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摘要： 目的　 筛选半夏泻心汤增敏人胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞化疗敏感性的最佳有效部位并探究其化学成分和作用机

制。 方法　 采用加热回流方法提取半夏泻心汤水提液， 并利用有机溶剂萃取法将半夏泻心汤水提液分离为醇沉、 石油

醚、 二氯甲烷、 乙酸乙酯、 正丁醇和水部位。 ＣＣＫ８ 法检测半夏泻心汤及不同极性部位对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞活力的影响；
采用超高效液相色谱串联质谱 （ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） 对半夏泻心汤最佳有效部位的化学成分进行定性和相对定量分析； 流

式细胞术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测空白组 （ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞）、 最佳有效部位 （部位Ⅳ） 组、 ＤＤＰ 组及联合组 （部位Ⅳ＋
ＤＤＰ） 各组中 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡率及耐药蛋白 ＭＲＰ１ 和 ＬＲＰ１ 表达； 使用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 干预 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细

胞， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＡＧＳ 组、 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 组、 部位Ⅳ组、 ＰＩ３Ｋ 抑制剂组中 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 的表达。
结果　 ＣＣＫ８ 结果显示， 二氯甲烷部位 （部位Ⅳ） 为半夏泻心汤增敏人胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞化疗敏感性的最佳有

效部位。 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 结果显示， 部位Ⅳ主要含有黄酮类、 生物碱类、 酚酸类、 类固醇、 甾体类物质。 与空白组比

较， ＤＤＰ 组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）； 与 ＤＤＰ 组比较， 联合组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡率升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
与 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 组比较， 部位Ⅳ组和 ＬＹ２９４００２ 组细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 二

氯甲烷部位 （部位Ⅳ） 为半夏泻心汤增敏人胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞化疗敏感性的最佳有效部位， 该部位主要为黄酮

类物质， 其作用机制可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。
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　 　 半夏泻心汤首载于张仲景的 《伤寒论》， 由半夏、 干

姜、 黄芩、 黄连、 人参、 大枣和炙甘草共 ７ 味药组成， 寒

热并用， 具有散结除痞， 清解癌毒之功效［１］ 。 现代研究表

明， 半夏泻心汤具有抑菌、 抗炎、 抗肿瘤作用［２］ 。 临床研

究发现， 半夏泻心汤常用于恶性肿瘤的辅助治疗， 能够提

高对化疗药物的敏感性， 降低不良反应， 改善患者生存质

量［３］ 。 课题组前期研究发现， 半夏泻心汤可通过诱导胃癌

细胞凋亡， 抑制胃癌细胞的增殖、 迁移和侵袭， 保护腹膜

间皮细胞， 阻抑胃癌细胞腹膜转移， 调节胃癌微环境， 抑

制骨髓间充质干细胞 （ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌ ｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ，
ＢＭＳＣｓ） 的恶性转化等多种途径发挥防治胃癌的作用［４］ 。

在接受传统化疗或新靶向药物治疗的胃癌患者中， 超

过 ９０％ 的死亡是由多药耐药性 （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ， ＭＤＲ）
造成的［５⁃６］ 。 探讨胃癌 ＭＤＲ 的机制并寻找有效的逆转策略

是当前胃癌研究中的热点和难点。 半夏泻心汤具有明确的

临床胃癌化疗协同增效作用［７⁃９］ 。 半夏泻心汤含有多种化学

成分， 主要包括黄酮类、 生物碱类和皂苷类， 还有少量脂

肪酸类、 酚酸类、 醇类、 内酯等其他成分［１０⁃１２］ 。 课题组前

期研究表明， 黄芩苷、 人参皂苷 Ｒｂ、 小檗碱、 甘草酸为半

夏泻心汤含药血清和含药肠吸收液的质量标志物［１３］ 。 最新

研究发现， 半夏泻心汤在提高胃癌化疗敏感性上发挥了重

要作用［１４］ 。 然而， 关于半夏泻心汤提高化疗敏感性的有效

成分尚不明确。 因此， 本研究从物质基础和耐药机制两个

层面探讨半夏泻心汤增敏胃癌化疗耐药的机制。
１　 材料

１􀆰 １　 细胞　 人源胃腺癌细胞系 ＡＧＳ 细胞和人源 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ
细胞购自誉弛 （上海） 生物科技有限公司， 细胞经 ＳＴＲ 鉴

定， 符合要求， 来源背景清晰， 未受 Ｈｅｌａ 细胞污染。
１􀆰 ２　 药物与试剂 　 半夏泻心汤由法半夏 １２ ｇ、 黄芩 ９ ｇ、
干姜 ９ ｇ、 人参 ９ ｇ、 黄连 ３ ｇ、 大枣 ９ ｇ、 炙甘草 ９ ｇ 组成，
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中药饮片购于甘肃中医药大学附属医院中药房， 经甘肃中

