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　 　 ［摘要］ 　目的 　探讨汉黄芩素（wogonin）联合氟尿嘧啶（５唱FU ）对人肝癌细胞 Hep唱G２生长活性的影响 。方法 　实验分

汉黄芩素组 、５唱FU 组 、汉黄芩素 ＋ ５唱FU 组和空白对照组 ，采用 MTT 法观察药物对肿瘤细胞体外生长活性的影响 ，采用流式

细胞仪分析肿瘤细胞凋亡率的变化 。结果 　 MTT 实验结果显示汉黄芩素（５ 、１０ 、２０ 、４０ μmol／L）作用 ２４ 、４８ h后对肿瘤细胞
具有一定的增殖抑制作用（P ＜ ０畅０５ ） ；５唱FU （５ 、１０ 、２０ 、４０ mg／L ）作用 ２４ 、４８ h 后对肿瘤细胞增殖有明显的抑制作用 （P ＜

０畅０５） ；与单用组对肿瘤细胞的抑制作用相比 ，汉黄芩素联合 ５唱FU 组的抗肿瘤作用呈相互拮抗作用（P＜ ０畅０５） ；汉黄芩素联合

５唱FU 给药 ４８ h后 ，联合指数 CI值呈现剂量依赖性 ，CI值随汉黄芩素浓度的加大而增大 ，说明随汉黄芩素浓度的加大 ，其拮抗

５唱FU 抗肿瘤效应的作用也越来越明显（P＜ ０畅０５） 。结论 　汉黄芩素具有一定的抗肿瘤作用 ，但可拮抗 ５唱FU 的抗肿瘤作用 ，

具体机制有待进一步研究 。
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Combination of wogonin with 5唱fluorouracil exhibits antagonistic effect on human
Hep唱G2 hepatocellular carcinoma cells
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［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the antagonistic effect of wogonin in combination with ５唱fluorouracil （５唱FU ） on the
proliferation of human Hep唱G２ hepatocellular carcinoma cells ．Methods 　 Human hepatocellular Hep唱G２ cells were divided into
experimental group （wogonin group ，５唱FU group ，wogonin ＋ ５唱FU group） and control group ．MTT method was used to eval唱
uate tumor cell proliferation in v itro ，flow cytometry analysis was used to evaluate tumor cell apoptosis ．Results 　 The results
showed that the wogonin inhibited the proliferation of tumor cells at the concentrations of ５ ，１０ ，２０ and ４０ μmol／L after ２４ h
and ４８ h treatment respectively （P＜ ０畅０５） ；５唱FU also inhibited the proliferation of tumor cells at the concentrations of ５ ，１０ ，

２０ and ４０ mg／L af ter ２４ h and ４８ h treatment respectively （P ＜ ０畅０５） ．However when wogonin was combined with ５唱FU
（wogonin ＋ ５唱FU group） ，an antagonistic effect was observed on tumor cell proliferation （P＜ ０畅０５） ．When cells were treated
by wogonin ＋ ５唱FU for ４８ h ，the combined index （CI） value slowed a dose唱dependent antagonistic effect （P＜ ０畅０５） ．Conclusion
　 Wogonin has anti唱tumor effect ．However when wogonin was combined with ５唱FU ，an obvious antagonistic effect on ５唱FU′s
anti唱tumor action was observed ．The underlying mechanism deserves further study ．

　 　 ［Key words］ 　 wogonin ；fluorouracil ；antagonism ；hepatocellular carcinoma cell Hep唱G２

　 　汉黄芩素（图 １）是一种从黄芩（唇形科）中提取

的天然黄酮类化合物 ，其抗肿瘤作用越来越引起学

者的重视［１］
；临床常运用 ５唱FU 治疗实体瘤 ，但易产

生耐药性并导致严重的毒副作用 ，故联合用药增强

化疗药物的抗肿瘤效应并减轻其毒副作用成为当今

的研究热点 。但值得关注的是研究发现联合用药也

可能产生一定的相互拮抗作用［２］
。本研究在观察汉

黄芩素联合 ５唱FU 的抗肿瘤作用时发现二者联用存
在一定的拮抗作用 。现将结果报告如下 ：

1 　材料与方法

1 ．1 　药物及试剂 　 汉黄芩素由福建中医药大学中

西医结合研究院肿瘤研究所制备 ，用二甲基亚砜
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图 1 　汉黄芩素化学结构式

