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摘要： 目的　 探究重楼皂苷Ⅰ凝结细胞膜胆固醇影响肿瘤细胞对化疗药物敏感性的作用。 方法　 采用不同摩尔比的重

楼皂苷Ⅰ与胆固醇进行体外结合实验， 并培养 ＨｅｐＧ２ 细胞， 给予不同浓度重楼皂苷Ⅰ， 检测细胞内总胆固醇含量、
Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ标记细胞内胆固醇， 透射电镜观察细胞膜形态学变化， 免疫荧光染色标记细胞膜脂筏及 ＡＢＣＡ１， Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｏｌｔ
法检测 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达， 并通过激光共聚焦与细胞流式仪检测阿霉素的吸收作用。 最后， 通过 ＣＣＫ⁃８ 实验明确重楼

皂苷Ⅰ对阿霉素的增敏作用。 结果　 重楼皂苷Ⅰ在体外可与胆固醇结合形成凝胶固态物； 可降低 ＨｅｐＧ２ 细胞总胆固

醇含量， 改变细胞膜形态， 降低细胞膜脂筏含量并抑制外排蛋白 ＡＢＣＡ１ 表达， 从而增加化疗药物阿霉素吸收提高敏

感性。 结论　 重楼皂苷Ⅰ可凝结细胞膜胆固醇， 改变细胞膜通透性使化疗药物吸收和敏感性增加。
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　 　 胆固醇是细胞膜的必要组成成分之一［１］ ， 其能影响细

胞膜脂区的形成及膜蛋白的结构和功能［２］ 。 胆固醇和脂

质间的相互作用促进细胞膜上微结构域的形成， 其中包括

脂筏和膜微囊［３⁃４］ 。 细胞膜上胆固醇的增加有助于脂筏的

扩增， 对脂区的功能及膜蛋白的表达有重要的影响， 并可

进一步改变细胞膜的通透性、 流动性和韧性等［５⁃６］ ， 调节

参与肿瘤发生和癌症进展的信号通路。 研究证实， 在对

肿瘤细胞进行化疗药物治疗过程时， 异常聚集的胆固醇

会降低细胞膜通透性 ［７］ ， 减少药物摄取， 提高 ＡＢＣ 转

运蛋白水平 ［８］ ， 增加药物外排来抵抗化疗药物的治疗敏

感性。
重楼为百合科植物云南重楼或七叶一枝花的干燥根茎，

有清热解毒、 消肿止痛之功效［９］ 。 其中重楼皂苷Ⅰ为主要

抗肿瘤活性成分， 研究证明其对肝癌［１０］ 、 肺癌［１１］ 、 乳腺

癌［１２］等多种癌症有较好的抑制作用。 同时， 有报道称重楼

皂苷Ⅰ可增加肿瘤细胞对化疗药物敏感性， 如 Ｓｏｎｇ 等［１３］

研究发现重楼皂苷Ⅰ可增加 ＨｅｐＧ２ 细胞对顺铂的敏感性；
Ｚｈｕ 等［１４］研究发现重楼皂苷Ⅰ可增加 ＭＣＦ⁃７ 细胞对盐酸阿

霉素的敏感性， 以上研究表明重楼皂苷Ⅰ具有良好的改善

化疗药物敏感性逆转耐药的前景， 但其具体作用机制尚不

明确。 本研究将阐明重楼皂苷Ⅰ基于对细胞膜胆固醇的凝

结作用， 及其提高化疗药物敏感性的作用机制， 以期为重

楼皂苷Ⅰ抗肿瘤机制提供新的理论依据。

１　 材料

１􀆰 １　 细胞株　 人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ （编号 ＳＣＳＰ⁃５１０）， 购

于中国科学院干细胞库， 将 ＨｅｐＧ２ 细胞加入含有 １０％
ＦＢＳ、 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素及 １００ μｇ ／ ｍＬ 链霉素的 ＭＥＭ 培养

基中， 在 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 环境中培养。
１􀆰 ２　 药物 与 试 剂 　 重楼皂苷Ⅰ对照品、 盐酸阿霉素

（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＤＯＸ） （上海源叶生物科技有限

公 司， 批 号 Ｍ２９Ｎ１１Ｓ１３２５９３、 Ａ２５ＧＳ１５８７３１ ）。 胆 固 醇

（ｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ， Ｃｈｏｌ） 对照品 （上海艾韦特医药科技有限公司，
批号 Ｂ７１１５４）； 总胆固醇检测试剂盒 （南京建成科技有限公

