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维拉帕米及艾灸对长春新碱耐药胃癌细胞株 ＳＧＣ７９０１ 逆转
增效作用
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　 　 ［摘要］ 　 目的　 观察维拉帕米（ＶＰＭ）及艾灸对小鼠长春新碱（ＶＣＲ）耐药 ＳＧＣ７９０１ 胃癌移植后的瘤体重量、抑瘤率及 Ｐ⁃
糖蛋白（Ｐ⁃ｇｐ）表达的影响，以了解两者对长春新碱耐药逆转增效作用。 　 方法　 分别进行不同剂量维拉帕米及艾灸联合不

同剂量维拉帕米抗肿瘤耐药的实验。 第一组实验将 ＳＤ 小鼠分成等渗盐水组、ＶＣＲ 对照组、ＶＰＭ 对照组、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ
组、１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组、１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组，，每组 １６ 只，雌雄各半，所有模型组小鼠在左前

肢腋下接种瘤组织，按组给予等渗盐水和不同剂量药物，１５ ｄ 后，取出瘤体称重，计算抑瘤率，同时留取瘤体标本，检测多药耐

药（ＭＤＲ） 相关蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 的变化。 第二组实验将 ＳＤ 小鼠分成等渗盐水组、ＶＣＲ 对照组、ＶＰＭ 对照组、艾灸对照组、
０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组，每
组 １６ 只，雌雄各半，所有模型组小鼠在左前肢腋下接种瘤组织，按组给予等渗盐水和不同剂量药物及艾灸，１５ ｄ 后，取出瘤体

称重，计算抑瘤率，同时留取瘤体标本，检测 ＭＤＲ 相关蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 的变化。 　 结果　 第一组实验中给予维拉帕米时，等渗盐水

组与不同剂量药物组间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），随剂量增加瘤体重量下降、抑瘤率增加和蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 表达下降，但 １􀆰 ５
ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 时，蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 值差异无统计学意义。 第二组实验中给予维拉帕米和艾灸时，等渗盐水组与不同剂量药物

组间差异也有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），随剂量增加瘤体重量下降、抑瘤率增加和蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 表达下降，其中剂量组：１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 和

２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 与仅给予维拉帕米组相比差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 维拉帕米和艾灸对小鼠长春新碱耐药 ＳＧＣ７９０１
胃癌耐药具有逆转增效作用，在 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 维拉帕米、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ 长春新碱、艾灸联合用药时可达到单用 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 长春新碱用

药效果。
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　 　 近年来针对恶性肿瘤的新化疗药物不断出现，
化疗方案不断改进，但普遍存在肿瘤多药耐药

