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【摘 要】目的 探讨中药厚朴的有效单体成分和厚朴酚对非小细胞肺癌紫杉醇（paclitaxel，PTX）耐药性的逆转作用及可能机制。 方法

以非小细胞肺癌细胞株A549和PTX耐药细胞株A549T作为研究对象，分为空白对照组、和厚朴酚组、紫杉醇组、和厚朴酚+紫杉醇组，和厚朴

酚组、紫杉醇组分别使用一定浓度的药物干预细胞，和厚朴酚+紫杉醇组使用两种药物联合干预细胞，空白对照组不干预。通过MTT实验、流

式细胞术、细胞免疫荧光实验及Western Blot免疫印迹实验，观察和厚朴酚对A549T细胞株紫杉醇耐药性的影响。 结果 和厚朴酚联合紫杉醇

干预体外培养的A549T细胞时，细胞存活率较对照组显著降低；和厚朴酚干预体外培养的A549T后，与对照组相比，G2/M期细胞数量增加，细

胞P-糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）表达水平降低。 结论 和厚朴酚能逆转体外培养的A549T细胞的紫杉醇耐药性，其机制与抑制P-gp蛋白

的表达，减少药物外排有关。
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【Abstract】 Objective This study aimed to explore the potential of Honokiol in reversing paclitaxel resistance and to understand

its underlying mechanisms in non-small cell lung cancer（NSCLC）.Methods Using the non-small cell lung cancer cell line A549 and
the paclitaxel-resistant cell line A549T as research subjects，A549T cells were divided into the control group，Honoliol group，Pacli⁃
taxel group and Honokiol+Paclitaxel group. Cells of Honoliol group and Paclitaxel group were treated with a certain concentration of
Honoliol or Paclitaxel respectively，while the cells of Honokiol+Paclitaxel group were treated with these two drugs. We assessed the ef⁃
fects of honokiol on Paclitaxel-resistant cell line A549T using various methods including MTT assay，flow cytometry，cell immunofluo⁃
rescence assay and Western blot analysis. Results When honokiol was combined with paclitaxel to intervene with A549T cells cultured
in vitro，the cell survival rate was significantly reduced compared to the control group；after honokiol intervention with A549T cells cul⁃
tured in vitro，the number of cells in the G2/M phase increased，and the expression level of P-glycoprotein（P-gp）was decreased com⁃
pared to the control group. Conclusion Honokiol could reverse the paclitaxel resistance of A549T cells cultured in vitro，and its mecha⁃
nism was related to the inhibition of P-glycoprotein（P-gp）expression levels and the reduction of drug efflux.
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2018年全球肺癌新增病例高达 209万，是癌症死

亡的主要原因，约占癌症死亡总数的20%[1]。中国肺癌

的发病率和死亡率在全球位列第一，也是患病人数攀

升最严重的国家，统计显示中国2015年新发肺癌病例

78.7万，死亡肺癌病例数约 63万[2]，肺癌发病率约为

278.07/10万[3]。与大多数国家相比，中国的癌症死亡

率相对较高，预计 2015年至 2030年间，中国的癌症死

亡率可能增加近 40%。以中国四川省泸州市为例，经

自回归滑动平均模型（Autoregressive Integrated Moving
Average Model，ARIMA）预测 2021年至 2023年泸州市

老年人肺癌的总体死亡率继续呈上升趋势[4]。
当前肺癌的治疗手段已有较大的突破，五年生存

论 著
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率有明显提高，但总体生存情况仍然较差，患者五年生

存率约为 10%～ 20%[5-6]。目前化疗仍然是晚期肺癌

治疗的基石，但肿瘤细胞对化疗药物产生耐药会严重

影响治疗效果和预后[7]，避免或逆转化疗药物的耐药性

研究对肺癌的诊治具有重要意义。本研究通过紫杉醇

联合和厚朴酚干预紫杉醇耐药细胞株A549T，检测细

胞存活率、细胞周期及相关蛋白表达水平以及P-糖蛋

白（P-glycoprotien，P-gp）表达水平，探讨和厚朴酚对非

小细胞肺癌紫杉醇耐药性的逆转作用及可能机制。

1 材料与方法

1.1 主要实验材料与仪器

非小细胞肺癌细胞株A549，耐紫杉醇非小细胞肺

癌细胞株A549T（由澳门科技大学中药质量研究国家

重点实验室冻存并复苏）；和厚朴酚MTT检测试剂盒

（Sigma-Aldrich，CT02）；二甲基亚砜（DMSO，Sigma-
Aldrich，D2650）；碘化丙啶（PI，Sigma-Aldrich，537059）
染 色 液；周 期 调 节 相 关 蛋 白 : β -Tubulin（Abcam，
ab7291），CyclinB1（Abcam，ab32053），CyclinD1（Ab⁃
cam，ab16663），P21（Abcam，ab109520），P27（Abcam，
ab32034）；二抗购自 SANTA生物科技公司（SC-2357，
SC-2359，SC-2354）；流式细胞仪（BD-FACS-AriaⅢ）。