（DMSO）溶液配制成浓度为 ２００ μmol／L 的母液 ，分

装 ，储存于 － ２０ ℃ 冰箱 ，备用 ；四甲基偶氮唑蓝

（MTT ）和细胞凋亡试剂盒购自凯基生物试剂公司 。

1 ．2 　细胞培养 　人肝癌细胞 Hep唱G２培养于 １０％

胎牛血清 ，１６４０ 培养液中常规培养（３７ ℃ 培养箱 ，

５％ CO２ ） 。

1 ．3 　细胞增殖活力检测（MTT 法） 　 取 ２ × １０
３个

细胞接种于 ９６孔板中 ，每孔 １００ μl ，培养 ２４ h后给
药 ，分为汉黄芩素组 （５ 、１０ 、２０ 、４０ μmol／L ） 、５唱FU
组（５ 、１０ 、２０ 、４０ mg／L） 、联合给药组和空白对照组 。

每组设 ８个复孔 。药物分别作用 ２４ 及 ４８ h 后 ，弃

培养液 。每孔加入 １００ μl ０畅５％ MTT 溶液并在培
养箱中作用 ４ h ，倾去培养液 ，加入 DMSO 溶液
１００ μl ，待完全溶解显色后 ，用酶标仪于 ４９０ nm 处
测定吸光度（A） ，计算细胞生长抑制率 。

1 ．4 　细胞形态学观察 　用显微镜分别观察汉黄芩

素（４０ μmol／L）和 ５唱FU （５ mg／L）处理 Hep唱G２ 细
胞 ４８ h后细胞形态学的变化 。

1 ．5 　细胞凋亡率检测（流式细胞术） 　实验分为对

照组 、汉黄芩素（２０ μmol／L ）组 、５唱FU （５ mg／L）组 、

联合给药组（汉黄芩素 ２０ μmol／L ＋ ５唱FU ５ mg／L）
４个组 ，给药处理 Hep唱G２ 细胞 ２４ h ，磷酸缓冲液

（PBS）洗涤 ２ 次 ，用不含乙二胺四乙酸二钠 （ED唱
TA）的胰酶消化 ，收集 １ × １０

５个细胞 ，加入 ５００ μl
的结合缓冲液悬浮细胞 ，再加入 ５ μl磷酯酰丝氨酸唱

异硫氰酸荧光素（Annexin V唱FITC）混匀 ，室温避光

反应 ５ ～ １５ min ，１ h内用流式细胞仪进行检测 。

1 ．6 　联合组给药 ４８ h的联合指数 CI计算方法 　

参照相关文献［３唱５］
：联合指数 CI ＝ D１／（DX）１ ＋

D２／（DX）２ 。首先计算汉黄芩素和 ５唱FU 的 IC５０所

对应的浓度 ，（DX）１代表汉黄芩素作用 ４８ h ，IC５０所

对应的汉黄芩素浓度 ，（DX）２代表 ５唱FU 作用 ４８ h ，
IC５０所对应的 ５唱FU 浓度 。其次计算联用组 C１［汉
黄芩素（５ μmol／L ） ＋ ５唱FU （５ 、１０ 、２０ 、４０ mg／L ）］ 、
C２ ［汉黄芩素 （１０ μmol／L ） ＋ ５唱FU （５ 、１０ 、２０ 、

４０ mg／L）］ 、C３ ［汉黄芩素（２０ μmol／L） ＋ ５唱FU （５ 、

１０ 、２０ 、４０ mg／L）］ 、C４［汉黄芩素（４０ μmol／L ） ＋ ５唱

FU （５ 、１０ 、２０ 、４０ mg／L）］４８ h给药处理 ，IC５０所对应

的汉黄芩素和 ５唱FU 的浓度 。 D１ 代表联合给药组
IC５０所对应的汉黄芩素给药浓度 ，D２代表联合给药
组 IC５０所对应的 ５唱FU 的给药浓度 。将所得的值代

