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【摘要】 目的 探讨五味子甲素对胶质瘤干/祖细胞耐药性的影响及作用机制。方法 自人胶质

瘤细胞系 SHG⁃44 中分离培养胶质瘤干/祖细胞 SHG⁃44s，予五味子甲素 0、12.50、25.00 和 50.00 μmol/L 联

合长春新碱 400、800 和 1200 nmol/L，细胞活性检测试剂盒 CCK⁃8 细胞毒性实验检测 SHG⁃44s 细胞增殖

活性，罗丹明 123 染色检测 SHG⁃44s 细胞泵出药物能力，实时聚合酶链反应（PCR）和 Western blotting 法

检测 SHG⁃44s 细胞 ATP 结合盒转运子 B1（ABCB1）基因转录和翻译能力。结果 五味子甲素 50 μmol/L
即可抑制 SHG⁃44s 细胞增殖活性（P = 0.001，0.001，0.039），剔除这一浓度后无论长春新碱浓度为 400、
800 或 1200 nmol/L，联合应用五味子甲素均可抑制 SHG⁃44s 细胞增殖活性（长春新碱 400 nmol/L 组：P =
0.007，0.001；长春新碱 800 nmol/L 组：P = 0.001，0.000；长春新碱 1200 nmol/L 组：P = 0.000，0.000）。倒置

荧光显微镜观察，五味子甲素 12.50 μmol/L 组和 25.00 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞可见明显绿色荧光。流式

细胞术显示，随着五味子甲素浓度的增加，SHG⁃44s 细胞罗丹明 123 染色阳性细胞比例分别为 10.40%、

39.20% 和 45.20% 。实时 PCR 法显示，五味子甲素 12.50 μmol/L 组和 25.00 μmol/L 组 SHG ⁃44s 细胞

ABCB1 基因表达水平较 0 μmol/L 组降低（P = 0.027，0.006），尤以 25.00 μmol/L 组显著（P = 0.034）。

Western blotting 法显示，随着五味子甲素浓度的增加，SHG⁃44s 细胞 P⁃糖蛋白表达水平下降。结论 五

味子甲素通过抑制胶质瘤干/祖细胞表面已存在的 ABCB1 基因编码的 P⁃糖蛋白泵出药物能力并降低

ABCB1 基因转录和翻译能力，逆转胶质瘤干/祖细胞耐药性。
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【Abstract】 Objective To investigate the effect of schizandrin A on drug resistance of glioma stem/
progenitor cells (GSPCs) and its mechanism. Methods Isolate and culture SHG ⁃ 44s cells from human
glioma cell line SHG⁃44. The SHG⁃44s cells were treated with different concentrations of schizandrin A (0,
12.50, 25.00 and 50.00 μmol/L) and vincristine (400, 800 and 1200 nmol/L). The cell proliferative activity
was measured by cell counting kit ⁃8 (CCK ⁃8) assay. Rhodamine 123 staining was used to detect the drug
delivery ability of SHG ⁃ 44s cells. The transcription and translation ability of ATP binding cassette
subfamily B member 1 (ABCB1) gene of SHG⁃44s cells was detected by real⁃time polymerase chain reaction
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胶质瘤是临床最常见的原发性中枢神经系统

