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摘要$ 目的!研究大黄虫丸含药血清对肝癌 b__@(’’%& 细胞能量代谢的影响’ 方法!b__@(’’%& 敏感( 耐药 "阿
霉素# 细胞给予不同浓度含药血清& 考察含药血清对 % 种细胞活力和耐药细胞耐药指数的影响’ 然后& 通过流式细胞
术评价含药血清和阿霉素对细胞内阿霉素含有量的影响& 检测B/=水平& 分析含药血清对 % 种细胞能量代谢表型的影
响’ 结果!含药血清可显著抑制细胞活力$ 与阿霉素联用时& 还能逆转耐药指数’ 结论!大黄虫丸含药血清的抗肝
癌机制可能与抑制线粒体能量代谢( 降低细胞内B/=水平有关& 与阿霉素联用时效果可更显著’
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!!细胞能量代谢重编程 "包括有氧糖酵解( 线
粒体能量代谢异常等# 有利于肿瘤生长的能量代
谢变化& 是肿瘤细胞代谢的重要特征& 也与肿瘤耐

药密切相关)&(%* ’ 已有多项研究表明& 肝癌细胞线
粒体能量代谢抑制呈现显著的可塑性& 它只是被部
分( 可逆性抑制& 在缺氧( 抗癌药物治疗等应激条
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件下能被重新激活& 主动参与肝癌耐药& 故抑制线
粒体能量代谢是逆转肝癌耐药的重要途径’

在我国& 中医药被广泛应用于肝癌治疗& 以减
轻化疗药物不良反应( 逆转肿瘤耐药& 大黄虫丸
是最常用的方剂之一’ 多项研究表明)"($* & 它可治
疗中晚期原发性肝癌& 能改善患者生活质量( 延长
存活时间& 配合化疗时能显著增强治疗效果& 减少
肿瘤耐药’ 但其基础研究相对薄弱& 仍局限于疗效
的简单观察’

基于药性理论研究中药对细胞能量代谢的影响
一直是相关领域的热点)-* & 并发现多种具有抗癌
活性的寒性中药能抑制肝细胞线粒体能量代
谢)*()* ’ 课题组前期对大黄虫丸进行处方分析时
发现& 该方也是以寒性中药为主导& 除君药大黄(
土鳖虫外& 臣药地黄( 白芍( 虻虫& 佐药黄芩也均
属寒性’ 本实验以线粒体能量代谢为切入点& 研究
大黄虫丸含药血清对肝癌 b__@(’’%& 耐药细胞
能量代谢的影响’
IJ材料
&L&!仪器!b\G0FV\% 酶标分光光度读板仪 "美国
]5;/0̂公司#$ TA@d&#) @d% 细胞培养箱 "德国美
墨尔特上海贸易有限公司#$ bU(-## 高压蒸汽灭菌
锅 "日本/;3\公司#$ B&"#&#%* 低温高速离心机
"上海艾测电子科技有限公司#$ @IU("& 生物显微
镜 "日本 d1\3J7D公司#$ bC(@,(&+双人无菌操
作台 "苏州市苏杭科技器材有限公司#$ 振荡器$
Uc.* 细胞能量代谢实时测定仪$ ]aB::7F5/_@* 流
式细胞仪’
&L%!试剂!大黄虫丸 "批号 &-#&"##-# 购自北
京同 仁 堂 股 份 有 限 公 司’ 阿 霉 素 " 批 号
@aU]%&%&’# 购自日本明治制果药业株式会社$
胎牛血清 "批号 &)#.-)% #( 胰蛋白酶 "批号
&)%)*.)#( a_2_高糖培养基 "批号 )&&’#"’#(
=]b "批号 )&&*$"’# 购自美国 +5H:;公司’ 青霉
素(链霉素溶液 "批号 #-"&&*&*#’#-#( ]@B蛋白
浓度测定试剂盒 "增强型# "批号 &#%)&-&*#$#&#(
增强型B/=检测试剂盒 "批号 #."#&*&*&&&*# 购
自碧云天生物技术有限公司$ 线粒体( 糖酵解压力
测试盒购自美国 b04S;FD0]5;D:50G:0公司’ a_bd
"批号]@]?* &’# ‘# 购自美国 b5V34公司’
&L"!细胞及动物!b__@(’’%& "中国科学院上海
细胞库#( b__@(’’%&N阿霉素 "由 b__@(’’%& 采
用浓度递增结合低剂量持续诱导而成#& 接种于含
%#!胎牛血清( &!青霉素(链霉素溶液的 a_2_

