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5 种生物碱胃癌多药耐药逆转剂的筛选及机制研究 
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摘  要：目的  研究骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素甲、贝母素乙和氧化苦参碱对肿瘤细胞多药耐药性（MDR）的逆转作

用及机制。方法  以胃癌亲本细胞系 SGC-7901 和 MDR 细胞系 SGC-7901/VCR 为细胞模型，采用 MTT 法检测上述 5 种生物

碱的细胞毒活性及对 MDR 的逆转效果；用流式细胞仪检测 MDR 逆转效果最好的贝母素乙对肿瘤细胞内阿霉素（ADR）蓄积

的影响；Western blotting 法检测 P-糖蛋白（P-gp）的表达；Hoechst 荧光染色和细胞免疫荧光法检测贝母素乙诱导 SGC-7901/VCR
细胞凋亡情况。结果  骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素甲、贝母素乙和氧化苦参碱均能不同程度地抑制 SGC-7901 和

SGC-7901/VCR细胞的增殖，在非毒剂量下贝母素乙能够显著提高SGC-7901/VCR细胞对ADR的敏感性及细胞内ADR的浓度，

降低 P-gp 表达。贝母素乙联合 5-氟尿嘧啶（5-FU）给药可诱导 SGC-7901/VCR 细胞凋亡，凋亡细胞 cleaved caspase-3 呈高表

达。结论  贝母素乙具有作为胃癌 MDR 逆转剂的潜力，其逆转耐药的机制可能与下调 P-gp 表达和诱导细胞凋亡有关。 
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Screening for five alkaloids as reversal agents against gastric cancer multiple drug 
resistance and study on their mechanism 
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Abstract: Objective  To investigate five compounds, such as harmine (HM), harmaline (HMI), peimine (PM), peiminine (PMI), and 
oxymatrine (OMT), for their reversal effect on multiple drug resistance (MDR) in SGC-7901 and SGC-7901/VCR cell lines and their 
relevant mechanism. Methods  Taking SGC-7901 and SGC-7901/VCR cells as the models, the cytotoxicity and the reversal effects 
of the five compounds on MDR were examined by MTT assay. The effect of PMI on intracellular Adriamycin (ADR) accumulation 
and the expression of P-glucoprotein (P-gp) were respectively detected by flow cytometry and Western blotting. MDR cell apoptosis 
induced by PMI was analyzed by Hoechst fluorescence staining and immunofluorescence method. Results  HM, HMI, PM, PMI, and 
OMT could inhibit the cell growth of SGC-7901 and SGC-7901/VCR. Furthermore, PMI could enhance the sensitivity of ADR, 
increase the intracellular ADR concentration, and decrease the expression of P-gp with nontoxic dosage in SGC-7901/VCR cell line. 
Fluorescence microscope and Hoechest assay suggested that PMI combined with 5-fluorouracil (5-FU) could induce SGC-7901/VCR 
cell apoptosis, and cleaved caspase-3 could be highly expressed in apoptotic cells. Conclusion  PMI has the potential to be a 
promising as anti-MDR agent in gastric cancer by lowering P-gp expression and affecting cell apoptosis as well. 
Key words: alkaloids; harmine (HM); harmaline (HMI); peimine (PM); peiminine (PMI); oxymatrine (OMT); reversal of multiple 
drug resistance (MDR); P-glucoprotein (P-gp); apoptosis 
 

肿瘤细胞的多药耐药性（MDR）是指肿瘤细胞

对一种抗肿瘤药物产生抗药性的同时，对其他结构

和作用机制不同的抗肿瘤药物也产生耐药的一种交

叉抗药性，是导致恶性肿瘤化疗失败的重要原因之

一[1]。美国癌症协会统计，90%以上肿瘤患者的死

亡都不同程度地与 MDR 有关[2]。目前调节 MDR 的 
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途径主要有两种，一种是利用分子生物学技术，上