1.2 研究方法

1.2.1 MTT 实验 将合适密度的A549、A549T细胞置

于 37℃、5% CO2浓度的恒温孵箱中培养，使用RPMI-
1640完全培养基（含10%胎牛血清，1%青霉素-链霉素

双抗），隔天更换培养基。选择对数生长期 A549、
A549T细胞，按 5 × 103/孔接种于 96孔板，分别以设计

药物浓度干预24、48 h；另将上述细胞按3 × 103/孔接种

于 96孔板，相同条件下干预 72 h。紫杉醇作用浓度分

别为0、12.5、25、50、100 µM，和厚朴酚作用浓度分别为

0、20、40、60、80 µM。避光条件下每孔加入MTT溶液

10 µL，培养箱中继续培养3 h取出，离心，弃上清，每孔

加入Formanzan溶液100 µL，继续培养4 h，在显微镜下

观到黑紫色结晶完全溶解后，摇床震荡摇匀，酶标仪检

测570 nm波长处吸光度值（OD值），计算细胞存活率。

1.2.2 细胞周期分析 选择对数生长期A549T细胞，按

1 × 106/孔接种于6孔板，培养过夜。设置空白组、紫杉

醇组、和厚朴酚组和紫杉醇联合和厚朴酚组，以相应药

物分别干预 48 h后分别收集各组细胞，离心去上清，

PBS清洗。70%乙醇重悬细胞，4 ℃固定 30 min，1 000
rp/m，5 min离心，去上清。500 µL PI染色液重悬细胞，

常温避光染色 30 min。PBS清洗，300 µL缓冲液将细

胞重新悬浮并转移至流式细胞仪检测细胞周期。

1.2.3 Western Blot 检测 选择对数生长期 A549T细

胞，按 1 × 106/孔接种于 6孔板，培养过夜使细胞附着。

设置空白组、紫杉醇组、和厚朴酚组和紫杉醇联合和厚

朴酚组，以相应药物分别干预48 h后，分别收集各组细

胞，提取总蛋白并测定蛋白浓度；配制 SDS-PAGE凝

胶，按步骤完成电泳、转膜、封闭、一抗、二抗孵育、洗

膜、显影，检测 b-Tubulin、CyclinB1、CyclinD1、P21、
P27、Caspase-3、P-gp以及b-Actin的蛋白浓度。

1.2.4 免疫荧光检测 选择对数生长期的A549T细胞

以较低密度接种于共聚焦皿，隔日换液，待观察到形成

细胞克隆群时使用和厚朴酚单独作用于A549T细胞，

浓度分别为0、20、40、60 µM。干预48 h后，以4%多聚

甲醛固定细胞 30 min，依次完成胞核穿孔、封闭、孵育

一抗、二抗、DAPI染色等步骤，共聚焦显微镜下观察P-
gp蛋白表达水平。

1.3 统计学分析

采用 SPSS 17.0对数据进行统计学分析。计量数

据用均数 ±标准差（x ± s）表示，进行正态性检验和方

差齐性检验，多组比较采用单因素方差分析，组间比较

采用LSD或Tamhane's法，P < 0.05表示差异具有统计

学意义。

2 结果

2.1 细胞存活实验

紫杉醇单独作用于 A549细胞 24 、48 及 72 h的
IC50分别为 74.84、40.29和 19.39 µM，而单独作用于

A549T细胞的 IC50分别为 187.7、128.9和 35.77 µM，在

相同药物干预条件下，耐药A549T细胞的存活率高于

A549细胞（见图 1A-1C）。和厚朴酚单独作用于A549
细胞 24、48、72 h的 IC50分别为 56.29、51.12和 50.37
µM，而单独作用于 A549T细胞的 IC50分别为 61.08、
54.77和48.52 µM，该药对两种细胞株单独作用效果没

