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摘要： 目的　 研究葛根汤对 ＴＨＲＢ 表达的影响， 探究该方逆转人卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 顺铂耐药的机制。 方法　 采

用血清药理学方法制备含药血清， ＭＴＴ 比色法筛选剂量。 不同浓度顺铂联合含药血清处理 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞后，
计算 ＩＣ５０、 耐药指数， 将 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞随机分为对照组、 ＤＤＰ 组及葛根汤低、 中、 高剂量组， 对应药物干预 ４８ ｈ
后， 实时荧光定量聚合酶链反应 （ＲＴ⁃ｑＰＣＲ） 检测 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 转录水平， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＴＨＲＢ、 ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 蛋

白表达。 结果　 适宜剂量为 １０％ 低剂量含药血清作用 ４８ ｈ。 低剂量葛根汤含药血清联合作用能逆转 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞

肿瘤耐药， 降低 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞对顺铂的耐药指数。 在 ＣＯＣ１ 细胞株中， ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 为低水平转录表达； 在耐药

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中， ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 均为高水平转录。 葛根汤干预后， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞内高水平转录的 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 转

录下调， ＴＨＲＢ 蛋白表达降低， 葛根汤低、 中、 高剂量组 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 及蛋白表达与 ＤＤＰ 组比较均降低 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。
葛根汤作用于卵巢癌 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后， ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 耐药相关蛋白表达降低， 并呈一定的剂量依赖性， 葛根

汤剂量越高， 肿瘤细胞的耐药相关蛋白表达降低程度越明显 （Ｐ＜０􀆰 ０５）。 结论 　 葛根汤能有效增加人卵巢癌细胞株

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 对顺铂的敏感性， 其机制可能与降低 ＴＨＲＢ 基因转录和蛋白表达有关。
关键词： 葛根汤； 人卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ； ＴＨＲＢ； 顺铂； 耐药
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　 　 卵巢癌是妇科常见肿瘤， 死亡率为妇科恶性肿瘤第一

位［１］ 。 目前， 以铂类为基础的联合化疗是卵巢癌治疗的主

要手段， 但较多卵巢癌患者会出现顺铂 （ＤＤＰ） 耐药， 导

致患者 ５ 年生存率低、 预后不良［２］ 。 因此， 寻找新型抗肿

瘤药物以提高治疗卵巢癌的疗效至关重要。 葛根汤出自

《伤寒论》， 由葛根、 麻黄、 桂枝、 生姜、 甘草、 芍药、 大

枣组成， 具有发汗解毒、 升津舒筋的功效， 可以缓轻化疗

毒副作用、 调节机体免疫。 方中葛根有效成分葛根素是一

种生物类黄酮化合物， 已有研究证实葛根素能够促进癌细

胞凋亡、 抑制癌细胞增殖和周期进展、 发挥较好的抗肿瘤

作用， 其在胃癌细胞中改善 ＤＤＰ 耐药的作用已经得到证

实［３］ 。 卵巢癌 ＤＤＰ 耐药的机制十分复杂， 随着分子生物学

研究的不断深入， 越来越多的研究者开始从基因水平去探

讨疾病的发生进展以及潜在的诊疗措施［４］ 。 激素是机体组

织生物功能重要的调节物质， 随着研究的深入， 研究者发

现激素在肿瘤细胞的分裂、 凋亡和迁移中扮演重要角色，
在多种恶性肿瘤细胞中激素及激素受体基因往往呈异常表

达状态［５］ 。 甲状腺激素 （ＴＨ） 及其受体 （ＴＲ） 可以影响

ＭＡＰＫ、 ＰＩ３Ｋ 等通路起到抑制肿瘤细胞生长和转移的作用，
而甲状腺激素受体基因 （ ｔｈｙｒｏｉｄ ｈｏｒｍｏｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＴＨＲＢ）
是一种激素受体相关基因， 与细胞的生长密切相关， 在细

