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　　【摘要】　目的　探讨乙酰阿地咪体外逆转多药耐药细胞株人 乳 腺 癌 耐 阿 霉 素 细 胞（ＭＣＦ－７／Ａｄｒ）以 及 人 非 小

细胞肺癌耐阿霉素细胞（Ａ５４９／Ａｄｒ）的耐药作用及其作用机理。方法　采用乳酸脱氢酶释放法检测乙酰阿地咪与

阿霉素共处理 ＭＣＦ－７、Ａ５４９、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ以及Ａ５４９／Ａｄｒ细胞的细胞毒作用，以观察增敏和逆转耐药作用；用全功

能酶标仪测定乙酰阿地咪与阿霉素共 同 处 理 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ和 Ａ５４９／Ａｄｒ细 胞 后 细 胞 内 积 累 阿 霉 素 的 荧 光 强 度，并

采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测细胞膜上多药耐 药 蛋 白Ｐ－糖 蛋 白（Ｐ－ｇｐ）表 达 的 变 化。结 果　乙 酰 阿 地 咪 能 降 低 ＭＣＦ－７／

Ａｄｒ和Ａ５４９／Ａｄｒ对 阿 霉 素 的 耐 药 性，１０μｍｏｌ／Ｌ的 乙 酰 阿 地 咪 对 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ和 Ａ５４９／Ａｄｒ逆 转 倍 数 分 别 为

１０．８、２０．１，其逆转作用与乙酰阿地咪呈剂量依赖关系，且 对 ＭＣＦ－７和 Ａ５４９细 胞 也 具 有 增 敏 作 用；随 着 乙 酰 阿 地

咪浓度的增加，ＭＣＦ－７／Ａｄｒ和Ａ５４９／Ａｄｒ细胞内积累阿霉素的荧光强度增加率增加，呈剂量依赖性；经乙酰阿地咪

处理的 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ和Ａ５４９／Ａｄｒ细胞Ｐ－ｇｐ蛋白表达水平降低，且降低水平随乙酰阿地咪浓度增加而更明显。结

论　乙酰阿地咪可显著逆转肿瘤细胞的多药耐药性，其机理与抑制多药耐药蛋白Ｐ－ｇｐ的表达有关，提示乙酰阿地

咪具有潜在的克服肿瘤化疗中多药耐药现象的应用价值。
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　　肿瘤细胞对化疗药物产生多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

＊ 国家自然科学基金（Ｎｏ．８１１７２１１１）和教 育 部“新 世 纪 人 才 支

持计划”（Ｎｏ．ＮＣＥＴ－１１－０３４９）资助

△ 通讯作者，Ｅ－ｍａｉｌ：ｌｉｎｃｈｕａｎｌｉａｏ＠ｓｃｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）是导致肿瘤患者临床化学治疗失

败的重要原因之一，因此，能否逆转肿瘤细胞多药耐

药性直接关系到其治疗效果。而在肿瘤细胞诸多耐

药机 制 中，多 药 耐 药 基 因１（ＭＤＲ１）及 其 表 达 产 物

Ｐ－糖蛋白（Ｐ－ｇｐ）的过度表达是最主要的多药耐药机
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制，也是逆转多药耐药的重要靶点［１，２］。近年来，各

国科学家对逆转多药耐药试剂进行了广泛而深入的

研究，有３０多种不同的逆转剂进入临床试验［３］，但

均因毒副作用大、逆转效果不佳而未获得美国食品

药品监督管理局（ＦＤＡ）批准。因此，高效低毒的多

药耐药逆转剂的发现具有十分重要的意义。乙酰阿

地咪〔（－）－５－Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｒｄｅｅｍｉｎ，（－）－ＮＡＡ〕是一种

真菌代谢物类似物［４］，存在于多种天然产物中，如产

果镰孢菌素［５］、酪青霉毒素［６］等。目 前 国 内 未 见 文

献报道其药理作用，国外有研究者［７］发现，乙酰阿地

咪可逆转肿瘤细胞多药耐药性，但其逆转多药耐药

机制有待进一步研究。阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，Ａｄｒ）又

称多柔 比 星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ）是 目 前 临 床 上 常 用 的 化

疗药物，对肿瘤细胞有很强的杀伤力，但因其毒副作

用较大和肿瘤细胞易对其产生耐药而限制了它的临

床应用［８］。本研究拟以两种多药耐药细胞株，即 人

乳腺癌耐 阿 霉 素 细 胞（ＭＣＦ－７／Ａｄｒ）和 人 非 小 细 胞

肺癌耐阿霉素细胞（Ａ５４９／Ａｄｒ）为研究对象，探讨乙

酰阿地咪对肿瘤细胞阿霉素耐药的逆转作用及其作

用机理。

１　材料和方法

１．１　细胞株、主要试剂和仪器

人乳腺癌细胞 ＭＣＦ－７和人非小细胞肺 癌 细 胞

Ａ５４９购自 美 国 Ａｍｅｒｉｃａｎ　Ｔｙｐｅ　Ｃｕｌｔｕｒｅ　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ
公司；ＭＣＦ－７／Ａｄｒ以及Ａ５４９／Ａｄｒ由本实验室诱导

