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多药耐药是肿瘤细胞免受药物攻击的重要细胞防御机

制，是肿瘤细胞对一种化疗药物耐药的同时对与其结构无关、

作用机制不同的其他药物产生交叉耐药的现象 [1]。本文以

S180肉瘤直接移植于KM小鼠以复制小鼠S180荷瘤模型，同

时采用临床上常用的紫杉醇联合 5-氟尿嘧啶（5-Fu）及顺铂的

治疗方案（简称PFC联合化疗方案），模拟肿瘤体内耐药形成

过程，在荷瘤小鼠体内进行诱导多药耐药相关因子过度表达，

并观察其稳定性，建立适合药物干预肿瘤多药耐药研究的在

体细胞模型 [2]。笔者以本课题组新合成的鬼臼毒素衍生物

YB-1EPN为研究对象，该化合物具有结构新颖、稳定等优势，

采用小鼠 ip不同剂量YB-1EPN进行给药，观察YB-1EPN的急

毒作用及对耐药型S180荷瘤小鼠及其实全瘤的作用，以初步

探讨其干预化疗多药耐药的作用机制。

1 材料
1.1 仪器

CX35型光学显微镜（日本Olympus公司）。

1.2 药品与试剂

YB-1EPN（武警后勤学院生药学教研室制备合成，经高效

液相分离提纯后，质谱分析鉴定分子质量为 584.57，纯度＞

98％）；依托波苷（VP-16，批号：07112231）、紫杉醇（批号：

08091325）均购自江苏恒瑞医药股份有限公司；顺铂（山东齐

鲁制药有限公司，批号：1002A）；5-Fu（天津金耀生物科技有限公

司，批号：0911291）。

1.3 动物与肉瘤

SPF级KM小鼠，♀♂兼半，体质量18～22 g，由中国人民

解放军军事医学科学院实验动物中心提供[实验动物使用许可

证号：SCXK（军）2007-004]。小鼠 S180肉瘤由天津药物研究
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摘 要 目的：研究鬼臼毒素衍生物 YB-1EPN 对耐药型 S180荷瘤小鼠肉瘤的抑制作用。方法：小鼠一次性腹腔注射 700、560、

448、358、287 mg/kg YB-1EPN，连续观察7 d，记录小鼠毒性反应及死亡数，计算半数致死量（LD50）。KM小鼠右腋下移植S180肉

瘤以复制S180荷瘤小鼠，采用紫杉醇联合5-氟尿嘧啶及顺铂的治疗方案（简称PFC联合化疗方案）以复制S180荷瘤小鼠耐药模

型。抽取耐药型S180荷瘤小鼠腹水接种于KM小鼠腋下以复制耐药型S180小鼠实体瘤。两项小实验均分为空白对照（等容生理

盐水，灌胃给药）组、依托泊苷（20.00 mg/kg，腹腔给药1次）组与YB-1EPN高、低剂量（11.42、7.14 mg/kg，灌胃给药，每天1次，连续

7 d）组。称小鼠体质量、瘤质量，计算肿瘤抑制率。免疫组化法检测小鼠肿瘤细胞及实体瘤P-糖蛋白（P-gp）的表达。结果：LD50为

395.4～485.29 mg/kg；与空白对照组比较，YB-1EPN高、低剂量组肿瘤质量减轻，P-gp表达减弱，差异有统计学意义（P＜0.01）。结

论：YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤有较强的抑制作用。

关键词 鬼臼毒素衍生物；YB-1EPN；S180荷瘤；抑瘤

Inhibitory Effect of YB-1EPN on Resistant Entity S180 Sarcoma and Its Mechanism
BI Wen-chao，LIU Shi-jun，SUN Ke-ming，LIU Xian-yong，WANG Wei，ZHANG Min（Dept. of Pharmacy，Shan-
dong Provincial Corps Hospital of Chinese People's Armed Police Forces，Jinan，250014，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the antitumor effect of podophyllotoxin derivative YB-1EPN on resistant sarcoma entity in

S180 tumor-bearing mice. METHODS：Mice were given disposable intraperitoneal administration of 700，560，448，358.4 and

286.72 mg/kg YB-1EPN for consecutive 7 days. Toxic reaction and the number of dead mice were recorded to calculated LD50. S180

tumor-bearing mice model was induced by resistant S180 sarcoma entity transplanted on right axilla of mice. S180 tumor-bearing

mice resistant model was induced by paclitaxel combined with fluorouracil and cisplatin plan（called PFC chemotherapy combina-

tion plan）. The ascites of resistant S180 tumor-bearing mice were collected and vaccinated in axilla of mice to estanlish S180 sarco-

ma entity. The model mice were divided into blank control group（constant volume of normal saline），positive control group（etopo-

side 20.00 mg/kg，i.p.） and YB-1EPN high-dose and low-dose groups（11.42，7.14 mg/kg，i.g.，once a day for consecutive 7

days）. The body weight and the weight of tumor were weighed，and the inhibitory rate of tumor was calculated. The expression of