司， 批号 ２０２０１１２８）； ＦｉｌｌｉｐｉｎⅢ （美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ 公

司， 批号 ０６０４１１６）； 鬼笔环肽、 Ａｎｔｉ⁃ＡＢＣＡ１ 抗体 ［艾博抗

（上海） 贸易有限公司， 批号 ＧＲ３３７０３４８⁃１、 ＧＲ３３１６９７１⁃
７］； ＣＴＢ⁃４８８ （美国赛默飞世尔科技公司， 批号 ２２９１５０９）；
增强型 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒 （上海碧云天生物技术有限公司， 批

号 ０３１５２１２１１２２８）； ＤＡＰＩ 染色液 （合肥白鲨生物科技有限

公司， 批号 ７０１２００５０）。
１􀆰 ３　 仪器　 高效液相色谱仪 （型号 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００， 美国安捷

伦公司）； 激光共聚焦显微镜 （型号 ＣＬＳＭ， 德国 Ｌｅｉｃａ 公

司）； 多功能酶标仪 （型号 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉＤ５， 美国 ＢｉｏＴｅｋ 公

司）； 细胞流式仪 （型号 ＣｙｔｏＦＬＥＸ， 美国贝克曼库尔特公

司）； 电子透射电镜 （型号 ＪＥＭ⁃１２３０， 日本 ＪＥＯＬ 公司）；
超净工作台 （型号 ＤＬ⁃ＣＪ⁃ＩＮＤ⁃Ⅱ， 北京东联哈尔仪器制造

１７９

２０２４ 年 ３ 月

第 ４６ 卷　 第 ３ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｍａｒｃｈ ２０２４

Ｖｏｌ． ４６　 Ｎｏ． ３



有限公司）； ＣＯ２ 细胞培养箱 （型号 Ｆｏｒｍａ ３１００， 美国

Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）。
２　 方法

２􀆰 １　 体外结合实验　 称取重楼皂苷Ⅰ对照品 １ ｍｇ 加入甲

醇 １ ｍＬ， 配制成 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液； 称取胆固醇对照品 １００
ｍｇ 加入氯仿 １ ｍＬ， 配制成 １００ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液， 备用。 根

据胆固醇、 重楼皂苷Ⅰ摩尔比 ５ ∶ １、 ２ ∶ １、 １ ∶ １、 １ ∶ ２、
１ ∶ ５， 取 ２００ μＬ 重楼皂苷Ⅰ溶液， 加入 ５ μＬ 胆固醇溶液，
充分混匀后， 室温下摇床振摇 ２ ｈ， 然后， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

５ ｍｉｎ， 取上清液检测粒径； 并采用高效液相色谱法检测上

清液中剩余重楼皂苷Ⅰ的含量， 通过计算得到不同比例下

重楼皂苷Ⅰ与胆固醇的结合率。
２􀆰 ２　 ＨｅｐＧ２ 细胞总胆固醇含量检测　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２
细胞混悬液 ２ ｍＬ， 分别置于 ６ 孔培养板中， 每孔约 １×１０６

个， 置于 ３７ ℃、 ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养 ２４ ｈ， 分别加入重

楼皂苷Ⅰ （２、 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 洛伐他汀 （２ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 胆固

醇 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 继续培养 ２４ ｈ。 弃去含药培养基， 用含

ＥＤＴＡ 胰酶消化后， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃上清液， 留

细胞沉淀， 用等渗缓冲液 ＰＢＳ 清洗 １～２ 次， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 １０ ｍｉｎ， 细胞沉淀用 ＰＢＳ 重悬。 取细胞重悬液 ２ μＬ 加入

９６ 孔板中， 加入 ２００ μＬ 总胆固醇工作液， ３７ ℃ 孵育 １０
ｍｉｎ， 于 ５１０ ｎｍ 波长处检测光密度 （ＯＤ） 值。 根据公式胆

固醇量 ＝ （ＯＤ样本 －ＯＤ空白） ／ （ＯＤ校准 －ＯＤ空白） ×校准品浓

度， 计算细胞中胆固醇含量。
２􀆰 ３　 Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ试剂检测细胞内总胆固醇变化　 将培养好的

ＨｅｐＧ２ 细胞铺于激光共聚焦培养皿， 每孔 ２×１０４ 个， 培养

２４ ｈ 后， 加入重楼皂苷Ⅰ （２、 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 孵育 ２４ ｈ。 弃去