有显著差异（见图1D-1F）。使用紫杉醇（50 µM）、和厚

朴酚（50 µM）单独或联合作用于A549T细胞 24、48、72
h，结果两药联合组的细胞存活率最低，提示紫杉醇联

合和厚朴酚时，抑制A549T细胞增殖作用明显增强（见

图1G）。
2.2 细胞周期分析

使用紫杉醇、和厚朴酚单独或联合作用于体外培

养的A549T细胞48 h后，用流式细胞仪分析样品，检测

细胞周期。结果显示，和厚朴酚单独作用时，细胞周期

与空白对照组趋势一致，而和厚朴酚联合紫杉醇组较

单独使用紫杉醇组的细胞G0/G1期细胞数显著减少，

G2/M期细胞数明显上升，与紫杉醇作用机制趋势一致

（见图2A，2B）；Western Blot（WB）免疫印迹实验检测细

胞周期调节蛋白，结果发现紫杉醇联合和厚朴酚干预

时，CyclinB1、P21、P27、Caspase-3升高而 CyclinD1降
低，提示药物诱导肿瘤细胞凋亡作用明显（见图2C）。
2.3 和厚朴酚作用机制分析

不同浓度的和厚朴酚分别干预体外培养的A549T
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图1 细胞存活率与和厚朴酚化学结构

Figure 1 The cell survival rates and the chemical structure of Honokiol
注：（A-C）以 0、12.5、25、50、100 µM浓度的紫杉醇分别干预A549和A549T细胞 24、48、72 h后的细胞存活率；（D-F）以 0、20、40、60、80

µM浓度和厚朴酚分别干预A549和A549T细胞 24、48、72 h后的细胞存活率；（G）紫杉醇/和厚朴酚分别单独或联合作用于A549T细胞 24、48

和72 h后细胞存活率；（H）和厚朴酚化学结构。与对照组组间比较，**P < 0.01。

图2 细胞周期及相关蛋白检测

Figure 2 Cell cycle and detection of related proteins
注：（A）紫杉醇与和厚朴酚单独或联合作用于A549T细胞，流式细胞术检测细胞周期；（B）细胞周期分布统计分析（*P < 0.05）；（C）紫杉醇