P-gp in solid tumor was detected by immunohistochemical method. RESULTS：LD50 was 395.4-485.29 mg/kg；compared with

blank control group，the weight of tumor was decreased in YB-1EPN high-dose and medium-dose groups，while the expression of

P-gp was attenuated；there was statistical significance（P＜0.01）. CONCLUSIONS：YB-1EPN has a strong inhibitory effect on

S180 sarcoma in mice.
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院传代保种。

2 方法
2.1 小鼠急毒实验[3]

50只小鼠随机均分为 5组，即YB-1EPN ①、②、③、④、⑤

（700、560、448、358、287 mg/kg）组，ig一次性给药，连续观察 7

d，记录小鼠毒性反应情况及死亡小鼠数。采用寇氏法计算半

数致死量（LD50）。

2.2 S180荷瘤小鼠耐药模型的复制及指标的测定

小鼠右腋下移植耐药 S180肉瘤以复制 S180荷瘤小鼠。

采用临床上常用的PFC联合化疗方案，即顺铂3 mg/kg，每周 ip

给药1次；CTX、5-FU各3 mg/kg，每天 ig给药1次，连续给药10

周以复制S180荷瘤小鼠。实验分为4组，即空白对照（等体积

生理盐水）组、VP-16（20.00 mg/kg）组与 YB-1EPN 高、低剂量

（11.42、7.14 mg/kg）组。VP-16组小鼠于接种后次日 1次性 ip

给药；其余各组小鼠 ig给药，每天 1次，连续 7 d。免疫组化法

检测小鼠细胞糖蛋白（P-gp）的表达情况。Ipp 分析软件分析

P-gp表达量的差异。P-gp的表达组织标本经固定、石蜡包埋、

4 μｍ连续切片、柠檬酸缓冲液抗原修复后，行免疫组化染色，

滴加 1 ∶ 100（V/V）比例稀释的兔抗 P-gp 多克隆抗体工作液，

4 ℃ 过夜。阴性对照使用PBS替代一抗。滴加鼠抗兔 IgG二

抗工作液，37 ℃温箱孵育30 min，DAB显色。显微镜下观察、

成像系统拍照并对阳性结果进行分析。

2.3 YB-1EPN体内抗肿瘤作用研究

无菌条件下抽取长势良好的耐药型S180荷瘤小鼠腹水，

用生理盐水稀释至 107 ml－1，接种于小鼠腋下，每鼠接种瘤液

0.2 ml以复制耐药型S180小鼠实体瘤。实验分为4组，即空白

对照（等体积生理盐水）组、VP-16（20.00 mg/kg）组与YB-1EPN

高、低剂量（11.42、7.14 mg/kg）组。VP-16组小鼠于接种后次

日 1次性 ip 给药；其余各组小鼠 ig 给药，每天 1次，连续 7 d。

第 8天颈椎脱臼处死小鼠，称体质量、瘤质量，计算肿瘤抑制

率。抑制率（％）＝（模型组平均瘤质量－给药组平均瘤质量）/

模型组平均瘤质量×100％。P-gp表达测定按“2.2”项下方法。

2.4 统计学方法

数据以x±s 表示，采用 SPSS17.0软件处理分析实验数

据。多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以

LSD法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 小鼠急毒实验结果

预实验测得 0％及 100％估计致死量（Dn、Dm）分别为

200、700 mg/kg。半数致死量（LD50）为395.4～485.29 mg/kg。

3.2 YB-1EPN对S180荷瘤小鼠肿瘤细胞P-gp表达的影响

与阴性对照比较，YB-1EPN高、低剂量组P-gp表达增强，

差异有统计学意义（P＜0.01）。S180荷瘤小鼠肿瘤细胞 P-gp

的表达见图1、表1。

3.3 YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤的抑制作用

与模型组比较，YB-1EPN 高、低剂量组小鼠肿瘤质量减

轻，差异有统计学意义（P＜0.01），小鼠体质量无明显改变。

YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤的抑制作用见图2、表2。

3.4 YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤P-gp表达的影响

与空白对照组比较，YB-1EPN 高、低剂量组 P-gp 表达减

弱，差异有统计学意义（P＜0.01）。耐药型 S180小鼠实体瘤

P-gp的表达见图3、表3。

A B

C D

图1 S180荷瘤小鼠肿瘤细胞P-gp的表达
A.空白对照组；B.YB-1EPN低剂量组；C.YB-1EPN高剂量组；D.VP-16

组

Fig 1 The expression of P-gp in cancer cells of S180 tu-

mor-bearing mice
A.blank control group；B.YB-1EPN low-dose group；C. YB-1EPN

high-dose group；D.VP-16 group

表1 S180荷瘤小鼠肿瘤细胞P-gp的表达（x±±s，n＝10）

Tab 1 The expression of P-gp in cancer cells of S180 tumo-

r-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
YB-1EPN低剂量组
YB-1EPN高剂量组
VP-16组

