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"对乳腺癌细胞
VURY

的药物敏感性#综合运用
V88

法#
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染色法以及流式细胞术评价黄酮类化合物与阿霉素联用对
VURY

的抑制效果(结果表明#部分黄酮

类化合物细胞毒性较低#其中
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黄酮#
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黄酮能明显增强阿霉素对

VURY

细胞的抑制作用(同时发现黄酮类化合物与阿霉素联用在
VRUY

细胞上所表现出来的协同作用可能与黄酮

类化合物
O

环上
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黄酮类化合物广泛存在于蔬菜水果等植物中$

是一类天然多酚化合物$目前已被鉴定的黄酮化合

物超过
&$$$

种$并且不断有新的结构被发现&

%

'

%黄

酮类化合物毒性小$分布广泛$药理活性丰富$被证

明具有抗氧化&

#
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(抗炎&

!
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(抗菌&

B

'

(抗病毒&
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'等作用%

近年来研究发现$黄酮类化合物具有良好的体内外

抗肿瘤活性&

S7Y

'

$可以同化疗药物联合使用$增加药

物的敏感性$达到逆转肿瘤多药耐药性的效果%例

如$白血病耐药细胞
QN7S$

*

OMV

耐药株的体外实

验发现黄酮类化合物槲皮素能明显提高化疗药物的

敏感性&

%
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%而目前对于黄酮类化合物增强化疗药物

对乳腺癌细胞
VURY

抑制作用的研究相对缺乏$本

研究主要利用
V88

比色法检测黄酮类化合物增强

阿霉素对乳腺癌细胞
VURY

的抑制效果$并利用
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染色法及流式细胞术分析黄酮类化合

物与阿霉素联合作用对乳腺癌细胞
VURY

细胞凋

亡的影响$考察乳腺癌细胞
VURY

对治疗药物阿霉

素的敏感性$为逆转乳腺癌耐药性(增强化学药物治

疗效果提供新的思路和实验依据%
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实验材料与仪器
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恒温培养箱"德国
QDKOD95

公司#)超净

工作台"美国
>9ObKD

公司#)

MP7IM

型恒温水槽

"上海一恒科技有限公司#)超低温冰箱"美国

>9ObKD

公司#)酶标仪"瑞士
8DUO>

公司#)流式

细胞仪"美国
JM

公司#)荧光倒置显微镜"日本

eNXV[95

公司#)液氮罐"英国
bUb

公司#)高速冷

冻离心机"日本
Qb8OUQb

公司#%
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细胞购自中科院上海细胞库)
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黄酮购自中国药

品生物制品检定所)

VDV

培养基$胎牛血清"

RJ5

#购



自美国
LbJUeJKN

公司)胰酶$四甲基偶氮唑蓝
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V88

#$阿霉素"

M(F(*)a363+

#购自美国
5bLOVO

公

司)二甲基亚砜"

MV5e

#购自杭州屹达化工有限公

司)
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购自上海碧云天生物技术研究所)

O++1F3+?7b8U

细胞凋亡检测试剂盒购自上海凯基

生物技术发展有限公司%其他试剂均为分析纯%
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实验方法
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VURY

细胞培养

VURY

细胞株用含
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胎牛血清(

%$$9

*

EN

青霉素和
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*
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链霉素的
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培养基$于

!Y\

(

"]Ue

#

饱和湿度培养箱中培养$传代时用

$@#"]

的胰酶消化%
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检测黄酮类化合物对
VURY

细胞的抑制效果

取对数期生长的
VURY

细胞$以
IZ%$

!个*孔

接种于
&S

孔板中$培养
#B0

$加入终浓度为
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黄酮类化合物$每个浓度分

别设
!

个复孔$继续培养
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$加入
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EN

$
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*孔#$继续避光孵育
B0

$弃上清$每孔加

入
MV5e%"$

-

N

$振荡
%$E3+

$用酶标仪测定
"Y$

+E

波长处的吸光度
&

$空白组为只加
VDV

培养

液$对照组加
VDV

培养液与
VURY

细胞%计算黄

酮类化合物对
VURY

细胞增殖的抑制率及
bU
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公式为!