高糖培养基中& 置于恒温细胞培养箱 ""’ j( -!
@d%# 中继续培养& 次日换液& 隔日传代& 按 & g"
比例进行& 取对数生长期的细胞用于实验’ 清洁级
雄性 ba大鼠 %# 只& 体质量 &)# f%%# V& 由浙江省
实验动物中心提供& 实验动物生产许可证号 b@UI
"浙# %#&$(###&& 饲养于南京中医药大学实验动物
中心& b=c环境下饲养& 处死前 &% f&* S 禁食不
禁水’
KJ方法
%L&!含药血清制备!参考临床常用剂量 )#L& f
#L$- VN"^V->#* 结合 .药理实验方法学/& 计算出
大鼠等效剂量为 %L$# VN̂V’ 取丸剂 "%$粒& " VN丸#
’% V& 加超纯水至 "## 3Q& 超声 &# 35G混匀& 制备混
悬液’ 再取健康大鼠 %# 只& 随机分为空白对照组
"蒸馏水#& 大黄虫丸组 )%L$# VN"^V->#*& 每组
&# 只& 灌胃给予蒸馏水或混悬液& 每天早( 晚分 %
次给药& 连续 ’ >’ 第 ’ 天晚上 ) 点开始禁食不禁
水& 第 ) 天早上灌胃 % S 后& 颈总动脉取血& 分离
血清& $ j下离心 - 35G "" ### FN35G#& 取上层血
清& 于 -* j温育 "# 35G 灭活& #L%% !3微孔滤膜
过滤除菌后分装& 置于 i%# j冰箱中保存备用’
在进行实验时& 大黄虫丸最大质量分数为 &#!
含药血清& 并用空白血清稀释& 制备 &L%-!(
%L-!( -!含药血清’
%L%!含药血清对肝癌 b__@(’’%& 敏感! 耐药细胞
活力的影响 ! 取对数生长期的 b__@(’’%&(
b__@(’’%&N阿霉素细胞& 以 ) h&#$ N3Q密度接种
于 .* 孔板& 贴壁后& 给予空白血清 "终含有量
&#!# 或 含 药 血 清 " &L%-!( %L-!( -!(
&#!#& 每组设 * 个复孔& 分别培养 %$ S& @@I()
法检测细胞活力’
%L"!含药血清对肝癌细胞耐药指数的影响!取对
数生长期的 b__@(’’%&( b__@(’’%&N阿霉素细
胞& 以 ) h&#$ N3Q密度接种于 .* 孔板& "’ j(
-!@d% 下取空白( 含药血清& 每组设 * 个复孔&
培养 %$ S& 弃去原培养液& 换无血清培养液& 饥饿
细胞 %$ S后弃去培养液& 每孔加入不同浓度阿霉
素 "#L& f$# !3;QNQ#& 于 "’ j下孵育 %$ S 后弃
去药液& @@I() 法检测细胞活力& 计算阿霉素对 %
种细胞的抑制率& 计算公式为抑制率l ) "<对照 i
<空白# N"<空白 i<样品# i&* h&##!& 再计算耐
药指数 "耐药细胞T@-# N亲本细胞T@-##’
%L$!含药血清与阿霉素对细胞内阿霉素含有量的
影响!取对数生长期的 b__@(’’%&( b__@(’’%&N