调或下调某些耐药相关分子的表达，以改变其耐药

表型；另一种则是通过开发新的不具有耐药性的抗

肿瘤药物，从而提高化疗效果[2]。因此开发高效、

低毒的 MDR 逆转剂是解决肿瘤 MDR、提高抗肿瘤

药物疗效的有效途径[3]。 
许多中药单味药及复方制剂具有很好的 MDR

逆转效果，其特点是多部位、多环节、多靶点地整

体调节，可针对 MDR 机制复杂的特点抑制肿瘤生

长及转移[4-7]。生物碱类化合物是许多中药及药用植

物的有效成分，具有广泛的生理活性，在植物体内

具有良好分布和较强输导能力，因此从中药及药用

植物中寻找生物碱类肿瘤 MDR 逆转剂已成为抗肿

瘤研究的热点。本实验以人胃癌亲本细胞系

SGC-7901和MDR细胞系SGC-7901/VCR为细胞模

型，选择骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素甲、贝

母素乙和氧化苦参碱 5 种生物碱为研究对象，体外

筛选 MDR 逆转剂，研究其 MDR 逆转活性及作用

机制，探讨其应用前景。 
1  材料 
1.1  药品与试剂 

骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素甲、贝母素

乙、氧化苦参碱，均由新疆维吾尔自治区药物研究

所提取（质量分数＞95%）。注射用硫酸长春新碱

（VCR）和阿霉素（ADR），浙江海正股份有限公司。

胎牛血清，杭州四季青生物制品有限公司；改良型

RPMI 1640 培养液，Hyclone 公司；MTT、β-actin，
Sigma-Aldrich 公司；P-糖蛋白（P-gp），Santa 公司；

辣根过氧化物酶二抗，博奥森公司； cleaved 
caspase-3 试剂盒，Thermo 公司。5-氟尿嘧啶（5-FU），

上海旭东海普药业。 
1.2  仪器 

Varioskan Tlash 型全波长扫描读数仪，凝胶电

泳仪，转膜、显影系统，Thermo 公司；FACS Calibur
型流式细胞仪，Becton Dikinsno 公司；激光共聚焦

显微镜，Thermo 公司。 
1.3  细胞 

人胃癌亲本细胞株 SGC-7901 和 MDR 细胞株

SGC-7901/VCR，来自第四军医大学肿瘤生物学国

家重点实验室。 
2  方法 
2.1  细胞培养 

SGC-7901、SGC-7901/VCR 细胞用含 10%胎牛

血清的 RPMI 1640 培养液在 37 ℃、5% CO2、恒温

培养箱中培养，其中SGC-7901/VCR细胞加1 μg/mL
的 VCR 维持耐药。 
2.2  MTT 法筛选药物非毒性质量浓度 

收集对数生长期 SGC-7901 和 SGC-7901/VCR
细胞，计数后以每孔 200 μL（含 5 000 个细胞）接

种于 96 孔板中，细胞贴壁后加入不同质量浓度骆驼

蓬碱（2.0～200.0 μg/mL）、去氢骆驼蓬碱（2.0～30.0 
μg/mL）、贝母素甲（20.0～120.0 μg/mL）、贝母素

乙（20.0～200.0 μg/mL）、氧化苦参碱（120.0～180.0 
μg/mL）作用 72 h，每个质量浓度设 3 个平行孔。

MTT 比色法测各孔 490 nm 吸光度（A）值。计算细

胞存活率。 
存活率＝实验组 A490 / 对照组 A490 

以药物质量浓度为横坐标，以细胞存活率为纵

坐标，绘制生长曲线，在生长曲线中选取细胞存活

率均＞90%的药物质量浓度作为该药物对 2 种细胞

株的非毒性质量浓度。 
2.3  对 SGC-7901/VCR 细胞 ADR 敏感性的影响 

取对数生长期SGC-7901/VCR细胞，以每孔5 000
个接种于 96 孔板中，参照 ADR 的血浆峰浓度，对

照组加入不同质量浓度的 ADR（0.05、0.5、5.0、
50.0 μg/mL），MDR 逆转组同时加入非毒性质量浓

度的 5 种生物碱（骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母

素甲、贝母素乙、氧化苦参碱的质量浓度分别 2.0、