胞的增殖、 分化、 ＤＮＡ 修复和周期转换中发挥重要的参与

作用［６］ 。 近年来研究报道显示， ＴＨＲＢ 在卵巢癌耐药细胞

中的呈异常高表达， 提示 ＴＨＲＢ 的异常与卵巢癌的耐药密

切相关［７］ 。 目前关于葛根汤在卵巢癌中是否存在类似的生

物作用及具体机制仍未明确。 本研究以人上皮性卵巢癌耐

药 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞为模型探讨葛根汤对其增殖、 凋亡的影

响是否调控 ＴＨＲＢ 基因的表达， 初步探讨 ＴＨＲＢ 在其抗卵

巢癌作用的可能机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 细胞　 卵巢癌细胞株 ＣＯＣ１、 顺铂耐药卵巢癌细胞株

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ， 购自中国典型培养物保藏中心。
１􀆰 ２　 试剂、 仪器与药物　 葛根汤组方药材葛根 ２１ ｇ、 桂枝

９ ｇ、 芍药 ９ ｇ、 生姜 ９ ｇ、 甘草 ６ ｇ、 大枣 １２ 枚、 麻黄 ９ ｇ，
由上海曙光医院药剂科制剂中心 （中药制剂研究室） 一次

性加工完成， 制成生药量 ０􀆰 ６６ ｇ ／ ｍＬ 的浓缩液， 在 ４ ℃下
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保存备用。 注射用顺铂 （ＣｉｓＰｌａｔｉｎＤＤＰ， 山东齐鲁制药有限

公司）； ＤＭＥＭ 培养基、 胎牛血清 （上海明丰生物科技有

限公司）； 二甲基亚砜 （ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ， ＤＭＳＯ）、 胰蛋

白酶消化液、 细胞裂解液 （美国 Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓｔｅｍｓ 公司）；
ＴＨＲＢ 质粒中量抽提试剂盒及 Ｐ⁃ｇｐ、 ＭＲＤ⁃１ 抗体 （福州迈

新生物技术开发有限公司）； 一抗 （抗 ＴＨＲＢ 单克隆抗

体）、 ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ 多克隆抗体 （美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司）；
ＰＶＤＦ 膜 （美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司）； 四甲基偶氮唑蓝 （ｍｅｔｈｙｌ
ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏ⁃ｌｉｕｍ， ＭＴＴ） 试剂盒 （北京鼎国昌盛生物技

术有限公司）； Ｔｒｉｚｏｌ 试剂盒、 ＴａｑＭａｎ ｍｉＲＮＡ 反转录试剂

盒、 ＳＹＢＲ Ｐｒｅｌｌｉｘ Ｅｘ ＴａｑＴＭ 实时 ＰＣＲ 试剂盒 （日本 Ｔａｋａｒａ
公司）； ＥＣＬ 试剂 （上海碧云天生物技术有限公司）。
Ｍｏｄｅｌ ６８０ 型酶标仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００ （美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司）。 引物合成由北京华大基因研

究中心有限公司完成。
１􀆰 ３　 含药血清制备　 参照 《药理实验方法学》 ［８］ 中的动物

与人体的每千克体质量剂量折算系数表， 按成人推荐日用

量的 ０􀆰 ５、 １、 ２ 倍设立葛根汤低、 中、 高剂量组， 经煎煮、
过滤、 水浴蒸发至生药量分别为 ０􀆰 ６５７、 １􀆰 ３１３、 ２􀆰 ６２６ ｇ ／ ｍＬ，
冷却后在 ４ ℃下保存。 ＳＤ 级雌性大鼠 ４０ 只， 购自中国科

