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摘要： 目的　 建立 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法测定重楼皂苷Ⅶ逆转肝癌耐药过程中胆固醇及其 ４ 种合成代谢关键化合物 （羊毛

甾醇、 链甾醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇） 的含量。 方法　 分析采用 Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ （２􀆰 １ ｍｍ×５０ ｍｍ，
１􀆰 ８ μｍ） 色谱柱； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇， 梯度洗脱； 体积流量 ０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 大气压化学电

离； 正离子扫描； 多反应监测模式。 结果 　 ５ 种成分在各自范围内线性关系良好 （ ｒ２ ≥０􀆰 ９９２）， 提取回收率为

８１􀆰 ９％ ～９７􀆰 １％ ， 基质效应为 ７９􀆰 ９％ ～１０１􀆰 ６％ ， 日内、 日间精密度以及稳定性均符合生物样品分析的要求。 重楼皂苷

Ⅶ可逆转 ＨｅｐＧ２ 细胞的索拉非尼耐药， 降低耐药细胞中胆固醇含量， 升高 ２７⁃羟基胆固醇含量。 结论　 该方法简便、
准确、 灵敏， 可用于肿瘤耐药与胆固醇合成代谢相关性研究， 为中药成分靶向胆固醇代谢调控逆转肿瘤耐药提供技术

支撑。
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　 　 胆固醇是细胞膜磷脂双分子层的重要成分， 维持膜的

完整性和流动性［１⁃３］ 。 细胞内胆固醇代谢稳态由其合成、 摄

取、 外排、 氧化和酯化过程共同调节［４⁃５］ 。 胆固醇内源性合

成途径通过甲羟戊酸途径将乙酰辅酶 Ａ 转化为羊毛甾醇，
再经过一些中间产物合成 ７⁃脱氢胆固醇和链甾醇， 再分别

经 ７⁃脱氢胆固醇还原酶 （ＤＨＣＲ７） 和 ２４⁃脱氢胆固醇还原

酶 （ＤＨＣＲ２４） 催化合成胆固醇。 胆固醇可代谢为 ２７⁃羟基

胆固醇， 再转化为胆汁酸进行代谢［６］ 。
肿瘤细胞往往需大量胆固醇满足其快速生长需求， 通

常表现为胆固醇代谢失调［７⁃８］ ， 具体为合成水平上调及代谢

产物异常堆积［９⁃１１］ ， 随之细胞膜胆固醇水平升高， 通过脂

筏介导的膜蛋白 （如 ＡＢＣＢ１、 ＥＧＦＲ） 进一步高表达从而

引起耐药［１２］ 。 研究表明， ＤＨＣＲ２４ 可促进黑色素瘤对维莫

非尼的耐药， 其机制与 ２７⁃羟基胆固醇积累及 ＡＫＴ 通路激

活有关［１３］ 。 ＤＨＣＲ２４ 作为胆固醇合成途径的关键酶， 研究

其作用相关的底物和产物水平可为肿瘤耐药研究提供重要

依据。
重楼作为清热解毒药， 其主要成分重楼皂苷对肿瘤耐

药和胆固醇代谢具有一定影响［１４］ 。 重楼皂苷Ⅶ可通过阻滞

细胞周期、 诱导凋亡和自噬， 抑制肿瘤血管生成和转

移［１５⁃１６］ 。 重楼皂苷 Ｉ 可破坏脂筏结构， 抑制膜上耐药相关

蛋白合成， 从而逆转耐药［１７］ 。 胆固醇及代谢物的常用检测

方法有 ＧＣ⁃ＭＳ、 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 等［１８⁃２２］ ， 但其分析时间长、 前

处理复杂。 因此， 本研究建立 ＵＰＬＣ⁃ＡＰＣＩ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法，
可同时检测细胞内胆固醇及其关键代谢产物 （羊毛甾醇、
链甾醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇）， 具有样品前处
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理简单、 检测灵敏度高的特点， 以期为肿瘤耐药与胆固醇

代谢相关研究及中药靶向胆固醇代谢逆转耐药研究提供技

术支持。
１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０ ＵＰＬＣ⁃６４７０Ａ 三重四级杆质谱超高

效液相色谱联用仪 （美国 Ａｇｉｌｅｎ 公司）； ＢＳＡ１２４Ｓ 电子分

析天平 （北京赛多利斯仪器系统有限公司）； ＸＳ１０５ 电子分

析天平 （瑞士梅特勒托利多公司）； ＳＣＩＥＮＴＺ⁃２４ＴＤ 超声波

细胞粉碎机 （宁波新芝生物科技股份有限公司）； ＶＯＲＴＥＸ
ＧＥＮＩＵＳ３ 涡旋仪 （德国 ＩＫＡ 公司）； Ｔｈｅｒｍｏ ７５００２４４０ 离心

机 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司）； ＭＤ２００⁃２ 干式氮吹仪 （上海沪析

实业有限公司）。
１􀆰 ２　 试剂　 胆固醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇、 ２２Ｒ⁃
羟基胆固醇、 链甾醇、 羊毛甾醇对照品 （纯度≥９９％ ， 美