2.0、20.0、20.0、120.0 μg/mL）与 ADR，各组培养

72 h 后加入 MTT 20 μL（5.0 g/L）作用 4 h，加入

150 μL DMSO，轻振 10 min，测各孔 A490nm，分别

计算对照组和联合用药组 ADR 的 IC50 值，并计算

逆转倍数（RI），以检测非毒性质量浓度药物与 ADR
联合应用对 SGC-7901/VCR 细胞生长的影响。 

RI＝对照组 ADR IC50值 / 联合用药组 ADR IC50值 

2.4  流式细胞仪检测贝母素乙对肿瘤细胞内 ADR
蓄积的影响 

取对数生长期 SGC-7901 和 SGC-7901/VCR 细

胞，以 7.0×105/孔接种于 12 孔板中，常规培养 24 h，
对照组分别向 SCG-7901 细胞和 SGC-7901/VCR 细

胞中加入 ADR（5.0 μg/mL），联合用药组向 SGC- 
7901/VCR 细胞中加入 ADR（5.0 μg/mL）与不同质

量浓度（10.0、15.0、20.0 μg/mL）贝母素乙，培养

1 h，收集细胞，流式细胞仪检测细胞内 ADR 的蓄

积量。由于 ADR 有荧光显色性质，检测中使用激

发波长为 488 nm，接收波长为 575 nm。 
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2.5  Western blotting 法检测 P-gp 表达 
取经 ADR（5.0 μg/mL）、ADR（5.0 μg/mL）＋

贝母素乙（20 μg/mL）处理的 SGC-7901 和 SGC- 
7901/VCR 细胞，提取总蛋白并用考马斯亮蓝 G250-
蛋白质定量法测定蛋白的量。取等量总蛋白样品，

8%十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋

白，用半干法将凝胶中的蛋白转移到 NC 膜上，10%
脱脂牛奶封闭 2 h 后，加 P-gp（1∶200）和 β-actin
（1∶3 000）一抗于 4 ℃孵育过夜，加标记辣根过氧

化物酶的二抗（1∶2 000）室温孵育 1 h，增强化学

发光（ECL）试剂盒显色后采用凝胶成像系统成像。 
2.6  贝母素乙与 5-FU 联合用药对细胞凋亡的影响 

收集“2.4”项下经不同给药方式（以 5-FU 替

代 ADR）处理的 SGC-7901/VCR 细胞以及以贝母素

乙 20.0 μg/mL 处理的细胞，爬片，按照 cleaved 
caspase-3 试剂盒说明操作，激光共聚焦显微镜检测

Hoechst 和 cleaved caspase-3 着色情况。 
2.7  统计学分析 

采用 SPSS15.0 软件进行统计学处理，数据以

 sx ± 表示，组间比较采用单因素方差分析。 
3  结果 
3.1  药物非毒性质量浓度筛选 

5 种生物碱不同程度地抑制 SGC-7901 细胞和

SGC-7901/VCR 细胞生长，药物非毒性质量浓度筛

选结果为：骆驼蓬碱 2.0 μg/mL、去氢骆驼蓬碱 2.0 
μg/mL、贝母素甲 20.0 μg/mL、贝母素乙 20.0 μg/mL、
氧化苦参碱 120.0 μg/mL。结果见图 1。 

3.2  对 SGC-7901/VCR 细胞 ADR 敏感性的影响 
贝母素乙能够显著提高 SGC-7901/VCR 细胞对

ADR 的敏感性，使 ADR 对 MDR 细胞的 IC50值明

显降低，与 ADR 单用组相比，RI 为 6.47（P＜0.01）；
而骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素甲、氧化苦参

碱无明显 MDR 逆转作用。结果见表 1。 
3.3  对肿瘤细胞内 ADR 蓄积的影响 

2 种肿瘤细胞加入 ADR 培养 1 h 后，SGC- 
7901/VCR 细胞中 ADR 的平均荧光强度较 SGC- 
7901 细胞显著降低；同时加入不同质量浓度（10.0、
15.0、20.0 μg/mL）的贝母素乙与 ADR（5.0 μg/mL）
后，SGC-7901/VCR 细胞中 ADR 荧光强度逐渐增