（为前期实验以 ＭＣＦ－７、Ａ５４９为亲本细胞采用浓度

递增 法 构 建 的 ＭＣＦ－７和 Ａ５４９耐 药 株）；ＲＰＭＩ－
１６４０培养基（Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ）；乙

酰阿地咪（四川大学华西药学院天然药物化学实验

室合 成，其 纯 度 ＞９９％）；注 射 用 盐 酸 多 柔 比 星

（Ａｄｒ，浙 江 海 正 药 业）；Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００ＴＭ （ＵＮＩ－
ＣＨＥＮ）；ＣｙｔｏＴｏｘ　９６○Ｒ非放射性细胞毒性检测试剂

盒（Ｐｒｏｍｅｇａ 公 司）；抗 Ｐ－ｇｐ 抗 体 （Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）；抗β－ａｃｔｉｎ抗 体（Ｐｒｏｔｅｉｎ　Ｔｅｃｈ 公

司）；辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 鼠ＩｇＧ（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公 司）；化 学 发 光 底 物 液（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）。Ｔｅｃａｎ
Ｉｎｆｉｎｉｔｅ　Ｍ２００ 全 功 能 酶 标 仪 （Ｔｅｃａｎ 公 司）；

Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ　Ｐｏｗｅｒ　Ｓｕｐｐｌｙ－ＥＰＳ３０１电泳仪和蛋

白电泳及转 印 装 置（ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ公 司）；凝 胶 成

像分析系 统（Ｂｉｏ－Ｒａｄ公 司）；台 式 高 速 冷 冻 离 心 机

（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　ＭＣＦ－７、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ、Ａ５４９及

Ａ５４９／Ａｄｒ培养于ＲＰＭＩ－１６４０培养基（含１００ｍＬ／

Ｌ的胎牛 血 清，耐 药 细 胞 株 培 养 液 中 含２μｍｏｌ／Ｌ
Ａｄｒ）中，在５％ ＣＯ２、３７℃、饱和湿度下培养，细 胞

长满８０％时（３～４ｄ），用２．５ｇ／Ｌ胰蛋白酶液消化

后进行传代。耐 药 株 细 胞 在 实 验 前 用 不 含 Ａｄｒ培

养液培养７ｄ。

１．２．２　细胞死亡率的测定　将生长良好的细胞按

１．０×１０５／ｍＬ分别接种于９６孔板，每孔１００μＬ，培
养过夜，培养 细 胞 分 为①空 白 对 照 组（不 加 干 扰 药

物）；②Ａｄｒ组（按 作 用 细 胞 株 不 同 加 入 不 同 浓 度

Ａｄｒ：Ａ５４９细胞株加入Ａｄｒ　０．３μｍｏｌ／Ｌ；Ａ５４９／Ａｄｒ
细胞 株 加 入 Ａｄｒ　１０μｍｏｌ／Ｌ；ＭＣＦ－７细 胞 株 加 入

Ａｄｒ　０．２５μｍｏｌ／Ｌ；ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细 胞 株 加 入 Ａｄｒ
５．０μｍｏｌ／Ｌ）；③乙酰阿地咪组（按作用细胞株不同

加入不同浓度乙酰阿地咪：Ａ５４９和Ａ５４９／Ａｄｒ细胞

株，分 别 加 入 乙 酰 阿 地 咪０．６２５、１．２５０、２．５００、

５．０００、１０．０００、２０．０００μｍｏｌ／Ｌ；ＭＣＦ－７和 ＭＣＦ－７／

Ａｄｒ细 胞 株 分 别 加 入 乙 酰 阿 地 咪０．１５６、０．６２５、

１．２５０、２．５００、５．０００、１０．０００μｍｏｌ／Ｌ）；④Ａｄｒ＋乙

酰阿地 咪（包 括 亚 组）合 药 组；⑤Ａｄｒ＋１０μｍｏｌ／Ｌ
维拉帕米 组（维 拉 帕 米 是 经 典 的 ＭＤＲ 逆 转 剂［１０］，
以 此 作 为 ＭＤＲ 逆 转 的 阳 性 对 照），分 别 作 用 于

Ａ５４９／Ａｄｒ和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细 胞 株。按 分 组 加 入 不

同浓度药物，每组设５个复孔。④组、⑤组加入乙酰

阿地咪、维 拉 帕 米１ｈ后，再 加 入 Ａｄｒ。加 药 处 理

７２ｈ后，采用ＣｙｔｏＴｏｘ　９６○Ｒ非 放 射 性 细 胞 毒 性 检 测

试剂盒检 测９６孔 板 内 培 养 液 上 清 中 乳 酸 脱 氢 酶

（ＬＤＨ）的活性（ＬＤＨ释放实验），检测细胞死亡率。
操作如下：分 别 吸 取４个 复 孔 中 细 胞 培 养 液 上 清

５０μＬ至另一新的９６孔板中（检测细胞培养液上清

吸光度Ａ值），另１复孔则按每１００μＬ培养液加入

１０μＬ细 胞 裂 解 液（９０ｍＬ／Ｌ　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００），３７℃
条件下裂解４５ｍｉｎ后，将５０μＬ裂解孔上清转移至