（ｍｕｌｔｉ⁃ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ），一直是治疗失败的主

要原因，也是化疗治疗肿瘤以来一直悬而未决的重

要问题。 因此，克服肿瘤细胞多药耐药及增强化疗

药物的效果，将关系到恶性肿瘤患者化疗的疗效及

预后。
维拉帕米 （ ｖｅｒａｐａｍｉｌ，ＶＰＭ） 为钙通道阻滞剂

（钙拮抗剂），对肿瘤细胞 ＭＤＲ 表型的具有逆转作

用［１］。 Ｂｅｌｌａｍｙ 等［２］进一步作了有关的实验，单用维

拉帕米即能逆转耐药细胞对阿霉素的拮抗作用，能
增加细胞内阿霉素的积聚，细胞内药物浓度的增加

是通过细胞对药物外排的减少而实现的。 基础研

究表明维拉帕米不仅可以与化疗药物竞争细胞膜

上 Ｐ⁃１７０ 的结合位点，而且可在 ＭＤＲ１ 基因的转录

水平上抑制 Ｐ⁃１７０ 的表达，增加肿瘤细胞内化疗药

物的浓度，从而逆转其耐药性［３⁃５］。
艾灸在临床报道中能逆转肿瘤耐药，并能对抗

肿瘤药物起到增效减毒作用，在动物实验中也取得

了进展，为临床上提供了治疗恶性肿瘤患者的一种

重要的辅助治疗方法，但艾灸疗法在恶性肿瘤治疗

中的应用尚处于初期阶段，无论是在临床研究还是

实验研究过程中仍然存在一定的问题，尤其在临床

研究中还需进一步规范试验设计，运用循证医学理

论合理评价艾灸治疗恶性肿瘤的疗效［６⁃８］；在动物

实验研究中还需进一步深入探讨治疗肿瘤的作用

机制，发挥艾灸疗法在恶性肿瘤治疗中的治疗

作用［９⁃１１］。
本研究以长春新碱 （ ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎ， ＶＣＲ） 诱导的

ＳＧＣ７９０１ 耐药细胞为研究对象，研究维拉帕米及艾

灸对该耐药细胞移植后瘤体重量、抑瘤率及 Ｐ⁃糖蛋

白（Ｐ⁃ｇｐ）表达的影响，为维拉帕米及艾灸的临床应

用提供依据。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 药品与试剂　 小牛血清（ＦＢＳ）购自杭州四季

青生物工程材料研究所； 青霉素、链霉素为国产哈

尔滨制药总厂； 四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购自北方同

正生物制品公司； 长春新碱及维拉帕米均为国产，
长春新碱为广东岭南制药有限公司，维拉帕米注射

剂为上海禾丰制药有限公司。 鼠抗人 Ｐ⁃糖蛋白荧

光抗体由晶美生物工程有限公司提供。
１􀆰 ２　 仪器和设备　 二氧化碳培养箱： ＨＦ１５１ＵＶ 上

海力申科学仪器有限公司； 超净工作台： ＢＨＣ⁃
１０００ＩＩ Ａ ／ Ｂ３苏州安泰空气技术公司； 倒置显微镜：
ＣＫＸ４１Ｆ 奥林巴斯； 酶标仪： ＢＨＰ９５０４ 北京滨松光

子技术有限公司；流式细胞仪：美天旎 ＭＡＣＳＱｕａｎｔ。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 耐药细胞株 　 胃癌细胞株 ＳＧＣ⁃７９０１ ／ ＶＣＲ
购自上海复祥生物科技有限公司（采用胃癌 ＳＧＣ⁃
７９０１ 细胞株，模拟临床用药特点，应用高浓度反复

间歇诱导的方法，建立胃癌细胞株 ＳＧＣ⁃７９０１ 对长

春新碱多药耐药细胞系 ＳＧＣ⁃７９０１ ／ ＶＣＲ）。 将所购

ＳＧＣ⁃７９０１ ／ ＶＣＲ 细胞在培养液中稳定传代 ２ 周后，
取处于指数生长期的细胞，常规胰蛋白酶消化制备

单细胞悬液备用。
１􀆰 ３􀆰 ２　 动物模型制作 　 取指数生长期 ＳＧＣ⁃７９０１ ／
ＶＣＲ 细胞，在 ＳＤ 小鼠左前肢腋下皮下注射 ＳＧＣ⁃
７９０１ ／ ＶＣＲ 细胞 ２×１０６ ／ ０􀆰 ２ ｍＬ，获得实体瘤，选取生

长良好、呈淡红色、鱼肉状的瘤组织，置于等渗盐水

中切成约 １ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ 小块，备用。 取 ＳＤ 小鼠

在其左前肢腋下接种瘤组织，同时分组给予等渗
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盐水和不同剂量药物及艾灸。 等渗盐水组腹腔注

射等渗盐水 ０􀆰 １ｍＬ，每日 １ 次，连续 １５ｄ。 ＶＣＲ 对照

组腹腔注射长春新碱 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １ 次，连续 １５
ｄ （与维拉帕米及艾灸联合应用时长春新碱的剂量