加，较单用 ADR 组分别增加了 94%、138%、223%，

呈明显的质量浓度相关性。结果见表 2。 
3.4  对 P-gp 表达的影响 

Western blotting 检测结果显示，SGC-7901 细胞

中 P-gp 在 1.3× 105 处有少量表达，耐药的

SGC-7901/VCR 细胞中 P-gp 在 1.7×105 处表达，表

达量明显高于亲本 SGC-7901 细胞。用 ADR 干预

SGC-7901/VCR 细胞后，P-gp 表达无明显变化，贝

母素乙单独处理或与 ADR 联合给药时，P-gp 的表

达量明显下降，结果见图 2。 
3.5  贝母素乙与 5-FU 联合给药对细胞凋亡的影响 

用不同给药方式处理 SGC-7901/VCR 细胞 48 h
后，5-FU 单独给药组和贝母素乙单独给药组

SGC-7901/VCR 细胞 Hoechst 染色显示，细胞核染色

为低强度的蓝色荧光，弥散均匀，无凋亡现象，cleaved 

 

图 1  5 种生物碱对 SGC-7901 和 SGC-7901/VCR 细胞增殖的影响 
Fig. 1  Effect of five alkaloids on proliferation of SGC-7901 and SGC-7901/VCR cells  
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表 1  5 种生物碱对 SGC-7901/VCR 细胞 MDR 的逆转作用 
( ± = 3x s n, ) 

Table 1  Reversal effect of five alkaloids on MDR 
      in SGC-7901/VCR cells ( ± = 3x s n, ) 

组  别 ADR IC50 RI 

ADR 4.79±1.01 － 

骆驼蓬碱 (2.0 μg·mL−1)＋ADR 4.40±1.27 1.09 

去氢骆驼蓬碱 (2.0 μg·mL−1)＋ADR 4.12±0.69 1.16 

贝母素甲 (20.0 μg·mL−1)＋ADR 3.89±0.77 1.23 

贝母素乙 (20.0 μg·mL−1)＋ADR 0.74±0.16** 6.47 

氧化苦参碱 (120.0 μg·mL−1)＋ADR 3.68±0.05 1.30 

与 ADR 组比较：**P＜0.01 
**P < 0.01 vs ADR group 

caspase-3 无表达。5-FU 与贝母素乙联合给药，SGC- 
7901/VCR 细胞 Hoechst 染色显示，细胞呈现明显的

凋亡特征，大量的细胞核呈致密的的固缩状或颗粒

状，细胞核聚集或碎裂比较明显，且凋亡细胞 cleaved 
caspase-3 高表达，表明 5-FU 与贝母素乙合用可诱导

MDR 细胞凋亡，其机制与激活 caspase-3 通路、产生

caspase-3的剪切体 cleaved caspase-3有关。结果见图3。 

表 2  贝母素乙对胃癌细胞内 ADR 积蓄的影响 
 ( ± = 3x s n, ) 

Table 1  Effect of PMI on accumulation of ADR 

in gastric cancer cells ( ± = 3x s n, ) 

ADR 积蓄量 / % 
组  别 ρ / (μg·mL−1)

SGC-7901 细胞 SGC-7901/VCR细胞

ADR 5.0 99.73±0.11 16.43±0.90 

贝母素乙＋ 10.0＋5.0 － 31.93±1.96* 

ADR 15.0＋5.0 － 39.07±1.56* 

 20.0＋5.0 － 53.07±6.66** 

与 ADR 组比较：*P＜0.05  **P＜0.01 
*P < 0.05  **P < 0.01 vs ADR group 

 

图 2  贝母素乙对胃癌细胞 P-gp 表达的影响 
Fig. 2  Effect of PMI on expression of P-gp in gastric cancer cells 

 

图 3  贝母素乙与 5-FU 联合用药对 SGC-7901/VCR 细胞凋亡的影响 
Fig. 3  Effect of PMI combined with 5-FU on SGC-7901/VCR apoptosis 
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4  讨论 
开发中药 MDR 逆转剂较化学逆转剂（如维拉