上述９６孔板中（检测细胞最大释放吸光度值 Ａ０），
然后在上述９６孔板中加入５０μＬ反应底物液，加入

５０μＬ终止液，于酶标仪４９０ｎｍ波长处测定Ａ值，
计算细胞死亡率，并采用ＳＰＳＳ软件Ｐｒｏｂｉｔ模块计

算Ａｄｒ半数杀细胞浓度，即ＩＣ５０。
细胞死亡率（％）＝Ａ／Ａ０×１００％；耐 药 倍 数＝

ＩＣ５０（耐Ａｄｒ细 胞）／ＩＣ５０（敏 感 细 胞）；逆 转 倍 数＝
ＩＣ５０（Ａｄｒ处理组）／ＩＣ５０（乙酰阿地咪或维拉帕米和

Ａｄｒ共同处理组）。

１．２．３　细胞内阿霉素荧光强度测定 　将生长良好

的 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ、Ａ５４９／Ａｄｒ细胞按每孔１．０×１０５ 细

４９８
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胞分别接种于２４孔板，培养过夜。分组为乙酰阿地

咪１０μｍｏｌ／Ｌ＋Ａｄｒ　５、１０、２０、３０、４０μｍｏｌ／Ｌ组 和

Ａｄｒ　３０μｍｏｌ／Ｌ＋ 乙 酰 阿 地 咪 ２．５、５、１０、２０、

４０μｍｏｌ／Ｌ组后，分 组 加 药，每 组 设４个 复 孔，同 时

设立阴性对照组。乙酰阿地咪处理１２ｈ后，加入不

同浓度Ａｄｒ，共同处理４ｈ后，测定细胞内阿霉素的

荧光 强 度。具 体 操 作 如 下：吸 去 培 养 液，用 冷ＰＢＳ
液（５００μＬ／孔×４次）清洗并移去后，加入细胞裂解

液（９ｍＬ／Ｌ　Ｔｒｉｔｏｎ　Ｘ－１００），６０μＬ／孔，４℃条 件 下

裂解４５ｍｉｎ后，吸取５０μＬ／孔上清液至Ｃｏｒｎｉｎｇ　９６
孔板中，于全功能酶标仪激发波长和发射波长分别

为４７０ｎｍ和５９０ｎｍ［９］处测定荧光强度（即吸光度

Ａ）。计 算 公 式 如 下：荧 光 强 度 增 加 率 （％）＝
（Ａ乙 酰 阿 地 咪 和Ａｄｒ共 同 处 理 组 －ＡＡｄｒ单 独 处 理 组 ）／ＡＡｄｒ单 独 处 理 组 ×
１００％。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测细胞Ｐ－ｇｐ蛋白的表达　
将生长良好的 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞、Ａ５４９／Ａｄｒ细胞按

１．０×１０６／ｍＬ分别接种于６孔板，每孔１ｍＬ，培养

过夜。分别加入不同浓度乙酰阿地咪，同时设立阴

性对照 组，处 理２４ｈ后，用ＰＢＳ液 清 洗 后 收 集 细

胞，加入 Ｍ２裂 解 液 裂 解 细 胞 以 提 取 细 胞 总 蛋 白。
测定 蛋 白 浓 度 后，按 常 规 方 法 进 行 Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ。
操作如下：各取约５０μｇ裂解的细胞样 品 加 入 上 样

缓冲液，煮沸４ｍｉｎ后，采用８０ｇ／Ｌ　ＳＤＳ聚丙烯酰

胺凝胶进行电泳，电泳后进行ＰＶＤＦ膜转印。然后

将膜放入含５０ｇ／Ｌ脱脂奶粉的 ＰＢＳ－Ｔ中（含１ｇ／

Ｌ　Ｔｗｅｅｎ２０的 ＰＢＳ溶液）室温封闭１ｈ，加入一抗

室温振摇２ｈ并４℃过夜孵育，用ＰＢＳ－Ｔ洗膜后，
加入辣根过氧 化 物 酶 标 记 的 山 羊 抗 鼠ＩｇＧ室 温 孵

育４０ｍｉｎ，ＰＢＳ－Ｔ洗膜后，加入化学发光底物液，凝

胶成像分析系统检测特异性蛋白条带灰度值，以目

的条带与β－ａｃｔｉｎ灰 度 值 的 比 值 为 目 的 蛋 白 的 相 对

含量。

１．２．５　统计学方法　各变量均以珚ｘ±ｓ表示。各组

间比较采用ｔ检 验，多 组 间 的 两 两 比 较 采 用 配 对ｔ
检验方法，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　不同浓度乙酰阿地咪对Ａｄｒ诱导的细胞毒作

