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醋柴胡及其不同提取部位对 ＯＣＴ２、ＭＲＰ２高表达细胞
摄取顺铂的影响及作用机制分析

冯丽敏１，张娴２，赵瑞芝１，２

（１．广州中医药大学第二附属医院省部共建中医湿证国家重点实验室，广东 广州 ５１０００６；２．广东省中医院，广东 广州 ５１０００６）

　　摘要：目的 考察醋柴胡及其不同提取部位对有机阳离子转运蛋白２（ＯＣＴ）高表达细胞 ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和多药耐
药相关蛋白２（ＭＲＰ２）高表达细胞ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３摄取顺铂的影响，并初步探讨其机制；为临床使用醋柴胡辅助逆转
肿瘤细胞中顺铂多药耐药作用机制探讨提供数据支撑。方法 ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞与醋柴胡及其
不同部位共孵育２４ｈ，后加入顺铂（ＤＤＰ）继续孵育４ｈ，ＨＰＬＣ法分别测定两种细胞内顺铂含量；另以 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ法及
实时定量ＰＣＲ法（ＲＴ－ＰＣＲ）分别测定两种细胞中的有机阳离子转运蛋白（ＯＣＴ２）、多药耐药相关蛋白２（ＭＲＰ２）蛋白和
基因表达。结果 在ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３细胞中，醋柴胡总提液、多糖部位及小分子水溶性部位可显著促进顺铂的摄取，且
均促进ＯＣＴ２的蛋白和基因表达；而在ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞中，醋柴胡总提液、多糖部位及小分子水溶性部位也显著促
进顺铂的摄取，但仅有总提液能显著降低ＭＲＰ２蛋白的表达。结论 在肿瘤细胞中，醋柴胡逆转抗肿瘤药物的多药耐药

性可能与多糖部位和小分子水溶性部位上调ＯＣＴ２蛋白及ｍＲＮＡ表达或与醋柴胡总提液下调 ＭＲＰ２蛋白表达有关；初
步推测影响ＯＣＴ２和ＭＲＰ２功能是醋柴胡引经增效的作用机制之一。
　　关键词：醋柴胡；顺铂；ＯＣＴ２；ＭＲＰ２；多药耐药；引经增效
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ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ｔｈｅｒｅｖｅｒｓａｌｏｆｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｎｔｉ－ｔｕｍｏｒｄｒｕｇｓｂｙｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｓｓｅｄＣｈａｉｈｕ（ＲａｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉ）ｍａｙｂｅｒｅ
ｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＯＣＴ２ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｉｎｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｎｄｓｍａｌｌｍｏｌｅｃｕｌｅｗａｔｅｒ－ｓｏｌｕｂｌｅｓｉｔｅｓ，ｏｒ
ｔｈｅｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＭＲＰ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｓｓｅｄＣｈａｉｈｕ（ＲａｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉ）ｔｏｔａｌｅｘｔｒａｃｔ．Ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｓｐｅｃｕ
ｌａｔｉｏｎｓｕｇｇｅｓｔｓｔｈａｔａｆｆｅｃｔｉｎｇｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎｓｏｆＯＣＴ２ａｎｄＭＲＰ２ｉｓｏｎｅｏｆｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｂｙｗｈｉｃｈｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｓｓｅｄＣｈａｉｈｕ（Ｒａ
ｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉ）ｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅｍｅｒｉｄｉａｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｖｉｎｅｇａｒ－ｐｒｏｃｓｓｅｄＲａｄｉｘＢｕｐｌｅｕｒｉ（ＶＢＲＢ）；ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ＯＣＴ２；ＭＲＰ２；ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ｅｎｈａｎｃｉｎｇ
ｍｅｒｉｄｉａｎｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