肿瘤（约占 50%），患者预后较差。尽管随着现代医

学的发展，胶质瘤诊断与治疗技术有较大提高，但

近 20 年患者预后并未获得显著改善，成为困扰临床

医师的难题。近年来，癌症干细胞（CSCs）假说的提

出和胶质瘤干/祖细胞（GSPCs）的发现，为胶质瘤的

治疗提供新的切入点［1］。研究证实癌症干细胞在肿

瘤发生、发展、转移和复发中发挥关键作用［2］。五味

子甲素是从五味子果实中分离出来的具有生物活

性的木脂素。国内多项研究显示，五味子粗提取物

及其有效成分五味子甲素具有逆转肿瘤细胞［3］特别

是结肠癌细胞［4］和乳腺癌细胞［5］耐药性的作用。但

是对于五味子甲素能否逆转癌症干细胞特别是胶

质瘤干/祖细胞耐药性及其作用机制尚不清楚。本

研究以胶质瘤干/祖细胞系 SHG⁃44s 为研究对象，采

用细胞活性检测试剂盒（CCK⁃8）细胞毒性实验、罗

丹明 123（Rhodamine 123）荧光染色、实时聚合酶链

反 应（real time ⁃ PCR）和 免 疫 印 迹 法（Western
blotting），探讨五味子甲素对胶质瘤干/祖细胞耐药

性的影响及其作用机制。

材料与方法

一、实验材料

1. 细胞系来源 人胶质瘤细胞系 SHG⁃44 购自

中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞

生物学研究所，来源于 1 例 32 岁女性额叶星形细胞

瘤（WHOⅡ ~ Ⅲ级）患者，经分离、体外培养、鉴定和

扩增，传代 129 代。

2. 试剂与仪器 （1）主要试剂：五味子甲素和长

春新碱购自上海源叶生物科技有限公司。罗丹明

123（20 μg/ml）由上海碧云天生物技术有限公司提

供。DMEM/F12 无血清培养基（体积比 1∶1）、B27
培养基添加剂和碱性纤维母细胞生长因子（bFGF，
20 ng/ml）均购自美国 Gibco 公司。表皮生长因子

（EGF，20 ng/ml）由美国 Invitrogen 公司提供。免疫

试剂Ⅰ抗工作液中兔抗人 CD133 单克隆抗体购自

美国 Bioworld 公司，小鼠抗人巢蛋白（Nes）单克隆抗

体、兔抗人 ATP 结合盒转运子 B1（ABCB1）单克隆抗

体和小鼠抗人β⁃肌动蛋白（β⁃actin）单克隆抗体均购

自美国 Abcam 公司；工作浓度均为 1∶1000。山羊

抗兔荧光Ⅱ抗和山羊抗小鼠荧光Ⅱ抗购自美国

Abcam 公司，3H ⁃吲哚菁染料 Cy3 标记的山羊抗兔

IgGⅡ抗购自美国 BD Biosciences 公司，异硫氰酸荧

光素（FITC）标记的山羊抗小鼠 IgGⅡ抗购自美国

Miltenyi Biotec 公司，工作浓度均为 1∶2500。二氨

基联苯胺（DAB）显色试剂盒为北京中杉金桥生物技

术有限公司产品。CCK⁃8 试剂盒由日本 Dojindo 化

学研究所提供。（2）主要仪器：TCS SP2 激光扫描共

(PCR) and Western blotting. Results The proliferative activity of SHG ⁃44s cells was inhibited when the
concentration of schizandrin A was 50 μmol/L (P = 0.001, 0.001, 0.039), so this concentration was removed
in the follow⁃up study. No matter the concentration of vincristine was 400, 800 or 1200 nmol/L, combining
with schizandrin A could inhibit the proliferative activity of SHG ⁃ 44s cells (vincristine 400 nmol/L: P =
0.007, 0.001; vincristine 800 nmol/L: P = 0.001, 0.000; vincristine 1200 nmol/L: P = 0.000, 0.000). Inverted
fluorescence microscopy findings showed SHG ⁃ 44s cells in the group of schizandrin A 0 μ mol/L rarely
revealed green fluorescence, while SHG ⁃44s cells in the groups of schizandrin A 12.50 and 25.00 μmol/L
presented obvious green fluorescence. Flow cytometry showed that with the increasing of schizandrin A
concentration, the percentage of positive cells by Rhodamine 123 staining was 10.40% , 39.20% and
45.20% , respectively. Real ⁃ time PCR showed that ABCB1 gene expression levels of SHG ⁃ 44s cells in
schizandrin A 12.50 μ mol/L group and 25.00 μ mol/L group were significantly decreased comparing with
schizandrin A 0 μ mol/L group (P = 0.027, 0.006), especially in schizandrin A 25.00 μ mol/L group (P =
0.034). Western blotting showed that the expression level of P ⁃glycoprotein (P ⁃gp) in SHG ⁃44s cells was
gradually decreased with the increasing of schizandrin A concentration. Conclusions Schizandrin A can
inhibit the drug delivery ability of P ⁃ gp coded by ABCB1 gene existing in the surface of GSPCs. It can
further reverse the drug resistance of GSPCs by reducing the transcription and translation of ABCB1 gene.