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阿霉素细胞& 以 % h&#- N3Q密度接种于 * 孔板& 分
为阿霉素组( 联合用药组& 待细胞贴壁后& 加入阿
霉素 "% !3;QNQ# 或N和 &#!含药血清干预 %$ S’
实验结束时& 取各组细胞消化吹匀& & ### FN35G 离
心 - 35G& 弃上清& 收集细胞& =]b轻轻重悬细胞并
计数’ 取 "#L- f&L## h&#* 个细胞& & ### FN35G
离心 - 35G& 弃上清& 流式细胞仪进行检测’
%L-!含药血清对肝癌细胞 B/=水平的影响!取对
数生长期的 b__@(’’%&( b__@(’’%&N阿霉素细
胞& 以% h&#- N3Q密度接种于 * 孔板& 分为空白对
照组( 阿霉素组( 大黄虫丸组( 联合用药组& 待细
胞贴壁后& 加入阿霉素"% !3;QNQ# 或N和 &#!含药
血清干预 %$ S’ 实验结束时& 各组细胞加入%## !Q
B/=裂解液& $ j下离心 - 35G "&% ### FN35G#&
取上清& 按]@B蛋白水平测定试剂盒操作& 酶标
仪测定<-*%& 根据标准曲线计算样品蛋白浓度$ 按
增强型B/=检测试剂盒操作& 微孔板发光检测仪
测定相对光单位 "?QP# 值& 根据标准曲线计算
样品 B/=浓度’ 然后& 将 B/=浓度单位处理成
G3;QN3V蛋白的形式& 以消除制备样品时由于蛋
白量差异而造成的误差’
%L*!含药血清与阿霉素对细胞能量代谢表型的影
响!取对数生长期的 b__@(’’%&( b__@(’’%&N阿
霉素细胞& 以 % h&#$ N3Q密度接种于能量代谢表
型特制 .* 孔板中& 分为空白对照组( 阿霉素组(
大黄虫丸组( 联合用药组& 待细胞贴壁后& 加入
阿霉素 "% !3;QNQ# 或N和 &#!含药血清干预
%$ S’ 实验结束后& 在各组细胞中依次加入 B/=
合成酶抑制剂寡霉素( 氧化磷酸化解偶联剂碳酰
氰($(三氟甲氧基苯腙( 线粒体酶复合物 (抑制剂
鱼藤酮用于线粒体压力测试& 葡萄糖( 寡霉素( 糖
酵解抑制剂S(%(脱氧葡萄糖用于糖酵解压力测试&
b04S;FD0Uc.* 分析仪检测线粒体功能& b04S;FD0
Uc=F0J bE4E5;G软件进行分析’
%L’!统计学分析!通过 b=bb &-L# 软件进行处理&
计量数据以 "*m.# 表示& 组间比较采用单因素方
差分析’ %K#L#- 为差异具有统计学意义’
LJ结果
"L&!含药血清对肝癌 b__@(’’%& 敏感! 耐药细胞
活力的影响!图 & 显示& &#!含药血清作用于
b__@(’’%& 敏感细胞 %$ S 后& 能显著降低细胞活
力 "%K#L#-#& 持续 $) S$ 对于耐药细胞而言&
大黄虫丸干预 &% S 后即可产生显著的抑制效应
"%K#L#-#& %$ S 时进一步增强 "%K#L#&#’ 由