　　转运蛋白通常位于细胞膜或组织器如线粒体、溶酶体膜
上，肩负细胞内外物质交流的重任，维持细胞稳态。按照转运

方向的不同，转运蛋白常简单分为摄入型转运蛋白和外排型转

运蛋白。根据转运物质性质的不同，前者通常包含有机阳离子

转运蛋白（ＯＣＴ），有机阴离子转运蛋白和有机阴离子多肽转运
蛋白，后者的发现与耐药作用研究有关，根据蛋白结构分为多

药耐药蛋白、多药耐药相关蛋白（ＭＲＰ）、乳腺癌多药耐药蛋白
等。不同组织器官的转运蛋白种类和含量不同，多种蛋白共同

维持机体内环境稳态，一旦表达异常，常常与疾病的发生、发展

有关［１－２］。

与正常细胞不同，肿瘤细胞膜上往往存在多种药物转运蛋

白异常表达。其中，ＭＲＰ高表达是肿瘤细胞发生多药耐药的
原因之一［３－４］。临床上顺铂可用于多种实体瘤的治疗，且效果

显著［５－８］；然而由于多药耐药的产生，常常导致治疗失

败［９－１１］。对顺铂耐药机制研究显示，肿瘤组织中 ＭＲＰ２高表
达和ＯＣＴ２低表达是其产生耐药性的原因，上调 ＯＣＴ２和下调
ＭＲＰ２转运活性均可增加细胞对顺铂的摄取，进而提高其疗
效［１２－１５］。醋柴胡有增强抗肿瘤药物的肝靶向作用［１６－１９］，其作

用机制在于抑制多药耐药蛋白和促进摄入型蛋白的活

性［２０－２２］。为探讨醋柴胡是否可增敏顺铂及其作用的可能途

径，我们分别构建了 ＯＣＴ２和 ＭＲＰ２高表达细胞模型；模拟进
行了多药耐药情况下，醋柴胡及其不同部位对细胞摄取顺铂的

活性以及对ＯＣＴ２、ＭＲＰ２蛋白及ｍＲＮＡ表达影响的研究，期望
为醋柴胡合理应用和进一步开发奠定基础。

１　材料与设备
１．１　 药物 　 醋柴胡 （广东康美药业有限公司，批号
１２０１００３４１）；醋柴胡水提液及其不同部位制备方法参见文
献［１９］，醋柴胡粗碎，加１０倍量水浸泡０．５ｈ，加１０倍量水提取
２次，每次０．５ｈ，提取液浓缩至１ｇ／ｍＬ时分成２份，１份为水
提取液（ＶＢＲＢ），另一份加９５％乙醇使醇浓度为８０％，静置２４
ｈ，过滤，滤渣以８０％乙醇洗涤至无色，冷冻干燥为多糖部位
（ＰＳＳ）；上清液合并洗涤液回收乙醇，水溶液加水饱和正丁醇
萃取，萃取液回收正丁醇，残渣冻干为皂苷部位（Ｂｕｆ），水层除
正丁醇后冻干为小分子水溶性部位（ＭＨＥ）。质控参照文
献［２３］。ＶＢＲＢ由３０．４％的ＰＳＳ、１８．３％Ｂｕｆ和５１．３ＭＨＥ组成，
其中Ｂｕｆ部位含柴胡皂苷 ａ，ｂ，ｃ，ｄ含量分别为 ０．０９％，
０１６％，０．０２％和０．０９％。
１．２　细胞与试剂　人胚肾 ＨＥＫ２９３细胞购自 ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅ
ＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ）；ＯＣＴ２－ｐＣＭＶ６－ＡＣ－ＧＦＰ质粒、
ＭＲＰ２－ｐＣＭＶ６－ＡＣ－ＧＦＰ质粒、ｐＣＭＶ６－ＡＣ－ＧＦＰ载体质
粒、ＭｅｇａＴｒａｎ１．０转染试剂均购自 ＯｒｉＧｅｎｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；
ＬＢ培养基、琼脂粉、氨苄青霉素粉末均购自北京鼎国昌盛生物
技术有限责任公司；ＷｉｚａｒｄＰｌｕｓＭｉｄｉｐｒｅｐｓＤＮＡ纯化系统购
自ＰｒｏｍｅｇａＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ；大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞购自天根
生化科技（北京）有限公司；Ｇ４１８硫酸盐粉末购自广州学友生
物科技有限公司。顺铂对照品（日本 ＴＧＩ公司），氯化镍和
ＤＤＴＣ（天津希恩思公司）；ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），Ｒｅｖｅｒ
ｔＡｉｄＦｒｉｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ合成试剂盒，ＰｏｗｅｒＳＹＲＢＧｒｅｅｎＰＣＲ
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ＭａｓｔｅｒＭｉｘ荧光定量 ＰＣＲ试剂盒，ＤＮａｓｅ／ＲＮａｓｅ－ｆｒｅｅＨ２Ｏ均
为ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司产品；１．５ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ８．８）缓冲
液、０．５ＭＴｒｉｓ－ＨＣｌ（ｐＨ６．８）缓冲液、Ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ／Ｂｉｓ溶液、
１０×Ｔｒｉｓ／Ｇｌｙｃｉｎｅ／ＳＤＳＢｕｆｆｅｒ、１０×Ｔｒｉｓ／ＧｌｙｃｉｎｅＢｕｆｆｅｒ、１０×
Ｔｒｉｓ－ＢｕｆｆｅｒｅｄＳａｌｉｎｅ、ＴＥＭＥＤ、脱脂奶粉、过硫酸铵粉末以及
ＥＣＬ工作液均为Ｂｉｏ－ｒａｄＬａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ公司产品；Ｔｗｅｅｎ－２０购
自Ａｍｒｅｓｃｏ公司；蛋白上样缓冲液及还原剂、ＨｉＭａｒｋＴＭ预染蛋
白质标准品为ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；家兔抗ＯＣＴ２多克隆抗体购
自ＡｖｉｖａｓｙｓｔｅｍｓＢｉｏｌｏｇｙ公司；抗家兔 ＧＡＰＤＨ一抗、抗家兔二
抗购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；山羊抗小鼠 ＭＲＰ２单克隆
一抗、山羊抗小鼠二抗购自Ａｂｃａｍ公司；１０％ （ｗ／ｖ）ＳＤＳ购自
北京鼎国生物技术有限公司；色谱甲醇购自天津四友精细化学

