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用及耐药性测试 
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摘要：目的：探讨盐酸小檗碱联合紫杉醇对宫颈癌 HeLa 增殖的抑制作用及耐药性测试。方法：采用 MTT 法测定盐酸小檗碱和紫杉醇对 Hela

紫杉醇 s 细胞株的抑制作用以及 Hela 紫杉醇 s 细胞株耐药性。结果：紫杉醇组、BBR 组、联合用药组均有抑制作用，且联合处理组的抑制

作用最强，由此说明紫杉醇和 BBR 对 Hela 紫杉醇 s 细胞株具有明显的抑制作用。联合组的抑制率与单纯用药组的相应抑制率相比，具有明

显的统计学意义（P<0.05）；联合组的半数致死量是 97.52μg/ml 耐药指数为 2.34。对紫杉醇和 BBR 产生明显耐药性，耐药指数分别为 78.15

和 9.25。结论：盐酸小檗碱和紫杉醇对 Hela 紫杉醇 s 细胞株的增殖具有抑制作用。联合用药后耐药性降低，其具体机制暂未明确。 
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宫颈癌(human cervical cancer cells)的发生率在所有妇女生殖器

官恶性肿瘤中排名仅次于乳腺癌,它也是一种严格危及妇女一生健

康的病症。紫杉醇是目前临床上常用的肿瘤化疗药物,它能够诱导微

管蛋白稳定聚合和抑制微管解聚,抑制癌细胞的分裂和增殖。小檗碱

(BBC)也叫做黄连素,是采集自毛莨科植物黄连,黄柏等树根中的一

类天然生物碱,属异喹啉类药物,动物实验结果表明小檗碱不仅具有

解热止痛,降低胆固醇,降血压,还对抗心律失常,降低胆固醇水平,改

善胰岛素抵抗以及抑制雄激素的功效,而近年来的科学研究也证实

了小檗碱还具有抗肿瘤功能。两药联合应用对宫颈癌细胞增殖的抑

制作用鲜有报道。因此本项目探究联合应用盐酸小檗碱和紫杉醇药

物对宫颈癌细胞增殖抑制作用及耐药性测试，为之后临床治疗宫颈

癌提供新方向和新思路。 

1 材料与方法 

1.1 试剂与仪器 

人宫颈癌 HeLa 细胞；BBR;紫杉醇；紫杉醇的培养液；10000U/L

青霉素和 0.1g/L 链霉素的 DMEM 培养基培；噻唑蓝(MTT)；标准胎

牛血清。 

1.2 实验方法 

1.2.1 大剂量冲击法诱导紫杉醇耐药 

人宫颈癌 Hela 细胞加入含 10%胎牛血清、10000U/L 青霉素和

0.1g/L 链霉素的 DMEM 培养基培养，在 37℃、饱和湿度及 5%CO2

条件下进行培养，隔天观察细胞生长情况，细胞生长到 80%-90%

后进行传代。传代细胞长至对数生长期时，将培养液换为含有

10mmol/L 紫杉醇的培养液，细胞在 37℃、饱和湿度及 5%CO2 培养

24h,弃去含有紫杉醇的培养液，更换新鲜正常 DMEM 继续培养，当

细胞密度达到 80%时进行细胞传代，传代后继续用 10mmol/L 紫杉

醇按上述方法冲击诱导培养，最终获得能在 10mmol/L 紫杉醇中稳

定传代的紫杉醇耐药 Hela,该细胞株命名为 Hela 紫杉醇 s 细胞株。

将细胞维持在 10mmol/L 浓度进行培养以保持其耐药性。 

1.2.2 MTT 法测定盐酸小檗碱和紫杉醇对 Hela 紫杉醇 s 细胞株

生长的抑制作用 

用取对数生长期的 Hela 紫杉醇 s 细胞株,并调节细胞含量为 4

×105/mL,然后注射于 96 孔培养板上,设为对照组组、紫杉醇组、BBR

组、联合药物组(紫杉醇+BBR)。药物处理均为(22.5mg/L 浓度梯度)