含药培养基， 用 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３ 次， 加入鬼笔环肽抗体

（１ ∶ １ ０００） 孵育 １ ｈ， 然后加入 Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ抗体 （１ ∶ １ ０００）
孵育 １ ｈ， 弃去含药培养基， 加入 ５００ μＬ ＰＢＳ， 于激光共聚

焦显微镜下观察。
２􀆰 ４　 透射电镜观察 ＨｅｐＧ２ 细胞膜结构 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞以

每孔 ４×１０５ 个的密度接种于培养皿中， 培养 ２４ ｈ 后， 用不

同浓度重楼皂苷Ⅰ （２、 ４、 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理 ２４ ｈ。 用 ０􀆰 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 二甲胂酸钠缓冲液清洗细胞， １􀆰 ５％ 戊二醛 ４ ℃固定

２ ｈ， 再清洗 ３ 次， １％ 四氧化锇固定 １ ｈ， 清洗 ２ 次， 用不

同体积分数的乙醇 （３０％ ～ １００％ ） 和 １００％ 环氧丙烷脱水

制备。 将细胞浸润并嵌入 Ａｇａｒ⁃１００ 树脂中， ６０ ℃加热过夜

硬化。 制备超薄切片， 并使用 ＪｅｏｌＪＥＭ⁃１２３０ 透射电子显微

镜观察细胞膜结构并获取图像［１５］ 。
２􀆰 ５　 ＣＴＢ⁃４８８ 检测细胞膜脂筏含量变化　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接

种到激光共聚焦皿上， 培养 ２４ ｈ 后， 加入重楼皂苷Ⅰ（２、 ６
μｍｏｌ ／ Ｌ） 孵育 ２４ ｈ， 弃去原有培养基， 每孔加入 １ ｍＬ
ＡＦ４８８⁃ＣＴＢ （５ μｇ ／ ｍＬ）， 并将 ６ 孔板置于冰上孵育 ２０ ｍｉｎ 以

完成 ＣＴＢ⁃４８８ 对细胞膜脂筏的标记。 用灭菌 ＰＢＳ 清洗 ２ ～ ３
次后， 每孔加入 １ ｍＬ ４％多聚甲醛， 再用灭菌 ＰＢＳ 清洗２～３
次， 于激光共聚焦显微镜下分别观察各组荧光强弱情况。
２􀆰 ６　 免疫荧光染色检测细胞膜脂筏及 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达变

化　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种到激光共聚焦皿上， 培养 ２４ ｈ 后，
分为对照组、 ＤＯＸ 组 （１ μｍｏｌ ／ Ｌ）、 ＤＯＸ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋重
楼皂 苷 Ⅰ （ ２ μｍｏｌ ／ Ｌ ） 组 及 Ｃｈｏｌ （ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ） ＋ ＤＯＸ
（１ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋重楼皂苷Ⅰ （２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 组， 加入相应药物

于培养箱中培养 ２４ ｈ， 弃去含药培养基， 用灭菌 ＰＢＳ 清洗

２～３ 次， 每皿加入 １ ｍＬ ４％ 多聚甲醛室温固定 １０ ｍｉｎ， 加

入 ０􀆰 ５％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃１００Ｘ 溶液透化细胞 ５ ｍｉｎ， ２％ ＢＳＡ 溶液封闭

３０ ｍｉｎ， 加入 ａｎｔｉ⁃ＡＢＣＡ１ 一抗 ４ ℃孵育过夜， 第二天回收

一抗， 加入 Ａｌｅｘ６４７⁃荧光二抗室温孵育 １ ｈ， 回收二抗， 用

ＰＢＳ 清洗 ２～３ 次。 ＡＦ４８８⁃ＣＴＢ 染色方法同上。 于激光共聚

焦显微镜下分别观察各组荧光强弱情况。
２􀆰 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测细胞膜 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达　 取对数

生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞混悬液 １ ｍＬ， 接种于 ６ 孔培养板中培养

２４ ｈ， 分别加入 １ ｍＬ 不同浓度重楼皂苷Ⅰ （２、 ６ μｍｏｌ ／ Ｌ）
和 ＤＯＸ （２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 继续培养 ４８ ｈ， 弃去含药培养基， 用

