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摘要　 目的　 探讨吐根碱逆转耐药肝癌耐药细胞 ＨｅｐＧ２ ／
ＤＤＰ 的耐药性及机制。 方法　 采用顺铂（ＤＤＰ）大剂量冲击

结合低剂量持续诱导方法构建肝癌耐药细胞株 ＨｅｐＧ２ ／
ＤＤＰ；采用反向虚拟筛选、分子对接、表面离子体共振实验和

免疫印迹实验寻找吐根碱逆转耐药的靶标；转染实验验证吐

根碱作用靶标；细胞毒实验检测吐根碱联合 ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ ／
ＤＤＰ 细胞增殖的抑制作用；流式细胞实验验证吐根碱的增

敏作用；免疫印迹实验分析凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２、 ＢＡＸ 及

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。 结果 　 吐根碱能够增强 ＤＤＰ 对

ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的敏感性，使 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 对 ＤＤＰ 的耐药

指数（ＲＩ）由 ３. ６９ 降低到 ０. ９３；反向虚拟筛选、分子对接、表
面离子体共振实验揭示吐根碱和 ＰＡＲＰ⁃１ 有良好的结合作

用；免疫印迹实验显示吐根碱在细胞内显著抑制 ＰＡＲＰ⁃１ 活

性；ｓｉＲＮＡ 干扰实验显示 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞中 ＰＡＲＰ⁃１ 表达抑

制后吐根碱增敏 ＤＤＰ 细胞毒性的作用基本消失；流式细胞

实验显示吐根碱能够增强 ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的促凋

亡作用。 结论 　 吐根碱能够增强 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ
的敏感性，其作用机制可能与其抑制 ＰＡＲＰ⁃１ 的活性有关。
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　 　 肝癌是恶性程度最大的肿瘤之一。 化疗耐药是

肝癌患者预后差的重要原因［１］。 铂类药物是肝癌

治疗的一线药物，但长期使用往往会出现耐药

性［２］。 ＤＮＡ 损伤修复是导致肝癌耐药最主要的机

制［３ － ４］。 研究［５ － ６］表明，ＤＮＡ 修复酶多聚 （ＡＤＰ⁃核
糖） 聚 合 酶⁃１ ［ ｐｏｌｙ （ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ⁃１，
ＰＡＲＰ⁃１］在耐药肝癌细胞中高度表达， 在临床上显

著降低铂类药物对肝癌的治疗作用。 吐根碱是一种

异喹啉生物碱，近年来研究［７ － ８］ 发现吐根碱联合化

疗药物能够增强肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，但
是机制尚不明确。 因此，该研究构建了顺铂（ｃｉｓｐｌａ⁃
ｔｉｎ， ＤＤＰ）耐药肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ，评价吐根

碱是否通过结合 ＰＡＲＰ⁃１ 而发挥增敏顺铂的抗肿瘤

作用，希望为临床逆转肝癌耐药的研究提供一定的

思路。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料 　 吐根碱（货号：Ｅ２７５４３９）、瑞卡帕

布（货号：Ｒ２８８６２８）、ＤＤＰ（货号：Ｃ２９５２２５）、３⁃（４，５⁃
二甲基⁃２⁃噻唑基）⁃２，５⁃二苯基⁃２Ｈ⁃四唑鎓溴化物

（ＭＴＴ，货号：Ｔ１００８９６）购自上海阿拉丁试剂有限公

司；ＰＡＲＰ⁃１ 购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司。 抗 ＰＡＲ
抗体、抗 γＨ２ＡＸ 抗体、抗 ＰＡＲＰ⁃１ 抗体、抗 β⁃ａｃｔｉｎ
抗体、抗 ＢＡＸ 抗体、抗 Ｂｃｌ２ 抗体、抗 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体

购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司； ＰＡＲＰ⁃１
ｓｉＲＮＡ、ＮＣ ｓｉＲＮＡ 购自广州市锐博生物科技有限公

