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小柴胡汤逆转人肝癌细胞 BEL-7402/5-FU的多药耐药作用 *
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摘要：目的：研究小柴胡汤对 BEL-7402/5-FU 细胞多药耐药的逆转作用，并初步探讨其作用机制。方法：采用四甲基偶氮唑蓝

（MTT）法检测不同化疗药物以及小柴胡汤对 BEL-7402/5-FU 细胞的半数抑制浓度（IC50），计算耐药指数和小柴胡汤的逆转倍数；

流式细胞仪检测细胞内阿霉素的荧光强度；RT-PCR 检测 mdr1 基因表达；western%blot 检测 p-gp 蛋白表达。 结果：BEL-7402/5-FU
耐药株对 5-FU 和阿霉素顺铂均具有耐药性，耐药指数分别是 6%501.99 和 31.73；0.5%mg/ml 小柴胡汤和 5-FU、阿霉素联合应用，其

逆转倍数分别是 1.66、1.50；1.0%mg/ml 小柴胡汤和 5-FU、阿霉素联合应用，其逆转倍数分别是 3.44、5.58；小柴胡汤增强阿霉素的荧
光强度；小柴胡汤降低 mdr1 基因表达和 p-gp 蛋白表达，各个浓度均具有统计学意义。 结论：小柴胡汤可以抑制 mdr1 基因编码蛋
白产物 p-gp 的表达，增加细胞内化疗药物的浓度，从而逆转了肝癌细胞的多药耐药性。
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Xiaochaihu Tang Reverses Multidrug Resistance in Resistant Human Hepatocellular Carcinoma Cell Line BEL-7402/5-FU
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Abstract:%Objective:%To%determine%the%reversal%effect%of%Xiaochaihu%tang% (XCHT)%on%the%resistant%human%hepatocellular%carcinoma%
cell%line%BEL-7402/5-FU%and%explore%its%mechanism.%Methods:%The%IC50%of%BEL-7402/5-FU%cells%was%examined%by%MTT%and%calculated%
the%resistance%index% (RI)%and%the%reversal%folds% (RF)%of%XCHT.%Intracellular%Adriamycin% (ADM)%concentration%was%determined%by%flow%
cytometry.%RT-PCR%and%western%blot%was%used%to%detected%the%expression%of%mdr1%and%p-gp%respectively.%Results:%BEL-7402/5-FU%showed%
resistance%to%variety%of%chemotherapeutic%drugs,%the%RI%of%5-FU%or%ADM%was%6%501.99%or%31.73.XCHT%(0.5%mg/ml%or%1.0%mg/ml)%combined%
with%5-FU%and%ADM,% the% reversal% fold%was% 1.66% and% 1.50% or% 3.44% and% 5.58.%XCHT% increased% the% intracellular% concentration% of%ADM.%
XCHT%down-regulated%the%mdr1%and%p-pg%expression,%and%both%had%significant%difference.%Conclusion:%XCHT%can%inhibit%the%expression%of%
p-gp%coded%by%mdr1%gene,%and%increase%the%intracellular%concentration%of%chemotherapeutic%drugs,%so%as%to%reverse%the%multidrug%resistance%
of%HCC%cells.
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肝细胞癌（Hepatocellular%Carcinoma，HCC）是
世界上常见的恶性肿瘤之一，其发病率位居癌症中
的第 6位，死亡率位居第 3位[1]。 在我国，因肝癌死
亡的人数每年约 11万，几乎占全世界肝癌死亡人数
的 45%[2]。 化疗是肝癌治疗的一个重要手段，尽管临
床上不断推出新的抗癌药物及化疗方案，但疗效却
不尽如人意。 导致这一现象的主要原因是肝癌细胞
对化疗药物产生了耐药性， 即多药耐药（Multidrug%
Resistance，MDR）。 中医药作为我国国粹，因其具有
“高效、低毒、多靶点”等特性，被广泛应用于各种肿
瘤的治疗。 大量的临床资料表明，化疗配合中药治
疗肿瘤比单纯化疗或中药治疗具有更好的疗效和更
低的不良反应。 从天然药物中寻找具有高效低毒的
逆转剂成为提高化疗疗效的关键，也是目前研究的
热点之一[3~4]。 大量研究表明，小柴胡汤及其加减方
被广泛用于防治多种恶性肿瘤[5~7]。 本研究以人肝癌
多药耐药细胞株 BEL-7402/5-FU为研究对象，旨在
探讨小柴胡汤对肝癌细胞多药耐药的逆转作用及其