医药大学药学院中药药剂学教研室景明教授鉴定符合 ２０２０
年版 《中国药典》 规定。 顺铂 （ＤＤＰ， 齐鲁制药有限公

司， 国药准字 Ｈ２００２３４６０， 批号 ２Ｍ０４２６Ｂ０３）； ＰＩ３Ｋ 抑制

剂 ＬＹ２９４００２ （美国 ＭＣＥ 公司， 批号 ＨＹ⁃１０１０８）； 乙醇、
石油醚、 二氯甲烷、 乙酸乙酯、 正丁醇 ［天津市大茂化学

试剂合伙企业 （有限合伙）， 批号 ２０２２０６０７、 ２０２２１００５、
２０２２０６０７、 ２０２２１００５、 ２０２２０３０１ ］； 甲 醇、 乙 腈 （ 德 国

Ｍｅｒｃｋ 公司， 批号 ８２２２８３、 １１３２１２）； 甲酸 （上海阿拉丁生

化科技股份有限公司， 批号 ８２２２５４）； １６４０ 基础培养基、
胰酶消化液 （上海源培生物科技股份有限公司， 批号

Ｌ２１０ＫＪ、 Ｈ１２０９０１）； 胎牛血清 （ＦＢＳ， 上海佰晔生物科技

中心， 批号 ＡＢ⁃ＦＢＳ０５００Ｓ）； ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 ［翌圣生物科技

（上海） 股份有限公司， 批号 ４０２０３ＥＳ６０］； β⁃ａｃｔｉｎ、 ｐ⁃
ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ 抗体 （武汉三鹰生物技术有限公司， 批

号 ００１０４９２５、 ＧＴＸ１３２５９７、 １０１７６⁃２⁃ＡＰ、 ６６４４４⁃１⁃ｌｇ）； 山羊

抗兔免疫球蛋白 （Ｉｇ） Ｇ、 山羊抗鼠 ＩｇＧ （成都正能生物技

术有限责任公司， 批号 ＫＫ２３１５、 ＫＫ０３１５）。
１􀆰 ３　 仪器 　 ＥｘｉｏｎＬＣＴＭ ＡＤ 超高效液相色谱仪、 ＱＴＲＡＰ
６５００＋液质联用仪 （美国 ＳＣＩＥＸ 公司）； ＳＣＩＥＮＴＺ⁃１００Ｆ ／ Ａ
普通型硅油加热冷冻干燥机 （宁波新芝生物科技股份有限

公司）； 冷冻研磨仪 （德国 Ｒｅｔｓｃｈ 公司）； ＣＲＹ⁃１８０ 型 ＣＯ２

培养箱 （天津市莱玻特瑞仪器设备有限公司）； ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ
ｉ３ｘ 型全波长酶标仪 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；
Ｒ２１Ｇ 型高速冷冻离心机 （日本日立公司）； ＤＹＣＺ⁃２４ＤＨ
型电泳仪、 ＤＹＹ⁃７Ｃ 型电转仪 （北京六一生物科技有限公

司）； ＧｅＬＶｉｅｗ ６０００Ｐｌｕｓ 型化学发光成像系统 （广州博鹭腾

生物科技有限公司）； ＦＡＣＳＶ ｅｒｓｅ 型流式细胞仪 （美国 ＢＤ
公司）
２　 方法

２􀆰 １　 半夏泻心汤不同极性部位制备　 将所有饮片混合浸泡

３０ ｍｉｎ， 煎煮 ２ 次， 第 １ 次加 ８ 倍量水， 加热回流提取 ２ ｈ，
第 ２ 次加 ６ 倍量水， 加热回流提取 １􀆰 ５ ｈ， 合并 ２ 次滤液，
过 １５０ μｍ 筛， 减压浓缩， 烘干成粉末置于干燥器备用， 得

到部位Ⅰ （半夏泻心汤水提液）。 半夏泻心汤干燥水提物

加入 ８０％ 乙醇复溶后， 静置过夜， 析出不溶于乙醇的沉淀

物， 利用真空泵抽滤后将沉淀物挥干， 得到部位Ⅱ （醇沉

部位）。 醇溶性部位挥干乙醇后采用系统溶剂萃取法［１５］ ，
依次加入石油醚、 二氯甲烷、 乙酸乙酯、 正丁醇有机溶剂，
溶剂与滤液按 １ ∶ １ 比例进行萃取， 分别得到部位Ⅲ （石油