为 ０􀆰 ５ｍｇ ／ ｋｇ）。 ＶＰＭ 对照组腹腔注射维拉帕米 １􀆰 ０
ｍｇ ／ ｋｇ，每日 １ 次，连续 １５ ｄ。 艾灸组造模开始后，于
接种次日开始施治，施灸局部剃毛露出皮肤，使用

艾绒制成半米粒大艾炷，放置于穴位相对部位，用
线香点燃，连续施治 １５ ｄ。 中脘穴灸每日 １ 壮，足三

里穴则左右穴位每日交替灸各 １ 壮。
１􀆰 ３􀆰 ３　 不同剂量维拉帕米抗肿瘤耐药性的研究　
采用上述小鼠模型，随机分为等渗盐水组、ＶＣＲ 对

照组、ＶＰＭ 对照组、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ ＋ＶＣＲ 组、１􀆰 ０
ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组、１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组、２􀆰 ０
ｍｇ ／ ｋｇＶＰＭ＋ＶＣＲ 组，每组 １６ 只，雌雄各半。 每天观

察负瘤小鼠的活动状况、毛色及食欲情况，每周测

量体重。 每周测量瘤体体积，１５ ｄ 后颈椎脱臼处死

小鼠，取出瘤体称重，计算抑瘤率，同时留取瘤体标

本，置于液氮中，检测 ＭＤＲ 相关蛋白 （ Ｐ⁃ｇｐ） 的

变化。
１􀆰 ３􀆰 ４　 艾灸联合不同剂量维拉帕米抗肿瘤耐药的

研究　 采用上述小鼠模型，随机分为等渗盐水组、
ＶＣＲ 对照组、ＶＰＭ 对照组、艾灸对照组、０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ
ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、
１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ
＋艾灸组，每组 １６ 只，雌雄各半。 每天观察负瘤小

鼠的活动状况、毛色及食欲情况，每周测量体重。
每周测量瘤体体积，１５ ｄ 后颈椎脱臼处死小鼠，取
出瘤体称重，计算抑瘤率，同时留取瘤体标本，置于

液氮中，检测 ＭＤＲ 相关蛋白 Ｐ⁃ｇｐ 的变化。
１􀆰 ４　 瘤重及抑瘤率的计算　 打开左前肢腋下，剥离

肿瘤，称重，并计算抑瘤率。
　 抑瘤率＝［（等渗盐水组的平均瘤重－药物组的平

均瘤 重 ） ／ 等 渗 盐 水 组 的 平 均 瘤 重 ］
×１００％

１􀆰 ５　 流式细胞仪检测 Ｐ⁃糖蛋白表达　 选取剥离后

瘤块，切成小块，用胰酶消化，ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，加入

２００ μＬ ＰＢＳ 重悬细胞，取 １００ μＬ 细胞悬液加入鼠抗

人 Ｐ⁃ｇｐ⁃ＰＥ （１ ∶５０） ２０ μＬ，阴性对照另取 １００ μＬ 悬

液 加 入 鼠 抗 人⁃Ｉｇ Ｇ２ｂ⁃ＰＥ ２０ μＬ，混匀后静置于

４℃，避光 ３０ ｍｉｎ，用 ＰＢＳ 洗涤去未结合单抗，４００
μＬ ＰＢＳ 重悬细胞，上机检测。
１􀆰 ６　 统计学分析　 采用 ＳＰＳＳ１７􀆰 ０ 统计学软件进行

数据分析，计量资料以均数±标准差（􀭰ｘ±ｓ）表示，组
间比较采用 ｔ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有统计学

意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 不同剂量维拉帕米抗肿瘤耐药性的瘤体重量、
抑瘤率及 Ｐ⁃ｇｐ 值　 瘤体重量：对照组、药物组与等

渗盐水组间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；ＶＣＲ 对

照组与 ０􀆰 ５、１􀆰 ０ 和 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组间差异

有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），但与 ２􀆰 ０ｍｇ ／ ｋｇＶＰＭ＋ＶＣＲ
组间差异无统计学意义（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ＶＰＭ 对照组与