于 %L-!( -!含药血清对 % 种细胞的作用相对较
弱& 故后续实验将采用 &#!含药血清’

注! 与空白血清组 "白色柱状# 比较&n%K#L#-&nn%K#L#&

图 IJ含药血清对细胞活力的影响
M%5NIJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$4)(00S%./%0%*1

"L%!含药血清对肝癌细胞耐药指数的影响!图 %(
表 & 显示& 肝癌 b__@(’’%& 细胞在持续低剂量阿
霉素诱导下& 对其敏感性显著降低& 产生耐药现
象& 耐药指数达到 ’L.-$ 提前给予含药血清干预
%$ S 后& 在 #L& f$# !3;1NQ范围内阿霉素对耐药
细胞的抑制率显著增加& 耐药指数下降为 &L$#’

图 KJ含药血清对细胞抑制率的影响
M%5NKJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$4)(00%43%/%*%$46.*(
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表 IJ含药血清对耐药指数的影响
;./NIJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$4#6U5 6(+%+*.4)(%4#(7

组别
T@-# N"!3;1-Qi&#

b__@(’’%& b__@(’’%&N阿霉素
耐药指数

对照组 %"L%’ &)-L# ’L.-
含药血清组 %%L&" "#L). &L$#

"L"!含药血清与阿霉素对细胞内阿霉素含有量的
影响!图 " 显示& 与敏感细胞比较& 耐药细胞中的
阿霉素含有量显著降低$ 含药血清提前干预 %$ S
时& 能增加细胞内阿霉素含有量& 与对照组比较有
显著性差异 "%K#L#&#’

注! 与阿霉素组比较&!!%K#L#&

图 LJ含药血清对阿霉素含有量的影响
M%5NLJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$4#$7$6U/%)%4)$4*(4*

"L$!含药血清对肝癌 b__@(’’%& 敏感! 耐药细胞
中B/=水平的影响!图 $ 显示& b__@(’’%&N阿霉
素细胞内 B/=水平显著高于敏感细胞$ 小剂量阿
霉素能显著升高敏感细胞中 B/=水平& 但对耐药
细胞无显著影响’ 含药血清单独用药时& 即能显著
降低 % 种细胞内 B/=水平 "%K#L#-#$ 与阿霉素
联合用药后& 能逆转敏感细胞中阿霉素增高的B/=
水平 "%K#L#&#& 在耐药细胞中进一步降低& 与
单独用药比较具有显著性差异 "%K#L#-& %K
#L#&#’
"L-!含药血清与阿霉素对肝癌 b__@(’’%& 敏感!
耐药细胞能量代谢表型的影响!图 -Bf-a显示&
耐药细胞的基础耗氧量显著高于敏感细胞& 给予
B/=合成酶抑制剂寡霉素后& 均能降低 % 种细胞的
耗氧量& 但前者降低程度更大’ 使用碳酰氰($(三
氟甲氧基苯腙解偶联氧化磷酸化时& 虽然能增加敏

注! 与空白血清组 "最左边白色或黑色柱状# 比较&n%K#L#-&
nn%K#L#&$ 与阿霉素组( 含药血清组比较&!%K#L#-&!!%K#L#&

图 RJ含药血清对8;!水平的影响
M%5NRJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$48;!0(S(0

感细胞的耗氧量& 但并未超过基础耗氧量& 即呼吸
储备功能不足$ 在耐药细胞中& 其最大耗氧量显著
增加& 超过基础耗氧量& 有很强的氧化磷酸化储备
功能’ 阿霉素能显著增加敏感细胞的基础耗氧量及
最大耗氧量& 对耐药细胞基础耗氧量影响较小& 但
可提高最大耗氧量$ 含药血清能显著抑制 % 种细胞
的基础耗氧量及最大耗氧量& 与阿霉素联合用药后
能逆转阿霉素升高的两者( B/=产量及呼吸储备’

图 -2f-Y显示& 给予葡萄糖后& % 种细胞中
的细胞外酸化率均有所增高$ 给予寡霉素抑制线粒
体能量代谢后亦然& 但敏感细胞增加程度显著高于
耐药细胞’ 含药血清联合阿霉素与单用阿霉素比
较& 对基础糖酵解( 糖酵解最大水平( 糖酵解储备
功能均具有显著的抑制作用& 但对耐药细胞的糖酵
解功能无显著影响’

RJ讨论
化疗药物耐药是影响肝癌化疗效果的关键因

素& 常导致治疗失败).* ’ 由 =(糖蛋白介导的药物
外排增强曾被认为是肿瘤耐药的主要机制)&#* & 但
无论是以维拉帕米为代表的第一代抑制剂& 还是特
异性更强( 选择性更高的第二( 第三代抑制剂伐司
朴达( /4F5<75>4F( o;D7<75>4F& 其临床疗效均不理
想)&&(&%* ’ 因此& 寻找新的肝癌耐药机制& 开发更
有效的逆转耐药剂& 对提高肝癌治疗效果具有重要
的临床意义’