品有限公司，色谱乙腈购自 Ｆｉｓｈｅｒ公司；氯仿、异丙醇、无水乙
醇均为分析纯，购自广州化学试剂厂。

１．３　耗材与设备　ＰＶＤＦ膜购自 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ公司；
Ｘ－ｒａｙ胶片购自柯达公司；ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８色谱柱（迪马公司）；
１２００系列 ＨＰＬＣ仪为 Ａｇｉｌｅｎｔ公司产品；垂直电泳及转印电泳
系统和Ｂｉｏ－ｒａｄＧｅｌＤｏｃＸＲ成像系统均为 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司产
品；７５００型荧光实时定量ＰＣＲ仪为ＡＢＩ公司产品。
２　实验方法
２．１　ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞的构建　
ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞的构建方法见文
献［２０－２１］。ＨＥＫ２９３细胞接种于 ６孔板中，待细胞汇合度达
８０％时，每孔加入 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基稀释的质粒（ＯＣＴ２和
ＭＲＰ２质粒分别按６μｇ／孔和４μｇ／孔比例加入），按质粒∶转染
试剂（Ｗ／Ｖ）＝１∶３比例加入转染试剂 ＭｅｇａＴｒａｎ１．０室温孵
育１０ｍｉｎ；反应１０ｈ后换液为完全培养基。细胞转染７２ｈ后，
加入４００μｇ·ｍＬ－１的Ｇ４１８溶液（氨基糖苷类抗生素）筛选８
周。空白对照组细胞以空载体质粒（ｐＣＭＶ６－ＡＣ－ＧＦＰ，４μｇ／
孔）平行操作进行转染。

２．２　醋柴胡及其组分对细胞摄取顺铂的影响　ｈＯＣＴ２－
ＨＥＫ２９３和ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞分别接种于１００ｍｍ的培养
皿中，待融合度约为 ７０％ ～８０％时，将细胞分为对照组
（ＣＴＲＬ）和不同给药组。各给药组加入相应药物与细胞孵育
２４ｈ，移除药液，ＰＢＳ缓冲液清洗１次，加入顺铂（ＤＤＰ）继续孵
育４ｈ；收集细胞，ＰＢＳ清洗３次，除去细胞外沾染的顺铂。然
后加入细胞裂解液（Ｔｒｉｓ１００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＥＤＴＡ５ｍｍｏｌ／Ｌ，ＮａＣｌ
２００ｍｍｏｌ／Ｌ，ＳＤＳ０．２％，ｐＨ８）反复冻融３次，离心取上清为样
品溶液。精密吸取顺铂标准品或经超滤的细胞裂解液的样品