可能的作用机制。 现报告如下：
1%%%%材料与方法
1.1%%%%实验材料 细胞株： 人肝癌细胞株 BEL-7402
及人肝癌耐药细胞株 BEL-7402/5-FU 均购自南京
凯基生物技术公司。 药物：柴胡、黄芩、人参、半夏、
甘草、 大枣、 生姜购自福建省同春药业股份有限公
司。 参考 2010版《中国药典》完成小柴胡汤药物配
制。 柴胡、黄芩、人参、甘草及大枣加水煎煮 2次，每
次 1.5%h，合并煎液，滤过，滤液浓缩至适量；半夏、生
姜用 100%ml%70%乙醇浸泡 24%h，收集提取液，回收
乙醇， 与上述浓缩液合并， 浓缩至相对密度为
1.08~1.10（60%℃）的药液，喷雾干燥，制成干浸膏粉，
备用。 主要试剂：胎牛血清（批号：10099-141）、胰酶
（批号：1391607） 和 RPMI-1640 培养液（批号：
C11875500CP） 购自 Life 公司；MTT 购自美国
AMRESCO公司（货号：0793）；Trizol（批号：9109）和
逆转录试剂盒（批号：DRR037A） 购自 TaKaRa 公
司； 阿霉素（ADM） 购自美国 sigma公司（批号：
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D1515）；p-gp 抗体购自博奥森公司 （批号 ：
BS-0563R）。
1.2%%%%实验方法
1.2.1%%%%细胞培养 人肝癌细胞株 BEL-7402培养于
RPMI1640培养液，内含 10%胎牛血清、100%U/ml青
霉素、100%滋g/ml链霉素，置 37%℃、饱和湿度的 CO2

培养箱中培养；人肝癌细胞 BEL-7402/5-FU除上述
培养条件外， 还需在培养液中加入终浓度 20%滋g/ml%
5-FU以维持细胞的耐药性。
1.2.2%%%%两株细胞对化疗药物的敏感性检测 取指
数生长期的 BEL-7402细胞和 BEL-7402/5-FU细胞
胰酶消化后， 按 1×105个 /ml的密度接种于 96孔
板，培养 24%h，分别用 5-FU和 ADM干预，每个浓度
设 8个复孔，并设空白对照组。继续培养 48%h后，弃
上清， 加入 5%mg/ml的MTT溶液 20%滋l继续培养 4%
h后，弃去上清，每孔加入 100%滋l%DMSO，震荡溶解
沉淀，酶标仪在波长 570%nm下读取吸光度值，通过
SPSS11.5软件计算各种化疗药物对 BEL-7402细胞
和 BEL-7402/5-FU 细胞的 50%抑制率的剂量
（IC50）， 计 算 耐 药 指 数 （RI）。 RI=IC50