学院上海实验动物中心， 饲养于清洁级动物房， 体质量

（２００± １０） ｇ， 随机分为对照组及葛根汤低、 中、 高剂量

组， 分别灌胃给予生理盐水及 ３􀆰 ２９、 ６􀆰 ５７、 １３􀆰 １３ ｇ ／ ｋｇ 葛

根汤， 每天 １ 次， 连续 ３ ｄ， 最后 １ 次给药 １ ｈ 后， 采集腹

主动脉血， ２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 取血清， ５６ ℃水浴灭

活 ３０ ｍｉｎ， 经 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜过滤， 取上清液， －８０ ℃
保存待用。
１􀆰 ４　 细胞培养 　 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ、 ＣＯＣ１ 细胞株常规培养于含

１０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下

培养， 取对数生长期的细胞， 每 ２ ｄ 换液 １ 次， ０􀆰 ２５％ 胰酶

消化， 每 ４～ ６ ｄ 传代 １ 次。 实验时取对数生长中期细胞，
制成单细胞悬液， 计数待用。
１􀆰 ５　 生长曲线绘制　 １０％ 胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养基 ２００ μＬ
培养 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞， 贴壁后于 １２、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ
采用 ＭＴＴ 法检测细胞生长状况， 绘制生长曲线。
１􀆰 ６　 含药血清筛选　 取对数生长期 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细

胞， 调整细胞密度至 １ ×１０５ ／ ｍＬ， 随机分为空白对照组及

含药血清低、 中、 高剂量组， 空白对照组采用 ２００ μＬ 含

１０％ 大鼠血清的 ＤＭＥＭ 培养， 含药血清低、 中、 高剂量组

分别加含 ２００ μＬ １０％ 低、 中、 高剂量大鼠含药血清的

ＤＭＥＭ 培养液， 每组设 ５ 个复孔， 空白孔中加入蒸馏水调

零。 培养 １２、 ２４、 ４８、 ７２ ｈ 后， 加入 ２０ μＬ ＭＴＴ （５ ｇ ／ Ｌ），
在 ３７ ℃下培养 ４ ｈ 后吸弃上清液， 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ
振荡１０ ｍｉｎ， 在 ５７０ ｎｍ 波长处用酶标仪检测吸光度， 重复

３ 次， 取平均值。 细胞生长抑制率 ＝ ［１－ （给药组吸光度 ／
空白组吸光度） ］ ×１００％ 。
１􀆰 ７　 含药血清对 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞耐药逆转作用研

究　 取对数生长期的 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞， 调整密度至

１×１０５ ／ ｍＬ， 随机分为顺铂＋葛根汤最佳含药血清组、 顺铂＋
对照血清组， 每组顺铂浓度设为 ６、 １２、 ２５、 ５０、 １００、
２００、 ４００ μｍｏｌ ／ Ｌ。 待细胞贴壁后， 顺铂＋最佳含药血清组

加入含 １０ μＬ 不同浓度的顺铂、 含 １０％ 葛根汤最佳含药血

清的 ＤＭＥＭ 培养液； 顺铂＋对照血清组加入含 １０ μＬ 顺铂、
２００ μＬ 含 １０％ 大鼠对照血清的 ＤＭＥＭ 培养液， 每组设 ５ 个

复孔， 使每组加入血清总量相同， 同时设立空白孔 （只含

培养基） 进行校正， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 条件下培养 ４８ ｈ，
每孔加入 ２０ μＬ ＭＴＴ （５ ｇ ／ Ｌ） 溶液， 继续培养 ４ ｈ， 吸弃

上清， 每孔加入 １５０ μＬ ＤＭＳＯ， 摇床振荡 １０ ｍｉｎ， 在

５７０ ｎｍ波长处检测各孔吸光度， 重复 ３ 次， 取平均值， 计

算细胞生长抑制率。 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５􀆰 ０ 软件计算顺

铂对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ、 ＣＯＣ１ 细 胞 的 半 数 抑 制 浓 度 （ ｈａｌｆ
ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， ＩＣ５０ ）， 耐 药 指 数

（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ， ＲＩ） ＝ 耐药细胞株 ＩＣ５０ ／敏感细胞株 ＩＣ５０。
１􀆰 ８　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 表达 　 对照组只加含