１􀆰 ０、１􀆰 ５ 和 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组间差异有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 抑瘤率：随着 ＶＰＭ 的剂量增加，
ＶＰＭ＋ＶＣＲ 联合治疗的抑瘤率接近于 ＶＣＲ 对照组

的抑瘤率。 Ｐ⁃ｇｐ 值：对照组、药物组与等渗盐水组

间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋
ＶＣＲ 组与 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组间差异有统计学

意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 １。
２􀆰 ２　 艾灸联合不同剂量维拉帕米抗肿瘤耐药的瘤

体重量、抑瘤率及 Ｐ⁃ｇｐ 值　 瘤体重量：对照组、药物

组与等渗盐水组间差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；
ＶＣＲ 对照组与 ０􀆰 ５、１􀆰 ０ 和 １􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾
灸组 间 差 异 有 统 计 学 意 义 （ Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ ）， 但 与

２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组间差异无统计学意义

（Ｐ＞０􀆰 ０５）；ＶＰＭ 对照组、艾灸对照组与 １􀆰 ０、１􀆰 ５ 和

２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组间差异有统计学意义

（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 抑瘤率：随着 ＶＰＭ 的剂量增加，ＶＰＭ＋
ＶＣＲ＋艾灸联合治疗的抑瘤率接近于 ＶＣＲ 对照组的

抑瘤率。 Ｐ⁃ｇｐ 值：对照组、药物组与等渗盐水组间

差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ
＋艾灸组与 １􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组间差异有

统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 １􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋
艾灸组的 Ｐ⁃ｇｐ 值分别与对应与未增加艾灸治疗的

１􀆰 ５、２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组的 Ｐ⁃ｇｐ 值差异有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 见表 ２。
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表 １　 不同剂量维拉帕米和长春新碱治疗后的瘤体重量、抑瘤率及 Ｐ⁃ｇｐ 值比较

组别 ｎ 瘤体重量（ｇ） 抑瘤率（％） Ｐ⁃ｇｐ 值

等渗盐水组 １６ １􀆰 ４９３±０􀆰 ０４８ － ０􀆰 ８９０±０􀆰 ０６４
ＶＣＲ 对照组 １６ １􀆰 ０７９±０􀆰 ０６０∗ ２７􀆰 ７ ０􀆰 ４２７±０􀆰 ０４０∗

ＶＰＭ 对照组 １６ １􀆰 ３６５±０􀆰 ０６２∗ ８􀆰 ６ ０􀆰 ６８３±０􀆰 ０１８∗

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组 １６ １􀆰 ４３５±０􀆰 ０８０＃ ３􀆰 ９ ０􀆰 ２１５±０􀆰 ０１９∗＃△

１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组 １６ １􀆰 ２１１±０􀆰 ０３８∗＃△ １８􀆰 ９ ０􀆰 １２０±０􀆰 ０１８∗＃△▲

１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组 １６ １􀆰 １１６±０􀆰 ０３１∗＃△ ２５􀆰 ３ ０􀆰 ０９２±０􀆰 ０１２∗＃△

２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ 组 １６ １􀆰 ０９３±０􀆰 ０３２∗△ ２６􀆰 ８ ０􀆰 ０９４±０􀆰 ０１１∗＃△

与等渗盐水组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＶＣＲ 对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＶＰＭ 对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ０􀆰 ５ｍｇ ／ ｋｇＶＰＭ＋ＶＣＲ 组比
较，▲Ｐ＜０􀆰 ０５

