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多药耐药（#$%&’()$* )+,’,&-./+，012）往往与药物在细胞内蓄积或
分布的改变有关 3 ! 4，其中膜转运蛋白在白血病细胞耐药的形成中占有

重要地位。一些经典的耐药逆转剂如钙拮抗剂等在达到有效逆转浓度

时往往因严重毒性而限制了其在临床的应用，而中药逆转剂以其本身

的低毒性成为研究的新热点。其中槲皮素（5$+)/+&’.，6$+）是一种天然
黄酮类化合物，具有抗炎、扩血管等多种生理活性，并能促进肿瘤细胞
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【摘 要】 背景与目的：槲皮素是一种天然黄酮类中药成分，具有多种生理活性，最

近发现其有逆转白血病细胞耐药的作用，本研究旨在探讨槲皮素恢复柔红霉素在白

血病耐药细胞的分布从而达到逆转耐药的机制。方法：通过 077体外药敏法检测槲
皮素对柔红霉素的增敏作用并确定逆转的浓度范围，作用于 89": ; <10、=>?"@ ;
<10细胞及相应敏感株 89":和 =>?"@，借助激光共聚焦显微镜观察槲皮素作用前
后柔红霉素在亚细胞水平的分布变化。结果：:@ A B@ !#C% ; >槲皮素在体外能明显
提高柔红霉素对 89": ; <10和 =>?"@ ; <10的敏感性，恢复柔红霉素在亚细胞水
平的分布，使其回归细胞核内，从而逆转多药耐药。结论：黄酮类中药槲皮素能够成

为蒽环类药物治疗白血病中有效的化疗增敏剂。
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的分化与凋亡 $ #，% &，最近的研究还发现其有逆转耐药

的作用 $ ’ &。因此，我们选用表达 () 糖蛋白
（()*+,-./0.1234，()*/）和多药耐药相关蛋白（56+13706*
02838194-2 988.-39127 /0.1234，:;(!）的 <="# > ?@:和
AB)"C > ?@:细胞株 $=，" &，探讨槲皮素逆转耐药的机

制。

! 材料和方法

!" ! 细胞株
人急性髓系白血病细胞株 AB)"C 由上海血液

学研究所提供；<="#和 <="# > ?@:为慢性粒细胞
白血病红白血病变及其阿霉素耐药株，AB)"C > ?@:
细胞株为 ?@: 诱导 AB)"C 细胞建立的多药耐药
细胞株，均由中国医学科学院血液学研究所提供。

上述细胞分别培养于含 !CD小牛血清、!CC 6 > 5+
青霉素、!CC !* > 5+ 链霉素及 ! !* > 5+ 柔红霉素
（7964.06E3-34，@F;G的 ;(:H)!"’C培养基（I3E-.公
司）中，培养条件为 %JK、=D LM#、饱和湿度。

!" # 主要试剂和仪器
槲皮素（N3*59公司），@F;（(O9059-39公司）和

:PP（华美公司）分别以无水乙醇和生理盐水（@F;
和槲皮素）稀释成不同工作浓度。激光共聚焦显微

镜（Q2388 =!C，德国）和酶标仪（:6+13)8R94 :<%，芬
兰）。

!" $ %&&法检测 ’()增敏效果
取对数生长期细胞进行四甲基偶氮唑蓝

（12109S.+365 E0.5372，:PP）体外药敏法检测，调整细
胞密度为 # T !C= > 5+，接种于 U"孔培养板，分别加
入不同浓度的 @F;溶液并设 %个复孔（对照组加入
生理盐水），%JK孵育 J# O后每孔加入 :PP（= 5* >
5+）继续培养 ’ O，弃上清，加入二甲基亚砜 #CC !+，
混匀后于酶标仪测 =JC 45波长处吸光度值，计算出
半数抑制浓度（HL=C）及耐药倍数（HL=C V +*)!〔W5 X 3
Y"/ X CZ = G〕$ J &，耐药倍数 V耐药细胞 HL=C >敏感细胞
HL=C）。并在 @F; HL=C值上下各设一浓度梯度，比较