【Key words】 Schizandrin; ATP ⁃ binding cassette transporters; Glioma; Neoplastic stem cells;
Drug tolerance; Microscopy, fluorescence; Flow cytometry; Polymerase chain reaction;
Immunoblotting; Tumor cells, cultured
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聚焦显微镜为德国 Leica 公司产品。XDS⁃220C 型倒

置相差显微镜购自上海蔡康光学仪器有限公司。

Nikon ECLIPSE TE2000⁃U 型倒置荧光显微镜购自

日本 Nikon 公司。多功能酶标仪由美国 BioTek 公司

提供。FCASCalibur 流式细胞仪为美国 BD 公司产

品。Odyssey 红外双色激光成像系统由美国 LI⁃COR
公司提供。

二、实验方法

1. 胶质瘤干/祖细胞分离与培养 将 SHG⁃44 细

胞置于 37 ℃、含 5％二氧化碳的饱和湿度培养箱中

培养，培养基为含 10%胎牛血清（FBS）的 DMEM/F12
培养基，细胞生长至覆盖培养瓶底部表面大部分（>
80％）时，胰蛋白酶消化后传代培养。参照文献［6］
方法，将 SHG⁃44 细胞置于干细胞培养基［含 DMEM/
F12 无血清培养基（体积比 1∶1）、B27 培养基添加