共四组,每组设 4 孔,并各自加入了 25μL 的细胞悬液。盐酸小檗碱

和紫杉醇的原液含量均为 6g/L,试验含量则采用 1g/L。药物处理组的

最终含量按照盐酸小檗碱和紫杉醇血峰的含量作为参考,其血峰浓

度均为 4.5mg/L,并检测细胞毒作用水平。在细胞贴壁 24h 后,药物处

理组分各别加入了 4.5μL 体积的紫杉醇+BBR 溶液,然后加培养液

至 200mL。将 96 孔培养板放置 37℃,5%CO2,在恒温箱中依次培养

24、48、72、96h 后,加入 MTT 溶液 20μL,再继续培养 4h,弃上清液,

加入 DMS0150μL 所溶的紫色结晶体,振摇 15min,待晶体溶化后放

入酶标仪,测出 490nm 的 OD 值,并按照下列方法控制率=(1-试验组

OD 值/实验组 OD 值)来推算控制率。 

1.2.3 Hela 紫杉醇 s 细胞株耐药性的考察 

把在对数生长期的 Hela 紫杉醇 s 细胞株按 6x103ceLLs/孔的密

度注射在 96 孔板中,每孔含 100μLDMEM,经搅拌均匀后,在常规条

件下培养 24h,使细胞贴壁。同时弃去每孔上清水,经各组培养 48h

后,在每孔上添加 10μLCCK-8 及 90μL,不含胎牛新鲜血清的培养

液。37℃培养 1h。用酶标仪测定在 450nm 处的细胞吸光度为 A。

求半数抑制浓度 IC50 值和耐药指标(resistanCe indeX,RI)。RI 的等级

1-5 为低度耐药;5-15 为中度耐药;15 之上则为重度耐药。 

1.3 统计学分析 

采用 SPSS23.0 统计软件进行数据分析。 

2 结果 

2.1 三组对 Hela 紫杉醇 s 细胞株增殖的抑制作用 

结果表明：紫杉醇组、BBR 组、联合用药组均有抑制作用，且

联合处理组的抑制作用最强，由此说明紫杉醇和 BBR 对 Hela 紫杉

醇 s 细胞株具有明显的抑制作用。联合组的抑制率与单纯用药组的

相应抑制率相比，具有明显的统计学意义（P<0.05），见表 1。 

表 1  三组对 Hela 紫杉醇 s 细胞株增殖的抑制作用比较 

组别                          抑制率（%） 
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24h      48h      72h       96h 

对照组                -        -        -         - 

紫杉醇组            54.1458.19    60.0139.24 

BBR 组              67.21   69.46    64.65     50.64 

联合组              75.4881.3280.74     33.09 

2.2 Hela 紫杉醇 s 细胞株耐药性情况 

结果表明：联合组的半数致死量是 97.52μg/ml 耐药指数为

2.34。对 

紫杉醇和 BBR 产生明显耐药性，耐药指数分别为 87.15 和 9.25。 

表 1  三组对 HeLa 细胞耐药性比较 

组别         HeLa 半数致死量（μg/ml）   耐药指数 

对照组               -                       - 

紫杉醇组          6.7887.15 

BBR 组            4.93                     9.25 

联合组            97.52                    2.34 

3 讨论 

宫颈癌为中国女性第二大最常见恶性肿瘤,发病率大概为

3%-5%,仅次于乳腺癌。在全球范围内,一年大概有 50 万人次的宫颈

癌新发患者。但是宫颈癌具体的发病率是根据地区,年龄,个人生活

方式而不同的。90%以上的宫颈癌都伴有高危型 HPV 感染,危险的

性生活是 HPV 感染最大的协同因素。近年来宫颈癌的病变趋向于

年轻人化,并影响妇女身体健康。由于癌细胞转移和侵入,极易导致

人体的多器官功能衰竭和心血管破裂,以至出现失血性休克,死亡率

极高。所以研究相关内容迫在眉睫。由于宫颈癌的产生发展机制复

杂,牵扯到对人体中多种物质和基因的影响[1-2]。在肿瘤进展历程

中,癌细胞经过外泌体内皮细胞、间质细胞和免疫细胞作用,促使肿

瘤发展[3]。目前癌症发生机制有很多,例如影响 N-乙酰转移酶

(N-acetyltransferase,NAT)的功能抑制癌细胞的生理功能;阻滞癌细菌

的细胞循环,并控制癌症细胞的脱氧核糖核苷酸(Deoxyribonucleotide 

acid,DNA)及蛋白的合成,使含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶

(Caspase)级联反应激活,从而抑制癌增殖,并导致癌细胞坏死。还比如

诱导微管蛋白稳定聚合和抑制微管解聚,抑制癌细胞的分裂和增殖。 

紫杉醇(Paclitaxel)，是一种从红豆杉属树皮中提炼的自然次生

新陈代谢物质,又名红豆杉醇,它是 FDA 审批的首个纯天然抗癌药物

[4]。它的功能有增强免疫力系统、高效防治神经退行性疾病、控制

肉毒神经毒素功能[5]。紫杉醇及其新型药物用作抗肿瘤药品后,在卵

巢癌、乳腺癌和宫颈癌领域的防治作用也受到了普遍重视[6]。 

小檗碱又称黄连素,由黄连和黄柏等药液中萃取得到,为一种常

用的异喹啉类生物碱,有抗病原微生物的作用。另有科学研究结果表

明[7]:p-Akt 在子宫内膜癌细胞中的表现程度明显提高,且与癌细胞

的生长与转化成正相关联系。PI3k/Akt 浓度减低,则有助于减少对癌

细菌的转移与入侵作用。既往的观察证实了[8],宫颈癌 HeLa 细菌中

PI3K 和 AKt 蛋白表达程度升高,证明 PI3K 和 AKt 是参与宫颈癌发生

发展的信号物质,低、中和高剂量浓度盐酸小檗碱组细菌中 PI3K、

AKt 和 P-Akt 蛋白表达程度明显降低,表示 Akt 磷酸化可用作 p3k 活

性测定指标,可以反应 PI3k 信息通道的活力,盐酸小檗碱可以利用下

调 PI3k/AKt 信息通道控制宫颈癌细胞生长[9]。该中药良好的抑菌

机制,并且小檗碱具有增加宫颈癌细胞的放射敏感性,可以完美的和

紫杉醇药物相互配合。 

本文通过 MTT 法研究紫杉醇和 BBR 对 HeLa 细胞增殖的作用,

结果显示紫杉醇和 BBR 对 HeLa 宫颈癌细胞的增殖产生显著的抑制

作用,且结合使用的抑制效果显著高于单一使用的控制作用,但二者

是否存在相应的量效机制,尚有待进一步探讨。另外,在耐药细胞诱

导的前期,细菌更对药物敏感,加药培养后致死的细菌也更多,但在联

合使用后耐药性明显减弱,其具体机理仍有待进一步探讨。 
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