加与不加槲皮素（对照组加入无水乙醇）@F; HL=C值

有无明显差异，从而判断槲皮素的增敏作用，并计算

增敏倍数（增敏倍数 V无槲皮素时 HL=C >槲皮素作用
下 HL=C）。

!" * 激光共聚焦显微镜观察 ’()在细胞内分布
取 # T !C= > 5+细胞悬液 ! 5+，分别加入终浓度

为 !C、#C、’C !5.+ > B的槲皮素孵育 ! O，再加入终浓
度为 ’ !5.+ > B的 @F;$J &孵育 ! O，用 ! T ([N洗涤 #
次后重悬细胞，加入特制载玻片容器，静置待细胞

沉降后置激光共聚焦显微镜下，观察 @F;荧光在细
胞内分布的变化（激发波长 ’\\ 45，发射波长 =!=
45）。
!" + 统计学方法
用 N(NN!CZ C统计学软件进行统计学处理，采用

配对 !检验比较两均数有无显著性差异。

# 结 果

@F;对 <="# > ?@:和 <="#细胞的 HL=C分别为

=Z =’ !5.+ > B和 CZ ’= !5.+ > B；@F;对 AB)"C > ?@:
和 AB)"C 细胞的 HL=C 为 !Z C’ !5.+ > B 和 CZ !!
!5.+ > B。<="# > ?@: 和 AB)"C > ?@: 对 @F; 的耐
药倍数分别为 !#Z \# 倍和 UZ #’ 倍。槲皮素单药对
<="# 和 <="# > ?@:的 HL=C 分别为 Y %"] "% ^ "] JJ G
!5.+ > B 和 Y JU] #! ^ U] J’ G !5.+ > B，对 AB)"C 和
AB)"C > ?@:的 HL=C为 Y U"] %" ^ !C] U\ G !5.+ > B和
Y J’] !\ ^ "] J# G !5.+ > B。与槲皮素合用时，<="# >
?@: 和 AB)"C > ?@: 对 @F; 的敏感性显著提高。
当槲皮素终浓度为 ’C !5.+ > B和 #C !5.+ > B时，与
对照组相比有显著性差异（ " _ CZ C=）；槲皮素终浓
度为 !"C !5.+ > B时，<="# > ?@:和 AB)"C > ?@:的
增敏倍数分别为 %Z =J 倍和 JZ J" 倍，而 <="# 和
AB)"C仅为 !Z U%倍和 #Z U%倍。见表 !、图 !和图 #。

<="#细胞 @F;荧光弥漫分布于胞核及胞浆中；
AB)"C细胞 @F;荧光主要位于胞核、胞浆及胞膜上，
以细胞核中荧光最强，胞浆中 @F;荧光均匀弥漫状，
胞膜荧光连续分布，不同浓度槲皮素对细胞核内@F;
荧光强度基本无影响。<="# > ?@:细胞中 @F;荧光

图 ! 不同浓度槲皮素作用后柔红霉素对 <="# 和 <="# >
?@:细胞的 HL=C值

‘3*602 ! HL=C a9+62 .b 7964.06E3-34 34 <="# 947 <="# > ?@:
-2++8 9b120 1029127 c31O 73bb20241 -.4-2410913.48 .b d620-2134
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图 $ 不同浓度槲皮素作用后柔红霉素对 %&’"( 和 %&’"( )
*+,细胞的 -./(

012345 $ -./( 67835 9: ;73<943=1>1< 1< %&’"( 7<; %&’"( )
*+, >588? 7:@54 @457@5; A1@B ;1::545<@ >9<>5<@47@19< 9: C354>5@1<

主要集中在核周与外围胞浆，核内未见荧光信号；

%&’"( ) *+,细胞中 +DE荧光主要分布于胞浆外围
及胞膜上，呈棘点状，颗粒不很均匀，核内也基本不见

荧光。随着槲皮素处理浓度的升高，两种细胞胞浆与

胞核内的荧光逐渐增强，至 F( !G98 ) &时基本恢复至
敏感株的水平，呈弥漫颗粒状分布 H见图 #和图 FI。

! 讨 论

从药物敏感性实验的结果来看，槲皮素能显著

提高柔红霉素对白血病耐药细胞株的敏感性，而对

敏感株的增敏作用则不明显。J1G等 K F L通过体外药

敏也发现槲皮素作用后白血病细胞耐药株 0,#*和
M#NN ) , 对长春新碱的敏感性分别提高了 #O / 和
#O (倍，与本实验结果一致，表明槲皮素在体外具有