细胞刮刀收集细胞， 冷 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次， 收集至 １ ｍＬ 离心管

中， ３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清， 加入细胞裂解液和

ＰＭＳＦ 混合液 （１００ ∶ １） １００ μＬ， 吹打均匀， 冰上放置 ３０
ｍｉｎ 后， ４ ℃、 １５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液 １０ μＬ，
ＢＣＡ 试剂盒测定蛋白浓度， 剩余上清液加入 １ ／ ５ 总体积

ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ， １００ ℃加热 １０ ｍｉｎ， 取出后于－２０ ℃ 保存。
通过常规 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测蛋白表达。
２􀆰 ８　 ＤＯＸ 的吸收作用

２􀆰 ８􀆰 １　 激光共聚焦显微镜检测 　 将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种于共

聚焦培养皿中， 培养 ２４ ｈ 后， 分别给予重楼皂苷Ⅰ （２
μｍｏｌ ／ Ｌ） 及游离胆固醇 （ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋重楼皂苷Ⅰ （２
μｍｏｌ ／ Ｌ）， 孵育 ３ ｈ， 去除含药培养基， ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加

入含 ＤＯＸ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的培养基， 孵育 ３ ｈ， 去除培养基，
ＰＢＳ 清洗 ３ 次， 加入不含血清培养基， 于激光共聚焦显微

镜下观察 ＤＯＸ 荧光强弱。
２􀆰 ８􀆰 ２　 细胞流式仪检测 　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞混悬

液 １ ｍＬ 接种于 ６ 孔板中， 培养 ２４ ｈ， 分别给予重楼皂苷Ⅰ
（２ μｍｏｌ ／ Ｌ） 及游离胆固醇 （５ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋重楼皂苷Ⅰ （２
μｍｏｌ ／ Ｌ）， ３７ ℃孵育 ４ ｈ， 去除含药培养基， ＰＢＳ 清洗 ３
次， 加入含 ＤＯＸ （１ μｍｏｌ ／ Ｌ） 的培养基， ３７ ℃ 孵育 ３ ｈ，
胰酶消化， １ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， 弃去上清， ＰＢＳ 清洗 ３
次， 加入 １ ｍＬ ＰＢＳ 重悬， 转移至流式管中， 上机进行流式

检测。
２􀆰 ９　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞毒性 　 取对数生长期 ＨｅｐＧ２ 细胞

混悬液 １００ μＬ （约每孔 １×１０４ 个细胞）， 接种于无菌 ９６ 孔

培养板中， 培养 ２４ ｈ 后， 每孔分别加入 １００ μＬ 不同浓度的

重楼皂苷Ⅰ、 ＤＯＸ 及 ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ组， 另外再设 Ｃｈｏｌ＋
重楼皂苷Ⅰ组及 Ｃｈｏｌ＋ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ组 （均加游离胆固

醇 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ）， 继续培养 ４８ ｈ， 弃去含药培养基， 加入 １０
μＬ ＣＣＫ⁃８ 试剂及 １００ μＬ 无血清 ＭＥＭ 培养基， 置于培养箱

避光孵育 １ ｈ， 在 ４５０ ｎｍ 波长处用酶标仪测定吸光度 （Ａ）
值， 并计算细胞存活率和 ＩＣ５０ 值， 公式为细胞存活率 ＝
（Ａ样品－Ａ空白） ／ （Ａ对照－Ａ空白） ×１００％ 。
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２􀆰 １０　 统计学分析　 通过 ＳＰＳＳ １８􀆰 ０ 软件进行处理， 数据以