用的影响

各组细胞死亡率见表１、表２。本实验所选用的

乙酰阿 地 咪 浓 度（０．１５６～２０．０００μｍｏｌ／Ｌ）和 Ａｄｒ
单独处理细 胞，均 无 明 显 细 胞 毒 性，即 与 对 照 组 比

较，细胞死亡率差异均无统计学意义（Ｐ均＞０．０５）；

但乙酰 阿 地 咪 能 增 强 Ａｄｒ对 Ａ５４９、Ａ５４９／Ａｄｒ、

ＭＣＦ－７以及 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞的细胞毒 作 用，并 且

乙酰阿地咪对 Ａｄｒ的 增 敏 作 用 在 达 到 一 定 浓 度 后

具有剂 量 依 赖 性 趋 势，在 Ａ５４９和 ＭＣＦ－７，Ａ５４９／

Ａｄｒ和ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞中，分别从５．０００μｍｏｌ／Ｌ、

２．５００μｍｏｌ／Ｌ浓 度 开 始 呈 剂 量 依 赖 关 系（Ｐ 均＜
０．０５）。
表１　乙酰阿地咪 与Ａｄｒ作 用 于Ａ５４９、Ａ５４９／Ａｄｒ细 胞 诱 导 的 细 胞

死亡率（ｎ＝４）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ（－）－ＮＡＡ，

Ａｄｒ，ａｎｄ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｉｎ　Ａ５４９ａｎｄ　Ａ５４９／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ（ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ（％）

Ａ５４９ Ａ５４９／Ａｄｒ
Ｃｏｎｔｒｏｌ　 ３．４±０．４　 ９．８±２．３
Ａｄｒ△ ８．７±０．８◆ １０．３±０．８◆
（－）－ＮＡＡ　 ０．６２５　 ４．９±０．９◆ １０．０±０．６◆

　（μｍｏｌ／Ｌ） １．２５０　 ５．４±０．４◆ ９．３±０．０◆

２．５００　 ４．２±０．２◆ ９．４±１．０◆

５．０００　 ５．０±０．５◆ １０．７±１．１◆

１０．０００　 ３．３±０．３◆ ８．７±０．２◆

２０．０００　 ３．５±０．５◆ ７．５±２．３◆

Ａｄｒ△＋（－）－ＮＡＡ　 ０．６２５　１３．６±１．１◇◇ ６．９±０．８
　（μｍｏｌ／Ｌ） １．２５０　１２．８±１．０◇ １５．２±４．３

２．５００　１３．８±１．７◇◇ １３．７±０．１
５．０００　１９．９±２．８◇，★ ３１．６±２．８＊，◇，★

１０．０００　３９．６±７．９＊，◇，★★ ６２．０±１．５＊＊，◇◇，★★

２０．０００　６６．９±６，１＊＊，◇◇，★ ７９．７±２．４＊＊，◇，★★

　　△ Ａｄｒ　０．３００μｍｏｌ／Ｌ　ｉｎ　Ａ５４９ｃｅｌｌｓ，Ａｄｒ　１０．０００μｍｏｌ／Ｌ　ｉｎ　Ａ５４９／Ａｄｒ

ｃｅｌｌｓ；◆Ｐ＞０．０５，ｖｓ．ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ；＊ Ｐ＜０．０５，＊＊ Ｐ＜０．０１，ｖｓ．Ａｄｒ

ｇｒｏｕｐ；◇ Ｐ＜０．０５，◇◇Ｐ＜０．０１，ｖｓ．（－）－ＮＡＡ　ａｌｏｎｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ；★ Ｐ＜０．０１，★★Ｐ＜０．００１，ｖｓ．ｆｏｒｍｅｒ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｇｒｏｕｐ

表２　乙酰阿地咪与Ａｄｒ作用于 ＭＣＦ－７、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞 诱 导 的 细

胞死亡率（ｎ＝４）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ　ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ（－）－ＮＡＡ，

Ａｄｒ，ａｎｄ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｉｎ　ＭＣＦ－７ａｎｄ　ＭＣＦ－７／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ
（ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｏｎｃｅｎ－
ｔｒａｔｉｏｎ

Ｃｅｌｌ　ｄｅａｔｈ（％）

ＭＣＦ－７ ＭＣＦ－７／Ａｄｒ
Ｃｏｎｔｒｏｌ　 １１．１±１．４　 ９．４±１．２
Ａｄｒ△ １９．４±０．２◆ １４．４±２．１◆
（－）－ＮＡＡ　 ０．１５６　１６．０±４．１◆ ８．３±１．５◆
　（μｍｏｌ／Ｌ） ０．６２５　１４．２±３．２◆ ９．９±１．０◆

１．２５０　１２．２±１．６◆ ４．２±０．８◆
２．５００　１５．０±０．９◆ ６．３±１．６◆
５．０００　１６．８±２．６◆ ８．９±０．５◆
１０．０００　１７．１±３．７◆ ６．３±０．１◆

Ａｄｒ△＋（－）－ＮＡＡ　 ０．１５６　３１．８±０．６＊ ２３．０±３．８
　（μｍｏｌ／Ｌ） ０．６２５　３７．８±１．９＊ ２６．３±７．２

１．２５０　３９．９±１．６＊，◇ ２８．１±２．１＊
２．５００　４０．２±２．４＊，◇ ３２．９±１．７＊，◇◇，★
５．０００　７０．２±４．１＊，◇，★★ ３７．３±２．７＊＊，◇◇，＃
１０．０００　８６．９±４．２＊，◇，＃ ５５．０±１．２＊＊，◇◇，★★

