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黄柏是一味具有良好清热泻火作用的常用中药，广泛用

于复方制剂 [1-2]。P-糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）是与肿瘤多

药耐药密切相关的糖蛋白，属于能量依赖型药物外排泵。P-gp

首先在肿瘤细胞中被发现，后来发现P-gp可在许多组织中表

达，P-gp能将药物泵出到细胞外，使细胞内药物浓度降低，影

响药物治疗效果[3]。为了解黄柏是否可通过调节P-gp的活性

或表达间接起作用，笔者以白血病多药耐药细胞株K562/A02

为研究对象，研究黄柏粗提物及其含药血清对P-gp的活性和

表达的影响，为其临床用药提供指导。

1 材料

1.1 仪器

BS323S 型电子天平（德国赛多利斯股份公司）；Power-

Pac300型电泳仪、Trans-Blot 型转印槽（美国 Bio Rad 公司）；

Spectra Max 190型酶标仪（美国 MD 公司）；Neofuge23R 型高

速冷冻台式离心机（上海力新仪器有限公司）；MILLI-Q型超

纯水纯化系统（美国Millipore公司）；ULT1386-3-V30型超低温

冰箱（日本三洋电器公司）；Epics-XL 型流式细胞仪（美国

Beckman公司）；玻璃匀浆器（上海博通化学科技有限公司）。

1.2 药材

黄柏饮片，购自王府井同仁堂药店，由北京中医药大学中

药学院郑虎占教授鉴定为真品。

1.3 药品与试剂

小檗碱对照品（中国食品药品检定研究院，批号：

110713-200208）；考马斯亮蓝试剂盒（美国 Bio Rad 公司）；

PVDF 膜（美国 Amersham Biosciences 公司）；MTT（美国

Amresco公司）；通用显影粉、定影粉（天津世纪奥博商贸有限

公司）；RPMI 1640培养液、胎牛血清（美国Gibco公司）；罗丹

明123（Rho123，美国Sigma公司）；P-gp抗兔血清D-11、β-actin

抗体、二抗 HRP-Goat Anti-Rabbit IgG（H+L）、一抗 HRP-Goat

Anti-Mouse IgG（H+L）均购自美国Protein Tech Group公司。

1.4 动物与细胞

健康 SD 大鼠，♂，体质量 240～250 g，购自北京维通利华

实验动物技术有限公司 [动物使用合格证号：SCXK（京）

2007-2001]；K562/A02细胞由中国医学科学院提供。

2 方法
2.1 药物的制备

2.1.1 黄柏粗提物的制备 称取黄柏适量，浸泡 0.5 h，水提 2

次，分别加 10倍和 8倍量水，均煎煮 0.5 h，8层纱布过滤，合并

滤液，水浴蒸干，置干燥器中贮藏，备用。

2.1.2 黄柏含药血清的制备 ig大鼠黄柏粗提物30 mg/kg，每

天1次，连续3 d。实验第3天晚上大鼠禁食不禁水，次日使用

黄柏粗提物及其含药血清对K562/A02细胞P-gp表达和活性的影响Δ

徐宋瑶＊，王春梅 #，刘华凤（北京中医药大学中药学院生物制药系，北京 100102）

中图分类号 R285；R282.75 文献标志码 A 文章编号 1001-0408（2013）07-0586-03

DOI 10.6039/j.issn.1001-0408.2013.07.04

摘 要 目的：研究黄柏粗提物及其含药血清对K562/A02细胞P-糖蛋白（gp）的影响。方法：用黄柏粗提物（2、1 mg/ml）及含药血

清（10％）培养K562/A02细胞，收集细胞提取蛋白，以Western blot法检测P-gp的表达；以流式细胞仪测定罗丹明123的泵出检测

P-gp的活性。结果：高、低浓度黄柏粗提物作用于K562/A02细胞后，P-gp表达量和活性与空白血清组比较无显著性差异；黄柏含

药血清作用于K562/A02细胞后，P-gp表达量和活性降低。结论：黄柏含药血清可抑制P-gp的活性和表达。
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2％戊巴比妥钠溶液 ip麻醉大鼠，腹主静脉取血，3 000 r/min离