细胞生长抑制率
i %C

实验组
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空白组
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空白组" #
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检测黄酮类化合物作用前后阿霉素对
VURY

细胞的抑制效果
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取对数期生长的
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细胞$以
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接种于
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用酶标仪测定
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波长处的吸光度
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霉素对
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细胞增殖的抑制率及
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检测不同浓度黄酮类化合物对阿霉素抑制

VURY

效果的影响
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取对数期生长的
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细胞$以
IZ%$

!个*孔

接种于
&S

孔板中$培养
#B0

$加入终浓度为
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每孔加入
MV5e%"$
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$振荡
%$E3+

$用酶标仪测定

"Y$+E

波长处的吸光度
&

%计算不同浓度的黄酮化

合物与阿霉素联用对
VURY

细胞增殖的抑制率%
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染色法观察黄酮类化合物联合阿霉

素促
VURY

细胞的凋亡情况
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取对数期生长的
VURY

细胞$以
IZ%$

!个*孔接

种于
&S

孔板中$培养
#B0

$分别加入终浓度为
$f#

-

E(-

*

N

的阿霉素与终浓度为
B$

-

E(-
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N

的黄酮类化

合物$培养
#B0

$加入终浓度为
"

-

4

*
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的
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!!!B#

$染色
!$E3+

$在荧光显微镜下观察拍照%

%@#@S

!

流式细胞术检测黄酮类化合物联合阿霉素对

VURY

细胞凋亡影响

!!

取对数期生长的
VURY

细胞$以
IZ%$

!个*孔

接种于
&S

孔板中$培养
#B0

$分别加入终浓度为

$f#

-

E(-

*

N

的阿霉素与终浓度为
B$

-

E(-
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N

的黄

酮类化合物$继续培养
BI0

$收集细胞$

B$$$*

*

E3+

离心
"E3+

$预冷
[J5

洗
%

遍$

B$$$*

*

E3+

离心

"E3+

$弃上清$加入
%&"

-

NO++1F3+?7Rb8U

结合

液$轻轻重悬细胞$加入
"

-

NO++1F3+?7Rb8U

$轻

轻混匀$室温避光孵育
%$E3+

$

B$$$*

*

E3+

离心

"E3+

弃上清$加入
%&$

-

NO++1F3+?7Rb8U

结合

液$轻轻重悬细胞$加入
%$

-

N

碘化丙啶染色液$轻

轻混匀$冰浴避光$随即用流式细胞仪进行检测%

%@#@Y

!

数据分析

实验结果用
,k@

表示$用
5[55

软件进行数据

处理$

H

检验进行统计学分析%
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结
!

果
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黄酮类化合物对
VURY

细胞的细胞抑制效果

黄酮类化合物基本结构如图
%

$

S

种黄酮化合物

的结构见图
#
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%图
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显示
S

种黄

酮类化合物对
VURY

的抑制作用呈浓度依赖性增

强$且在终浓度为
B$

-

E(-

*

N

时整体上对细胞的抑

制作用都较小$仅有
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黄酮与
Y7eQ7
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黄酮对细胞的抑制率高于
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%

图
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黄酮类化合物基本结构
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黄酮类化合物对
VURY

的细胞毒性

#@#
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黄酮类化合物对阿霉素化疗效果的影响

#@#@%

!

黄酮类化合物作用后阿霉素对
VURY

细胞

的抑制率及
bU

"$

值

!!

表
%

显示阿霉素对
VURY

细胞的抑制作用呈

剂量依赖性%当阿霉素浓度低于
%

-

E(-

*

N

时$与

黄酮类化合物"

B$

-

E(-

*

N

#联用对
VURY

细胞增殖

抑制率基本都明显"

X

$

$@$"

#高于阿霉素单独作

用)当阿霉素浓度为
%$

-

E(-

*

N

时$只有与
"7eQ7

!t7eUQ
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黄酮和
!

$

"

$

Y

$

Bt7BeQ

黄酮联用的高于单

独用药的抑制率%采用金氏公式分析两种药物联用

的合并用药效应$结果表明
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黄酮与阿霉素

联合作用
Z

值
$
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$表明与阿霉素联用具有协同

作用)

Y7eQ7#t7eUQ

!