　　△ Ａｄｒ　０．２５０μｍｏｌ／Ｌ　ｉｎ　ＭＣＦ－７ｃｅｌｌｓ，Ａｄｒ　５．０００μｍｏｌ／Ｌ　ｉｎ　ＭＣＦ－７／Ａｄｒ

ｃｅｌｌｓ；◆Ｐ＞０．０５，ｖｓ．ｃｏｎｔｒｏｌ　ｇｒｏｕｐ；＊ Ｐ＜０．０５，ｖｓ．Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ；◇ Ｐ＜

０．０５，◇◇Ｐ＜０．０１，ｖｓ．（－）－ＮＡＡ　ａｌｏｎｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ；

★Ｐ＜０．０５，★★Ｐ＜０．０１，＃Ｐ＜０．００１，ｖｓ．ｆｏｒｍｅｒ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ

２．２　乙酰阿地咪对肿瘤细胞Ａｄｒ耐药的逆转作用

见表３。１０μｍｏｌ／Ｌ乙酰阿地咪能够显著降低

肿瘤细胞 对Ａｄｒ的 耐 药 性，且 对 敏 感 细 胞 株 有 增 敏
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表３　１０μｍｏｌ／Ｌ乙酰阿地咪和维拉帕米对Ａ５４９、Ａ５４９／Ａｄｒ、ＭＣＦ－７和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞Ａｄｒ耐药的逆转作用（ｎ＝４）

Ｔａｂｌｅ　３　Ｒｅｖｅｒｓａｌ　ｏｆ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｔｏ　Ａｄｒ　ｉｎ　Ａ５４９，Ａ５４９／Ａｄｒ，ＭＣＦ－７，ａｎｄ　ＭＣＦ－７／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ　ｂｙ　１０μｍｏｌ／Ｌ（－）－ＮＡＡ　ａｎｄ　ｖｅｒａｐａｍｉｌ（ｎ＝４）

Ｃｅｌｌ
ＩＣ５０（μｍｏｌ／Ｌ）

Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ
（－）－ＮＡＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋

Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ
Ｖｅｒａｐａｍｉｌ＋
Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ

Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｆｏｌｄ　ｏｆ
Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ

Ｒｅｖｅｒｓａｌ
ｆｏｌｄ

Ａ５４９　 １．７５０±０．３０５　 ０．３５８±０．０５１＊ ６９．７　 ４．８
Ａ５４９／Ａｄｒ　 １２１．９３６±２．８７５　 ６．０６０±０．２５５＊＊ ２０．１
Ａ５４９／Ａｄｒ　 １２１．９３６±２．８７５　 ９．１５４±０．４８２＊＊ １３．３
ＭＣＦ－７　 １．４１２±０．２０２　 ０．２７９±０．０２２＊＊ ６９．９　 ５．１
ＭＣＦ－７／Ａｄｒ　 ９８．６３９±１．７８１　 ９．１１４±０．４６９＊＊ １０．８
ＭＣＦ－７／Ａｄｒ　 ９８．６３９±１．７８１　 ２１．３６１±０．３４５＊＊ ４．６

　　＊Ｐ＜０．０５，＊＊Ｐ＜０．００１，ｖｓ．Ａｄｒ　ｇｒｏｕｐ

作用，对Ａ５４９、ＭＣＦ－７的增敏倍数为４．８、５．１，而对

Ａ５４９／Ａｄｒ、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ的 逆 转 倍 数 分 别 为２０．１、

１０．８。１０μｍｏｌ／Ｌ 乙 酰 阿 地 咪 对 Ａ５４９／Ａｄｒ和

ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞的逆转作用高于１０μｍｏｌ／Ｌ维 拉

帕米，维 拉 帕 米 对 Ａ５４９／Ａｄｒ和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细 胞

的逆转倍数分别为１３．３、４．６。虽然１０μｍｏｌ／Ｌ乙

酰阿地咪能够显著降低Ａ５４９／Ａｄｒ、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ的

ＩＣ５０，但其耐 药 程 度 均 未 降 至 敏 感 细 胞 水 平，表 明

１０μｍｏｌ／Ｌ乙 酰 阿 地 咪 能 够 部 分 逆 转 Ａ５４９／Ａｄｒ、

ＭＣＦ－７／Ａｄｒ的耐药性。

２．３　乙酰阿地咪对多药耐药株细胞内Ａｄｒ荧光强

度累积的影响

结 果 显 示 （表 ４），与 Ａｄｒ单 独 处 理 相 比，

１０μｍｏｌ／Ｌ的乙酰阿地咪能够显著增加细胞内累积

的Ａｄｒ荧光强度，且随着Ａｄｒ浓度达到一定值后增

加 效 率 趋 于 平 稳。不 同 浓 度 的 乙 酰 阿 地 咪 与

３０μｍｏｌ／Ｌ　Ａｄｒ联 合 处 理 Ａ５４９／Ａｄｒ、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ
细胞后，结果显示，随着乙酰阿地咪浓度的增加，细