（BEL-7402/5-FU）/IC50（BEL-7402）。
1.2.3%%%%小柴胡汤逆转耐药情况 上述同样方法接
种细胞， 培养 24%h后，0.5%mg/ml和 1.0%mg/ml小柴
胡汤分别和不同的化疗药物联合应用， 干预 48%h
后，用 MTT法测定各组 OD值，计算 IC50和逆转倍
数（Reversal%Fold）［RF=IC50化疗药物 /IC50（化疗药
物 + 小柴胡汤）×100%］； 相对逆转率（Relative%
Reversal% Rate，RRR）= [（IC50% 化 疗 药 in%
BEL-7402/5-FU －IC50 化 疗 药 +XCHT% in%
BEL-7402/5-FU）/（IC50化疗药 in%BEL-7402/5-FU－
IC50化疗药 in%BEL-7402）]×100%。
1.2.4%%%%细胞内阿霉素的蓄积 BEL-7402/5-FU细胞
经接种和小柴胡汤干预 48%h后，重新消化、离心、细
胞计数后，调整细胞浓度至 1×106/ml，取 1%ml加入
1%mg/ml的阿霉素 5%滋l，在 37℃孵育 10%min后离心
（1%000%rpm，3%min），除去培养基，再用新鲜培养基洗
去细胞外的染料；用 1%ml新鲜 RPIM1640培养基重
悬，在 37%℃培养箱中孵育 30%min；离心，弃上清，用
预冷的 PBS清洗 3遍后，以流式细胞仪（FACS）用
488%nm激发光检测 10%000 个细胞内的荧光强度，
计算荧光强度平均值。
1.2.5%%%%RT-PCR 检测 mdr1 mRNA 的表达 按上述
方法接种细胞，干预 48%h后，Trizol法提取细胞中总
RNA。 以管家基因 GAPDH%为对照， 引物序列利用

Primer%5.0软件进行设计， 扩增产物用 1.5%琼脂糖
凝胶电泳， 结果用 Bio-Rad凝胶成像分析系统进行
电泳条带分析， 引物序列及扩增产物片段长度：
mdr1（228bp）F：5’-CAA%GCA%CTG%AAA%GAT%AAG%
AAA% GAA-3’；R：5’-GAA% ACA% TCC% AGC% ATA%
GGA%AAA%ATA-3’。
1.2.6%%%%western blot 检测 p-gp 蛋白的表达 实验分
组及处理方法同前。 各组收集细胞后， 使用含有
PMSF%的 Western 和 IP 裂解液 500%滋l 裂解细胞，
10%000%×g高速离心 10%min，收集上清后 BCA法进
行蛋白定量。 各组样本取 50%滋g蛋白加入上样缓冲
液后 100%℃变性 5%min。 SDS-PAGE 上样电泳，条
件：浓缩胶电压 80%V，分离胶 100%V。 电泳完后进行
转膜：100%V条件下 45%min将蛋白转移至 PVDF膜
上。常温封闭 120%min后一抗 4%℃孵育过夜。然后将
PVDF 膜用 TBS-T（0.05%tween-20）漂洗 3 次×10%
min，常温二抗孵育 1%h，再次用 TBS-T漂洗 3次×
10%min。 使用 BeyoECL%Plus 化学发光试剂处理
PVDF膜，于化学发光成像系统 ChemiDocXRS+下
成像。
1.3%%%%统计学处理 所有数据均采用 SPSS11.5统计
学软件进行统计学处理， 数据结果用均数±标准差
（x%±s）表示，多组间样本的均数比较采用单因素方
差分析。 P＜0.05为具有显著性差异。
2%%%%结果
2.1%%%%MTT 法检测药物的敏感性 MTT法检测抗癌
药物对两组细胞的细胞毒作用，对 5-FU和 ADM这
2种化疗药物，BEL-7402组的 IC50分别为：275.3和
1.97%滋M；BEL-7402/5-FU组细胞较亲本细胞显示出
耐药性，其 IC50分别为：1.79×106和 62.5%滋M，其 RI
分 别 为 ：6501.99、31.73。 通 过 结 果 分 析 可 见
BEL-7402/5-FU细胞除对 5-FU有很高的耐药性外，
对 ADM也出现交叉耐药，即产生了多药耐药性。见
表 1。

表 1%%%%两组细胞对不同化疗药物敏感性实验结果

2.2%%%%小柴胡汤对 BEL-7402/5-FU 细胞耐药性的逆
转效应 0.5%mg/ml和 1.0%mg/ml小柴胡汤与化疗药
物（5-FU和 ADM）联合应用 48%h后，其 RF分别是
1.66，1.50 和 3.44，5.58， 相 对 逆 转 率 分 别 是
39.88，34.11%和 71.34，84.51%。
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表 2%%%%小柴胡汤对 BEL-7402/5-FU 细胞的逆转效果