剂（体积比 1∶50）、20 ng/ml 碱性纤维母细胞生长因

子和 20 ng/ml 表皮生长因子］中培养，以 CD133 免疫

磁珠分离克隆出胶质瘤干/祖细胞 SHG⁃44s，并经免

疫组织化学检测鉴定。将 SHG⁃44s 细胞置于 37℃、

含 5％二氧化碳的饱和湿度培养箱中培养，培养基

为干细胞培养基。每 3 天半量换液 1 次，7 ~ 10 d 传

代 1 次，于倒置相差显微镜下观察 SHG⁃44s 细胞形

态，传代 33 代。

2. CCK⁃8 细胞毒性实验检测 SHG⁃44s 细胞增殖

活性 当干细胞培养基中 SHG⁃44s 细胞球生长至约

100 个细胞时（通常 4 ~ 5 d），以离心半径 5.50 cm、

1000 r/min 离心 5 min，弃上清，培养基重悬细胞，吸

管反复吹打，制备单细胞悬液。分别予不同浓度五

味子甲素（0、12.50、25.00 和 50.00 μmol/L 共 4 组），

以细胞密度为 2 × 10 3/100 μl 接种于 96 孔培养板，每

组 3 孔。培养 72 h 后每孔加入 10 μ l CCK ⁃8 试剂，

37 ℃恒温 3 h，于 450 nm 波长处测定光密度值（OD
值）。然后将不同浓度五味子甲素组（0、12.50 和

25.00 μmol/L 共 3 组）进一步分为 3 个亚组，每亚组

各 1 孔，分别予以不同浓度长春新碱（400、800 和

1200 nmol/L），共培养 72 h，于 450 nm 波长处测定

OD 值，代表肿瘤细胞增殖活性。每孔重复 3 次，取

平均值。

3. 罗丹明 123 荧光染色检测 SHG⁃44s 细胞泵出

药物能力 将处于对数生长期的 SHG⁃44s 细胞制备

成 100 × 10 3/ml 的细胞悬液，以细胞密度为 200 × 10 3/
2 ml 接种于 6 孔板，分别予以不同浓度五味子甲素

（0、12.50 和 25.00 μmol/L），培养 48 h，以离心半径

5.50 cm、2000 r/min 离心 5 min，弃上清液，收集沉淀

细胞，吸管反复吹打，制备单细胞悬液。以 4 ℃预冷

的磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤（× 3 次），加入 40 μg 罗

丹明 123，于 37 ℃孵育 30 min，磷酸盐缓冲液洗涤

（× 2 次），流式细胞仪（激发波长 488 nm、发射波长

525 nm）计数 SHG⁃44s 细胞中荧光染色阳性细胞比

例，倒置荧光显微镜观察 SHG⁃44s 细胞荧光强度。

重复实验 3 次，取平均值。

4. 实时聚合酶链反应检测 ABCB1 基因表达变

化 将处于对数生长期的 SHG⁃44s 细胞提取 RNA，

逆 转 录 合 成 cDNA，进 行 聚 合 酶 链 反 应（PCR），

ABCB1 基 因 上 游 引 物 （P1） 序 列 ： 5' ⁃
AAGGCCTAATGCCGAACACA ⁃3'、下游引物（P2）序

列：5'⁃GTCTGGCCCTTCTTCACCTC ⁃3'，内参照物甘

油醛 ⁃3 ⁃磷酸脱氢酶（GAPDH）上游引物序列：5' ⁃
ACGGATTTGGTCGTATTGGG⁃3'、下游引物序列：5'⁃
CGCTCCTGGAAGATGGTGAT ⁃3'。 PCR 扩增条件：

95 ℃ 10 min；SYBR Green Ⅰ荧光染色反应 95 ℃

15 s，60 ℃ 1 min，共 40 个循环；溶解曲线分析反应

95 ℃ 15 s，60 ℃ 1 min，95 ℃ 30 s，60 ℃ 15 s，37 ℃

15 min，85 ℃ 5 s。绘制实时 PCR 扩增和溶解曲线，

计算目的基因相对表达量 2-△△ Ct，代表 ABCB1 基因

表达水平。重复实验 3 次，取平均值。

5. Western blotting 法检测 P ⁃糖蛋白表达变化

将处于对数生长期的 SHG⁃44s 细胞制备成 100 ×
10 3/ml 的细胞悬液，以细胞密度为 200 × 10 3/2 ml 接
种于 6 孔板，分别予不同浓度五味子甲素（0、12.50
和 25.00 μmol/L），培养 48 h，以离心半径 5.50 cm、

2000 r/min 离心 5 min，弃上清液，收集沉淀细胞，向

细胞沉淀中加预冷的含蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰

氟（PMSF）的细胞裂解液 RIPA，0 ℃冰浴 5 ~ 10 min，
冰上超声 2 min，以 12 000 × g 离心 10 min，收集上清

液，即为 P⁃糖蛋白（P⁃gp）。目标蛋白行十二烷基磺

酸钠⁃聚苯稀酰胺凝胶电泳（SDS⁃PAGE），湿转至聚

偏二氟乙烯（PVDF）膜，以质量分数为 5%脱脂奶粉

封闭 PVDF 膜 1 h，滴加兔抗人 ABCB1 单克隆抗体

（1∶1000）1 ml，4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜（× 3 次），

滴加山羊抗兔 IgG Ⅱ抗（1∶2500）2 ml，孵育 1 h，
TBST 洗膜（× 3 次），电化学发光（ECL）显色，Odyssey
红外双色激光成像系统检测目标蛋白电泳条带。

重复实验 3 次，取平均值。

6. 统计分析方法 采用 SPSS 20.0 统计软件进

行数据处理与分析。计量资料以均数 ± 标准差（x ±
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s）表示，采用单因素方差分析，两两比较行 SNK⁃q 检

验。以 P ≤ 0.05 为差异具有统计学意义。

结 果

一、胶质瘤干/祖细胞增殖活性

以含不同浓度五味子甲素的干细胞培养基培

养 SHG⁃44s 细胞，结果显示，五味子甲素 50 μmol/L
即可抑制 SHG⁃44s 细胞增殖活性（P = 0.001，0.001，
0.039；表 1，2）。因此，后续的研究剔除五味子甲素

50 μmol/L 组，以排除自身毒性作用。将不同浓度五

味 子 甲 素（0、12.50 和 25.00 μ mol/L）和 长 春 新 碱

（400、800 和 1200 nmol/L）共同作用于 SHG ⁃44s 细

胞，结果显示，无论长春新碱浓度为 400、800 或

1200 nmol/L，联合五味子甲素均可以抑制 SHG⁃44s
细胞增殖活性（长春新碱 400 nmol/L 组：P = 0.007，
0.001；长春新碱 800 nmol/L 组：P = 0.001，0.000；长
春新碱 1200 nmol/L 组：P = 0.000，0.000；表 3，4）。