胞内阿霉素的荧光强度增加率明显增加，且呈剂量

依赖性（Ｐ＜０．０５）。
表４　乙酰阿地咪和Ａｄｒ联合处理对Ａ５４９／Ａｄｒ和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞

内Ａｄｒ荧光强度累积的影响（珔ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｔａｂｌｅ　４　Ｉｎｃｒｅａｓｅ　ｏｆ　Ａｄｒ　ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ　ｉｎ（－）－ＮＡＡ　ａｎｄ　Ａｄｒ

ｃｏ－ｔｒｅａｔｅｄ　Ａ５４９／Ａｄｒ　ａｎｄ　ＭＣＦ－７／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ（珔ｘ±ｓ，ｎ＝４）

Ｇｒｏｕｐ
Ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ　ｒａｔｅ（％）

Ａ５４９／Ａｄｒ　 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ
（－）－ＮＡＡ△＋ Ａｄｒ（５μｍｏｌ／Ｌ） ７２．７±０．４＊ ４１．２±０．２＊＊

（－）－ＮＡＡ△＋ Ａｄｒ（１０μｍｏｌ／Ｌ） １１７．９±０．９＊，★ ６２．０±０．６＊＊，★★

（－）－ＮＡＡ△＋ Ａｄｒ（２０μｍｏｌ／Ｌ） １２０．５±０．９＊，★ ８４．２±０．９＊＊，★★

（－）－ＮＡＡ△＋Ａｄｒ（３０μｍｏｌ／Ｌ） １２３．４±１．１＊，★★１１１．６±０．９＊＊，★★

（－）－ＮＡＡ△＋Ａｄｒ（４０μｍｏｌ／Ｌ） １２７．４±０．９＊＊，★１３１．３±２．１＊＊，★★

（－）－ＮＡＡ（２．５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａｄｒ＃ ４８．３±１．０＊ ４２．３±０．５＊

（－）－ＮＡＡ（５μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａｄｒ＃ ６５．８±０．６＊＊，★ ６６．３±１．１＊，★

（－）－ＮＡＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａｄｒ＃ １０６．６±１．１＊，★ １１７．２±１．６＊＊，★★

（－）－ＮＡＡ（２０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａｄｒ＃ １４５．９±１．２＊＊，★１４５．４±５．６＊＊，★

（－）－ＮＡＡ（４０μｍｏｌ／Ｌ）＋Ａｄｒ＃ ２３６．４±０．９＊＊，★１７９．４±１．６＊＊，★

　　△：（－）－ＮＡＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）；＃：Ａｄｒ（３０μｍｏｌ／Ｌ）；＊ Ｐ＜０．０５，＊＊

Ｐ＜０．０１，ｖｓ．Ａｄｒ　ａｌｏｎｅ　ｉｎ　ｔｈｅ　ｓａｍｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｇｒｏｕｐ；★ Ｐ＜０．０５，★★

Ｐ＜０．０１，ｖｓ．ｆｏｒｍｅｒ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ

２．４　乙酰阿地咪对Ｐ－ｇｐ蛋白表达的影响

见附图和表５。由附图Ａ可见，处理前与相应

的敏感细胞株比较，Ａ５４９／Ａｄｒ和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细胞

株均高表达Ｐ－ｇｐ蛋白。而经乙酰阿地咪处理２４ｈ
后，Ａ５４９／Ａｄｒ和 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细 胞Ｐ－ｇｐ蛋 白 的 表

达水 平 下 降，且 随 着 乙 酰 阿 地 咪 浓 度 的 增 加，Ｐ－ｇｐ
蛋白表达水平下降越明显，见附图Ｂ和附图Ｃ。

附图　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ检测Ｐ－ｇｐ蛋白在乙 酰 阿 地 咪 处 理 前（Ａ）及 处 理

后（Ｂ、Ｃ）在 ＭＣＦ－７、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ、Ａ５４９和Ａ５４９／Ａｄｒ细胞的表

达

Ｆｉｇ　Ｔｈｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐ－ｇｐ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　ＭＣＦ－７，ＭＣＦ－７／Ａｄｒ，Ａ５４９，

ａｎｄ　Ａ５４９／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ　ｄｅｔｅｃｔｅｄ　ｂｙ　Ｗｅｓｔｅｒｎ　ｂｌｏｔ　ｂｅｆｏｒｅ（Ａ）ａｎｄ

ａｆｔｅｒ（－）－ＮＡＡ　ｔｒｅａｔｍｅｎｔ（Ｂ：Ａ４５９／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ；Ｃ：ＭＣＦ－７／Ａｄｒ

ｃｅｌｌｓ）

表５　不同浓度乙 酰 阿 地 咪 作 用 于Ａ５４９／Ａｄｒ、ＭＣＦ－７／Ａｄｒ细 胞 后，

细胞内Ｐ－ｇｐ蛋白的相对表达量 （ｎ＝３）

Ｔａｂｌｅ　５　Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐ－ｇｐ　ｐｒｏｔｅｉｎ　ｉｎ　Ａ５４９／Ａｄｒ，ＭＣＦ－