入上述公式得到 CI值 。当 CI ＜ １ ，表明具有协同作

用 ；当 CI ＝ １ ，表明具有相加作用 ；当 CI ＞ １ ，表明具有

拮抗作用 。

1 ．7 　数据处理 　应用 SPSS １８畅０统计软件对本研

究数据进行统计学分析 ，实验数据以均数 ± 标准差

（珚x ± s）表示 ，各均数间比较采用方差分析 ，P ＜ ０畅０５

为差异有统计学意义 。

2 　结果

2 ．1 　汉黄芩素对 Hep唱G２ 细胞增殖的抑制作用 　

结果表明 ，汉黄芩素给药处理 ２４ 、４８ h后 ，汉黄芩素

对人肝癌细胞 Hep唱G２ 增殖具有一定的抑制作用 ，

其抑制作用呈剂量和时间依赖关系 ，见图 ２ 、３ 。

图 2 　汉黄芩素给药 24 h对
Hep唱G2细胞增殖抑制率

图 3 　汉黄芩素给药 48 h对
Hep唱G2细胞增殖抑制率

2畅2 　汉黄芩素对 Hep唱G２ 细胞形态学的影响 　 汉

黄芩素给药 ４８ h ，形态学上观察发现细胞变圆 ，体

积缩小 ，细胞变形 ，并伴有坏死细胞及碎片 ，呈现出

典型的细胞凋亡现象 。

2 ．3 　 ５唱FU 对 Hep唱G２ 细胞增殖的抑制作用 　 ５唱

FU 给药处理 ２４ 、４８ h 后 ，５唱FU 对人肝癌细胞 Hep唱
G２具有明显抑制作用 ，呈现剂量和时间依赖关系 ，
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见图 ４ 、５ 。

2 ．4 　 ５唱FU 对 Hep唱G２细胞形态学的影响 　形态学

上观察发现细胞变圆 ，体积缩小 ，细胞变形 ，并伴有

坏死细胞及碎片 ，呈现出典型的细胞凋亡现象 。

2 ．5 　联合给药处理 ２４ 、４８ h 对 Hep唱G２ 细胞增殖
抑制作用 　联用组对 Hep唱G２抑制率小于单用组抑

制率之和 ，说明汉黄芩素联合 ５唱FU 抗人肝癌细胞
Hep唱G２具有一定的拮抗作用 （P ＜ ０畅０５ ，见表 １ 、

２） 。汉黄芩素联合 ５唱FU 给药 ４８ h ，其联合用药指
数 CI值呈现剂量依赖性 ，CI值随着汉黄芩素浓度
的加大而增大 ，说明随着汉黄芩素浓度的加大 ，其

拮抗 ５唱FU 抗肿瘤效应越明显 （P＜ ０畅０５） ，见图 ６ 。

图 4 　 5唱FU给药 24 h对 Hep唱G2 　 　 　图 5 　 5唱FU给药 48 h对 Hep唱G2 　 　图 6 　不同剂量汉黄芩素联合 5唱FU
　 　 　 　细胞增殖抑制率 　 　 　 　 　 　 　 　 　细胞增殖抑制率 　 　 　 　 　 　 　 　给药 48 h对联合指数影响

表 1 　联用组给药处理 24 h对 Hep唱G2细胞增殖抑制率（珚x ± s ，n＝ ８）

汉黄芩素浓度
（cB ／μmol · L － １ ）

５唱FU 浓度（ρB ／mg · L － １ ）

０  ５ (１０ G２０ R４０ ]
０ ǐ０ 　 　 ２５ 剟．３５ ± ０ ．１８ ３０ 弿．７１ ± ０ ．４０ ３４ 殮．９９ ± ０ ．４２ ３７ ゥ．６２ ± ０ ．４３

５ ǐ２ y．５３ ± ０ ．７５ ２４ 剟．５２ ± ０ ．１８ ３０ 弿．７２ ± ０ ．０６ ３３ 殮．６３ ± ０ ．７１ ３６ ゥ．４３ ± ０ ．９０

１０ ǐ３ y．８８ ± ０ ．０７ ２５ 剟．７０ ± ０ ．１１ ３１ 弿．９６ ± ０ ．０８ ３３ 殮．２６ ± ０ ．０９ ３８ ゥ．１０ ± ０ ．７５

２０ ǐ１０ y．６７ ± ０ ．５６ ２６ 剟．５０ ± ０ ．２６ ３０ 弿．２１ ± ０ ．１４ ３２ 殮．６９ ± ０ ．０９ ３５ ゥ．９８ ± ０ ．０９

４０ ǐ１４ y．５２ ± ０ ．３１ ２８ 剟．４３ ± ０ ．０８ ３２ 弿．６４ ± ０ ．０７ ３２ 殮．６７ ± ０ ．２２ ３０ ゥ．８５ ± ０ ．０５

表 2 　联用组给药处理 48 h对 Hep唱G2细胞增殖抑制率（珚x ± s ，n＝ ８）

汉黄芩素浓度
（cB ／μmol · L － １ ）

５唱FU 浓度（ρB ／mg · L － １ ）

０  ５ (１０ G２０ R４０ ]
０ ǐ０ 　 　 ４８ 剟．９３ ± ０ ．０８ ５２ 弿．３８ ± ０ ．１４ ５７ 殮．８６ ± ０ ．０９ ６７ ゥ．５０ ± ０ ．０２