国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司）； 重楼皂苷Ⅶ对照品 （纯度 ９８％ ，
上海诗丹德标准技术服务有限公司）； 索拉菲尼 （ＳＲ， 纯

度＞９９％ ， 大连美仑生物技术有限公司）。 磷酸盐缓冲液

（ＰＢＳ， 上海欲立生物科技有限公司）； ＢＣＡ 蛋白定量试剂

盒 （上海碧云天生物技术有限公司）； ＭＥＭ 培养基、 胎牛

血清 （ＦＢＳ）、 青霉素及链霉素 （美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）。 甲酸

［色谱纯， 梯希爱 （上海） 化成工业发展有限公司］； 甲

醇、 乙腈 （色谱纯， 美国赛默飞世尔科技公司）； 甲醇、
乙腈、 无水乙醇、 异丙醇、 氯仿、 正己烷 （分析纯， 国药

集团化学试剂有限公司）； 水为蒸馏水 （香港屈臣氏

公司）。
１􀆰 ３　 细胞 　 人肝癌细胞 ＨｅｐＧ２ 购自中国科学院细胞库，
ＨｅｐＧ２ 索拉菲尼耐药细 （ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ） 是由 ＨｅｐＧ２ 细胞通

过每周逐步增加索拉菲尼浓度 （孵育浓度为 ０􀆰 ５、 １、 １􀆰 ５、
２、 ３、 ５、 ７、 ９ μｍｏｌ ／ Ｌ） 进行诱导， 直至耐药细胞的索拉

菲尼 ＩＣ５０为亲本细胞的 ５ 倍以上。
２　 方法与结果

２􀆰 １　 检测条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱　 Ｚｏｒｂａｘ Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×５０
ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （ Ａ） ⁃甲醇

（Ｂ）， 梯度洗脱 （０ ～ １０ ｍｉｎ， ８５％ ～ １００％ Ｂ）； 体积流量

０􀆰 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温 ４０ ℃； 进样量 ５ μＬ。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 ＡＰＣＩ 离子源； 以 ２２ＲＯＨＣ 为内标； 正离子

扫描； 氮气温度 ３５０ ℃； 喷雾气氮气， 压力 ６０ ｐｓｉ （１ ｐｓｉ ＝
６􀆰 ８９５ ｋＰａ ）， 体 积 流 量 ５ Ｌ ／ ｍｉｎ； 多 反 应 监 测 模 式

（ＭＲＭ）； 各成分质谱参数见表 １， 总离子流图见图 １。
表 １　 各成分质谱参数

化合物 保留时间 ／ ｍｉｎ 母离子 ｍ ／ ｚ
子离子 ｍ ／ ｚ

定量 定性
碎裂电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

羊毛甾醇 ７􀆰 ０２０ ４０９􀆰 ９［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ １０９􀆰 ２ ９５􀆰 ３ １１５ ２５、３６

２２Ｒ⁃羟基胆固醇 １􀆰 ４５７ ３６７􀆰 ３［Ｍ＋Ｈ⁃２Ｈ２Ｏ］ ＋ １４７􀆰 ２ １８７􀆰 ２ １３２ ２５、２４

２７⁃羟基胆固醇 １􀆰 ８６７ ３８５􀆰 ２［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ ８１􀆰 １ １６１􀆰 ２ １３７ ２９、３０

７⁃脱氢胆固醇 ５􀆰 ８１９ ３６７􀆰 ３［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ １５９􀆰 １ １４５􀆰 ２ ８８ １７、２５

胆固醇 ６􀆰 ４６５ ３６９􀆰 ３［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ １４７􀆰 ０ ９５􀆰 １ １３０ ２３、４３

链甾醇 ５􀆰 ５０９ ３６７􀆰 ６［Ｍ＋Ｈ⁃Ｈ２Ｏ］ ＋ １４６􀆰 ８ １６０􀆰 ８ １０４ ２４、３０

１． ２２Ｒ⁃羟基胆固醇　 ２． ２７⁃羟基胆固醇　 ３． 链甾醇　 ４． ７⁃脱氢胆固醇　 ５． 胆固醇　 ６． 羊毛甾醇

图 １　 各成分总离子流图

２􀆰 ２　 对照品溶液制备　 精密称取胆固醇、 羊毛甾醇、 链甾

醇、 ２７⁃羟基胆固醇、 ２２Ｒ⁃羟基胆固醇、 ７⁃脱氢胆固醇对照

品各 ５ ｍｇ， 置于 １０ ｍＬ 量瓶中， 甲醇溶解并定容至刻度，
配制成质量浓度为 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品储备液。 吸取各对