２００ μＬ含 １０％ 大鼠对照血清的 ＤＭＥＭ 培养液 ＣＯＣ１ 细胞，
ＤＤＰ 组加入含 １０ μＬ 顺铂、 ２００ μＬ 含 １０％ 大鼠对照血清的

ＤＭＥＭ 培养液处理的 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞， 给药组加入 “１􀆰 ３”
项下低、 中、 高剂量葛根汤含药血清的 ＤＭＥＭ 培养液处理

的 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＣＯＣ１ 细胞的 ＴＨＲＢ
ｍＲＮＡ 的表达， Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ， 逆转录试剂盒对

ＲＮＡ 样品进行逆转录以合成 ｃＤＮＡ， 逆转录反应条件为

４２ ℃ ３０ ｍｉｎ， 逆转录酶失活条件为 ８５ ℃ １５ ｓ。 ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ 和 ＰＣＲ 检测系统进行 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 实验，
条件为 ９５ ℃ １０ ｍｉｎ； ９５ ℃ ２０ ｓ， ６０ ℃ ３０ ｓ， ４０ 个循环；
最终延伸 ７５ ℃ １０ ｍｉｎ， 保持在 ４ ℃。 比较循环阈值 ΔΔＣＴ

用于分析 ＲＮＡ 的表达， ＧＡＰＤＨ、 Ｕ６ 表达用于标准化。
１􀆰 ９　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 蛋白　 将 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ、
ＣＯＣ１ 细胞清洗后裂解、 离心， 收集总蛋白， 检测蛋白浓

度， １０％ ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳， ＰＶＤＦ 膜转膜， 在室温下用

５％ 无脂牛奶封闭 ２ ｈ， 加入相应一抗 （稀释 １ ∶ １ ０００）， 在

室温下振荡 ２ ｈ， ４ ℃ 下孵育过夜， 加入二抗 （稀释 １ ∶
５ ０００） 孵育 ３ ｈ。 通过 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析条带灰度值，
计算目标蛋白表达量。
１􀆰 １０　 统计学分析 　 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行单因素方差

分析 （ＡＮＯＶＡ）， 数据均以 （ｘ±ｓ） 表示， 同一指标不同时

间点比较采用重复测量方差分析， 在具有统计学差异的基

础上组间两两比较采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有

统计学意义。
２　 结果

２􀆰 １　 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细 胞 生 长曲 线 　 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／
ＤＤＰ 细胞在 １２、 ２４、 ４８ ｈ 吸光度不断增加， ４８ ｈ 达到高

峰， 但在 ７２ ｈ 时吸光度明显下降， 细胞死亡增多， 见图 １。
２􀆰 ２　 剂量、 作用时间筛选 　 不同剂量葛根汤含药血清对

ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞生长抑制率随着时间延长不断增

加， ４８ ｈ 达到高峰， 呈时间⁃剂量依赖效应， 但在 ７２ ｈ 有所

下降， 可能与其增殖能力下降、 死亡细胞较多有关； 低

７８１３
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图 １　 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞生长曲线

　 　 　

剂量含药血清对 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞的抑制率均＜１０％ ，
与中、 高剂量含药血清作用 ２４、 ４８ ｈ 抑制率比较， 差异有

统计学意义 （Ｐ＜０􀆰 ０１）， 见表 １。 前期报道表明， 抑制率小

于 １０％ 时对敏感株和耐药株细胞均无明显细胞毒作用［９］ ，
故本实验选择含药血清 １０％ 作为剂量， ４８ ｈ 作为作用时间。
２􀆰 ３　 含药血清对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞耐药逆转的影响 　 顺铂

对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞的 ＩＣ５０ 为 （２０９􀆰 ４６±１􀆰 １１） μｍｏｌ ／ Ｌ， 对

ＣＯＣ１ 细胞为 （２７􀆰 ５１± ０􀆰 １２） μｍｏｌ ／ Ｌ， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞对