溶液１７５μＬ，加入内标液（１０μｇ的ＮｉＣｌ２）和ＤＤＴＣ溶液（０．２５
ｍｏｌ·Ｌ－１，由０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ配制）２０μＬ，摇匀，３７℃水浴孵
育１５ｍｉｎ；放至室温后，再加入１７５μＬ氯仿，涡旋震荡１ｍｉｎ进
行抽提，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取下层溶液１０μＬ进样。
其中，色谱条件为：ＤｉａｍｏｎｓｉｌＣ１８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），
流动相为水－甲醇－乙腈（２３∶４６∶３１），流速为１．５ｍＬ／ｍｉｎ，
柱温为３０℃，检测波长为２５４ｎｍ，进样量为１０μＬ。

由于摄取率以每毫克蛋白质中含有顺铂的微克数表示，故

需检测样品溶液中蛋白质的浓度。细胞裂解液中蛋白质的浓

度按照 ＢＣＡ法检测。具体操作如下：按试剂盒操作说明将

ＢＳＡ标准品用水溶液稀释成系列标准品溶液（１０００、５００、２５０、
１２５、２５、０μｇ／ｍＬ），精密吸收各浓度溶液２５μＬ加入９６孔板
中，每一浓度重复２孔；往每孔加入按１∶５０比例预先混合的
硫酸铜－ＢＣＡ工作液２００μＬ，置于３７℃环境下反应３０ｍｉｎ。
取出后放冷至室温，振荡器上混匀，于酶标仪５７０ｎｍ处测定各
孔ＯＤ值。以浓度（Ｘ，μｇ／ｍＬ）对 ＯＤ值（Ｙ）进行线性回归，求
出回归方程。样品处理同上，将其ＯＤ值代入上述回归方程求
出样品的平均蛋白浓度即可。实验重复３次。
２．３　醋柴胡及其组分对细胞中ＯＣＴ２和 ＭＲＰ２蛋白表达的影
响　细胞分组如 ２．２项下。ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和 ＭＲＰ２－
ＨＥＫ２９３细胞分别接种六孔板中，在对数生长期加入醋柴胡及
其不同部位与细胞共孵育，２４ｈ后收集细胞，用预冷的 ＰＢＳ缓
冲液清洗细胞３次，后收集细胞、转移至ＥＰ管中。细胞总蛋白
的提取、定量，上样样品的制备以及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ实验按文
献［２０］操作；测定细胞中 ＯＣＴ２和 ＭＲＰ２的相对表达量。其
中，ＯＣＴ２一抗、ＭＲＰ２一抗、ＧＡＰＤＨ一抗、兔二抗及小鼠二抗
的比例依次为：１∶５００、１∶５００、１∶１０００、１∶１０００和１∶３０００。
另选用ＧＡＰＤＨ蛋白作为内参对照。实验重复３次。以Ｂｉｏ－
ｒａｄＧｅｌＤｏｃＸＲ成像系统得出蛋白的灰度值，计算相对表
达量。

２．４　醋柴胡及其组分对细胞中 ＯＣＴ２和 ＭＲＰ２ｍＲＮＡ表达的
影响　细胞接种于六孔板中，待细胞融合度达７０％ ～８０％时，
移除旧培养基，加入醋柴胡及其不同部位培养２４ｈ；加入 ＴＲ
Ｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ｍＲＮＡ；进行浓度、纯度和完整性的检测
后，按照逆转录试剂盒说明书将 ｍＲＮＡ逆转录为 ｃＤＮＡ；以荧
光实时定量ＰＣＲ法将ｃＤＮＡ进行扩增［２０］。扩增结束后计算扩