（ｘ±ｓ） 表示， 两组间比较采用独立样本 ｔ 检验， 多组间比较

采用单因素方差分析。 Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义。
３　 结果

３􀆰 １　 重楼皂苷Ⅰ与胆固醇的体外结合反应　 如表 １、 图 １Ａ
所示， 在胆固醇、 重楼皂苷Ⅰ为 ５ ∶ １ 的摩尔比下， 上清液

中几乎检测不到重楼皂苷Ⅰ成分， 溶液中粒径较小， 表明

重楼皂苷Ⅰ与胆固醇充分结合； 而随着重楼皂苷Ⅰ的比重

增加， 结合率也逐步下降， 溶液中粒径增大， 游离重楼皂

苷Ⅰ含量增加， 表明在胆固醇和重楼皂苷Ⅰ的不同摩尔比

下， 重楼皂苷Ⅰ可随着胆固醇的含量增加与胆固醇充分结

合， 而胆固醇含量减少则结合反应减弱。 同时， 本研究还

发现， 重楼皂苷Ⅰ可与胆固醇形成凝胶状固态物， 见图

１Ｂ， 推测其可能为两者发生氢键结合反应形成非共价键的

水凝胶分子， 为两者的结合反应提供进一步的佐证。
表 １　 重楼皂苷Ⅰ与胆固醇体外结合后上清液中成分粒径

信息

胆固醇 ∶ 重楼皂苷Ⅰ 上清液中粒径 ／ ｎｍ ＰＤＩ
１ ∶ ０ １５２􀆰 ９７±２􀆰 ３７ ０􀆰 １６０
０ ∶ １ ６５７􀆰 ９０±１２６􀆰 １８ ０􀆰 ５７７
５ ∶ １ ９９􀆰 ２７±１􀆰 ０７ ０􀆰 １８８
２ ∶ １ １２４􀆰 ７０±１􀆰 ３１ ０􀆰 １４４
１ ∶ １ ２４２􀆰 １０±１０􀆰 ０２ ０􀆰 ４０２
１ ∶ ２ ２２５􀆰 ７７±２０􀆰 ７４ ０􀆰 ３２４
１ ∶ ５ １８４􀆰 ４３±６􀆰 ７３ ０􀆰 ４４３

注： Ａ 为 ＨＰＬＣ 检测重楼皂苷Ⅰ与胆固醇的体外结合率， Ｂ 为

重楼皂苷Ⅰ与胆固醇形成的凝胶状固体物。

图 １　 重楼皂苷Ⅰ与胆固醇的体外结合反应

３􀆰 ２　 重楼皂苷Ⅰ对 ＨｅｐＧ２ 细胞膜胆固醇含量的影响 　 如

图 ２Ａ 所示， 重楼皂苷Ⅰ可有效降低细胞的总胆固醇含量

（Ｐ＜０􀆰 ０５， Ｐ＜０􀆰 ０１）， 且与阳性药物洛伐他汀 （Ｌｏｖａｓｔａｔｉｎ，
Ｌｏｖａ） 作用相当， 且高浓度药效更为显著。 如图 ２Ｂ 所示，
通过 Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ标记定位 ＨｅｐＧ２ 细胞胆固醇分布， 显示绿色

荧光即为与胆固醇结合的 Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ， 红色荧光即为与鬼笔

环肽 （Ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ） 结合的细胞膜骨架结构。 对照组 ＨｅｐＧ２
细胞膜上绿色荧光强度较强， 细胞内分布较弱； 在重楼皂

苷Ⅰ的作用下， 细胞膜上的绿色荧光减弱， 红色荧光强度

不变， 浓度越大效果越明显， 表明重楼皂苷Ⅰ可使细胞膜

上胆固醇含量明显减少。

注： Ａ 为总胆固醇试剂盒检测 ＨｅｐＧ２ 细胞内总胆固醇含量， Ｂ 为 Ｆｉｌｉｐｉｎ Ⅲ标记细胞内胆固醇含

量的变化。 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ２　 重楼皂苷Ⅰ对 ＨｅｐＧ２ 细胞膜胆固醇含量的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ３　 重楼皂苷Ⅰ对 ＨｅｐＧ２ 细胞膜形态的影响 　 如图 ３ 所

示， 对照组 ＨｅｐＧ２ 细胞表面膜质非常光滑， 且外层有许多

微绒毛， 线粒体及内质网结构正常； 不同浓度重楼皂苷Ⅰ
组细胞膜形态学发生改变， 表面凹凸不平且随着浓度的增

加有不同程度的膜断裂现象 （如红色箭头所示）， 微绒毛脱

落并在膜外形成特化结构， 内质网肿胀及线粒体凋亡， 表

明在重楼皂苷Ⅰ的作用下， 细胞膜通透性发生改变， 降低

了物质进出细胞的抵抗力， 促进了化疗药物的渗透作用。
３􀆰 ４　 重楼皂苷Ⅰ对细胞膜脂筏及 ＡＢＣＡ１ 表达的影响　 如图 ４
所示， 绿色荧光为 ＣＴＢ⁃４８８ 标记的细胞膜脂筏， 红色荧光为