2.3%%%%小柴胡汤对 ADM在细胞内蓄积的影响 肝癌
耐药细胞 BEL-7402/5-FU 经不同浓度小柴胡汤干
预后， 细胞内 ADM荧光强度逐渐增强， 呈剂量依
赖。 见图 1。

注：与对照组比较，﹡P＜0.05。

图 1%%%%流式细胞仪检测 ADM在 BEL-7402/5-FU 细胞内的蓄积

2.4%%%%小柴胡汤对 mdr1mRNA 和 p-gp 蛋白表达的
影 响 RT-PCR 结 果 显 示 ， 肝 癌 耐 药 细 胞
BEL-7402/5-FU 的 mdr1 表达较 BEL-7402 细胞明
显上调，小柴胡汤干预后，mdr1表达下调，呈剂量依
赖；western%blot 结果显示 p-gp 蛋白表达与 mRNA
表达趋势一致。 见图 2。

注 ： 和 BEL-7402 比较 ， ﹟ P ＜0.05； 和小柴胡汤 0% mg/ml 干预

BEL-7402/5-FU比较，﹡P＜0.05。

图 2%%%%小柴胡汤对 mdr1 和 p-gp表达的影响。 A：RT-PCR 检测 mdr1 的

mRNA表达；B：western%blot 检测 p-gp蛋白表达。

3%%%%讨论
化疗是中晚期肝癌治疗的重要手段， 但肝癌化

疗的多药耐药现象，严重阻碍了化疗药物的作用[8]，
影响患者的生存期。 肝癌化疗最重要的耐药原因是
mdr基因产物 p-gp的过度表达[9]。 p-gp是 ATP依赖

的跨膜糖蛋白，可将阿霉素等多种药物排至细胞外，
降低细胞内药物的积聚，产生耐药性[10]。寻找高效低
毒的 MDR逆转剂是国内外学者研究的热点 [11]，在
这方面中草药有着很大的优势， 小柴胡汤作为治疗
少阳病的经典方，广泛用于各种肝脏疾病的治疗。前
期研究发现小柴胡汤对肝癌有疗效， 但是具体作用
的分子机制，尤其有无逆转多药耐药的作用，尚有待
进一步的研究。

小柴胡汤是由柴胡、黄芩、人参、半夏、甘草、大
枣、生姜 7味药组成，是治疗少阳病证的主方，被誉
为“少阳机枢之剂，和解表里之总方”，功能疏肝利
胆、健脾和胃、降上逆之相火，契合肝癌病机。中医药
传统将小柴胡汤用于具有少阳病证候的发热、 恶心
呕吐、头晕目眩、黄疸、疟疾等。现代临床研究发现小
柴胡汤对于防治食管癌、肺癌、大肠癌、乳腺癌和肝
癌均有显著疗效[5,12~15]。

本研究应用构建成功的肝癌耐药细胞株
BEL-7402/5-FU和亲本 BEL-7402细胞观察小柴胡
汤的逆转作用。 实验结果发现，与 BEL-7402细胞相
比， 耐药株 BEL-7402/5-FU具有更高的耐药指数，
小柴胡汤联合化疗药物应用后有部分逆转作用。 进
一步研究结果表明， 小柴胡汤能够增加化疗药阿霉
素在 BEL-7402/5-FU细胞内的蓄积， 降低 mdr1基
因和 p-gp蛋白的表达，提示小柴胡汤具有逆转肝癌
多药耐药的作用， 可能是通过降低多药耐药蛋白
p-gp的表达而实现的。 至于其具体的逆转能力及作
用机制，我们将做进一步的探讨。
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分及呕吐分级。
1.6%%%%统计学方法 采用 SPSS17.0对数据进行统计
分析，计数资料采用 字2检验，P＜0.05为差异有统计
学意义。
2%%%%结果
2.1%%%%两组呕吐分级比较 所有入选患者均顺利完
成治疗，无脱落病例。所有患者呕吐分级局限为 1~3
级，无 4、5级呕吐事件发生。其中，西医治疗组：1级
呕吐 22例，2级呕吐 5例，3级呕吐 5例；中西医结
合组：1级呕吐 24例，2级呕吐 5例，3级呕吐 5例。
中西医结合组患者依从性良好，经充分与患者沟通，
患者了解中药可能缓解呕吐后，均顺利接受中药治
疗。 见表 1。