醚部位）、 部位Ⅳ （二氯甲烷部位）、 部位Ⅴ （乙酸乙酯部

位）、 部位Ⅵ （正丁醇部位）、 部位Ⅶ （残余水部位）。
２􀆰 ２　 给药溶液制备　 称取 ５０ ｍｇ 部位Ⅰ， 置于 ２ ｍＬ ＥＰ 管

中， 加入 １００ μＬ ＤＭＳＯ 溶液， 涡旋、 振荡、 超声， 得到储

备液 （０􀆰 ５ ｍｇ ／ μＬ）， 取 １０ μＬ 储备液加入到 １０ ｍＬ ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基中， 得到母液 （５００ μｇ ／ ｍＬ）， 依次稀释质量浓

度为 ５０、 １００、 １５０、 ２００、 ２５０、 ３００、 ３５０、 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的

给药溶液。 其他部位溶液的制备方法同上。

２􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖活性　 取对数生长期的 ＡＧＳ 细

胞和 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞， 以 ５×１０３ 个 ／孔的密度接种到 ９６ 孔

板， 细胞培养至贴壁后， 加入不同极性部位给药溶液， 每

个浓度重复 ３ 个孔， 于培养箱继续培养 ２４ ｈ。 干预结束后，
弃掉含药培养基， 加入 １００ μＬ ＣＣＫ８ 溶液， 于培养箱孵育

１～４ ｈ。 通过酶标仪检测各孔的光密度 （ＯＤ） 值， 并计算细

胞增殖抑制率。 细胞增殖抑制率＝ （１－ＯＤ实验组 ／ ＯＤ对照组） ×
１００％ 。 为了检测最佳有效部位能否逆转 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞耐

药， 计算逆转指数， 公式为逆转指数 ＝ 使用逆转剂之前

ＩＣ５０ ／使用逆转剂之后 ＩＣ５０。 用不同质量浓度 （２􀆰 ２５、 ４􀆰 ５、
９ μｇ ／ ｍＬ） 的最佳有效部位和不同质量浓度 （１、 ２、 ４、 ８、
１６、 ３２、 ６４、 １２８ μｇ ／ ｍＬ） 的 ＤＤＰ 共同处理 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞

２４ ｈ， 计算细胞增殖抑制率。
２􀆰 ４　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法检测半夏泻心汤最佳有效部位的活性

成分　 称取部位Ⅳ的干燥粉末 ５０ ｍｇ， 加入于－２０ ℃预冷的

７０％ 甲醇内标提取液 １ ２００ μＬ， 涡旋频率为 ３０ ｍｉｎ ／次，
４ ℃、 １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心后吸取上清， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过

滤， 保存于进样瓶中， 进行 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测。
２􀆰 ４􀆰 １　 色谱条件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱 （ １􀆰 ８ μｍ， ２􀆰 １
ｍｍ × １００ ｍｍ）； 流动性 ０􀆰 １％ 甲酸 （Ａ） ⁃乙腈 （Ｂ）， 梯度

洗脱 （０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； ０ ～ ９ ｍｉｎ， ５％ ～ ９５％ Ｂ； １０ ～ １１ ｍｉｎ，
９５％ ～５％ Ｂ； １２ ～ １４ ｍｉｎ， ５％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温 ４０ ℃； 进样量 ２ μＬ。
２􀆰 ４􀆰 ２　 质谱条件　 电喷雾离子源 （ＥＳＩ）； 正负离子扫描；
喷雾电压 ５􀆰 ５ ｋＶ、 －４􀆰 ５ ｋＶ； 离子源温度 ５５０ ℃； 离子源气

体Ⅰ、 气体Ⅱ、 气帘气分别设置为 ５０、 ６０ 和 ２５ ｐｓｉ， 碰撞

诱导电离参数设置为高。 使用 ＭＲＭ 模式扫描， 并将碰撞

气体设置为中等。 通过进一步的优化， 完成各个 ＭＲＭ 离

子对的去簇电压和碰撞能。 根据每个时期内洗脱的代谢物，
定期监测一组特定的 ＭＲＭ 离子对。
２􀆰 ５　 流式细胞术检测细胞凋亡 　 取对数生长期的 ＡＧＳ ／
ＤＤＰ 细胞接种在 ６ 孔板中， 待细胞贴壁且密度生长至

８０％ ～９０％ 时进行实验。 空白组加入完全培养基； 中药组加

入 ９ μｇ ／ ｍＬ 的部位Ⅳ； ＤＤＰ 组加入 ６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＤＰ； 联合