照品储备液适量， 用甲醇制成质量浓度分别为 ３􀆰 ９１、 ７􀆰 ８１、
１５􀆰 ６３、 ３１􀆰 ２５、 ６２􀆰 ５０、 １２５、 ２５０、 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列对照

品溶液。 另取 ２２Ｒ⁃羟基胆固醇储备液适量， 用甲醇稀释成

１ μｇ ／ ｍＬ 的溶液， 作为内标， 于－２０ ℃冰箱保存， 备用。
２􀆰 ３　 细胞培养 　 ＨｅｐＧ２ 细胞和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 耐药细胞用含

１０％ 胎牛血清和 １％ 青霉素 ／链霉素溶液的 ＭＥＭ 完全培养

基， 于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的恒温培养箱中培养， 待培养瓶中

细胞密度达 ８０％ 以上， 进行消化和传代培养。
２􀆰 ４　 ＣＣＫ⁃８ 法测定细胞毒性　 取生长对数期的细胞消化计

数， 调整细胞密度至 １×１０５ ／ ｍＬ， 接种于 ９６ 孔板， 每孔 １００
μＬ， 置 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 的培养箱中培养 ２４ ｈ 后， 分别加不

同浓度的索拉菲尼， 或含有 １ μｍｏｌ ／ Ｌ 重楼皂苷Ⅶ的培养基

配制的不同浓度的索拉菲尼， 继续培养 ４８ ｈ。 弃去含药培

养基， 在 ９６ 孔板中分别加入 １０ μＬ ＣＣＫ⁃８ 和 １００ μＬ 培养
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基， 继续孵育 １ ｈ， 用酶标仪在 ４５０ ｎｍ 波长处测定吸光度

（Ａ）， 计算细胞存活率， 公式为细胞存活率＝ ［ （Ａ 药物－Ａ
空白） ／ （Ａ 对照 －Ａ 空白） ］ × １００％ 。 根据索拉非尼的

ＩＣ５０值计算耐药倍数和逆转耐药倍数， 公式为耐药倍数 ＝耐

药株的 ＩＣ５０ ／亲本株的 ＩＣ５０， 逆转耐药倍数 ＝不加重楼皂苷

Ⅶ耐药株的 ＩＣ５０ ／加重楼皂苷Ⅶ后耐药株的 ＩＣ５０。
由图 ２ 可知， 索拉菲尼对 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞的

ＩＣ５０值分别为 （２􀆰 １７±０􀆰 ２１）、 （１４􀆰 ６８±０􀆰 ３７） μｍｏｌ ／ Ｌ （Ｐ＜
０􀆰 ０１）， 耐药倍数为 ６􀆰 ８ 倍； 安全浓度 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 下重楼

皂苷Ⅶ与索拉菲尼联合给药 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞后， 索拉菲尼

ＩＣ５０值为 （５􀆰 ２６± １􀆰 ４７） μｍｏｌ ／ Ｌ， 与索拉菲尼单独作用于

ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞的 ＩＣ５０值相比， 逆转耐药倍数为 ２􀆰 ８ 倍， 提

示重楼皂苷Ⅶ具有逆转肝癌索拉非尼耐药作用。

注： Ａ～Ｂ 分别为索拉菲尼对 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞的存活

率、 ＩＣ５０值的影响； Ｃ～ Ｄ 分别为重楼皂苷Ⅶ （ＰＰⅦ） 干预后

索拉非尼对 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞存活率、 ＩＣ５０ 值的影响。 组间比

较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞毒实验结果

２􀆰 ５　 样品前处理优化

２􀆰 ５􀆰 １　 抗氧化剂 ２， ６⁃二叔丁基对甲酚 （ＢＨＴ） 对含量测

定结果的影响　 胆固醇及其合成前体易被活性氧氧化， 胆

固醇可被氧化生成 ７α⁃羟基胆固醇、 ７β⁃羟基胆固醇、 ７⁃酮
基胆固醇等， 因此为了定量更准确， 考察样品前处理过程

中加入抗氧化剂对测定结果的影响， 即在超声破碎前， 细

胞样品加入 ５０ μＬ ＢＨＴ （９０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 结果见表 ２。 由此可