帕米）有更大的优越性：中药可多机制、多靶点地

显著提高抗肿瘤药物对肿瘤细胞的细胞毒作用，逆

转 MDR[8]。生物碱类化合物是广泛存在于自然界中

的一类含氮碱性有机化合物，有显著的生物活性，

是中药中一类重要的有效成分。有研究表明，骆驼

蓬碱、去氢骆驼蓬碱能够明显抑制白血病和多种消

化道肿瘤细胞的增殖，浙贝母碱能够逆转白血病细

胞的 MDR，氧化苦参碱能够抑制胃癌 SGC-7901 和

MGC-803 细胞的增殖[9-12]。然而这些化合物与胃癌

耐药之间的关系鲜见报道。 
本实验选取骆驼蓬碱、去氢骆驼蓬碱、贝母素

甲、贝母素乙和氧化苦参碱 5 个具有明显抗肿瘤作

用的生物碱类单体化合物，以耐药 SGC-7901/VCR
细胞为模型，筛选胃癌细胞 MDR 逆转剂。结果表

明，在药物的非毒性质量浓度下，贝母素乙能够明

显提高 SGC-7901/VCR 细胞对化疗药物的敏感性，

提示贝母素乙不仅能抑制胃癌细胞增殖，还可能具

有胃癌多药耐药逆转作用。增加药物外排，降低细

胞内的药物蓄积是导致 MDR 的主要原因之一。

ADR 具有自发荧光特性[13]，本实验采用流式细胞仪

检测肿瘤细胞内 ADR 的平均荧光强度，以确定细

胞内 ADR 的浓度。结果显示，SGC-7901/VCR 细胞

株对 ADR 摄取和蓄积的能力明显低于 SGC-7901
细胞株；而贝母素乙（20 μg/mL）与 ADR 合用后，

SGC-7901/VCR细胞内的平均荧光强度比单用ADR
组增加了 2.23 倍，表明贝母素乙使 MDR 细胞株对

ADR 摄取和蓄积能力明显恢复。 
P-gp 作为经典的耐药相关蛋白是逆转肿瘤

MDR 的主要靶点，属 ATP 结合盒式跨膜蛋白超家

族的一种，其能直接与化疗药物相结合，将细胞内

药物逆浓度梯度转运到细胞外，减少化疗药物在细

胞内的有效浓度，消弱对肿瘤细胞的杀伤作用[14-15]。

本实验结果显示，贝母素乙单用或与 ADR 合用均

能使高表达 P-gp 的 SGC-7901/VCR 细胞中 P-gp 蛋

白表达下调。P-gp 是 MDR1 编码基因的下游蛋白产

物，MDR1 基因启动子的低甲基化状态可影响 P-gp
表达增加；一些抑癌基因包括细胞周期调控基因、

促凋亡基因、DNA 修复相关基因、药物转运基因启

动子甲基化影响基因表达封闭，也可以导致肿瘤细

胞耐药性的产生[16]。因此，贝母素乙逆转 MDR 的机

制与基因去甲基化是否有关，还需要进一步的研究。 

减弱肿瘤细胞的抗凋亡能力也是逆转 MDR 的

另一重要途径[17-18]。Caspase 家族在凋亡诱导信号

传递、caspase 级联反应、下游效应因子作用这一细

胞凋亡过程中起关键作用。在细胞中，caspase 家族

蛋白酶以酶原形式存在，但在凋亡过程中可以被激

活，激活后的 caspase-3 可介导胞内结构蛋白与功能

蛋白降解[19-20]。本实验表明，贝母素乙与 5-Fu 联合

用药可以诱导 MDR 细胞凋亡，其机制与激活

caspase-3 通路、产生 caspase-3 的剪切体 cleaved 
caspase-3 有关。 

综上所述，贝母素乙通过提高 SGC-7901/VCR
细胞对抗肿瘤药物的敏感性，降低 P-gp 的表达，减

少细胞内药物外排及诱导细胞凋亡等途径对肿瘤细

胞 MDR 产生明显的逆转作用。贝母素乙作为传统

中药贝母的有效成分，药源丰富、药理作用明显，

具有良好的应用和开发前景。 
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