逆转多药耐药的作用。

膜转运蛋白在白血病细胞中的过度表达造成化

疗药物的外流，从而降低了药物在细胞内的有效浓

度，是白血病产生耐药的主要机制之一。为进一步探

讨槲皮素逆转耐药的机制，我们利用治疗白血病常

用的蒽环类化疗药物 +DE 本身固有的荧光，借助
.&P, 观察槲皮素作用前后 +DE 在细胞内分布的
变化，以间接反映槲皮素对膜转运蛋白 M’2Q和 G;4!
功能的影响。

由结果可见，敏感细胞中 +DE荧光弥漫分布于
细核与胞浆中，不同浓度槲皮素对细胞核内 +DE荧
光强度基本无影响；而耐药细胞的细胞核内基本未

见 +DE荧光信号，随着槲皮素预处理浓度的升高，
耐药株胞浆与胞核内的荧光逐渐增强直至基本恢复

到敏感株的水平。细胞核是 +DE作用的靶点，+DE
主要通过插入 +D*模板，干扰 +D*和 ED*的合成
来发挥杀伤白血病细胞的作用，因此槲皮素可能通

过抑制膜转运蛋白的转运活性达到恢复耐药细胞中

+DE 的异常分布，从而逆转白血病细胞的多药耐
药。

实验中还发现，J/"$ ) *+,耐药株未用槲皮素
处理前，核周及胞浆周围可见少量颗粒状荧光，呈不

连续分布，这不能完全用膜转运蛋白将药物泵出细胞

来解释。近年来国内外一些研究发现，M’2Q或 G;4!
在亚细胞水平也有分布。本实验室曾用三种分别标

记线粒体、高尔基体和溶酶体的荧光探针（EB!$#、
DR+’>547G1;5、中性红）与 +DE在 J/"$ ) *+,细胞
内的分布相比较，发现 +DE与 EB!$#在细胞内的分
布相似，且高尔基体阻断剂 =45:58;1< *和溶酶体亲
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表 ! 与槲皮素联用后柔红霉素对各种细胞的 "#$% 值及增敏倍数（ ! & ’）
()*+, ! "#$% -)+., )/0 ’,/’12131/4 56+0（78）65 9$:;< 9$:; = >?@< ABC:%< ABC:% = >?@ D,++’ 2E,)2,0 *F

G.,ED,21/ )/0 0)./6E.*1D1/ H?IJK（ ! & ’）

.9<>5<@47@19< 247;15<@? 9: +DE A545 (O !X (O $X (O FX (O NX 7<; !O " !G98 ) & 1< J/"$ >588?Y (O W/X !O /X #O (X "O (X 7<; !$O ( !G98 ) & 1< J/"$ ) *+, >588?Y
(O (!$/X (O ($/X (O (/X (O !X 7<; (O $ !G98 ) & 1< %&’"( >588?Y 7<; (O !X (O $X (O FX (O NX 7<; !O " !G98 ) & 1< %&’"( ) *+, >588?O
7Z -./( [ 82’!〔\G V 1 H"Q V (O / I〕K W L

\GZ 892 67835 9: ;5?12<5; G7]1G78 >9<>5<@47@19<Y 1Z 892 67835 9: G38@1Q85 Q49Q94@19< 7G9<2 ;1::545<@ >9<>5<@47@19<Y "QZ ?3G 9: 249A@B 1<B1=1@19< 47@5Y
(O /Z 5]Q515<>5 >9<?@7<@O
=Z ?5<?1@1^1<2 :98; [ -./( 67835 A1@B ?5<?1@1^54 ) -./( 67835 A1@B93@ ?5<?1@1^54
> ! _ (O (/X ; ! _ (O (!X 6?O >9<@498 2493QO
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和剂氯喹不能增加细胞内 $%&含量和恢复 $%&在
细胞内的分布，证明线粒体为 ’(") * +$, 中 $%&
蓄积的细胞器，提示细胞内 -./0表达可能与化疗药
物在细胞内的隔离有关，使药物远离其作用靶点，同

样也有助于耐药的形成 1 # 2。而槲皮素对细胞器膜上

转运蛋白的作用可通过免疫电镜技术进一步观察。

在逆转白血病细胞耐药的研究中，中药逆转剂

因其本身的低毒性而逐渐受到重视。上述研究表明，

槲皮素可能通过直接抑制细胞膜上 -./0和 345!外
流泵的功能，减少耐药细胞内化疗药物的外流而恢

复药物在细胞内的分布，使其回归到作用靶点———

细胞核，达到逆转耐药的目的，因而很有希望成为白

图 # 不同浓度槲皮素作用前后 $%&荧光在 67."8和 67."8 * +$,细胞内的分布 9 : (88 ;

