿霉

—345—

2018年             右江民族医学院学报              第6期



素组 ABCG2蛋白表达上调,苦参素组和联合组中

ABCG2蛋白表达均降低,差异有统计学意义(P <
0.05)。

表3 各组ABCG2蛋白浓度对比

组别 n
浓度

(췍x±s,ng/ml)
对照组 5 3.366±0.158
阿霉素组 5 3.788±0.187a

苦参素组 5 1.376±0.188ab

联合组 5 2.098±0.082abc

F 243.877
P <0.05

 注:与对照组相比,a:P <0.05;与阿霉素组相比,b:P <
0.05;与苦参素组相比,c:P<0.05

3 讨论

在本次实验研究中,我们采用 HepG2/ADM接种

于裸鼠腋下,创建皮下移植瘤模型,在体内研究苦参素

改变肝癌耐药株的 ABCG2表达水平以及逆转抗药

性。我们的实验发现,干预14d后,与对照组相比,阿
霉素组抗移植瘤作用效果差,提示移植瘤出现了对阿

霉素耐药的现象,且ABCG2mRNA和蛋白表达均升

高,提示移植瘤对阿霉素耐药机制之一可能是升高

ABCG2表达促进瘤细胞泵出阿霉素、减少细胞内药物

浓度引起;苦参素组及联合组均有促移植瘤坏死作用,
并能降低ABCG2mRNA和蛋白表达,提示苦参素可

降低ABCG2表达发挥抑制移植瘤作用和促进肝癌对

阿霉素敏感性;而与单独苦参素组相比,联合给药组促

移植瘤效果更好,提示两者抗癌存在协同作用可能。
结果表明,苦参素能通过调控ABCG2mRNA与蛋白

表达,从而提高阿霉素抗人肝癌耐药裸鼠移植瘤的疗

效。这一研究可能对临床治疗肝癌手段与逆转化疗多

药耐药作用有重要意义。
众所周知,我国大量肝癌患者检查发现时多已达

到中期之后,失掉了最佳的切除治疗时机。而化疗是

常用的肝癌治疗手段,但由于存在多药耐药的原因,化
疗效果堪忧。因此研究调控耐药基因表达,从而提高

化疗药敏感性,以及部分逆转多药耐药可能是治疗肝

癌的重要途径之一。
ABCG2耐药蛋白表达于多种肿瘤中,在肝癌细胞

中出现了高表达,与其进程密切相关,它是肝癌重要的

耐药指标,未来可能会成为肝癌治疗的一个靶点[9]。
它是一种跨膜转运蛋白,主要通过外排泵机制来改变

化疗药在细胞内分布情况,从而使肿瘤细胞对化疗药

出现不同程度的耐药,其表达愈高代表 耐 药 性 愈

高[10]。而且,ABCG2的表达上调还会削弱化疗药对

肝癌细胞的杀伤[11]。在本实验中,我们结果发现阿霉

素组抗移植瘤作用效果不明显,且ABCG2mRNA和

蛋白表达均升高,提示 ABCG2表达升高可以导致移

植瘤耐阿霉素的原因。因此在化疗之前对ABCG2表

达的检测,根据表达情况有针对性地选择化疗方案,避
免产生耐药而影响治疗效果。

通过一定的方式调控ABCG2的水平可能会增强

化学治疗药品作用,部分可逆转抗药性。这种情况在

其他肿瘤治疗中已有较多的研究。朱婷等[12]发现,
siRNA可影响ABCG2表达,从而提高阿霉素对乳腺

癌细胞的疗效,降低耐药性。刘亮等[13]发现,青蒿提

取物可影响 ABCG2在食道肿瘤耐药株的蛋白水平,
提高其对阿霉素的敏感性而逆转耐药。而在肝癌中也

有相似的研究。季伟等[14]发现,siRNA可调控 AB-
CG2,使肝脏肿瘤细胞侵袭力下降,上调阿霉素敏感

性。李涛 等[15]发 现,RNA 干 扰 可 下 调 ABCG2 在

HepG2/ADM裸鼠的 mRNA及蛋白水平,逆转多药

耐药。Yuan-yuanGuo等[16]发现,肝再生因子可通过

在肝癌体内外实验中下调 ABCG2的 mRNA及蛋白

表达,使阿霉素的敏感增强,逆转抗药性。本研究结果

显示,苦参素组及联合组均有促移植瘤坏死作用,并能

降低ABCG2mRNA和蛋白表达,提示苦参素可下调

ABCG2基因及蛋白表达,从而增强阿霉素药物敏感

性、提高化疗效果。
我们课题组前期多次发现苦参素可抑肝癌细胞增

长,促其凋亡[17],增强化疗药作用[18]。但确切机制尚

未明确。我们研究发现苦参素能够下调ABCB1蛋白

表达来改变 HepG2/ADM 抗药性[19]。另外,胥雄阳

等[20]发 现,苦 参 碱 可 在 QGY/CDDP 株 通 过 下 调

MRP蛋白,加强顺铂作用,逆转耐药。以上研究表明

苦参素可以下调 ABCB1及 MRP蛋白表达而逆转耐

药,那么在本研究苦参素同样可以调控 ABCG2低表

达,提高阿霉素抗人肝癌耐药裸鼠移植瘤的疗效,部分

逆转多药耐药,从而为临床治疗提供依据。
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