心 15 min，分离血清（EDTA-Na抗凝），56 ℃灭活 30 min，过滤

除菌，分装，备用。

2.2 MTT法确定黄柏粗提物及其含药血清作用浓度[4]

为了确定黄柏粗提物及其含药血清的作用浓度，首先对

其细胞毒性进行研究。分别将黄柏粗提物及其含药血清稀释

成不同浓度，用MTT法确定血清最佳作用浓度。取生长状态

良好的K562/A02细胞，收集细胞，计数，调整细胞分子浓度至

1×104/ml，设空白孔。加黄柏粗提物培养 48 h 后，于酶标仪

570 nm波长处测吸光度（OD）值。黄柏粗提物组K562/A02细

胞的培养使用含正常牛血清的培养基，黄柏含药血清组细胞

的培养基中以大鼠血清替代牛血清。

2.3 细胞培养及蛋白提取

正常培养的K562/A02细胞在不含阿霉素的RPMI1640完

全培养基中培养满10 d后收集细胞，调整细胞分子浓度，计数

后接种到 25 ml 培养瓶中，每瓶 4 ml，细胞分子浓度为 2×105/

ml。按照计算好的浓度分别加入黄柏粗提物或黄柏含药血

清，置37 ℃、5％ CO2饱和湿度的培养箱中进行培养，48 h后离

心收集细胞，用预冷灭菌的 PBS洗不同处理过的细胞 2次，1

000 r/min离心 10 min，收集细胞，加入120 μl单剂裂解液，充分

吹打，在冰上裂解 45 min，期间吹打几次，12 000 r/min离心 10

min，取上清液即为蛋白提取液。以Bradford法[5]进行浓度测

定后用于电泳上样。

2.4 电泳与转膜

蛋白上样量为 40 μg，分离胶和积层胶分别为 8％和 5％，

初始电压设为80 V，进入分离胶后电压设为150 V，200 mA 转

膜 2 h；5％脱脂奶封闭 1 h后一抗（1 ∶ 150，V/V）孵育 4 ℃过夜；

次日，磷酸盐吐温缓冲液（PBST）洗脱 5 min，3次，二抗（1 ∶
2 000，V/V）孵育1 h；再次用磷酸盐吐温缓冲液洗脱5 min，3次；内

参β-Actin 蛋白操作步骤与上述相同，然后进入暗室显影。曝

光后得到胶片，以 Quantity one 软件分析条带光密度曲线下

面积，计算平均值。

2.5 流式细胞仪检测K562/A02细胞对Rho123外排试验

取生长状态良好的 K562/A02细胞，接种于 25 ml 细胞培

养瓶中，使细胞分子浓度为 2×105/ml，4 ml/瓶，分为空白牛血

清、空白大鼠血清、黄柏含药血清与黄柏粗提物高、低浓度组，

10％含药血清进行给药，处理48 h后收集细胞，用冰冷的PBS

洗 2次，以完全培养基悬浮各试验组细胞，以 2×105/ml的分子

浓度接种于 6孔板，每组两孔平行，每孔含 3 ml RPMI 1640完

全培养基，加入20 μl Rho123，在37 ℃、5％ CO2饱和湿度培养

箱中培养 1 h 后，用冰冷的 PBS 洗涤细胞 2次，重悬于 RPMI

1640完全培养基中，在37 ℃、5％ CO2饱和湿度培养箱中继续

培养 1 h后，用冰冷的PBS洗涤细胞 2次，合并平行孔细胞，重

悬于 1 ml 冰冷的 PBS 中，立刻用流式细胞仪检测细胞内

Rho123的泵出，每组检测20 000个细胞。得出细胞内Rho123

荧光强度峰图。

2.6 统计学方法

数值以x±s 表示，组间分析用 t 检验。P＜0.01为差异有

统计学意义。

3 结果
3.1 黄柏粗提物及其含药血清对K562/A02细胞毒性的影响

黄柏粗提物进行了4、2、1、0.5、0.25、0.125 mg/ml 6个浓度

试验，发现各个浓度均不影响K562/A02细胞的增殖，结合文

献[3]及前期试验，最终选择黄柏粗提物的试验作用浓度为 2、1

mg/ml。黄柏含药血清，设置7个浓度进行试验：2％、5％、8％、

10％、15％、20％、25％。培养 48 h 后，MTT 法测定细胞抑制

率，发现各个浓度均不抑制K562/A02细胞的增殖，血清浓度＞

10％时，对细胞生长有促进作用。最后选取 10％的黄柏含药

血清作用浓度为后续试验的作用浓度。

3.2 黄柏粗提物及其含药血清对K562/A02细胞P-gp表达的

影响

正常K562/A02细胞培养使用胎牛血清，以 ig生理盐水的

大鼠血清作为对照。高、低浓度黄柏粗提物作用于K562/A02

细胞后，Western blot法检测出P-gp表达量增高，但与空白牛血

清组比较无显著性差异（P＞0.05）；黄柏含药血清作用于细胞

后，P-gp表达量较空白大鼠血清组显著降低（P＜0.05）。黄柏

粗提物及其含药血清对P-gp表达的影响分别见图 1、表1。

表1 黄柏粗提物及其含药血清对P-gp表达的影响（x±±s）

Tab 1 Effect of crude extract of P. chinese and drug serum

on the P-gp expression（x±±s）

组别
空白牛血清组
黄柏粗提物低浓度组
黄柏粗提物高浓度组
空白大鼠血清组
黄柏含药血清组

P-gp/β-actin

2.934 2±0.773 4

3.130 7±0.886 7

3.417 5±1.136 9

2.880 5±0.751 4

2.397 1±0.310 0＊