顺铂的耐药指数为 ７􀆰 ６１； 葛根汤含药血清联合顺铂对

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞的 ＩＣ５０为 （８４􀆰 ４１±０􀆰 １８） μｍｏｌ ／ Ｌ， 对 ＣＯＣ１
　 　 　 　表 １　 葛根汤对 ＣＯＣ１、 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞生长抑制率的影响 （％， ｘ±ｓ， ｎ＝６）

组别
ＣＯＣ１ 细胞 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞

１２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ １２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
葛根汤低剂量组 ３􀆰 ４２±０􀆰 ０８ ６􀆰 ８２±０􀆰 １２ ９􀆰 ４１±０􀆰 ０６ ６􀆰 ４９±０􀆰 ０７ ２􀆰 ５５±０􀆰 ０３ ３􀆰 １２±０􀆰 ０２ ４􀆰 ５９±０􀆰 ０４ ５􀆰 １４±０􀆰 ０２
葛根汤中剂量组 ４􀆰 ９０±０􀆰 ０５∗∗ ７􀆰 ３１±０􀆰 １８∗∗ １０􀆰 ８８±０􀆰 ０５∗∗ ７􀆰 ３５±０􀆰 ０９∗∗ ４􀆰 ５０±０􀆰 ０２∗∗ ６􀆰 ５７±０􀆰 ０３∗∗ ９􀆰 １５±０􀆰 ０３∗∗ ６􀆰 ７５±０􀆰 ０２∗∗

葛根汤高剂量组 ５􀆰 ６９±０􀆰 ０７∗∗ ８􀆰 ３４±０􀆰 ０８∗∗ １２􀆰 ４１±０􀆰 ０７∗∗ ７􀆰 ５５±０􀆰 ０８∗∗ ６􀆰 ４２±０􀆰 ０４∗∗ ７􀆰 ５５±０􀆰 ０５∗∗ １１􀆰 ２９±０􀆰 ０３∗∗ ８􀆰 ３７±０􀆰 ０４∗∗

　 　 注：与葛根汤低剂量组比较，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

细胞为 （２２􀆰 ８４±０􀆰 ４２） μｍｏｌ ／ Ｌ， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞对葛根汤

含药血清联合顺铂的耐药指数为 ３􀆰 ６９， 提示联合葛根汤和

顺铂治疗卵巢癌具有明显协同作用， 能抑制 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细

胞生长， 提高 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞对顺铂的的敏感性， 具有逆

转 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞肿瘤耐药的作用。
２􀆰 ４　 葛根汤对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 及蛋白表达

的影响　 在卵巢癌 ＣＯＣ１ 细胞中， ＴＨＲＢ 为低水平转录表

达； 在耐药 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中， ＴＨＲＢ 均为高水平转录表

达。 葛根汤干预后， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞内高水平转录的 ＴＨＲＢ
ｍＲＮＡ 转录下调， ＴＨＲＢ 蛋白表达降低， 各剂量组的 ＴＨＲＢ

ｍＲＮＡ 及蛋白表达与 ＤＤＰ 组比较均降低 （Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， Ｐ ＜
０􀆰 ０１）， 见表 ２、 图 ２。

表 ２　 各组 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 相对表达比较 （ｘ±ｓ， ｎ＝６）
组别 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ

对照组 ０􀆰 ２０±０􀆰 ０５
ＤＤＰ 组 １􀆰 ７４±０􀆰 ２１∗∗

葛根汤低剂量组 １􀆰 ５０±０􀆰 １４∗∗＃

葛根汤中剂量组 １􀆰 ２８±０􀆰 １７∗∗＃＃

葛根汤高剂量组 １􀆰 １５±０􀆰 １２∗∗＃＃

　 　 注：与对照组比较，∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；与 ＤＤＰ 组比较，＃ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
＃＃Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 各组 ＴＨＲＢ 蛋白表达