与和厚朴酚单独或联合作用于A549T细胞，WB检测周期相关蛋白表达。

** ** **

**
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细胞 48 h后，免疫荧光检测细胞内 P-gp蛋白浓度，结

果发现，随着和厚朴酚浓度的升高，A549T细胞内P-gp
蛋白荧光强度逐渐降低；同时，通过Western Blot免疫

印迹实验检测不同浓度和厚朴酚干预后，细胞内P-gp

蛋白表达水平随浓度升高而降低（见图 3）。和厚朴酚

能降低A549T细胞的P-gp表达水平，提示和厚朴酚可

以通过逆转细胞耐药而起到化疗增效作用。

3 讨论

紫杉醇进入肿瘤细胞后与细胞内微管结合，这种

结合延长了微管多聚体的形成时间[8]。微管稳定性的

改变使其不能进一步解聚并形成正常结构的微管束，

亦无法与中心粒小体结合，从而使细胞有丝分裂异常

甚至停止，细胞周期被阻滞于G2/M期，因无法继续有

丝分裂而死亡[9]；另一方面紫杉醇诱导有丝分裂检查点

的过度激活，该检查点的作用是在有丝分裂过程中防

止染色体误聚，具有延迟染色体分离的作用，紫杉醇使

得每对染色体不能有效并稳定地附着于纺锤体的两

极，这也是导致细胞分裂在G2/M期停止的原因[10]。虽

然紫杉醇类化疗药物能有效治疗多种实体瘤，但仍面

临后期疗效不佳的问题。研究表明，肿瘤细胞的耐药

性是导致后期治疗失败的主要原因。因此，探寻肿瘤

细胞耐紫杉醇类药物的机制，并寻找其他抗耐药性的

药物，特别是中国传统药材，与紫杉醇类化疗药物联合

作用，以期增强肿瘤细胞对其敏感性，甚至逆转其耐药

性，是现今该领域研究热点[11-12]。多药耐药（multiple
drug resistance，MDR）是指肿瘤细胞对多种抗癌药物产

生的耐药性[13]。多药耐药产生的机制很多，其中重要

的是MDR1（ABCB1）基因过表达，P-gp是MDR1的编码

产物，是重要的外排转运体，与药物的吸收、分布以及

排泄密切相关。目前药物基因组学研究证实MDR1基
因多态性直接影响P-gp的表达和功能，在多药耐药存

在时 P-gp通过将药物大量转运至胞外而降低进入细

胞的有效药物浓度，其介导的MDR是目前最为明确的

耐药产生机制[12，14-16]。
A549T细胞是体外培养的耐紫杉醇的非小细胞肺

癌细胞株。本研究中，首先使用紫杉醇单独作用于

A549或A549T细胞，在相同时间作用下，A549T细胞的

IC50明显高于A549细胞，这对A549T细胞的耐药性进

行了验证；同时，较高浓度的和厚朴酚单独作用于

A549或A549T细胞时均有一定的抑制细胞增殖作用，

具有浓度和时间依赖性，但两种细胞 IC50比较没有明

显差异。当紫杉醇与和厚朴酚联合作用于A549T细胞

时，细胞存活率相较单独使用紫杉醇有明显的降低。

检测细胞周期和相关蛋白表达水平，结果发现和厚朴

酚对细胞周期没有阻滞作用，以G0/G1、S期细胞为主，

但与紫杉醇联合干预时，G2/M期细胞比率明显升高，

其趋势与单独使用紫杉醇组一致，但效果更为明显，提

示和厚朴酚对紫杉醇有增效作用。为了进一步探索和

厚朴酚对紫杉醇的增效作用，检测了和厚朴酚对

A549T细胞的P-gp蛋白表达水平的影响，结果发现和

厚朴酚干预可降低 P-gp的蛋白表达水平。基于上述

实验结果推测和厚朴酚能有效逆转非小细胞肺癌

A549T细胞株的紫杉醇耐药情况，其机制是通过抑制

P-gp蛋白的表达而发挥增效作用的。

中药因为其含有多种天然活性成分和生物学活

性，具有毒副作用小、疗效稳定的特点，并且中药往往

图3 和厚朴酚抑制P-gp表达

Figure 3 Honokiol inhibits the expression of P-gp
注：（A，D）免疫荧光检测不同浓度和厚朴酚干预后P-gp表达水平；（B）比较A549和A549T细胞P-gp蛋白表达差异（*P < 0.05）；（C，E）

WB检测不同浓度和厚朴酚干预后P-gp表达水平。
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化学成分复杂、药理作用机制广泛而显示出明显的多

靶点、多机制、多部位的特点，从中药中筛选具有一定

功能的有效成分是治疗癌症的另一理想方向。面对肺

癌威胁人类健康的严峻形势，如何精确地筛选中草药

中的有效抗癌成分，如何获得有效而低毒的中草药制

剂配合放化疗，使患者预后Her-2评价[17]更佳并最大程

度的提高生存质量、延长生存期尚需更深入的研究。

中药厚朴是木兰科木兰属植物厚朴（Magnolia of⁃
ficinalis Rehd.et Wils.）或者凹叶厚朴（Magnolia offinalis
Rehd.et Wils. var.biloba Rehd.et Wils.）的干燥树皮或根

皮。现代医学研究发现厚朴具有抗病毒、抗菌、抗炎镇

痛、抗氧化和抗癌作用，和厚朴酚是厚朴最主要的有效

成分[18-20]。研究发现和厚朴酚可以降低受体CXCR4、
c-FLIP、SRC-3、Twist1、基质金属蛋白酶、Ⅰ类组蛋白

脱乙酰基酶、H3K27甲基转移酶等多种生物活性成

分[21-22]，上调 BMP7、Bax蛋白表达水平，干扰 NF-κB/
STAT3/m-TOR信号转导[23-24]，还可以提高放疗耐受

性[25]。既往的研究发现和厚朴酚干预体外培养的肺癌

细胞后，可以通过靶向Lyn激酶影响EGFR信号转导通

路，进而干预细胞的增殖、侵袭和凋亡[26]。同时，和厚

朴酚对肿瘤微环境和炎症有调节作用[26-27]，下调MDR-
mRNA的转录，降低胞膜表面P-gp蛋白表达水平，具有

多靶点的作用特征[29]，具有较为广阔的临床应用前景。

4 结论与启示

本研究中，和厚朴酚联合紫杉醇干预A549T细胞

后能显著降低细胞存活率，流式细胞学检测结果提示

两药联合作用下能将更多肺癌细胞阻滞于G2/M期，该

结果与紫杉醇本身的抗癌机制是一致的，说明和厚朴

酚能有效发挥化疗药物增敏作用。同时本研究初步证

实了和厚朴酚能降低A549T细胞的 P-gp蛋白表达水

平，通过调节细胞外排通路发挥逆转耐药作用。
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