黄酮与阿霉素联合作用
Z

值

在
$@I"

,

%@%"

之间$表明与阿霉素联用为相加作

用)而
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和
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$

Y

$
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黄酮与阿霉

素联合作用
Z

值
,
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$表明与阿霉素联用为拮抗

作用%

表
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黄酮类化合物联合阿霉素作用对
U<A#

细胞的抑制效果

与阿霉素

联用化合物

不同浓度阿霉素对
VUR7Y

的抑制率*
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-
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+
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黄酮
#I@%BkY@%S

1

B"@&$kS@S% SY@!"k$@#& I!@$!kY@I$ #@IYk$@#I %@#"

Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮
#I@B$kI@$#

1

"$@!&k%@"#

#

#

Y!@%!k#@I&

%

#

YY@YSk#@S& #@&Bk$@#& %@#!

Y7eQ7#t7eUQ

!

黄酮
%S@YSk%@&S B#@%#k%@YY S"@"Bk"@"S YY@&$k%@I% !@&$k$@$I $@&!

!

$

"

$

Y

$

Bt7BeQ

黄酮
#&@B!k$@Y%

11

BY@$%kY@#I

%

#

IB@!"k%@I!

#

#

&%@%"k$@Y$

#

#

%@YBk$@## #@$Y

"

$

Y

$

!t

$

Bt7BeQ

黄酮
%B@YSk!@%S !$@B&k"@#B B#@Y"k%@%I BI@Y!k%@SS &@Y!k$@BI $@!Y%

>1(H3(;E3+ !$@"%kB@$$

11

B!@%#k!@I& "!@&BkB@"I Y#@%Sk!@B" B@BBk$@$! $@I%!

!!

注!与阿霉素单独作用组比较1
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黄酮类化合物作用后阿霉素化疗敏感性的影响

$@#

-

E(-

*

N

阿霉素与
%$

(

#$

(

B$

-

E(-

*

N

的黄

酮类黄酮化合物联合作用
VURY

细胞$如图
B

所示

黄酮类化合物"
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$

"

$

Y
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Bt7BeQ

黄酮$

"7eQ7!t7

eUQ
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黄酮$
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黄酮$
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#对阿霉素

的增敏作用随浓度增大而增强$说明黄酮类化合物

能在一定程度上增强阿霉素的化疗敏感性%

#@#@!

!

Q(160;<!!!B#

染色观察黄酮类化合物作用

后阿霉素对
VURY

细胞凋亡的影响
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N

阿霉素与
B$

-

E(-

*

N

黄酮类化合

物联合作用
VURY

细胞
#B0

$

Q(160;<!!!B#

染色

!$E3+

$结果如图
"

所示%图
"

可见$不加药物处理

的对照组细胞基本没有发生凋亡现象$黄酮类化合

I$Y
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物单独处理组也较少发生凋亡现象$阿霉素单独处

理组则有凋亡小体"亮白色#出现$而阿霉素与

"7eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

!

$

"

$

Y

$

Bt7BeQ

黄酮联合作用
VURY

细胞后凋亡小体较单

独阿霉素处理组有明显增加$这表明上述几类黄酮

类化合物有增强阿霉素促凋亡的功效%

图
B

!

黄酮类化合物对阿霉素的增敏作用

图
"

!

黄酮化合物与阿霉素联合作用
VURY

细胞
Q(160;<!!!B#

染色图"

Z#$$

#

#@#@B

!

流式细胞术检测黄酮类化合物联合阿霉素

对
VURY

细胞凋亡影响

!!

$@#

-

E(-

*

N

阿霉素单独作用
VURY

细胞凋亡

及与
B$

-

E(-

*

N

黄酮类化合物联合作用
VURY

细

胞
BI0

$结果如图
S

及图
Y

显示$

!

$

"

$

Y

$

Bt7BeQ

黄

酮$

"7eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮与阿

霉素联合作用的凋亡率比阿霉素单独作用高$说明

上述黄酮类化合物具有增强阿霉素诱导
VURY

细

胞凋亡的作用%

$

!