表 1%%%%两组患者呕吐分级变化比较[例（%）]

%%%%%%%%注：与西医治疗组比较，经卡方检验，字2=6.668%5，*P＜0.05。

2.2%%%%两组生活质量 KPS评分比较 见表 2。

表 2%%%%两组患者生活质量 KPS评分比较[例（%）]

%%%%%%%%注：两组比较，经卡方检验，字2=8.237%7，*P＜0.05。

3%%%%讨论
肺癌为第一大恶性肿瘤，其中非小细胞肺癌占 80%

左右[5]，绝大部分已经无法根治。 化疗在晚期 NSCLC
的治疗中扮演重要角色，采用含铂双药方案占多数。
化疗药物为药物毒邪，损伤正气，脾胃虚弱，胃失和
降则发呕吐。 经查阅既往文献，发现有不少文章报
道香砂六君子汤加减治疗化疗相关性呕吐取得显著
疗效[6~7]，但多数未考虑具体患者的辨证分型，说服
力欠佳。 中医治疗疾病核心为望闻问切，四诊合参，
辨证论治，本研究经过辨证选择，入组患者均为脾胃
气虚型，治疗针对性更强。

本研究结果显示，在治疗脾胃气虚型晚期非小
细胞肺癌的化疗相关呕吐患者时，香砂六君子汤加
减联合西医治疗较单纯西医治疗有优势，同时也提

高患者生活质量。化疗所致相关性呕吐虚症多见，随
着病情发展可见因虚致实，虚实夹杂等。笔者认为化
疗早期应用中西药结合干预， 病症在初期阶段常常
可以得到有效控制。患者呕吐情况改善，降低患者对
化疗的恐惧，加强患者对于治疗的信心，同时也就提
高这类患者的生活质量。 脾胃气虚型肺癌化疗呕吐
治疗原则为益气健脾，理气化痰，晚期肺癌化疗呕吐
急则治其标，益气健脾，兼顾其本，周岱翰教授认为，
肺癌的种种症状皆因痰为患[8]，肺癌的治疗离不开
治痰。 对于治疗晚期肺癌化疗相关性呕吐患者标本
兼顾临床上可以选用经典方香砂六君子汤加减。 四
君子气分之总方也，党参致冲和之气，白术培中宫，
茯苓清治节，甘草调五藏，胃气既治，病安从来，然拨
乱反正又不能无为而治，必举大行气之品以辅之。则
补者不至泥而不行，故加陈皮以利肺金之逆气，半夏
以疏脾土之湿气，而痰饮可除也，加木香以行三焦之
滞气，缩砂以通脾肾之元气，而贲郁可开也，君得四
辅则功力倍宣， 四辅奉君则元气大振， 相得而益彰
矣。 本研究病例数较少，分型也单一，但可以提示我
们在治疗化疗相关性呕吐时， 除常规应用指南推荐
药物外，应该望闻问切辨证论治，合理联合中药常常
取得佳效，提高晚期肿瘤病人的生活质量,值得临床
进一步研究和推广。
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组别 n 有效 稳定 无效 总有效

中西医结合组
西医治疗组

34
32

22（64.71）
12（37.50）

10（29.41）
12（37.50）

2（5.88）
8（25.0）

32（94.12）*

%24（75.00）

组别 n 提高 稳定 降低 总有效

中西医结合组
西医治疗组

34
32

22（64.71）
11（34.38）

9（26.47）
10（31.25）

3（8.82）
11（34.38）

31（91.18）*

%21（65.62）
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