剂量，mg/kg

7.14

11.42

20.00

P-gp表达量
0.016±0.007

0.159±0.002＊

0.168±0.005＊

0.502±0.080＊

与空白对照组比较：＊P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01

A

B

C

D

图2 YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤的抑制作用
A.空白对照组；B. YB-1EPN低剂量组；C. YB-1EPN高剂量组；D.VP-16

组

Fig 2 Inhibitory effect of YB-1EPN on S180 tumor-bearing

mice
A.blank control group；B. YB-1EPN low-dose group etoposide；C YB-

1EPN high-dose group；D.etoposide group

表2 YB-1EPN对耐药型S180小鼠实体瘤的抑制作用（x±±s，n＝10）

Tab 2 Inhibitory effect of YB-1EPN on S180 tumor-bearing

mice（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
YB-1EPN低剂量组
YB-1EPN高剂量组
VP-16组

体质量，g

21.44±1.55

21.24±1.89

21.14±2.73

19.31±2.30

瘤质量，g

1.58±0.21

0.78±0.03＊

0.61±0.02＊

1.02±0.05＊

抑制率，％

50.63

61.39

35.44

与空白对照组比较：＊P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01
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表3 耐药型S180小鼠实体瘤P-gp的表达（x±±s，n＝10）

Tab 3 The expression of P-gp in solid tumor of resistant

S180 tumor-bearing mice（x±±s，n＝10）

组别
空白对照组
YB-1EPN低剂量组
YB-1EPN 高剂量组
VP-16组

剂量，mg/kg

7.14

11.42

20.00

P-gp表达量
0.636±0.098

0.365±0.069＊

0.279±0.078＊

0.619±0.058

与空白对照组比较：＊P＜0.01

vs.blank control group：＊P＜0.01

4 讨论
化疗是治疗恶性肿瘤的主要手段之一，化疗强度的增加

可清除体内肿瘤负荷，有助于提高患者的生存率。肿瘤细胞

多药耐药是导致化疗失败的主要原因之一 ，与肿瘤患者死亡

密切相关[4]，而多药耐药的发生 ，主要以肿瘤细胞多药耐药基

因、耐药蛋白过度表达 ，肿瘤细胞 DNA拓扑异构酶 TOPOⅡ

等相关酶活性增加和肿瘤细胞凋亡下降为表现。耐药基因和

耐药蛋白的过度表达将化疗药物经跨膜转运排出细胞并阻止

药物进入细胞核 ，使化疗药物不能发挥细胞毒性作用[5]。人类

基因组中存在两个多药耐药基因。研究表明，只有mdr1 基因

的表达水平与人体肿瘤细胞耐药有关，耐药的肿瘤细胞 mdr1

基因上调高表达 P-gp 可以加速化疗药物经跨膜转运排除细

胞，从而阻止药物进入细胞核使化疗药物不能发挥细胞毒作

用，进而产生P-gp介导的经典多药耐性。

前期的研究表明，新合成的YB-1EPN不仅对普通细胞株

（如人口腔鳞状上皮癌细胞 KB 细胞）有较好的抑制作用 [6]，

而且对多种多药耐药细胞株均有良好的抑制作用 [7-9]。本研

究首先复制S180荷瘤小鼠模型，采用临床常见的PFC联合化

疗方案，与空白对照组比较，YB-1EPN高、低剂量组耐药蛋白

P-gp 明显表达（P＜0.01）。P-gp 是由小鼠的多药耐药基因

mdr-1所编码，是由1 280个氨基酸组成的跨膜糖蛋白，具有能

量依赖性药物外输泵的作用，它表达量的增加说明肿瘤细胞

耐药性的获得，提示耐药型S180荷瘤小鼠模型复制成功。

ip YB-1EPN（7.14、11.42 mg/kg），连续 7 d，每天 1次，对耐

药型 S180 小鼠实体瘤的生长抑制率分别为 50.63％和

61.39％，高、低剂量与空白对照组比较差异有统计学意义（P＜

0.01），说明体内实验中，在实验剂量下 YB-1EPN 对耐药型

S180小鼠实体瘤生长有抑制作用。

本研究中，通过免疫组化方法测定耐药型S180小鼠实体

瘤P-gp蛋白表达。结果显示，YB-1EPN有降低P-gp表达的趋

势，11.42 mg/kg YB-1EPN能明显下调P-gp的表达（P＜0.01），

说明 YB-1EPN 的作用机制可能是通过抑制小鼠肿瘤组织中

P-gp蛋白表达，从而达到抑制肿瘤生长的目的。
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A B

C D
图3 耐药型S180小鼠实体瘤P-gp的表达

A.空白对照组；B. YB-1EPN 低剂量组；C. YB-1EPN 高剂量组；D.

VP-16组

Fig 3 The expression of P-gp in solid tumor of resistant

S180 tumor-bearing mice
A.blank control group；B. YB-1EPN low-dose group etoposide；C YB-

1EPN high-dose group；D.etoposide group
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