知， 与未经 ＢＨＴ 处理的样品比较， 胆固醇及其 ３ 种合成代

谢关键产物的含量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 提示 ＢＨＴ 的加入可以

有效抑制胆固醇、 链甾醇、 ７⁃脱氢胆固醇、 ２７⁃羟基胆固醇

在样品处理阶段的氧化损失。
２􀆰 ５􀆰 ２　 正己烷 ／异丙醇萃取步骤的考察　 实验过程中发现，
使用甲醇沉淀蛋白并作为待测物的提取溶剂， 虽然步骤简

　 　 　 　表 ２ 　 抗氧化剂对胆固醇及其合成代谢产物含量的影响

（ｎ＝６）
含量 ／

（ｎｇ·ｍｇ－１蛋白）
胆固醇 ７⁃脱氢胆固醇 链甾醇

２７⁃羟基

胆固醇
不加 ＢＨＴ １０６ ２２５􀆰 ６ １ ９１７􀆰 ６ ４２􀆰 ８ ７１􀆰 ８
加 ＢＨＴ １２０ ８０５􀆰 ４∗∗ ３ ６９１􀆰 ５∗∗ ７８􀆰 ４∗∗ ９８􀆰 ６∗∗

　 　 注： 与不加 ＢＨＴ 比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

便， 回收率较高， 但是由于生物样本的复杂性， 甲醇提取

的样品中杂质较多， 易对目标化合物的测定造成干扰， 产

生较强的基质效应， 还会污染仪器使其响应降低。 根据前

期实验优化过程， 本实验考察了不同溶剂 （甲醇、 正己烷、
异丙醇） 对胆固醇及氧化甾醇萃取效率的影响， 发现正己

烷⁃异丙醇 （４ ∶ １） 作为萃取剂时测得的含量相对最高， 而

且该溶剂体系在后续氮吹步骤中， 干燥时间大大缩短。 因

此， 本实验在甲醇沉淀蛋白后， 取上清液经氮气吹干后，
加入 １ ｍＬ 正己烷 ／异丙醇 （４ ∶ １） 萃取， 考察该萃取步骤

对细胞样品测定结果的影响， 结果见表 ３， 可知增加正己

烷 ／异丙醇萃取步骤后测得的胆固醇及其合成代谢产物含量

更高， 因此确定在细胞样品处理过程中增加正己烷 ／异丙醇

萃取。
表 ３　 液液萃取条件优化对胆固醇及其合成代谢产物含量的

影响 （ｎ＝６）
含量 ／

（ｎｇ·ｍｇ－１蛋白）
胆固醇 ７⁃脱氢胆固醇 链甾醇

２７⁃羟基

胆固醇
不萃取 １０２ ８３４􀆰 ２ １ ９５４􀆰 ０ ４５􀆰 ３ ６３􀆰 ８
萃取 １２０ ８０５􀆰 ４∗∗ ３ ６９１􀆰 ５∗∗ ７８􀆰 ４∗∗ ９８􀆰 ６∗∗

　 　 注： 与不萃取比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

２􀆰 ６　 方法学考察

２􀆰 ６􀆰 １　 线性关系考察及最低定量限 （ ＬＬＯＱ） 测定 　 取

“２􀆰 ２” 项下系列质量浓度对照品溶液各 １００ μＬ， 用氮气吹

干， 加入空白细胞裂解液， 按细胞样品的处理方法处理，
并在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定。 以待测物质量浓度为横坐

标 （Ｘ）， 待测物和内标峰面积的比值为纵坐标 （Ｙ）， 利用

加权 （１ ／ ｘ２） 最小二乘法进行线性回归， 根据信噪比确定

最低检测限 （ＬＬＯＱ）， 结果见表 ４， 可知胆固醇及其合成

代谢产物在各自范围内线性关系良好。
２􀆰 ６􀆰 ２　 准确度与精密度试验　 取低、 中、 高 ３ 个浓度的对

照品溶液各 １００ μＬ， 氮气吹干， 分别加入 ４００ μＬ 空白细胞

裂解液复溶， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， 得质控

（ＱＣ） 样品， 按细胞样品的处理方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条

件下进样测定。 日内精密度为每个浓度连续检测 ６ 次， 日

间精密度用 ６ 份平行样品连续测定 ３ ｄ， 计算日内及日间准

确度、 精密度。 准确度用相对误差 （ＲＥ） 表示， 精密度用

相对标准偏差 （ＲＳＤ） 表示， 结果见表 ５， 可知胆固醇及其

合成代谢产物日内及日间准确度、 精密度良好。
２􀆰 ６􀆰 ３　 稳定性试验　 低、 中、 高 ３ 个浓度 ＱＣ 样品按如下

条件考察稳定性。 （１） 短期稳定性， 将细胞样品室温放置

６ ｈ， 按细胞样品处理方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样

测定； （２） 长期稳定性， 将细胞样品置于－８０ ℃冰箱中保
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　 　 　 表 ４　 胆固醇及其合成代谢产物线性关系