２􀆰 ５　 葛根汤对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃ｇｐ 表达的影

响　 葛根汤作用于卵巢癌 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后 ＭＲＤ⁃１、
Ｐ⁃ｇｐ 耐药相关蛋白表达减少， 并呈一定的剂量依赖性 （Ｐ＜
０􀆰 ０５）， 见图 ３～４。
３　 讨论

铂类药物是恶性肿瘤临床应用广泛的一线化疗方案，
但铂类药物的耐药性是造成患者化疗失败、 肿瘤复发的重

要原因［１０］ 。 自 ２０ 世纪 ９０ 年代研究者便发现钙通道拮抗剂

能够逆转肿瘤细胞的耐药性， 但是这些逆转剂大多靶点单

一、 抗肿瘤耐药性效果不理想， 且中毒剂量与逆转耐药性

剂量太过接近［１１］ 。
葛根汤出自 《伤寒论》， 由葛根、 麻黄、 桂枝、 生姜、

甘草、 芍药、 大枣组成［１２⁃１３］ 。 葛根活性成分葛根素是生物

类黄酮化合物， 现代药理研究证实其葛根素具有减少肿瘤

细胞的 ＭＤＲ、 Ｐ⁃ｇｐ、 ＭＲＰ 的表达的多重作用进而逆转裸鼠

原位移植瘤的多药耐药性［１４］ 。 葛根素对癌细胞具有高度选

择性， 能够高选择性地诱导癌细胞凋亡， 而不损伤正常细

胞， 据 Ｇａｎ［１５］和刘银莉等［１６］介绍葛根素能通过 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／
８８１３
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注： 与 ＤＤＰ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ３　 葛根汤对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＭＲＤ⁃１表达的影响

注： 与 ＤＤＰ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ４　 葛根汤对 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 Ｐ⁃ｇｐ 表达的影响

ＮＦ⁃κＢ 信号通路途径抑制 ＣｙｃｌｉｎＤ１ 表达， 促进细胞凋亡发

挥抗肿瘤作用， 但葛根汤在卵巢癌治疗中能否具有同样的

逆转肿瘤细胞的耐药性功效及其具体机制仍无确切定论，
因此本文以 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞为体外研究模型探讨葛根汤对