组加入 ９ μｇ ／ ｍＬ 的部位Ⅳ和 ６ μｇ ／ ｍＬ 的 ＤＤＰ。 培养 ２４ ｈ 后

收集细胞， ＰＢＳ 冲洗 ２ 次， 利用 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，
将细胞密度调整至 ５×１０５ ～ １×１０６ ／ ｍＬ。 取 １００ μＬ 细胞悬液

于流式上样管中， 加入 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ 碘化

丙啶 （ＰＩ） 溶液， 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ， 再加入 ４００ μＬ 稀

释的 Ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 溶液， 流式细胞仪上机检测细胞凋亡率。
２􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞耐药蛋白表达及 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通

路蛋白表达 　 为检测耐药蛋白表达， 细胞分组干预同

“２􀆰 ５” 项。 为了检测最佳有效部位Ⅳ是否通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通
路发挥作用， 加入 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 和 ＡＧＳ 细胞作为

对照， ＡＧＳ 细胞 （完全培养基）； ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 （完全培

养基）； 部位Ⅳ组 （９ μｇ ／ ｍＬ 的部位Ⅳ， ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞）；
ＬＹ２９４００２ 组 （８０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＬＹ２９４００２， ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞），
培养 ２４ ｈ 后收集细胞， 用含有蛋白酶抑制剂的 ＲＩＰＡ 裂解
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液提取细胞蛋白， 用 ＢＣＡ 法测定各组蛋白浓度， 将蛋白与

上样缓冲液混合， １００ ℃下煮沸 １０ ｍｉｎ 使蛋白质变性。 取

等量各组蛋白上样、 电泳， 转移到 ＰＶＤＦ 膜上， 室温下用

１０％ 脱脂奶粉溶液封闭 １ ｈ， ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加一抗

（ＭＲＰ１、 ＬＲＰ１、 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃Ａｋｔ、 β⁃ａｃｔｉｎ， １ ∶
１ ０００）， ４ ℃下孵育过夜， 次日 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次， 加入二抗

（１ ∶ ５ ０００） 室温孵育 １􀆰 ５ ｈ， 洗膜后滴加 ＥＣＬ 发光液， 曝

光， 用图像分析软件分析条带灰度值。
２􀆰 ７　 统计学分析　 通过 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８􀆰 ０ 软件进行处理，
实验数据以 （ｘ±ｓ） 表示， 多组间比较采用单因素方差分析，
两组间比较采用 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 半夏泻心汤不同极性部位　 半夏泻心汤不同极性部位

得率最高的为残余水部位 （１６􀆰 ４７８％ ）， 得率最低为二氯甲

烷部位 （０􀆰 ４３２％ ）， 具体信息见表 １。
表 １　 半夏泻心汤不同极性部位的重量、 得率、 性状信息

部位 质量 ／ ｍｇ 得率 ／ ％ 性状

醇沉部位（部位Ⅱ） ２ ３０２􀆰 ８ ３􀆰 ８３８ 棕色干浸膏

石油醚部位（部位Ⅲ） ６１４􀆰 ４ １􀆰 ０２４ 黄色油滴状

二氯甲烷部位（部位Ⅳ） ２５９􀆰 ２ ０􀆰 ４３２ 棕色干浸膏

乙酸乙酯部位（部位Ⅴ） ３１２􀆰 ０ ０􀆰 ５２０ 棕色干浸膏

正丁醇部位（部位Ⅵ） ２ ０１７􀆰 ２ ３􀆰 ５１２ 棕色干浸膏

残余水部位（部位Ⅶ） ９ ８８６􀆰 ８ １６􀆰 ４７８ 黑色干浸膏

３􀆰 ２　 半夏泻心汤干预 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞的最佳有效部位　 半

夏泻心汤水提液和不同极性部位对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞均具有

一定的抑制作用， 根据 ＩＣ５０ 值， 部位Ⅳ （１５􀆰 ０９０± １􀆰 ５８２）
μｇ ／ ｍＬ＞部位Ⅵ （４７􀆰 ９０３±３􀆰 ２２９） μｇ ／ ｍＬ＞部位Ⅴ（４８􀆰 ２８０±

５􀆰 ３２２） μｇ ／ ｍＬ＞部位Ⅱ （５７􀆰 ６００± ４􀆰 ５９５） μｇ ／ ｍＬ＞部位Ⅰ
（１９６􀆰 １００ ± １５􀆰 ００５） μｇ ／ ｍＬ ＞ 部 位 Ⅶ （ ３１８􀆰 ９００ ± ６􀆰 ７８５）
μｇ ／ ｍＬ＞部位Ⅲ （４１５􀆰 ７００±５５􀆰 ４２４） μｇ ／ ｍＬ。 因此， 部位Ⅳ
为半夏泻心汤干预 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞的最佳有效部位。
３􀆰 ３　 部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响　 与单用 ＤＤＰ 组