化合物 回归方程 Ｒ２ 线性范围 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１） ＬＬＯＱ ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）
胆固醇 Ｙ＝ １􀆰 ４６１ １Ｘ－０􀆰 ０８６ ６ ０􀆰 ９９８ １９􀆰 ５３１～１０ ０００ ９􀆰 ７７

２７⁃羟基胆固醇 Ｙ＝ １􀆰 ９４８ ６Ｘ－０􀆰 ０５６ ５ ０􀆰 ９９２ ７􀆰 ８１２ ５～１ ０００ ３􀆰 ９１
７⁃脱氢胆固醇 Ｙ＝ ０􀆰 ０４６ ９Ｘ－０􀆰 ００１ ５ ０􀆰 ９９９ ７８􀆰 １２５～１０ ０００ ３９􀆰 ０６

羊毛甾醇 Ｙ＝ ０􀆰 ２０８ ４Ｘ－０􀆰 ０７０ ５ ０􀆰 ９９２ ７８􀆰 １２５～１０ ０００ ３９􀆰 ０６
链甾醇 Ｙ＝ １􀆰 １８４ ６Ｘ－０􀆰 ０２９ ４ ０􀆰 ９９３ ７􀆰 ８１２ ５～１ ０００ ３􀆰 ９１

表 ５　 胆固醇及其合成代谢产物精密度、 准确度测定结果

（ｎ＝６）

化合物
质量浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）
日内 日间

ＲＳＤ ／ ％ ＲＥ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ ＲＥ ／ ％
胆固醇 １５６􀆰 ２５ ６􀆰 ３８ －８􀆰 ４２ ５􀆰 ０４ －１０􀆰 ７２

１ ２５０􀆰 ００ ４􀆰 ９７ －５􀆰 ８２ ３􀆰 ２０ －９􀆰 １７
５ ０００􀆰 ００ ４􀆰 ３６ ４􀆰 ５６ １􀆰 ８０ ２􀆰 ４３

７⁃脱氢胆固醇 １５６􀆰 ２５ ８􀆰 ３９ －２􀆰 ２９ ３􀆰 １４ １􀆰 ２３
１ ２５０􀆰 ００ １􀆰 ８７ －３􀆰 ０２ ４􀆰 ４８ －７􀆰 ５４
５ ０００􀆰 ００ ４􀆰 １６ １􀆰 ４１ ９􀆰 ７２ ８􀆰 ８７

羊毛甾醇 １５６􀆰 ２５ ３􀆰 ７０ －４􀆰 ２４ １０􀆰 ３９ ３􀆰 ３６
１ ２５０􀆰 ００ ７􀆰 ３７ －６􀆰 ５２ ０􀆰 ６０ －６􀆰 １３
５ ０００􀆰 ００ ０􀆰 １９ ２􀆰 ５１ ２􀆰 ５８ ０􀆰 ６７

链甾醇 １５􀆰 ６３ ８􀆰 ４０ １􀆰 ９３ ９􀆰 ５３ ４􀆰 １３
１２５􀆰 ００ ８􀆰 ６２ －６􀆰 ５８ ２􀆰 ３６ －５􀆰 １９
５００􀆰 ００ ２􀆰 ２０ ７􀆰 １７ １􀆰 ４９ ５􀆰 ４８

２７⁃羟基胆固醇 １５􀆰 ６３ ５􀆰 ５４ －２􀆰 １９ ３􀆰 ５０ －０􀆰 ４７
１２５􀆰 ００ １􀆰 ６２ －４􀆰 ２７ ４􀆰 ８９ －８􀆰 ８７
５００􀆰 ００ ２􀆰 ８４ ７􀆰 ６３ ３􀆰 ８９ ６􀆰 ９０

存 １ 个月， 按细胞样品处理方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件下

进样测定。 由表 ６ 可知， 胆固醇及其合成代谢产物的短期

稳定性及长期稳定性均良好。
２􀆰 ６􀆰 ４　 提取回收率和基质效应试验　 取 ＨｅｐＧ２ 细胞样品，
按照细胞样品前处理方法处理， 平行 ３ 份， 在 “２􀆰 １” 项条