二、胶质瘤干/祖细胞泵出药物能力

罗丹明 123 是一种能够穿透细胞膜并在细胞内

蓄积的荧光染料，其荧光强度可以反映肿瘤细胞经

药泵蛋白泵出药物能力。倒置荧光显微镜观察显

示，五味子甲素 0 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞罕见绿色

荧光，五味子甲素 12.50 μmol/L 组和 25.00 μmol/L 组

SHG⁃44s 细胞可见明显绿色荧光（图 1a ~ 1c）。流式

细胞术显示，五味子甲素 0 μmol/L 组、12.50 μmol/L
组和 25.00 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞罗丹明 123 染色

阳性细胞比例逐渐增加，分别为 10.40%、39.20%和

45.20%（图 2a ~ 2c）。

三、胶质瘤干/祖细胞 ABCB1 基因转录和翻译能

力

实时 PCR 法显示，与五味子甲素 0 μmol/L 组相

比，五味子甲素 12.50 μmol/L 组和 25.00 μmol/L 组

SHG⁃44s 细胞 ABCB1 基因表达水平降低（P = 0.027，
0.006），尤以五味子甲素 25.00 μmol/L 组显著（P =

Group
Schizandrin A 0 μmol/L (1)
Schizandrin A 12.50 μmol/L (2)
Schizandrin A 25.00 μmol/L (3)
Schizandrin A 50.00 μmol/L (4)

N
3
3
3
3

Proliferation
0.99 ± 0.03
1.04 ± 0.07
0.74 ± 0.08
0.34 ± 0.18

F value

28.677

P value

0.001

表 1 不同浓度五味子甲素组 SHG⁃44s 细胞增殖活性的
比较（x ± s，OD450 nm）
Table 1. Comparison of proliferative activity of SHG ⁃44scells among different concentrations of schizandrin A (x ± s,OD450 nm)

表 4 不同浓度五味子甲素联合长春新碱亚组 SHG⁃44s 细胞增殖活性的两两比较

Table 4. Paired comparison of proliferative activity of SHG ⁃ 44s cells among different concentrations of schizandrin Acombining with vincristine
Pairedcomparison

(1)∶(2)
(1)∶(3)
(2)∶(3)

Vincristine 400 nmol/L
q value

9.534
19.250

9.716

P value
0.007
0.001
0.004

Vincristine 800 nmol/L
q value
17.338
21.332

3.994

P value
0.001
0.000
0.041

Vincristine 1200 nmol/L
q value
24.861
27.438

2.577

P value
0.000
0.000
0.065

Group
Schizandrin A 0 μmol/L (1)
Schizandrin A 12.50 μmol/L (2)
Schizandrin A 25.00 μmol/L (3)
F value
P value

N
3
3
3

Vincristine 400 nmol/L
1.00 ± 0.02
0.73 ± 0.08
0.46 ± 0.03

92.624
0.000

Vincristine 800 nmol/L
0.99 ± 0.01
0.54 ± 0.06
0.43 ± 0.04

128.599
0.000

Vincristine 1200 nmol/L
0.88 ± 0.03
0.42 ± 0.04
0.37 ± 0.01

229.609
0.000

表 3 不同浓度五味子甲素联合长春新碱亚组 SHG⁃44s 细胞增殖活性的比较（x ± s，OD450 nm）
Table 3. Comparison of proliferative activity of SHG ⁃ 44s cells among different concentrations of schizandrin A andvincristine (x ± s, OD450 nm)

表 2 不同浓度五味子甲素组 SHG⁃44s 细胞增殖活性的
两两比较

Table 2. Paired comparison of proliferative activity ofSHG ⁃ 44s cells among different concentrations ofschizandrin A
Pairedcomparison
(1)∶(2)
(1)∶(3)
(1)∶(4)

q value
0.899
4.176

10.847

P value
0.145
0.062
0.001

Pairedcomparison
(2)∶(3)
(2)∶(4)
(3)∶(4)

q value
5.076

11.746
6.670

P value
0.054
0.001
0.039
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0.034），表明随着五味子甲素浓度的增加，对 ABCB1
基 因 的 抑 制 作 用 逐 渐 增 强（表 5，6）。 Western
blotting 法显示，随着五味子甲素浓度的增加（0、
12.50 和 25.00 μmol/L），SHG⁃44s 细胞 P⁃糖蛋白表达