讨
!

论

乳腺癌是女性多发的恶性肿瘤之一$据统计世

界范围内每年新增患者约
#$$

万人$死亡率呈逐年

上升趋势&

I

'

%近年来我国乳腺癌发病率以每年将近

!]

的幅度递增$对中国妇女的健康危害非常大&

&

'

%

阿霉素作为临床常用的治疗乳腺癌药物$是一

种细胞毒素类抗肿瘤药物%可抑制
M>O

及
M>O

依赖性的
K>O

的合成$抗瘤谱较广$对多种肿瘤均

有作用$但是其容易引起呕吐恶心$脱发$高热$静脉

炎等不良反应&

%$

'

$其不良反应与用药剂量具有一定

正相关性$这也在一定程度上限制其在临床上的使

用%此外$单一使用阿霉素对乳腺癌患者进行化疗

时$在中后期药效明显减弱$容易产生多药耐药性

"

E)-<3

A

-1H*)

4
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图
S

!

O++1F3+?

*

[b

流式细胞分析检测
VURY

细胞凋亡

图
Y

!

黄酮类化合物联合阿霉素对
VURY

细胞凋亡影响

注!与阿霉素单独作用组比较1

X

,

$#$"

$

11

X

,

$@$%

%

!!

鉴于阿霉素单独用药存在的缺点$发展联合用

药成为阿霉素治疗乳腺癌的新方案%本实验将
S

种

不同结构的黄酮类化合物分别与阿霉素联合作用于

乳腺癌
VURY

细胞$发现其中
B

种黄酮类化合物"

"7

eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

!

$

"

$

Y

$

Bt7

BeQ

黄酮$

>1(H3(;E3+

#能显著增强低浓度阿霉素

"

$@$%

-

E(-

*

N

#对
VURY

细胞的生长抑制效果"

X

,

$@$"

#$同时随黄酮类化合物浓度升高其增强效果也

越明显%这说明上述几类黄酮类化合物能在保持阿

霉素的化疗效果的基础上通过降低阿霉素用量来大

大降低其副作用)另外一方面$黄酮类化合物的抗肿

瘤活性研究一直是国内外的热点$例如$

N1

A

-1

=

等&

%#

'研究发现芹菜素能阻断人白血病细胞株
QN7

S$

(小鼠皮肤
!$I

细胞株的细胞周期于
L#

*

V

期$

抑制细胞增殖)金雀异黄酮抑制乳腺癌细胞增殖$且

同时抑制细胞的侵袭转移%

M,+

=

1<<,

等&

%!

'研究发

现异黄酮对乳腺癌细胞增殖(雌激素受体亲和力及

细胞凋亡有影响%

E

!

结
!

论

,

#

V88

实验表明
Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮$

!

$

"

$

Y

$

Bt7BeQ

黄酮$

"

$

Y

$

!t

$

Bt7BeQ

黄酮$

>1(H3(;E3+

四个黄酮化合物本身对
VURY

的抑制作用并不明

显)进一步采用
Q(160;<!!!B#

染色法以及流式细

胞术考察阿霉素与黄酮类化合物联用发现
"7eQ7

!t7eUQ

!

黄酮$

Y7eQ7!t7eUQ

!

黄酮及
!

$

"

$

Y

$

Bt7

BeQ

黄酮与阿霉素联合能表现出很好的协同作用$

明显增强阿霉素对
VURY

细胞的抑制效果%

a

#初步的构效关系分析结果表明!黄酮类化合

物上
J

环的取代基团数目越多$其在与阿霉素联用

过程中表现出的拮抗效果就越强)

O

环和
U

环取代

基团数目越多$在与阿霉素联用过程中表现出的协

同效果就越强)

O

环
"

位的羟基取代在表现协同作

用时较
O

环
Y

位更强$而
O

$

J

及
U

环羟基取代越

多$在一定程度上与阿霉素表现出的协同作用也越

强$可能与其抗氧化性越强有一定关系%总之$黄酮

类化合物与阿霉素联用$其羟基取代基的数目和位

置对协同效果有显著的影响%
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