件下进样测定， 记录峰面积 Ｒｅｓｐ１。 取 ＨｅｐＧ２ 细胞样品，
加低、 中、 高 ３ 个浓度 ＱＣ 样品， 按照细胞样品前处理方法

处理， 每一浓度平行 ３ 份， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定，
记录峰面积 Ｒｅｓｐ２。 低、 中、 高 ３ 个浓度 ＱＣ 样品， 按细胞

样品处理方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件下进样测定， 记录峰

面积 Ｒｅｓｐ３。 计算提取回收率， 公式为提取 回 收 率 ＝
（Ｒｅｓｐ２－Ｒｅｓｐ１） ／ Ｒｅｓｐ３， 结果见表 ７， 可知各化合物提取回

收率为 ８１􀆰 ９％ ～９７􀆰 １％ ， 表明建立的方法可以用于细胞样品

的检测。
表 ６　 胆固醇及其合成代谢产物稳定性测定结果 （ｎ＝６）

化合物
质量浓度 ／

（ｎｇ·ｍＬ－１）

短期稳定性

ＲＳＤ ／ ％
长期稳定性

ＲＳＤ ／ ％
胆固醇 １５６􀆰 ２５ ３􀆰 ４０ ２􀆰 １１

１ ２５０􀆰 ００ ５􀆰 ４５ ５􀆰 ７６

５ ０００􀆰 ００ ４􀆰 ３６ ６􀆰 ８３

７⁃脱氢胆固醇 １５６􀆰 ２５ ４􀆰 ７３ ９􀆰 ０６

１ ２５０􀆰 ００ ４􀆰 ９３ ７􀆰 ６４
５ ０００􀆰 ００ ４􀆰 ２８ ４􀆰 ０７

羊毛甾醇 １５６􀆰 ２５ ４􀆰 １３ ６􀆰 ７４
１ ２５０􀆰 ００ ８􀆰 ７１ ８􀆰 ７１
５ ０００􀆰 ００ ４􀆰 ６１ ５􀆰 １８

链甾醇 １５􀆰 ６３ ５􀆰 ０９ ８􀆰 ４０
１２５􀆰 ００ ４􀆰 ０３ ５􀆰 ６０
５００􀆰 ００ ３􀆰 ４０ ４􀆰 ７２

２７⁃羟基胆固醇 １５􀆰 ６３ ６􀆰 １４ ９􀆰 ０９
１２５􀆰 ００ ３􀆰 ７４ ３􀆰 ２８
５００􀆰 ００ １􀆰 ９０ ４􀆰 ８４

表 ７　 胆固醇及其合成代谢产物的回收率和基质效应测定结果 （ｎ＝３）

化合物 质量浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ－１）
回收率 基质效应

平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％
７⁃脱氢胆固醇 １５６􀆰 ２５ ８７􀆰 ２ ８􀆰 ３ ９３􀆰 ３ １０􀆰 ２

１ ２５０􀆰 ００ ８６􀆰 ５ ４􀆰 ６ １０１􀆰 ６ ６􀆰 ７
５ ０００􀆰 ００ ８４􀆰 １ １１􀆰 ７ ８９􀆰 ８ １１􀆰 ７

链甾醇 ３１􀆰 ２５ ８８􀆰 ５ ９􀆰 ９ ８９􀆰 ６ １１􀆰 ９
２５０􀆰 ００ ９５􀆰 ７ ４􀆰 ０ ９４􀆰 ５ ５􀆰 ８
１ ０００􀆰 ００ ８１􀆰 ９ １２􀆰 ３ ９２􀆰 ９ １０􀆰 ０

２７⁃羟基胆固醇 ３１􀆰 ２５ ９１􀆰 ５ ９􀆰 ６ ８８􀆰 ９ ８􀆰 ９
２５０􀆰 ００ ８７􀆰 ９ ４􀆰 ３ ８９􀆰 ９ ８􀆰 ６
１ ０００􀆰 ００ ９４􀆰 ６ ９􀆰 ９ ９８􀆰 ４ ５􀆰 ６

羊毛甾醇 １５６􀆰 ２５ ９７􀆰 １ １０􀆰 ９ ９７􀆰 ７ ６􀆰 ３
１ ２５０􀆰 ００ ８４􀆰 ７ ３􀆰 ２ ８９􀆰 １ ９􀆰 ３
５ ０００􀆰 ００ ９０􀆰 ７ １０􀆰 ４ ７９􀆰 ９ ４􀆰 ３

胆固醇 １５６􀆰 ２５ ９２􀆰 ８ ７􀆰 ８ ８８􀆰 ７ １１􀆰 ０
１ ２５０􀆰 ００ ９０􀆰 １ ９􀆰 ５ ９９􀆰 ０ ６􀆰 ０
５ ０００􀆰 ００ ９２􀆰 ６ １１􀆰 ０ ８８􀆰 ５ ４􀆰 ９
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　 　 取 ＨｅｐＧ２ 细胞样品， 按照细胞样品前处理方法处理，
平行 ３ 份， 在 “ ２􀆰 １” 项条件下进样测定， 记录峰面积