比较， 部位Ⅳ联合 ＤＤＰ 组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞增殖抑制率呈剂

量依赖性升高， 见表 ２。 ０、 ２􀆰 ２５、 ４􀆰 ５、 ９ μｇ ／ ｍＬ 部位Ⅳ干

预 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ２４ ｈ 后的 ＩＣ５０ 值分别 ３２􀆰 ７１、 １２􀆰 ００、
８􀆰 ９４ 和 ６􀆰 ７７ μｇ ／ ｍＬ。 ２􀆰 ２５、 ４􀆰 ５、 ９ μｇ ／ ｍＬ 部位Ⅳ逆转指

数分别为 ２􀆰 ７３、 ３􀆰 ６６、 ４􀆰 ８３。 根据逆转指数结果， 选用

９􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ 部位Ⅳ和 ６􀆰 ００ μｇ ／ ｍＬ ＤＤＰ 作为后续实验的处

理条件。
表 ２　 不同质量浓度部位Ⅳ与 ＤＤＰ 联用对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞

增殖抑制率的影响 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝３）

ＤＤＰ ／ （μｇ·ｍＬ－１）
部位Ⅳ／ （μｇ·ｍＬ－１）

０ ２􀆰 ２５ ４􀆰 ５ ９
０ — — — —
１ ６􀆰 ０２ ７􀆰 １７ ６􀆰 １０ ７􀆰 ４４
２ ８􀆰 ６３ １５􀆰 ９０ １３􀆰 ７４ ２２􀆰 ５１
４ １２􀆰 ９５ ２７􀆰 ４９ ２５􀆰 ３１ ４０􀆰 ５５
８ １９􀆰 ０３ ３４􀆰 ２５ ４４􀆰 ５７ ５５􀆰 ３２
１６ ２４􀆰 ４６ ５３􀆰 ３３ ６６􀆰 ４５ ６７􀆰 ７４
３２ ３９􀆰 ７０ ７１􀆰 ２４ ８７􀆰 ６４ ７９􀆰 ０５
６４ ７３􀆰 ９８ ９６􀆰 ５０ ９８􀆰 １５ ９５􀆰 ９５
１２８ ９７􀆰 １１ ９７􀆰 ３１ ９８􀆰 ５１ ９８􀆰 ２１

３􀆰 ４　 半夏泻心汤活性部位的化学成分分析　 部位Ⅳ主要有

３０ 种化合物， 其中包括 ２０ 种黄酮类化合物， ６ 种酚酸类化

合物， 以及少量生物碱和萜类， 详见表 ３。
表 ３　 半夏泻心汤部位Ⅳ的化学成分信息

化合物 分子式 ｔＲ ／ ｍｉｎ 离子模式 二级碎片离子 类别
小檗浸碱 Ｃ２０Ｈ１７ＮＯ５ ５􀆰 ９１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３３７􀆰 ０９６ ０、３５２􀆰 １２０ ３、３２２􀆰 ０７１ ８ 生物碱类

甘草黄酮 Ａ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ４ ７􀆰 ０８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２６７􀆰 ０６６ ５、３２３􀆰 １２８ ４、１４９􀆰 ０２３ ０ 黄酮类
六氢姜黄素 Ｃ２１Ｈ２６Ｏ６ ６􀆰 ９１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １３７􀆰 ０６０ ２、１７７􀆰 ０９１ ９、１３１􀆰 ０４９ １ 酚酸类
汉黄芩素 Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ５􀆰 ３４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２７０􀆰 ０５７ ５、２８５􀆰 ０８０ ６、２５２􀆰 ０４２ ７ 黄酮类

黄芩黄酮Ⅱ Ｃ１９Ｈ１８Ｏ８ ４􀆰 ８２ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３７５􀆰 １１１ ６、３４５􀆰 ０６７ ４、３２７􀆰 ０５０ ２、３６０􀆰 ０８５ ４、２２７􀆰 ０５５ ７ 黄酮类
八氢姜黄素 Ｃ２１Ｈ２８Ｏ６ ６􀆰 ７０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １３７􀆰 ０５９ ８、１６３􀆰 ０７４ ７、２１７􀆰 １２３ ９、１３１􀆰 ０４８ ４ 酚酸类

黄甘草异黄酮 Ａ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ５ ７􀆰 ９０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２８３􀆰 ０６１ ５、３３９􀆰 １２４ ６ 黄酮类
甘草宁 Ｑ Ｃ２５Ｈ２６Ｏ５ ７􀆰 ６４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ３５１􀆰 １２５ ２、２９５􀆰 ０６１ ６、４０７􀆰 １８６ ８、２８３􀆰 ０６１ １ 黄酮类