于卵巢肿瘤细胞耐药的功效及其可能的作用机制。
本文通过 ＭＴＴ 法筛选得出 １０％ 低剂量含药血清作用

４８ ｈ为含药血清考察剂量及考察作用时间。 为排除葛根汤

的细胞毒作用的影响， 在前述的实验基础上本研究选用在

低剂量的葛根汤含药血清处理下培养 ４８ ｈ， ＤＤＰ 对于

ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞 ＩＣ５０降低， 且与单纯的 ＤＤＰ 作用组比较其

耐药指数由 ７􀆰 ６１ 下降至 ３􀆰 ６９， 提示葛根汤可以逆转 ＣＯＣ１ ／
ＤＤＰ 细胞对铂类药物的的耐药性， 增加肿瘤细胞对含铂类

药物化疗敏感性。
近年来， 越来越多的研究证实卵巢癌属于激素依赖性

肿瘤， 机体内分泌紊乱， 激素失调会导致对正常细胞的调

节作用失控， 进而导致细胞的的自主凋亡及增殖减少， 使

得卵巢癌细胞产生耐药［１７］ 。 甲状腺激素水平异常增高能够

促进乳腺癌细胞生长， 而甲状腺激素水平降低时虽然会使

得乳腺癌细胞生长减缓， 但是会增加乳腺癌细胞上皮⁃间质

转化能力， 甲状腺激素及其受体可能通过细胞核、 细胞膜、
肿瘤微环境及细胞凋亡等各个层面对乳腺癌的发生发展起

促进或抑制作用［１８］ 。 研究证明卵巢癌上皮组织中的甲状腺

激素受体蛋白 （ＴＲβ） 的转录和表达均表现出明显异常，
ＴＲβ 可以通过与甲状腺激素反应元件特异性结合， 调节相

关靶基因的转录进而调控相关细胞生成分化［１９］ 。 另外， 细

胞内甲状腺激素受体缺失促进乳腺癌发生进展。 ＴＨＲＢ 是

甲状腺激素受体基因， 国外学者通过敲除小鼠 ＴＨＲＢ 基因

证实 ＴＨＲＢ 能够与 Ｐ８５ （ＰＩ３Ｋ 小亚基） 结合， 促进 ＰＩ３Ｋ
活化， 激活 Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 磷酸化通路［２０］ 。 米雪等［２１］ 指出

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ／ ｍＴＯＲ 信号通路在卵巢癌耐药中扮演重要角色。
多药耐药相关蛋白 （ＭＲＰ） 是一种跨膜糖蛋白， 在真核及

原核生物的跨膜分子转运中扮演重要角色。 Ｐ⁃ｇｐ 是转运蛋

白的超家族， 研究已经证实 ＭＲＰ１、 Ｐ⁃ｇｐ 异常高表达是造

成肿瘤化疗耐药的重要原因之一［２２］ 。
李君等［７］采用体外研究发现甲状腺激素能促进人卵巢

癌细胞和人卵巢癌耐顺铂细胞的增殖， ＴＨＲＢ 在卵巢癌耐

药细胞中的表达远高于一般卵巢癌细胞， ＴＨＲＢ 对卵巢癌

耐药起着非常重要的作用， 可能是耐药相关基因。 本实验

结果显示， ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 的表达高于

ＣＯＣ１ 细胞， 提示 ＴＨＲＢ 可能参与卵巢癌的化疗耐药， 其表

达与患者的预后密切相关。 葛根汤含药血清处理后，
ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＴＨＲＢ ｍＲＮＡ 表达较单纯 ＤＤＰ 组下调，
提示葛根汤可调节 ＴＨＲＢ 基因的转录表达。 不同剂量的葛

根汤分别作用于卵巢癌 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞 ４８ ｈ 后 ＭＲＤ⁃１、 Ｐ⁃
９８１３
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ｇｐ 耐药相关蛋白表达减少， 且呈一定的剂量依赖性， 葛根

汤剂量越高肿瘤细胞的耐药相关蛋白表达降低越明显提示

ＴＨＲＢ 的抑制剂在抑制肿瘤细胞的 ＤＮＡ 修复中效果较好，
能够逆转卵巢癌 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞的耐药性， 增加其对 ＤＤＰ
的敏感性， 从而诱导肿瘤细胞凋亡及抑制其增殖而延缓肿

瘤细胞的生长， 可作为新型的抗肿瘤药物。 提示葛根汤能

够通过下调 ＴＨＲＢ 基因表达， 逆转卵巢癌肿瘤细胞顺铂耐

药。 方中葛根升津液， 濡筋脉为君， 能够增加机体免疫；
陈小红等［２３］通过实验研究证实葛根素能够通过抑制 ＭＤＲ１
和 ＭＲＰ 基因转录和 Ｐ⁃ｇｐ 蛋白介导的药物外转运功能进而

逆转 Ｋ５６２ ／ ＡＤＲ 细胞肿瘤多药耐药性。 桂枝能上调 ＰＴＥＮ
ｍＲＮＡ 和下调 ＭＴＤＨ ｍＲＮＡ 表达， 促进 ＳＫＯＶ３ ／ ＤＤＰ 卵巢

癌耐药细胞凋亡、 抑制癌细胞的增殖， 逆转细胞耐药［２４］ 。
诸药合用， 存在协同作用。

综上所述， 葛根汤能够有效降低人卵巢癌顺铂多药耐

药 ＣＯＣ１ ／ ＤＤＰ 细胞耐药性， 提高其对化疗药物的敏感性，
其机制可能与降低 ＴＨＲＢ 基因表达有关。
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