抗体标记的 ＡＢＣＡ１ 蛋白， 蓝色荧光为 ＤＡＰＩ 标记的细胞核。
ＤＯＸ 组细胞膜脂筏及 ＡＢＣＡ１ 蛋白荧光强度无明显变化， 与

对照组相似； ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ组绿色及红色荧光强度明显减

弱， 表明重楼皂苷Ⅰ可结合细胞膜上胆固醇， 从而降低膜上

胆固醇含量， 进一步影响细胞膜脂筏的形成及功能， 在降低

膜上脂筏含量的同时， 能进一步影响到 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达，
对增加 ＤＯＸ 的敏感性具有一定积极意义； 而加入游离胆固

醇后， 重楼皂苷Ⅰ的作用被明显抑制， 脂筏及 ＡＢＣＡ１ 的荧光

强度都有不同程度的恢复， 推测重楼皂苷Ⅰ对细胞膜脂筏及

ＡＢＣＡ１ 的作用与细胞膜胆固醇含量密切相关。
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图 ３　 重楼皂苷Ⅰ对 ＨｅｐＧ２ 细胞膜形态的影响

图 ４　 重楼皂苷Ⅰ对细胞膜脂筏及 ＡＢＣＡ１ 表达的影响

３􀆰 ５　 重楼皂苷Ⅰ对细胞膜 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达的影响　 如图 ５
所示， 与对照组比较， 重楼皂苷Ⅰ组 ＡＢＣＡ１ 蛋白表达降低

（Ｐ＜０􀆰 ０５）， 且化疗药物 ＤＯＸ 无明显作用 （Ｐ＞０􀆰 ０５）， 表明

重楼皂苷Ⅰ可有效降低 ＡＢＣＡ１ 蛋白在细胞膜上的表达， 从

而抑制药物的外排作用。
３􀆰 ６　 重楼皂苷Ⅰ对化疗药物 ＤＯＸ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中吸收的

影响　 ＤＯＸ 自带荧光表现为红色荧光。 如图 ６ 所示， 在单

独给予 ＤＯＸ 时， ＨｅｐＧ２ 细胞内红色荧光强度较弱， 表明肿

瘤细胞对 ＤＯＸ 的吸收较差； 但在重楼皂苷Ⅰ作用下，
ＨｅｐＧ２ 细胞内红色荧光增强， 表明 ＤＯＸ 含量增加， 重楼皂

苷Ⅰ可起到促进 ＤＯＸ 吸收的作用， 从而增加 ＤＯＸ 的疗效。
然而， 在联合用药组中加入游离胆固醇后， ＤＯＸ 吸收增加

的作用被抑制， 表明游离胆固醇可竞争性地与重楼皂苷Ⅰ
结合从而抑制重楼皂苷Ⅰ对细胞膜胆固醇的作用， 进而影

响 ＤＯＸ 的吸收。

注： 与对照组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５。

图 ５　 重楼皂苷Ⅰ对细胞膜 ＡＢＣＡ１ 蛋白

表达的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

３􀆰 ７　 重楼皂苷Ⅰ对化疗药物 ＤＯＸ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中敏感性

的影响　 如表 ２、 图 ７ 所示， ＤＯＸ 单药的 ＩＣ５０值为 （０􀆰 ７７±
０􀆰 １２） μｍｏｌ ／ Ｌ， 在 ＤＯＸ 中加入重楼皂苷Ⅰ后， ＤＯＸ 的抗

肿瘤活性提升， ＩＣ５０ 值下降为 （０􀆰 ３２± ０􀆰 ０９５） μｍｏｌ ／ Ｌ， 表

明重楼皂苷Ⅰ可增加 ＨｅｐＧ２ 对 ＤＯＸ 的敏感性。 然而， 在重

楼皂苷Ⅰ及 ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ的联合给药组别中加入游离

胆固醇后， 重楼皂苷Ⅰ及联合给药组的细胞抑制率降低，
表明重楼皂苷Ⅰ对 ＤＯＸ 的增敏作用与细胞膜胆固醇密切

相关。
４　 讨论

肝癌是严重危害人类健康的主要恶性肿瘤之一， 位居

恶性肿瘤发病谱的第 ６ 位， 死亡谱的第 ４ 位［１６］ 。 ２０１８ 年，
我国肝癌新发病例数占全球 ４６􀆰 ６％ ， 死亡病例数占全球
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注： Ａ 为重楼皂苷Ⅰ作用下细胞内 ＤＯＸ 含量共聚焦图， Ｂ 为重楼皂苷Ⅰ作用下细胞内 ＤＯＸ 含