近年来& 线粒体能量重新激活在肝癌领域中的
研究较为活跃& 并认为与肿瘤耐药关系密切’ 如在
Y0J+% 细胞中& 线粒体氧化磷酸化功能只是被可逆
性抑制& 而给予氯乙基亚硝基脲治疗后& 其能量代
谢可被迅速激活& 并呈现出显著的抗凋亡作用)&"* $
剥夺肝癌Y0J+% 细胞培养液中的葡萄糖能激活线
粒体呼吸链& B/=合酶 "亚基表达水平增加)&$* $
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注! 与空白血清组 "白色柱状# 比较&n%K#L#-&nn%K#L#&$ 与阿霉素组( 含药血清组比较&!%K#L#-&!!%K#L#&’ c@@=为

羰基(氰(对(三氟甲氧基苯肼 "一种线粒体解偶联剂#

图 QJ含药血清对细胞能量代谢表型的影响
M%5NQJ&’’()*$’,(#%).*(#+(6U,$4)(00(4(651 ,(*./$0%+,-3(4$*1-(

在Bb("#a肝癌细胞线粒体中& 丙酮酸( 苹果酸(
柠檬酸( 乙酰乙酸( 乙酸的脱羧速率与正常细胞基
本一致& 与线粒体能量代谢密切相关的三羧酸循环
没有被削弱)&-(&’* ’ 最近& 墨西哥国立大学研发的
抗癌新药@4D5;J05G4能同时抑制肝癌细胞氧化磷酸
化及糖酵解过程& 其抗癌效果明显优于糖酵解抑制
药 "(溴噻吩)&)* ’ 本实验发现& 肝癌 b__@(’’%& 敏
感细胞线粒体能量代谢被相对抑制& 但给予低剂量
阿霉素刺激后& 其线粒体耗氧及总 B/=水平均明
显提高$ 在耐药细胞中& 线粒体耗氧及细胞内总
B/=水平均较敏感细胞显著增高& 由此可知& 肝癌
b__@(’’%& 细胞线粒体能量代谢只是被部分( 可
逆性抑制& 在抗癌药物治疗等应激条件下能被迅速
激活$ 持续低剂量阿霉素诱导的耐药细胞线粒体能
量代谢被显著激活& 主动参与肝癌耐药& 以线粒体

能量代谢为干预机制的药物可能成为逆转肝癌细胞
耐药的有效药物’

大黄虫丸是东汉名医张仲景创制的抗癌名
方& 其作用在 .金匮要略/ 中已有详细表述!
+五劳极虚羸瘦& 腹满不能饮食& 食伤( 忧伤(
房事伤( 饥伤( 劳伤( 经络荣卫气伤& 内有干
血& 肌肤甲错& 两目暗黑’ 缓中补虚& 大黄虫
丸主之,& 临床以胁下癖块( 触之鞭痛( 推之不
移( 舌黯无华( 脉弦细为证治要点& 在肝癌( 胃
癌等腹腔肿瘤的综合治疗中被广泛应用’ 本实验
基于中药药性理论及耐药肝癌细胞中线粒体能量
代谢被激活的机制& 探讨了大黄虫丸对肝癌
b__@(’’%& 敏感( 耐药细胞的作用& 从线粒体能
量代谢角度揭示其临床发挥抗肿瘤( 减少肿瘤耐
药的原理& 发现大黄虫丸通过抑制线粒体能量
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代谢( 降低细胞 B/=水平来直接发挥抗癌作用$
与阿霉素联用后& 能逆转敏感细胞中的线粒体能
量代谢激活& 抑制耐药细胞的线粒体能量代谢&
增加细胞内阿霉素含有量& 进而达到提高肝癌细
胞对阿霉素敏感性( 逆转肿瘤耐药的作用& 即两
者联用具有显著的协同抗癌效果’
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