Ｒｅｓｐ４。 取 ＨｅｐＧ２ 细胞样品， 按照细胞样品前处理方法处

理， 向获得的全部上清中加入低、 中、 高浓度 ＱＣ 样品， 每

个浓度平行 ３ 份， 氮气吹干， 初始流动相复溶， 在 “２􀆰 １”
项条件下进样测定， 记录峰面积 Ｒｅｓｐ５。 低、 中、 高浓度

ＱＣ 样品， 按细胞样品处理方法处理， 在 “２􀆰 １” 项条件下

进样测定， 记录峰面积 Ｒｅｓｐ６。 计算基质效应， 公式为基质

效应＝ （Ｒｅｓｐ５ －Ｒｅｓｐ４） ／ Ｒｅｓｐ６， 结果见表 ７， 可知基质效

应为 ７９􀆰 ９％ ～１０１􀆰 ６％ ， 表明基质对待测物的离子抑制影响

较小， 符合方法学要求。
２􀆰 ７　 细胞样品中胆固醇及其合成代谢产物含量测定

２􀆰 ７􀆰 １　 细胞样品预处理　 收集胰酶消化后的细胞， ＰＢＳ 洗

涤 ３ 次后， 用 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬， 取 １０ μＬ 细胞悬液稀释 ５ 倍

后， 用 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒进行蛋白定量； 其余细胞悬液

离心后收集细胞沉淀， 用滤纸条将残留的 ＰＢＳ 吸尽； 向 ＥＰ
管中加入 ４００ μＬ 裂解液 （氯仿 ∶ 异丙醇＝ ７ ∶ １１） 和 ５０ μＬ
ＢＨＴ （９０ ｍｇ ／ ｍＬ）， 用细胞破碎仪在冰水浴上进行超声处理

（２５％ 功率， ３ ｓ 开， ２ ｓ 关， 总共 ２０ ｍｉｎ）， 加入 １ ｍＬ 甲醇

涡旋 ５ ｍｉｎ 后， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取全部上清液，
氮气吹干， 加 １ ｍＬ 正己烷⁃异丙醇 （４ ∶ １） 复溶， 涡旋 １０
ｍｉｎ， １３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ； 取 ９００ μＬ 上清， 加入 ５０ μＬ
内标 （１ μｇ ／ ｍＬ）， 氮气吹干， 加入 １００ μＬ 初始流动相甲

醇⁃水⁃甲酸复溶， １３ ３００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 测定胆固醇时

稀释 ２００ 倍。
２􀆰 ７􀆰 ２　 肝癌耐药细胞中胆固醇及其合成代谢产物含量测

定　 取 “２􀆰 ７􀆰 １” 项下预处理好的样品， 在 “２􀆰 １” 项条件

下进样测定， 结果见表 ８。 由此可知， 与 ＨｅｐＧ２ 亲本细胞

比较， ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞中胆固醇含量升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 而 ７⁃
脱氢胆固醇、 链甾醇、 ２７⁃胆固醇含量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 羊

毛甾醇在 ２ 种细胞中均未检测到。 由于 ７⁃脱氢胆固醇和链

甾醇是胆固醇合成的前体物质， 推测 ＨｅｐＧ２ 细胞在索拉非

尼诱导耐药过程中， 细胞对胆固醇的高需求促使胞内胆固

醇合成增加， 加快了 ７⁃脱氢胆固醇和链甾醇向胆固醇的合

成转化， 因此表现出更高的胆固醇水平， 同时胆固醇代谢

转化为 ２７⁃羟基胆固醇减少， 提示肝癌细胞产生索拉菲尼耐

药性过程中， 胆固醇的代谢稳态受到影响， 最终表现为细

胞内的胆固醇含量增加。
在 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞中给药安全浓度的重楼皂苷Ⅶ后，

细胞内胆固醇及其合成代谢产物含量发生变化， 含量测定

结果见表 ９。 由此可知， 重楼皂苷Ⅶ给药后， ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细

胞中的胆固醇含量降低 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， ７⁃脱氢胆固醇、 链甾醇

和 ２７⁃羟基胆固醇含量均升高 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 提示重楼皂苷Ⅶ
可能抑制了 ７⁃脱氢胆固醇和链甾醇向胆固醇的转化， 同时