水平逐渐降低（图 3）。

讨 论

胶质瘤是临床常见的原发性中枢神经系统肿

瘤，约占中枢神经系统肿瘤的 50%，预后较差。随

着癌症干细胞理论的提出和研究的深入，目前认为

癌症干细胞是恶性肿瘤复发的根源，其中重要特征

是放射治疗耐受性和多药耐药性（MDR）［2］。多药

耐药性系指细胞对作用不同的药物具有抗药性现

象。导致癌症干细胞多药耐药性的原因有多种，除

因其常处于 G0 期外，还与 ATP 结合盒（ABC）转运蛋

白高表达以及凋亡和自噬减弱等机制有关［7 ⁃ 10］。

ABC 转运蛋白是跨膜蛋白，是介导多药耐药性家族

的重要一员，通过 ATP 释放的能量将药物转运至细

胞外，避免细胞毒性作用［11］。目前与多药耐药性有

关 的 ABC 转 运 蛋 白 主 要 包 括 乳 腺 癌 耐 药 蛋 白

（BCRP/ABCG2）、多药耐药相关蛋白（MRP）和 P⁃糖
蛋白，是肿瘤多药耐药性中最关键的途径［12 ⁃13］，其

中，ABCB1 蛋白介导的多药耐药性机制最为重要。

ABCB1 蛋白作为药物泵，可以将多种药物泵出细胞

外，使细胞内药物蓄积减少，减轻细胞毒性作用，从

而产生多药耐药性［14］。

国内多项研究显示，五味子粗提取物及其有效

成分五味子甲素具有逆转耐药性的作用［3⁃4］，但是对

于五味子甲素能否逆转肿瘤干/祖细胞（TSPCs）尤其

是胶质瘤干/祖细胞耐药性及其作用机制尚不清

楚。本研究结果显示，低浓度五味子甲素（0、12.50
和 25.00 μmol/L）对 SHG⁃44s 细胞未产生明显的增殖

抑制作用，当五味子甲素达 50 μmol/L 时方表现出增

殖抑制作用，因此本研究采用低浓度五味子甲素

（0、12.50 和 25.00 μmol/L）进行实验。CCK⁃8 细胞毒

性实验显示，SHG⁃44s 细胞在五味子甲素和长春新

图 1 倒置荧光显微镜观察所见 罗丹明 123 染色 ×
100 1a 五味子甲素 0 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞罕见绿色
荧光 1b 五味子甲素 12.50 μmol/L 组 SHG ⁃44s 细胞可
见绿色荧光 1c 五味子甲素 25.00 μmol/L 组 SHG⁃44s 细
胞可见明显绿色荧光

Figure 1 Inverted fluorescence microscopy findings
Rhodamine 123 staining × 100 SHG ⁃ 44s cells rarely
showed green fluorescence in schizandrin A 0 μ mol/L
group (Panel 1a). SHG ⁃ 44s cells showed green
fluorescence in schizandrin A 12.50 μ mol/L group (Panel
1b). SHG ⁃ 44s cells showed obvious green fluorescence in
schizandrin A 25.00 μmol/L group (Panel 1c).

1a 1b

1c
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FITC，fluorescein isothiocyanate，异硫氰酸荧光素

图 2 流式细胞术所见 2a 五味子甲素 0 μmol/L 组 SHG⁃44s
细胞罗丹明 123 染色阳性细胞比例为 10.40% 2b 五味子甲
素 12.50 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞罗丹明 123 染色阳性细胞比例
为 39.20% 2c 五味子甲素 25.00 μmol/L 组 SHG⁃44s 细胞罗丹
明 123 染色阳性细胞比例为 45.20%
Figure 2 Flow cytometry findings The percentage of positive
SHG ⁃ 44s cells by Rhodamine 123 staining was 10.40% in
schizandrin A 0 μ mol/L group (Panel 2a). The percentage of
positive SHG ⁃44s cells by Rhodamine 123 staining was 39.20%
in schizandrin A 12.50 μmol/L group (Panel 2b). The percentage
of positive SHG ⁃ 44s cells by Rhodamine 123 staining was
45.20% in schizandrin A 25.00 μmol/L group (Panel 2c).