量流式图。 与 ＤＯＸ 组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 ６　 重楼皂苷Ⅰ对 ＤＯＸ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中吸收的影响 （ｘ±ｓ， ｎ＝３）

表 ２　 各组药物的 ＩＣ５０值

ＩＣ５０ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 重楼皂苷Ⅰ Ｃｈｏｌ＋重楼皂苷Ⅰ ＤＯＸ ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ Ｃｈｏ＋ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ
重楼皂苷Ⅰ ２􀆰 ０２±０􀆰 ３０ ４􀆰 ８８±０􀆰 ６８ — ０􀆰 ６１±０􀆰 １８ ２􀆰 ８２±０􀆰 ４５

ＤＯＸ — — ０􀆰 ７７±０􀆰 １２ ０􀆰 ３２±０􀆰 ０９５ １􀆰 ４１±０􀆰 １５

注： Ａ 为重楼皂苷Ⅰ组和 Ｃｈｏｌ＋重楼皂苷Ⅰ组中重楼皂苷Ⅰ的细胞存活曲线； Ｂ 为 ＤＯＸ 组、 ＤＯＸ＋重
楼皂苷Ⅰ组及 Ｃｈｏｌ＋ＤＯＸ＋重楼皂苷Ⅰ组中 ＤＯＸ 的细胞存活曲线。

图 ７　 重楼皂苷Ⅰ对 ＤＯＸ 在 ＨｅｐＧ２ 细胞中敏感性的影响

４７􀆰 １％ ［１７］ 。 我国作为肝癌高发国家， 中晚期肝癌患者比例

高， 肝癌的高复发率和转移率以及耐药问题使其防控形势

异常严峻。 目前， 采用中西医联合治疗肝癌在临床上取得

了较好的效果， 特别是在增加化疗药物疗效和提高敏感性
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方面有一定优势。
目前， 中药活性成分在临床肿瘤防治中越发重要， 甾

体皂苷作为中药和天然药物中一类重要的生物活性物质，
大多存在于单子叶植物的百合科、 石蒜科和薯蓣科等植物

中， 包括中药知母、 天冬、 重楼等。 甾体皂苷具有广泛的

生物活性， 如抗肿瘤、 降血脂、 抗炎和调节免疫等作

用［１８］ 。 重楼皂苷Ⅰ针对多种肿瘤细胞都具有良好抗肿瘤药

效， 同时研究也表明其可增加各类化疗药物敏感性， 提升

化疗药物疗效。 基于课题组前期对重楼皂苷Ⅰ降低肿瘤胆

固醇含量的研究， 及相关研究证实细胞膜上胆固醇降低可

影响脂筏的形成及聚集， 起到抗肿瘤以及逆转耐药等相关

作用［１９］ 。 表明重楼皂苷Ⅰ具有良好的改善化疗药物敏感

性， 逆转肿瘤细胞耐药的前景， 但其具体机制尚不明确，
有待进一步研究。

脂筏为细胞质膜上富含胆固醇和鞘磷脂的微结构域。
其中， 胆固醇为促进脂筏形成的重要原料， 去除细胞膜上

胆固醇可改变与脂筏结合的膜成分的分布或功能［２０］ 。 脂筏

在细胞膜表面可结合不同种类的蛋白如胆固醇结合蛋白及

跨膜蛋白等， 广泛参与了细胞信号传导及物质转运等细胞

事件。 ＡＢＣＡ１ 蛋白为细胞膜上 ＡＢＣ 转运家族蛋白之一， 它

在促进胆固醇外流出细胞进而启动逆向转运的起始阶段发

挥重要的作用［２１］ 。 本实验基于重楼皂苷Ⅰ与胆固醇的结合

作用， 发现其在体外可与胆固醇结合形成凝胶固态物， 进

一步探究了重楼皂苷Ⅰ对 ＨｅｐＧ２ 细胞膜胆固醇的影响， 发

现其可通过与膜胆固醇形成复合物。 重楼皂苷Ⅰ不仅增强

了质膜的流动性和通透性， 而且破坏了细胞膜上脂筏的分

布， 进一步抑制了 ＡＢＣ 转运蛋白的表达和功能， 使更多的

ＤＯＸ 到达细胞质或细胞核并增加对肿瘤细胞的敏感性。 该

结果为中药活性成分与化疗药物联合使用提供了新的研究

思路， 并为重楼皂苷Ⅰ的抗肿瘤机制提供了新的理论和实

验基础。
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