７／Ａｄｒ　ｃｅｌｌｓ　ｉｎｄｕｃｅｄ　ｂｙ（－）－ＮＡＡ（ｎ＝３）

（－）－ＮＡＡ
（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｔｈｅ　ｒｅｌａｔｉｖｅ　ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ　ｏｆ　Ｐ－ｇｐ
Ａ５４９／Ａｄｒ　 ＭＣＦ－７／Ａｄｒ

０　 １．０００　 １．０００
２．５　 ０．６３３±０．０８３＊ ０．６５６±０．０３７＊

５．０　 ０．３１４±０．０５８＊，★★★ ０．５３８±０．０１２＊，★★

１０．０　 ０．３１２±０．０１３＊ ０．４４８±０．０２５＊，★

２０．０　 ０．２８６±０．０６５＊ ０．４２６±０．０１９＊

４０．０　 ０．１８０±０．０７４＊，★★ ０．３９７±０．０２７＊

　　＊Ｐ＜０．００１，ｖｓ．０μｍｏｌ／Ｌ（－）－ＮＡＡ　ｇｒｏｕｐ；★ Ｐ＜０．０５，

★★Ｐ＜０．０１，★★★Ｐ＜０．００１，ｖｓ．ｆｏｒｍｅｒ　ｃｏ－ｔｒｅａｔｍｅｎｔ　ｇｒｏｕｐ
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３　讨论

肿瘤细胞多药耐药性一直是阻碍肿瘤治疗的难

题，是目前肿瘤治疗研究的重点。普遍认为，多药耐

药产生的其中一个主要原因是肿瘤细胞表面过度表

达Ｐ－ｇｐ蛋 白，该 蛋 白 能 够 将 细 胞 内 药 物 泵 至 细 胞

外，使得细胞内药物浓度降低而达不到有效治疗浓

度［１１，１２］。因此，Ｐ－ｇｐ蛋白表达抑制剂的研究更具有

重要意义。

　　本研究结果显示，乙酰阿地咪具有可作为临床

肿瘤细胞多药耐药逆转剂的一些重要特性，如：无毒

剂量的乙酰阿地咪对多药耐药细胞株Ａ５４９／Ａｄｒ和

ＭＣＦ－７／Ａｄｒ的Ａｄｒ耐药性具有不同程度的逆转作

用，同时对敏感细胞株也具有增敏效应。无毒剂量

的乙酰阿地咪能够降低Ｐ－ｇｐ蛋白对阿霉素的外排

作用，使得细胞内药物蓄积浓度显著增加，从而提高

药物对肿瘤细胞的杀伤作用。有研究者曾报道［１３］，
乙酰阿地咪能降低Ｐ－ｇｐ蛋白与抗肿瘤药物（如长春

碱、阿霉素）的亲和力，从而降低该蛋白对药物的外

排作用。而本实验首次发现无毒剂量的乙酰阿地咪

可有效降低细胞表面Ｐ－ｇｐ蛋白的表达水平，这可能

是该药物逆转多药耐药的主要机制之一，但乙酰阿

地咪抑制Ｐ－ｇｐ蛋白表达的具体机制还有待进一步

的研究。

　　此外，有 研 究 报 道，小 鼠 体 内 试 验［１４］表 明，按

３００ｍｇ／ｋｇ的剂 量 经 腹 腔 注 射 给 予 小 鼠 乙 酰 阿 地

咪，连续给药３ｄ、１次／ｄ，或１５０ｍｇ／ｋｇ的 剂 量 下

连续给药８ｄ、１次／ｄ，小鼠均有较好的耐受且体质

量并未下降。这与维拉帕米的毒副作用形成鲜明对

比，在１５０ｍｇ／ｋｇ的剂量下连续给予维 拉 帕 米３ｄ
后，小鼠死亡 率 即 可 达４０％。在 本 实 验 中，我 们 还

发现相同剂量下，乙酰阿地咪逆转耐药的作用明显

优于经典的多药耐药逆转剂维拉帕米。这说明，与

维拉帕米相比，乙酰阿地咪具有高效、低毒的特点。
综上所述，本研究提示乙酰阿地咪具有显著的

逆转多药耐药活性，有可能会成为解决肿瘤化疗中

多药耐药现象的一种有力的解决方案，值得进一步

探讨。
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４ Ｃａｂａｌｌｅｒｏ　Ｅ，Ａｖｅｎｄａｏ　Ｃ，Ｍｅｎéｎｄｅｚ　ＪＣ．Ｏｎ　ｔｈｅ　ｆａｔｅ　ｏｆ　ｔｈｅ

ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎ　ｓｔｅｒｅｏｃｅｎｔｅｒ　ｄｕｒｉｎｇ　ｔｈｅ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ　ｈｅｘａｃｙｃｌｉｃ

ａｎａｌｏｇｕｅｓ　ｏｆ　Ｎ－ａｃｅｔｙｌａｒｄｅｅｍｉｎ．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ：Ａｓｙｍｍｅｔｒｙ，