增效率，采用２－△△Ｃｔ法计算 ＯＣＴ２和 ＭＲＰ２基因的相对表达
量。实验重复３次。

其中，实验所用引物序列如下：人 ＯＣＴ２基因正向引物：
５’－ＴＧＣＡＧＣＴＧＧＡＧＴＴＣＴＣＡＴＧＧ－３’，反向引物：５’－ＣＴＣ
ＣＧＡＴＡＴＣＴＣＣＧＣＣＣＡＡＣ－３’；人 ＭＲＰ２基因正向引物：５’－
ＡＣＡＧＴＣＣＧＡＧＡＴＧＴＧＡＡＣＣＴＧ－３’，反向引物：５’－ＴＧＡＡＴＣ
ＣＡＧＧＡＣＴＧＣＴＧＴＧＧ－３’；人 ＧＡＰＤＨ基因正向引物：５’－
ＧＡＴＣＡＴＣＡＧＣＡＡＴＧＣＣＴＣＣＴＧＣＡＣＣ－３’，反向引物：５’－ＡＣＴ
ＴＧＴＣＡＣＡＡＴＧＣＡＧＡＣＡＧＣＡＧＧ－３’。
２．５　数据处理　采用 ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件处理，实验结
果以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示。两两比较采用独立样本 ｔ检
验分析；多组资料比较，方差齐性时采用最小显著差异法

（ＬＳＤ）分析，方差不齐时采用Ｄｕｎｎｅｔｔ’ｓＴ３法分析，Ｐ＜００５为
差异具有统计学意义，Ｐ＜００１为存在显著统计学意义。
３　结果
３．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＲＴ－ＰＣＲ法检测转染结果

结果见图１。由图１可见，空白对照组（Ｖｅｃｔｏｒ）细胞中几
乎不表达 ＯＣＴ２、ＭＲＰ２蛋白；而转染后的 ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３、
ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３则呈现ＯＣＴ２、ＭＲＰ２蛋白高表达。而与Ｖｅｃ
ｔｏｒ组细胞中相应的ｍＲＮＡ表达量相比，ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３、ｈＭ
ＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞中的ｍＲＮＡ相对表达量依次为Ｖｅｃｔｏｒ组的
３．２１、４．０７倍。由此说明稳定高表达细胞构建成功，可用于下
一步的实验。
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注：１、３依次为ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３、ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３；２、４均为Ｖｅｃｔｏｒ；与Ｖｅｃｔｏｒ组相比，差异有统计学意义，Ｐ＜００１。
图１　转染细胞的蛋白及ｍＲＮＡ表达

３．２　醋柴胡及其不同部位对两种转染细胞摄取顺铂的影响　
结果见图２。

　　注：样品中药物浓度／等体积样品中蛋白含量即为摄取率，相
对摄取率为不同组别样品摄取率除以 ＣＴＲＬ组摄取率。ＣＴＲＬ为
不含药物的转运蛋白高表达细胞组。与对照组比较，Ｐ＜００５，

与对照组比较，Ｐ＜００１。
图２　醋柴胡及其不同部位作用２４ｈ后对ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和

ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞摄取顺铂的影响（ｎ＝３）

由图 ２可知，与对照组相比，ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３细胞经
ＶＢＲＢ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）、ＰＳＳ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）和 ＭＨＥ（５０ｍｇ·
ｍＬ－１）作用２４ｈ后，细胞对顺铂的相对摄取量均增加，其中
ＶＢＲＢ和ＭＨＥ组分别增加了５４．７％和４０．８％（Ｐ＜００５），ＰＳＳ
组增加了 １０１．９％（Ｐ＜００１）。而 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞经
ＶＢＲＢ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）、ＰＳＳ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）和 ＭＨＥ（５０ｍｇ·
ｍＬ－１）作用２４ｈ后，细胞对顺铂的相对摄取均增加，依次增加
了３５．７％、４９．９％和３６．２％（Ｐ＜００５），Ｂｕｆ在两个细胞株上
均对顺铂摄取影响不大。

３．３　醋柴胡及其不同部位对ｈＯＣＴ２细胞中ＯＣＴ２及ｈＭＲＰ２－
ＨＥＫ２９３细胞中ＭＲＰ２蛋白表达的影响　结果见图３。

如图 ３所示，与对照组相比，ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３细胞经
ＶＢＲＢ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）、ＰＳＳ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）、Ｂｕｆ（５０ｍｇ·
ｍＬ－１）和ＭＨＥ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）作用２４ｈ后，均增加细胞ＯＣＴ２
的蛋白表达，幅度分别为 １９０．９％、９８．３％、５３．２％和 ５６．４％
（Ｐ＜００５）。而 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞经 ＶＢＲＢ（１０ｍｇ·
ｍＬ－１）和ＭＫ５７１（５０μＭ）作用２４ｈ后，细胞ＭＲＰ２蛋白表达降
低，依次降低６３．８％和５１．３％（Ｐ＜００５），ＰＳＳ、Ｂｕｆ和 ＭＴＥ对
ＭＲＰ２无显著影响。
３．４　醋柴胡及其不同部位对ｈＯＣＴ２细胞中ＯＣＴ２及ｈＭＲＰ２－
ＨＥＫ２９３细胞中ＭＲＰ２ｍＲＮＡ表达的影响　结果见图４。