与空白大鼠血清组比较：＊P＜0.05

vs.blank rat serum group：＊P＜0.05

3.3 黄柏粗提物及其含药血清对K562/A02细胞P-gp活性的

影响

高、低浓度黄柏粗提物作用于细胞后，平均荧光强度值分

别为（9.54±0.9）和（9.97±0.76），与空白牛血清组比较略升

高，但无显著性差异（P＞0.05），且与剂量无明显相关性。黄柏

P-gp

β-actin

A B C D E

图1 黄柏粗提物及其含药血清对P-gp表达的影响
A.空白牛血清组；B.空白大鼠血清组；C.黄柏粗提物高浓度组；D：黄柏

粗提物低浓度组；E：黄柏含药血清组

Fig 1 Effects of crude extract of P. chinese and drug serum

on the P-gp expression
A.blank bovine serum group；B.blank rat serum group；C.crude extract

of P. chinese high concentration group；D.crude extract of P. chinese low

concentration group；E. serum containing P. chinese group
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含药血清作用于细胞后，平均荧光强度值升高为（11.34±

2.05），空白大鼠血清组的平均荧光强度为（7.82±1.42），说明

黄柏含药血清组的P-gp活性较空白大鼠血清组显著降低（P＜

0.05）。黄柏粗提物对 P-gp活性的影响见图 2；黄柏含药血清

对P-gp活性的影响见图3。

4 讨论
目前，复方研究常借鉴现代药理的方法，体外试验采用的

方法有间接添加法（血清药理学方法）和直接添加法。由于血

清药理学方法既能防止中药本身理化性质对体外试验的干

扰，又能反映中药在胃肠道消化吸收，再经生物转化，最后产

生药理效应的过程，故代表了药物在体内产生作用的有效成

分 [6]。本研究发现，黄柏粗提物并不能影响 P-gp 的活性和表

达，而黄柏含药血清却能抑制P-gp的表达和活性。推测黄柏

粗提物中对P-gp的活性和表达既有抑制的物质，也有促进物

质，最终与对照比较表现出没有差异的结果；而含药血清是黄

柏的入血成分，更能反映出黄柏的最终作用效果。因此，本研

究认为黄柏粗提物口服后能抑制P-gp的活性和表达。

有学者曾研究黄柏的单体和复方对P-gp活性的影响，发

现均表现出抑制作用。黄柏的主要成分之一是盐酸小檗碱，

研究发现盐酸小檗碱与环孢素A合用可明显抑制小鼠和大鼠

两个编码P-gp基因mdrla、mdrlb的表达，从而减低环孢素A在

肝和小肠的代谢及消除[7]。ig含有黄柏的复方——黄连解毒

汤后，大鼠的脑微血管内皮细胞P-gp表达减少[8]。但是，本课

题组前期曾经检测过黄柏提取物及其含药血清中盐酸小檗碱

的含量，发现黄柏粗提物中含盐酸小檗碱2.03％，而含药血清

中几乎检测不到盐酸小檗碱。故黄柏含药血清对P-gp的抑制

作用是否是盐酸小檗碱引起的有待进一步研究。

在肝脏中，P-gp是一种清除装置，与代谢过程相竞争；而

在肠道中，P-gp的功能在于降低药物的吸收。曾有研究发现，

引经药黄柏的含药血清能增强长春新碱所致 Hela 细胞和

MDCK细胞毒性[1]，间接说明了黄柏可能影响P-gp活性。本研

究发现，黄柏的代谢入血成分对P-gp活性有抑制作用，从而减

弱了P-gp对药物的外排和消除作用，黄柏的引经作用可能与

对P-gp活性的抑制有关系。根据此结果推测，黄柏与药物联

用可减少药物用药剂量，增强药效。
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图2 黄柏粗提物对P-gp活性的影响
A.空白牛血清组；B.黄柏粗提物高浓度组；C.黄柏粗提物低浓度组

Fig 2 Effect of crude extract of P. chinese on the P-gp activi-

ty
A.blank bovine serum group；B.crude extract of P. chinese high concen-

tration group；C.crude extract of P. chinese low concentration group
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图3 黄柏含药血清对P-gp活性的影响
A.空白牛血清组；B.空白大鼠血清组；C.黄柏含药血清组

Fig 3 Effect of serum containing P. chinese on the P-gp ac-

tivity
A.blank bovine serum group；B.blank rat serum group；C. serum contain-

ing P. chinese group
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