１９９８；９（１７）：３０２５－３０３８．

５ Ｋｕｎｉｚｏ　ＡＲＡＩ，Ｋａｚｕｔａｋｅ　ＫＩＭＵＲＡ，Ｔａｉｓｅｉ　ＭＵＳＨＩＲＯＤＡ，ｅｔ

ａｌ．Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　ｏｆ　ｆｒｕｃｔｉｇｅｎｉｎｅｓ　Ａ　ａｎｄ　Ｂ，ｎｅｗ　ａｌｋａｌｏｉｄｓ　ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ　ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ　ｆｒｕｃｔｉｇｅｎｕｍ　ＴＡＫＥＵＣＨＩ．Ｃｈｅｍ　Ｐｈａｒｍ　Ｂｕｌｌ，

１９８９；３７（１１）：２９３７－２９３８．

６ Ｃｈｅｎ　ＷＣ， Ｊｏｕｌｌｉé ＭＭ． Ｔｈｅ　ｆｉｒｓｔ　ｔｏｔａｌ　ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ｏｆ

ｒｏｑｕｅｆｏｒｔｉｎｅ　Ｄ．Ｔｅｔｒａｈｅｄｒｏｎ　Ｌｅｔｔ，１９９８；３９（４６）：８４０１－８４０８．

７ Ｋａｎｅ　ＳＥ．Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｏｆ　ｃａｎｃｅｒ　ｃｅｌｌｓ．Ａｄｖ　Ｄｒｕｇ　Ｒｅｓ，

１９９６；２８：１８２－２３８．

８ Ｌｅｎａｚ　Ｌ，Ｐａｇｅ　ＪＡ．Ｃａｒｄｉｏｔｏｘｉｃｉｔｙ　ｏｆ　ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ　ａｎｄ　ｒｅｌａｔｅｄ

ａｎｔｈｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ．Ｃａｎｃｅｒ　Ｔｒｅａｔ　Ｒｅｖ，１９７６；３（３）：１１１－１２０．

９ 梁 永 钜，符 立 梧，潘 启 超 等，荧 光 分 光 光 度 法 检 测 裸 鼠 移 植 瘤

组织中阿霉素浓 度 ．中 国 临 床 药 理 学 杂 志，２００５；２１（４）：２９６－
２９８．

１０ Ｂａｒａｔｔｉｎ　Ｒ，Ｇｅｒｂｙ　Ｂ，Ｂｏｕｒｇｅｓ　Ｋ，ｅｔ　ａｌ．Ｉｏｄｉｎａｔｉｏｎ　ｉｎｃｒｅａｓｅｓ

ｔｈｅ　ａｃｔｉｖｉｔｙ　ｏｆ　ｖｅｒａｐａｍｉｌ　ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ　ｉｎ　ｒｅｖｅｒｓｉｎｇ　ＰＧＰ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ．Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ，２０１０；３０（７）：２５５３－２５６０．

１１ Ｇｏｔｔｅｓｍａｎ　ＭＭ， Ｐａｓｔａｎ　Ｉ． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ　ｏｆ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｍｅｄｉａｔｅｄ　ｂｙ　ｔｈｅ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ．Ａｎｎ　Ｒｅｖ

Ｂｉｏｃｈｅｍ，１９９３；６２：３８５－４２７．

１２ Ａｍｂｕｄｋａｒ　ＳＶ，Ｄｅｙ　Ｓ，Ｈｒｙｃｙｎａ　ＣＡ，ｅｔ　ａｌ．Ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ，

ｃｅｌｌｕｌａｒ，ａｎｄ　ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ　ａｓｐｅｃｔｓ　ｏｆ　ｔｈｅ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ
ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ．Ａｎｎｕ　Ｒｅｖ　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ　Ｔｏｘｉｃｏｌ，１９９９；３９：３６１－３９８．

１３ Ｃｈｏｕ　ＴＣ，Ｄｅｐｅｗ　ＫＭ，Ｚｈｅｎｇ　ＹＨ，ｅｔ　ａｌ．Ｒｅｖｅｒｓａｌ　ｏｆ

ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ　ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ　ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ　ｂｙ　ｔｈｅ　ａｒｄｅｅｍｉｎｓ．Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ

Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳＡ，１９９８；９５（４）：８３６９－８３７４．

１４ Ｄｅｐｅｗ　ＫＭ，Ｍａｒｓｄｅｎ　ＳＰ，Ｚａｔｏｒｓｋａ　Ｄ，ｅｔ　ａｌ．Ｔｏｔａｌ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

ｏｆ　５－Ｎ－Ａｃｅｔｙｌａｒｄｅｅｍｉｎ　ａｎｄ　Ａｍａｕｒｏｍｉｎｅ：Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ｒｏｕｔｅｓ　ｔｏ

Ｐｏｔｅｎｔｉａｌ　ＭＤＲ　Ｒｅｖｅｒｓａｌ　Ａｇｅｎｔｓ．Ｊ　Ａｍ　Ｃｈｅｍ　Ｓｏｃ，１９９９；１２１
（５１）：１１９５３－１１９６３．

（２０１４－０４－０９收稿，２０１４－０９－１５修回）
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