表 ２　 不同剂量维拉帕米和长春新碱及艾灸治疗后的瘤体重量、抑瘤率及 Ｐ⁃ｇｐ 值比较

组别 ｎ 瘤体重量（ｇ） 抑瘤率（％） Ｐ⁃ｇｐ 值

等渗盐水组 １６ １􀆰 ４８３±０􀆰 ０５８ － ０􀆰 ８７９±０􀆰 ０５７

ＶＣＲ 对照组 １６ １􀆰 ０９５±０􀆰 ０５３∗ ２６􀆰 ２ ０􀆰 ４２６±０􀆰 ０３２∗

ＶＰＭ 对照组 １６ １􀆰 ３８６±０􀆰 ０８６∗ ６􀆰 ５ ０􀆰 ７４２±０􀆰 ０１６∗

艾灸对照组 １６ １􀆰 ３６４±０􀆰 ０７１∗ ８􀆰 ０ ０􀆰 ５４９±０􀆰 ０２１∗

０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组 １６ １􀆰 ４４２±０􀆰 ０６７＃ ２􀆰 ８ ０􀆰 ２０８±０􀆰 ０１７∗＃△

１􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组 １６ １􀆰 ２１９±０􀆰 ０４９∗＃△▲ １７􀆰 ８ ０􀆰 １２０±０􀆰 ０１６∗＃△◇

１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组 １６ １􀆰 １１１±０􀆰 ０３８∗＃△▲ ２５􀆰 １ ０􀆰 ０７４±０􀆰 ０１２∗＃△

２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组 １６ １􀆰 ０８５±０􀆰 ０３５∗△▲ ２６􀆰 ８ ０􀆰 ０７８±０􀆰 ０１３∗＃△

与等渗盐水组比较，∗Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＶＣＲ 对照组比较，＃Ｐ＜０􀆰 ０５；与 ＶＰＭ 对照组比较，△Ｐ＜０􀆰 ０５；与艾灸对照组比较，▲Ｐ＜
０􀆰 ０５；与 ０􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ ＶＰＭ＋ＶＣＲ＋艾灸组比较，◇Ｐ＜０􀆰 ０５

３　 讨　 论

维拉帕米对人胃癌耐药细胞系 ＳＧＣ７９０１ ／ ＶＣＲ
多药耐药性具有逆转效应，有研究结果表明维拉帕

米可以使 ＳＧＣ７９０１ ／ ＶＣＲ 的 ＭＤＲ１ 基因表达水平和

Ｐ⁃ｇｐ 糖蛋白表达降低，细胞对化疗药物的敏感性明

显增加［１２⁃１４］；本文的结果显示，维拉帕米与 ＶＣＲ 配

伍使用时，有增效作用，在 ２􀆰 ０ ｍｇ ／ ｋｇ 剂量时，与半

剂量的 ＶＣＲ 配伍，基本能达到足剂量 ＶＣＲ 的效果，
再次证明维拉帕米对于 ＶＣＲ 耐药的 ＳＧＣ７９０１ 细胞

具有逆转增效作用。
艾灸确有调节肿瘤相关免疫的作用，能改善小

鼠生存质量，在肿瘤免疫相关指标如细胞因子的表

达等多方面证明艾灸具有免疫调节作用［１５］。 本文

中艾 灸 在 与 维 拉 帕 米 配 伍 时 在 维 拉 帕 米 达

１􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ剂量时的降低 Ｐ⁃ｇｐ 糖蛋白表达效果明

显，但在低剂量组时组间相比无显著性差异，提示

艾灸需要与维拉帕米高剂量时配伍能起到好的疗

效；由于艾灸所具有的调节免疫的作用，因此首先

表现具有降低 Ｐ⁃ｇｐ 糖蛋白的作用，但瘤体重量、抑
瘤率暂无改善；由于本实验的动物例数及艾灸的时

间所限，可能影响了实验的结果，在后期的实验中

将加大动物例数和增加艾灸的时间进一步考察艾

灸对肿瘤生长的影响。
从本文结果可以看出维拉帕米和艾灸联合用

药具有逆转 ＳＧＣ７９０１ 细胞 ＶＣＲ 耐药和增效，但还

需要进一步考察两者联合效价，扩大实验样本量，
从而提高实验数据的可信性，以进一步验证维拉

帕米和艾灸在抗肿瘤方面具有高效疗效的相关

特性。
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