甘草黄酮 Ｃ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ５ ７􀆰 １６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２８３􀆰 ０６１ ７、２７１􀆰 ０６１ ９、３３９􀆰 １２６ ０ 黄酮类
甘草异黄烷酮 Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６ ７􀆰 ５０ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２９９􀆰 ０５６ １、２１７􀆰 ０５０ ７、３５５􀆰 １２２ ３ 黄酮类
甘草异黄酮 Ａ Ｃ２０Ｈ１８Ｏ６ ７􀆰 ０５ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １９１􀆰 １０７ ４、１５３􀆰 ０５５ ０、１４９􀆰 ０６０ ４、２１５􀆰 １０７ １、１７３􀆰 ０９５ ９ 黄酮类

柚皮素 Ｃ１５Ｈ１２Ｏ５ ７􀆰 ４３ ［Ｍ⁃Ｈ］ － １１９􀆰 ０５０ ５、１５１􀆰 ００３ ５、２７１􀆰 ０６１ ３、１０７􀆰 ０１４ １、１７７􀆰 ０１８ ８ 黄酮类
甘草查耳酮 Ａ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ４ ７􀆰 ４３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １２１􀆰 ０２９ １、３３９􀆰 １６０ ６、２９７􀆰 １５０ １、２７１􀆰 ０９７ ９ 黄酮类
甘草查耳酮 Ｂ Ｃ１６Ｈ１４Ｏ５ ６􀆰 ７６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １２１􀆰 ０２８ ７、１０７􀆰 ０４８ ９、１９３􀆰 ０４９ ８、２８７􀆰 ０５９ ５、２４５􀆰 ０８１ ２ 黄酮类

甘草苷元 Ｃ１５Ｈ１２Ｏ４ １０􀆰 ３１ ［Ｍ⁃Ｈ］ － １１９􀆰 ０５４ ８、１３５􀆰 ０１４ １、９１􀆰 ０２２ ４ 黄酮类
甘草黄酮 Ｃ２０Ｈ２０Ｏ４ ６􀆰 ９４ ［Ｍ＋Ｈ］＋ １８９􀆰 ０９１ ２、１２３􀆰 ０４４ ０、１３７􀆰 ０５９ ５、１４９􀆰 ０５９ ５ 黄酮类

甘草查耳酮 Ｄ Ｃ２１Ｈ２２Ｏ５ ５􀆰 ５５ ［Ｍ＋Ｈ］＋ １９３􀆰 ０５０ ４、３１３􀆰 １４５ ５、１８９􀆰 ０９１ ８、３５５􀆰 １５４ ９、２９９􀆰 ０９２ １ 黄酮类
［６］⁃姜酚 Ｃ１７Ｈ２６Ｏ４ ５􀆰 ３１ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ５７􀆰 ０３４ ９、９９􀆰 ０８１ ９、１９３􀆰 ０８７ ５ 酚酸类
［８］⁃姜酚 Ｃ１９Ｈ３０Ｏ４ ９􀆰 ３５ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ５７􀆰 ０３５ １、１２７􀆰 １１３ ３、１９３􀆰 ０８７ ７ 酚酸类

［１２］⁃姜烯酚 Ｃ２３Ｈ３６Ｏ３ ４􀆰 ２９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ １７７􀆰 ０９１ ４、１４５􀆰 ０６４ ８、１３７􀆰 ０５８ ９、１１７􀆰 ０６９ ８ 酚酸类
千层纸素 Ａ Ｃ１６Ｈ１２Ｏ５ ６􀆰 ９９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２７０􀆰 ０５４ ５、２８５􀆰 ０７５ ７、１６８􀆰 ００６ ５ 黄酮类

黄芩素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ５ ４􀆰 ５８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２７１􀆰 ０７０ ８、１２３􀆰 ００８ ２、２５３􀆰 ０５０ ８ 黄酮类
甘草酸 Ｃ４２Ｈ６２Ｏ１６ ５􀆰 ８８ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４５３􀆰 ３３８ １、６４７􀆰 ３８０ ９、４７１􀆰 ３４７ ５ 萜类

异野黄芩素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ６ ５􀆰 ０１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２８７􀆰 ０５６ ９、１５３􀆰 ０１８ ６ 黄酮类
［１０］⁃姜酚 Ｃ２１Ｈ３４Ｏ４ ５􀆰 ６０ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ５７􀆰 ０３４ ９、１５５􀆰 １４４ ８、１９３􀆰 ０８７ ６ 酚酸类