0⁃ 165 10 2 10 3 10 4 10 5

Fluorescence intensity (FITC)
0

50
100
150
200
250
300

Cou
nt

2a

P2

0⁃ 142 10 2 10 3 10 4 10 5

Fluorescence intensity (FITC)
0

50

100

150

Cou
nt

2b

P2

0⁃ 155 10 2 10 3 10 4 10 5

Fluorescence intensity (FITC)
0

50

100

150

Cou
nt

2c

P2

Group
Schizandrin A 0 μmol/L (1)
Schizandrin A 12.50 μmol/L (2)
Schizandrin A 25.00 μmol/L (3)

N
3
3
3

ABCB1

1.02 ± 0.35
0.71 ± 0.24
0.57 ± 0.16

F value

4.641

P value

0.021

表 5 不同浓度五味子甲素组 SHG⁃44s 细胞 ABCB1 基因表
达水平的比较（x ± s）
Table 5. Comparison of ABCB1 expression in SHG ⁃ 44scells among different concentrations of schizandrin A (x ± s)

ABCB1，ATP binding cassette subfamily B member 1，ATP 结合盒转
运子 B1

表 6 不同浓度五味子甲素组 SHG⁃44s 细胞 ABCB1 基因表
达水平的两两比较

Table 6. Paired comparison of ABCB1 gene expression inSHG⁃44s cells among different concentrations of schizandrin A
Paired comparison

(1)∶(2)
(1)∶(3)
(2)∶(3)

q value
3.443
6.077
3.365

P value
0.027
0.006
0.034

P⁃gp，P⁃glucoprotein，P⁃糖蛋白；β⁃actin，β⁃肌动蛋白

图 3 Western blotting 法显示，随着五味子甲素浓度的
增加（0、12.50 和 25.00 μmol/L），SHG⁃44s 细胞 P⁃糖蛋白
表达水平逐渐降低

Figure 3 Western blotting showed that the expression
of P ⁃ gp in SHG ⁃44s cells was gradually decreased with
the increasing of schizandrin A concentration (0, 12.50
and 25.00 μmol/L).

0 μmol/L 12.50 μmol/L 25.00 μmol/L
Schizandrin A

P⁃gp

β⁃actin

Relativemolecularmass(× 10 3)

170

42
3

Schizandrin A Schizandrin A

碱联合作用下较单纯长春新碱增殖活性明显下降，

表明五味子甲素可以部分逆转 SHG⁃44s 细胞对化疗

药物的耐药性。

多数细胞可以蓄积荧光染料，如 Hoechst 33342
和罗丹明 123。ABC 转运蛋白如 ABCG2 和 ABCB1

蛋白可以通过泵出药物作用，将二者像化疗药物一

样泵出细胞外而使细胞不着色，与普通细胞分离。

这些不着色的肿瘤细胞称为侧群细胞（SP 细胞），研

究证实多种肿瘤细胞中均存在侧群细胞［15］。本研

究对不同浓度五味子甲素组 SHG⁃44s 细胞进行罗丹
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明 123 染色，倒置荧光显微镜观察和流式细胞术显

示，随着五味子甲素浓度的增加，SHG⁃44s 细胞荧光

强度增加、荧光染色阳性细胞比例增加，表明五味

子甲素可以抑制 ABCB1 蛋白泵出药物能力。

本研究采用实时 PCR 和 Western blotting 法对

ABCB1 基因及其编码的 P⁃糖蛋白表达变化进行检

测，结果显示，予五味子甲素后 SHG⁃44s 细胞 ABCB1
基因转录和翻译能力均下降。研究显示，尼卡地平

作为多药耐药基因 ABCG2 的作用底物具有逆转其

功能的作用［13，16］。五味子甲素通过抑制胶质瘤干/
祖细胞表面已存在的 ABCB1 基因编码的 P⁃糖蛋白

泵出药物能力并降低 ABCB1 基因转录和翻译能力，

从而发挥逆转胶质瘤干/祖细胞耐药性的作用。尼

卡地平与五味子甲素联合作用是否能够进一步提

高胶质瘤疗效尚待进一步研究。

综上所述，五味子甲素可以抑制胶质瘤干/祖细

胞表面已存在的 ABCB1 基因编码的 P⁃糖蛋白泵出

药物能力，还可以通过降低 ABCB1 基因转录和翻译

能力，进一步逆转胶质瘤干/祖细胞的耐药性。
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