如图 ４所示，与对照组相比，ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞经

注：与对照组比较，Ｐ＜００５，与对照组比较，Ｐ＜００１。
图３　醋柴胡及其不同部位作用２４ｈ后对ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３中
ＯＣＴ２及ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞中ＭＲＰ２蛋白表达的影响（ｎ＝３）

注：与对照组比较，Ｐ＜００５；与对照组比较，Ｐ＜００１。
图４　醋柴胡及其不同部位作用２４ｈ后对ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３中
ＯＣＴ２及ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞中ＭＲＰ２蛋白表达的影响（ｎ＝３）

ＶＢＲＢ（１０ｍｇ·ｍＬ－１）、ＰＳＳ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）、Ｂｕｆ（５０ｍｇ·
ｍＬ－１）和ＭＨＥ（５０ｍｇ·ｍＬ－１）作用２４ｈ后，细胞ＯＣＴ２ｍＲＮＡ
均增加；其中，ＶＢＲＢ、ＰＳＳ和 Ｂｕｆ组分别增加了 ９１．８％、
１８８１％和１６６．０％（Ｐ＜００５），ＭＨＥ组增加了 １０１．３％（Ｐ＜
００１）。而药物与 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细胞作用２４ｈ后，除 Ｂｕｆ
（５０ｍｇ·ｍＬ－１）细胞上调了６７．０％（Ｐ＜００５）的ＭＲＰ２ｍＲＮＡ
表达外；其他部位对ＭＲＰ２ｍＲＮＡ的影响均无生物学意义。
４　讨论

肿瘤治疗过程中伴随产生的 ＭＲＰ２高表达是引起顺铂疗
效降低的原因之一。而顺铂作为 ＭＲＰ２和 ＯＣＴ２的共转运底
物［１２］，促进细胞ＯＣＴ２或抑制ＭＲＰ２功能均可逆转顺铂的多药
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耐药现象，提高疗效［２４－２５］。摄取实验结果显示：作用２４ｈ后，
醋柴胡水提液可增加ｈＯＣＴ２－ＨＥＫ２９３和ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３细
胞对顺铂的摄取，醋柴胡多糖部位和小分子水溶性部位作用趋

势与之相同，提示醋柴胡临床可用于增敏因 ＯＣＴ２低表达和
ＭＲＰ２高表达所导致的耐药，提高其临床疗效。

比较各组摄取率发现，多糖部位和小分子水溶性部位与总

提取物作用一致，提示二者可能是醋柴胡增加顺铂摄取的有效

部位。由于顺铂主要是ＭＲＰ２和ＯＣＴ２的底物，接下来考察了
醋柴胡及其不同部位对这两种转运蛋白表达的影响。结果显

示，醋柴胡及其ＰＳＳ部位、ＭＴＥ部位可显著促进 ＯＣＴ２的蛋白
和基因表达，与其摄取结果一致，说明促进 ＯＣＴ２表达可能是
醋柴胡增效抗癌作用的靶点之一。而对于 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３
细胞而言，除醋柴胡水提液下调细胞ＭＲＰ２蛋白表达与摄取结
果趋势相同外；其他部位对 ＭＲＰ２的蛋白表达均无显著影响；
醋柴胡及其不同部位对 ＭＲＰ２基因的表达均与蛋白和摄取结
果均不一致，结合基因和蛋白表达结果，提示抑制 ＭＲＰ２表达
不是ＰＳＳ和 ＭＨＥ促进 ｈＭＲＰ２－ＨＥＫ２９３促进顺铂摄取的原
因。由于蛋白为基因表达的后续环节，蛋白表达水平不仅受基

因控制，还受核因子、谷胱甘肽、ＡＴＰ酶等影响［２６－２８］，因此其详

细机制还有待进一步研究。
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