<=/>5? # $@>AB5>C=D=A EF>B5?GD?AD? 4=GH5=C>H=BA =A 67."8 @A4 67."8 * +$, D?FFG C?EB5? @A4 @EH?5 ?I0BG?4 HB J>?5D?H=A 9 : (88 ;
+K DBAH5BF 67."8 D?FFGL MN ON $K 67."8 D?FFG H5?@H?4 P=HQ !8N )8N #8 !3BF * 7 BE R>?N 5?G0?DH=S?FTL UK DBAH5BF 67."8 * +$, D?FFGL <N VN 6K 67."8 * +$,

D?FFG H5?@H?4 P=HQ !8N )8N #8 !3BF * 7 BE R>?N 5?G0?DH=S?FTW

图 X 不同浓度槲皮素作用前后 $%&荧光在 ’(")和 ’(") * +$,细胞内的分布 9 : (88 ;
<=/>5? X $@>AB5>C=D=A EF>B5?GD?AD? 4=GH5=C>H=BA =A ’(") @A4 ’(") * +$, D?FFG C?EB5? @A4 @EH?5 ?I0BG?4 HB J>?5D?H=A 9 : (88 ;

+K DBAH5BF ’(") D?FFGL MN ON $K ’(") D?FFG H5?@H?4 P=HQ !8N )8N #8 !3BF * 7 BE R>?N 5?G0?DH=S?FTL UK DBAH5BF ’(") * +$, D?FFGL <N VN 6K ’(") * +$, D?FFG
H5?@H?4 P=HQ !8N )8N #8 !3BF * 7 BE R>?N 5?G0?DH=S?FTW

蔡 讯，等 W 槲皮素恢复柔红霉素在白血病耐药细胞 ’(") * +$,和 67."8 * +$,中的分布
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血病治疗中有效且低毒的化疗增敏剂。
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《抗肿瘤药物研究与开发》一书正式出版

《抗肿瘤药物研究与开发》一书由中国抗癌协会抗癌药物专业委员会主任委

员、中国药理学会肿瘤药理专业委员会主任甄永苏院士主编，"Y 位从事肿瘤与抗肿瘤
药物研究的著名教授和专业人员参与编写。作者汇集了国内外浩若瀚海的、最新的文

献资料，结合自己的研究工作，全面论述了抗肿瘤药物研究的最新成果和发展趋势，阐

述了多种药物分子靶点的作用基础和相关药物的筛选研究方法，对药物的来源、样品

制备技术以及筛选过程进行了较为系统的说明，同时介绍了新药评价的指导原则与方

法等。该书内容包括抗肿瘤药物研究的最新进展、相关的基础研究以及技术方法，是一

部系统介绍抗肿瘤新药研究与开发的专著。

本书分二部分，共 (#章，从新药研究开发和应用密切相关的 ( 个文献进行阐述：!
研究现状与发展趋向。对肿瘤药物治疗、抗肿瘤新药研究相关的基础和临床领域的研

究现状与发展趋向进行较全面的概括与探讨，以利于思考与确定研究策略与方向。"
药物靶点与筛选方法。对抗肿瘤药物分子靶点的理论依据以及其检测方法进行较深入

的介绍与讨论，以利于选择药物筛选靶点与采用相关的检测方法。#药物来源与研制
技术。对药物筛选样品的来源与制备技术进行介绍与讨论，以利于确定研究开发药物

资源的路线和采用相应的制备技术方法。$药物评价的指导原则与方法。对包括药效
学、毒理学、药物动力学与临床研究在内的新药评价指导原则与方法进行介绍与讨论，以利于从整体的角度考虑药物筛选、临床

前研究和临床研究工作的合理安排和实施。

本书的出版将有助于增进科技工作者对抗肿瘤药物研究的了解，促进交流和合作，并将对我国抗肿瘤药物的研究和开发起

到积极的推动作用。本书反映了抗肿瘤药物研究与开发的全景，从一定高度阐述了目前研究的现状。可供从事抗肿瘤药物研究

和开发及相关领域研究技术人员阅读和参考。

本书由化学工业出版社出版，大 !" 开，*N& 页。读者可到各新华书店购买，定价：!#*元。
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