促进了胆固醇代谢为 ２７⁃羟基胆固醇， 进而降低细胞内胆固

醇水平。
表 ８　 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞中胆固醇及其合成代谢产物含量测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

含量 ／ （ｎｇ·ｍｇ－１蛋白） 胆固醇 ７⁃脱氢胆固醇 链甾醇 ２７⁃羟基胆固醇

ＨｅｐＧ２ ８６ ８７４􀆰 ９±５ ６２５􀆰 ６ ２５３􀆰 ３±２９􀆰 ９ ８􀆰 ３±１􀆰 ５ ３９４􀆰 ５±３６􀆰 ９
ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ １０１ ９８２􀆰 ９±６ ２９３􀆰 ２∗∗ １４８􀆰 ３±１８􀆰 ２∗∗ ４􀆰 ９±０􀆰 ９∗∗ １９５􀆰 ２±２１􀆰 ０∗∗

　 　 注： 与 ＨｅｐＧ２ 细胞比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

表 ９　 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞给药重楼皂苷Ⅶ前后胆固醇及其合成代谢产物含量测定结果 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

含量 ／ （ｎｇ·ｍｇ－１蛋白） 胆固醇 ７⁃脱氢胆固醇 链甾醇 ２７⁃羟基胆固醇

对照组 ９０ ２５５􀆰 ９±９ ６１４􀆰 ０ ４２４􀆰 ４±６６􀆰 ７ １１􀆰 ４±１􀆰 ７ ６９６􀆰 ２±１１３􀆰 ９
重楼皂苷Ⅶ ６７ １１５􀆰 ７±３ ６９８􀆰 ３∗∗ ７６１􀆰 ７±６０􀆰 ７∗∗ ２１􀆰 ９±２􀆰 ５∗∗ １ ０９８􀆰 ３±６６􀆰 ７∗∗

　 　 注： 与对照组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

注： Ａ 为 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞中胆固醇及其合成代谢产物含量对比； Ｂ 为 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞给药重楼

皂苷Ⅶ前后胆固醇及其合成代谢产物含量对比。 组间比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ３　 肝癌细胞中胆固醇及其合成代谢相关化合物的含量对比 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）

２􀆰 ８　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用独立样本 ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示

差异具有统计学意义。
３　 讨论

本研究建立的 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法前处理简单、 灵敏度

高、 分析快速， 符合方法学要求， 可用于肿瘤细胞耐药过

程中胆固醇及其代谢物的定量分析， 以探索胆固醇合成代

谢在肿瘤耐药中的关键作用， 为相关研究提供可靠的信息

和依据。
本研究诱导的 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞耐药倍数为 ６􀆰 ８ 倍， 与
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亲本细胞相比， 耐药细胞中胆固醇含量显著升高， 是亲本

细胞的 １􀆰 ２ 倍， 而 ７⁃脱氢胆固醇、 链甾醇、 ２７⁃羟基胆固醇

含量显著下降， 推测耐药细胞内胆固醇合成增加、 代谢减

少， 最终导致胆固醇含量处于高水平状态， 与研究报道一

致［２３⁃２４］ 。 重楼皂苷Ⅶ给药后， 逆转了 ＨｅｐＧ２ ／ ＳＲ 细胞的耐

药， 逆转耐药倍数为 ２􀆰 ８ 倍， 细胞内 ７⁃脱氢胆固醇、 链甾

醇、 ２７⁃羟基胆固醇含量升高， 胆固醇含量降低， 推测其通

过抑制 ＤＨＣＲ７ 和 ＤＨＣＲ２４ 活性抑制胆固醇前体向胆固醇转

化， 同时促进胆固醇代谢为 ２７⁃羟基胆固醇， 从而降低耐药

细胞内胆固醇水平， 后续研究可进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验验

证。 有研究报道重楼皂苷可凝结细胞膜胆固醇， 改变细胞

膜通透性， 使化疗药物吸收和敏感性增加［１７］ 。 重楼皂苷Ⅶ
对细胞膜胆固醇没有凝结作用， 但其降低耐药细胞中胆固

醇水平可能对细胞膜上脂筏的扩增产生影响， 进一步影响

脂筏区的功能及相关膜蛋白的表达， 从而使耐药情况得到

逆转， 具体机制有待进一步研究。
综上所述， 本研究建立了细胞中胆固醇及其关键合成

代谢产物的检测方法， 并探索了重楼皂苷Ⅶ调控胆固醇水

平、 逆转肝癌细胞耐药的作用， 研究结果可为肿瘤细胞耐

药过程与胆固醇合成代谢稳态的相关研究提供技术支持与

思路， 并为中药皂苷类成分靶向调控胆固醇合成代谢从而

逆转耐药作用提供参考与依据。
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