人参皂苷 Ｒｋ３ Ｃ３６Ｈ６０Ｏ８ ６􀆰 ９１ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ６２１􀆰 ４３９ ０、４２３􀆰 ３５９ ８、４０５􀆰 ３５１ ２、２０３􀆰 １７９ ６、６２１􀆰 １８５ ６ 萜类
甘草苷 Ｃ２ Ｃ３６Ｈ３８Ｏ１６ ８􀆰 １３ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２９１􀆰 ０８７ ５、２５７􀆰 ０８１ ５、１６７􀆰 ０３４ １、７２７􀆰 ２４９ ９ 黄酮类

人参皂苷 ＲＧ４ Ｃ４２Ｈ７０Ｏ１２ ６􀆰 ３９ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ４２５􀆰 ３８１ ４、４０７􀆰 ３７０ ０、７６７􀆰 ４９６ ０、１６３􀆰 ０５７ ９、３２５􀆰 １１１ ４ 萜类
黄芩苷 Ｃ２１Ｈ１８Ｏ１１ ９􀆰 ２６ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ２７１􀆰 ０６３ ２、４４７􀆰 ０９４ ３ 黄酮类
槲皮素 Ｃ１７Ｈ１４Ｏ７ ７􀆰 ３５ ［Ｍ⁃Ｈ］ － ２９９􀆰 ０２１ ９、３１４􀆰 ０４５ ５、３２９􀆰 ０６８ ６ 黄酮类
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３􀆰 ５　 半夏泻心汤部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡的影响 　 与

空白组比较， ＤＤＰ 组、 部位Ⅳ组和联合组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞

总凋亡率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＤＤＰ 组比较， 部位Ⅳ组和

联合组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞总凋亡率均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０５）， 见图 １、
表 ４。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＤＤＰ 组， Ｃ 为部位Ⅳ组， Ｄ 为联合组。

图 １　 各组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡流式图

表 ４　 部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡率的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 总凋亡率 ／ ％

空白组 ４􀆰 １３３±１􀆰 ７５６
ＤＤＰ 组 ２３􀆰 ９６７±２􀆰 ６３５∗∗

部位Ⅳ组 ３３􀆰 １６７±３􀆰 ９００∗∗＃

联合组 ４１􀆰 ６００±０􀆰 ５５７∗∗＃

　 　 注： 与空白组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与 ＤＤＰ 组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５。

３􀆰 ６　 半夏泻心汤部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞耐药蛋白表达的

影响　 与空白组比较， ＤＤＰ 组、 部位Ⅳ组和联合组 ＡＧＳ ／
ＤＤＰ 细胞耐药蛋白 ＬＲＰ１ 和 ＭＲＰ１ 表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５，
Ｐ＜０􀆰 ０１）； 与 ＤＤＰ 组比较， 联合组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＬＲＰ１ 和

ＭＲＰ１ 蛋白表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ２、 表 ５。

注： Ａ 为空白组， Ｂ 为 ＤＤＰ 组， Ｃ 为部位Ⅳ组， Ｄ 为联合组。

图 ２　 各组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＬＲＰ１ 和 ＭＲＰ１ 蛋白条带图

表 ５　 部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＬＲＰ１ 和ＭＲＰ１ 蛋白表达的

影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

组别 ＭＲＰ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ ＬＲＰ１ ／ β⁃ａｃｔｉｎ
空白组 １􀆰 １７６±０􀆰 ０９３ １􀆰 １５４±０􀆰 １１６
ＤＤＰ 组 ０􀆰 ８５２±０􀆰 １０６∗ ０􀆰 ８２７±０􀆰 １３１∗

部位Ⅳ组 ０􀆰 ７２１±０􀆰 ０４５∗∗ ０􀆰 ６０９±０􀆰 ０８４∗∗

联合组 ０􀆰 ４０６±０􀆰 １１９∗∗＃＃ ０􀆰 ３００±０􀆰 １１９∗∗＃＃

　 　 注： 与空白组比较，∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 ＤＤＰ 组比较，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

３􀆰 ７　 半夏泻心汤部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路蛋

白表达的影响 　 与 ＡＧＳ 组 （ ＡＧＳ 细胞） 比较， 空白组

ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细 胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋 白 表 达 升 高

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜ ０􀆰 ０１）； 与 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 组比较， 部位Ⅳ组和

ＬＹ２９４００２ 组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ 蛋白

表达均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见图 ３、 表 ６。

注： Ａ 为 ＡＧＳ 组 （ ＡＧＳ 细胞）， Ｂ 为 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 组 （ ＡＧＳ ／
ＤＤＰ 细 胞 ）， Ｃ 为 部 位 ＩＶ 组 （ ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细 胞 ）， Ｄ 为