５ ǐ８ y．１０ ± ０ ．５７ ４８ 剟．０２ ± ０ ．０４ ４８ 弿．４２ ± ０ ．０８ ５６ 殮．７３ ± ０ ．２５ ６０ ゥ．５５ ± ０ ．０９

１０ ǐ９ y．７４ ± ０ ．１３ ４７ 剟．２９ ± ０ ．３５ ４９ 弿．４７ ± ０ ．１７ ５５ 殮．９０ ± ０ ．０８ ６３ ゥ．２０ ± ０ ．２０

２０ ǐ１６ y．２１ ± ０ ．０６ ４５ 剟．４６ ± ０ ．１１ ４６ 弿．１７ ± ０ ．２５ ５４ 殮．８９ ± ０ ．０５ ６３ ゥ．９５ ± ０ ．０８

４０ ǐ２４ y．８８ ± ０ ．１５ ４３ 剟．７７ ± ０ ．３５ ４５ 弿．９６ ± ０ ．１０ ５５ 殮．９３ ± ０ ．０７ ６４ ゥ．０６ ± ０ ．０４

2 ．6 　联合给药处理 ２４ h对 Hep唱G２细胞凋亡的影
响 　从实验结果中发现 ，联用组细胞凋亡率之和小

于单用组细胞凋亡率之和 ，１ ＋ １ ＜ ２ ，说明汉黄芩素

对 ５唱FU 抗肿瘤效应具有一定的拮抗作用 ，见图 ７ 。

3 　讨论

　 　 ５唱FU 在临床上应用较为广泛 ，对消化道肿瘤及

其他实体瘤有良好疗效 ，在肿瘤内科治疗中占有重

要地位 ，但其在治疗剂量范围内存在着严重的毒副

作用 ，如 ：胃肠道反应 、骨髓抑制导致的白细胞及血

小板减少 、脱发等 。

　 　本实验采用 MTT 法观察 ５唱FU 对人肝癌细胞

Hep唱G２的增殖抑制作用 ，证实其对人肝癌细胞

Hep唱G２具有明显的抑制作用 ，从细胞形态学上观

察 ，其诱导了 Hep唱G２细胞产生凋亡 ，对细胞形态产

生一定的影响 ，说明 ５唱FU 对 Hep唱G２ 有显著的增
殖抑制效应 。汉黄芩素具有一定的抗氧化作用及神

经保护作用 ，可以降低氧活性自由基的表达［６］
，汉黄

芩素作用于肿瘤细胞诱导氧自由基产生［７］
，并激活

细胞凋亡信号通路 ，诱导肿瘤细胞凋亡 ，并抑制肿瘤

细胞生长 ；汉黄芩素还可作用于肿瘤细胞 PI３K唱
AKT 信号通路［８唱１０］

，诱导细胞凋亡 ，说明具有一定

的抗癌作用 。本实验采用 MTT 法观察汉黄芩素对
人肝癌细胞 Hep唱G２ 的抑制作用 ，发现其在体外对
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图 7 　不同给药组处理 24 h对细胞凋亡的影响
A ．对照组 ；B ．５唱FU 组 ；C ．汉黄芩素组 ；D ．５唱FU ＋ 汉黄芩素组

人肝癌细胞 Hep唱G２ 具有一定的抑制作用 ，同时从

细胞形态学上观察 ，可诱导 Hep唱G２细胞凋亡 ，说明

汉黄芩素对 Hep唱G２有一定的增殖抑制作用 。

　 　虽然汉黄芩素在体外具有一定的抗肿瘤作用 ，

但本实验结果显示汉黄芩素有拮抗 ５唱FU 的抗肿瘤
效应 ，细胞增殖活力检测 （MTT 法）和细胞凋亡检

测（流式细胞术）发现联合给药组对 Hep唱G２抑制率
小于两药单用抑制率之和 ，表明汉黄芩素联合 ５唱FU
抗人肝癌细胞 Hep唱G２ 具有一定的拮抗作用 ，汉黄

芩素联合 ５唱FU 给药 ４８ h ，联合指数 CI ＞ １ ，随着其

浓度加大 ，CI变大 ，拮抗作用越明显 ，说明汉黄芩素

与 ５唱FU 联合用药不但不能提升疗效 ，反而可能增

加 ５唱FU 的毒副作用 ，汉黄芩素拮抗 ５唱FU 的抗肿瘤
作用机制有待深入研究 。
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