ＬＹ２９４００２ 组 （ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞）。

图 ３　 各组 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ、 ｐ⁃
Ａｋｔ 蛋白条带图

表 ６　 部位Ⅳ对 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ、 ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ
蛋白表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）
组别 ｐ⁃ＰＩ３Ｋ ／ ＰＩ３Ｋ ｐ⁃Ａｋｔ ／ Ａｋｔ

ＡＧＳ 组 ０􀆰 ８０９±０􀆰 ０６４ ０􀆰 ９３２±０􀆰 ０５９
ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 组 ０􀆰 ９５４±０􀆰 ０４４∗ １􀆰 ０５６±０􀆰 ０３０∗∗

部位Ⅳ组 ０􀆰 ７７１±０􀆰 ０４２＃ ０􀆰 ８７７±０􀆰 ０２９＃＃

ＬＹ２９４００２ 组 ０􀆰 ５９０±０􀆰 ０７７∗∗＃＃ ０􀆰 ２４０±０􀆰 ０２０＃＃

　 　 注： 与 ＡＧＳ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１； 与空白组比较，＃Ｐ＜

０􀆰 ０５，＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

４　 讨论

本研究根据耐药细胞抑制率选出半夏泻心汤二氯甲烷

部位为最佳有效部位 （部位Ⅳ）。 本研究还发现， 部位Ⅳ可

促进 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡， 证明在 ＤＤＰ 耐药性的情况下，
部位Ⅳ和 ＤＤＰ 在抑制细胞增殖和诱导 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 凋亡有协

同作用， 进一步说明部位Ⅳ能增强 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ
的敏感性。

基于 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术对最佳有效部位Ⅳ的化学成分

进行检测， 共分析和鉴定了 ３０ 种主要化合物， 其中包括 ２０
种黄酮类化合物， ６ 种酚酸类化合物， 以及少量生物碱和萜

类。 其中含量较高的成分主要有光甘草酮、 汉黄芩素、 黄

芩素、 黄芩苷、 槲皮素等。 研究发现， 黄芩素、 汉黄芩素

可通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路促进细胞凋亡， 提升化疗药物敏感

性［１６⁃１８］ ； 黄芩苷可抑制胃癌细胞的生长， 并通过促进胃癌

细胞中 ＲＯＳ 相关的铁下垂作用增强 ５⁃氟尿嘧啶的敏感

性［１９］ ； 槲皮素能减少谷胱甘肽的合成， 通过增加 ＭＲＰ１ 对

谷胱甘肽的亲和力来刺激 ＭＲＰ１ 介导的谷胱甘肽转运， 并

下调 Ａｋｔ 的磷酸化， 逆转多药耐药［２０］ 。 耐药蛋白的检测能

够判断二氯甲烷部位在抑制 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞增长的同时是否

降低耐药的发生［２１］ 。 本研究结果显示， 与空白组比较，
ＤＤＰ 组、 部位Ⅳ组与联合组耐药蛋白 ＭＲＰ１ 和 ＬＲＰ１ 表达
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均呈不同程度降低， 说明最佳有效部位Ⅳ能够逆转人胃癌

耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞的耐药性。 相关研究表明， Ａｋｔ１ 在肺

癌耐药细胞中高表达， Ａｋｔ１ 被抑制后促使 ＤＤＰ 耐药细胞逆

转为 ＤＤＰ 敏感细胞［２２］ 。 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路是抑制细胞凋

亡、 促进细胞存活、 调节肿瘤多药耐药的重要生物学机

制［２３⁃２５］ 。 有研究指出半夏泻心汤含药血清可增加人胃癌耐

药细胞株 ＳＧＣ⁃７９０１ ／ ＡＤＲ 化疗敏感性， 可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／
Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 通路有关［１４］ 。 本研究结果显示， 与 ＡＧＳ 细胞组

比较， ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白表达升高， 提示人

胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路处于激活状态； 给

药干预后， 半夏泻心汤最佳活性部位Ⅳ降低了 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细

胞中 ＰＩ３Ｋ、 Ａｋｔ 蛋白及磷酸化的表达， ＰＩ３Ｋ 抑制剂也同样

抑制了这些蛋白表达， 提示半夏泻心汤活性部位Ⅳ逆转人

胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞的表达与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 通路相关。
综上所述， 二氯甲烷部位 （部位Ⅳ） 为半夏泻心汤增

敏人胃癌耐药 ＡＧＳ ／ ＤＤＰ 细胞化疗敏感性的最佳有效部位，
其作用机制可能与抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路有关。
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