司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双染细胞凋亡检测试剂盒购

自南京建成生物工程研究所；ＨｅｐＧ２ 细胞来源于安

徽医科大学药学院细胞存储中心。
１． ２ 　 反向虚拟筛选与分子对接 　 采用 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｓｔｕｄｉｏ ２０１７ 软件进行反向筛选和分子对接。 用

Ｃｈｅｍｄｒａｗ ２０１０ 绘制吐根碱结构， Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｓｔｕｄｉｏ
２０１７ 优化加氢， Ｌｉｂｄｏｃｋ 程序与 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｓｔｕｄｉｏ
２０１７ 软件蛋白数据库组件对接，选取排名前十的蛋

白进行分析，选择目标蛋白，再次利用 Ｌｉｂｄｏｃｋ 程序

与目标蛋白进行对接，获得三维（合）二维结合模式

图，分析小分子与配体间的键合作用。 蛋白质晶体

结构来源于 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄａｔａ Ｂａｎｋ 数据库。
１． ３　 表面等离子体共振实验 　 将 ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白标

记在芯片上，６ 种浓度的吐根碱 （５００、２５０、１２５、
６２. ５、３１. ２５、１５. ６２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ） 通过 ６ 个通道以 ２０
μｌ ／ ｍｉｎ 的速度流过芯片，持续 ５ ｍｉｎ，再用磷酸盐缓

冲液冲洗 １０ ｍｉｎ，Ｂｉａｃｏｒｅ Ｔ２００ ２. １ 软件分析结果，
实验采用 ＧＥ Ｂｉａｃｏｒｅ Ｔ２００ 生物大分子相互作用分

析仪（Ｃｙｔｉｖａ，美国）进行操作。

·２８１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



１． ４　 ＤＤＰ 耐药细胞 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 的构建　 采用药

物大剂量冲击和低剂量持续诱导相结合的方法诱导

细胞产生耐药性。 将 ＨｅｐＧ２ 细胞置于含有 １０％ 胎

牛血清、１００ Ｕ ／ ｍｌ 青 －链双抗的 ＤＭＥＭ 培养基中培

养，待 ＨｅｐＧ２ 细胞细胞融合度超过 ６０％以后加入 ５
ｇ ／ ｍｌ 的 ＤＤＰ 培养，２４ ｈ 后洗去死细胞，继续培养，
待再次融合度超过 ６０％ 后加入 ５ ｇ ／ ｍｌ 的 ＤＤＰ 培

养，２４ ｈ 后洗去死细胞，依次反复传代 １０ 次。 随后

将得到的细胞加入 ０. ５ ｇ ／ ｍｌ 的 ＤＤＰ 适应性培养，培
养 １０ 代之后检测 ＤＤＰ 的 ＩＣ５０，检测细胞的耐药性，
备用，并将细胞命名为 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ。
１． ５　 细胞毒实验　 将处于对数生长期的 ＨｅｐＧ２ 或

ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 接种到 ９６ 孔板中（密度为 ５ ０００ 个细

胞 ／孔）。 培养 ２４ ｈ 后加入 ＤＤＰ（０、０. ２５、０. ５、１、２、
４、８、１６、３２、６４ μｇ ／ ｍｌ）或吐根碱（１、２、４、８、１６、３２、６４
μｍｏｌ ／ Ｌ） 或吐根碱 （１６ μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ （０、０. ２５、
０. ５、１、２、４、８、１６、３２、６４ μｇ ／ ｍｌ）后继续培养 ２４ ｈ，吸
去培养基后每孔加入 ２０ μｌ 浓度为 ５ ｍｇ ／ ｍｌ 的

ＭＴＴ，在 ３７℃ 继续孵育 ４ ｈ，每孔再加入 １００ μｌ ＤＭ⁃
ＳＯ，混匀，在 ４９０ ｎｍ 波长处检测吸光度，所有实验

重复 ３ 次，计算细胞生存率、ＩＣ５０ 值及 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ
细胞的耐药指数（ＲＩ）。 ＲＩ ＝ 耐药株 ＩＣ５０ ／非耐药株

ＩＣ５０。
１． ６　 转染实验 　 ｓｉＲＮＡ 由广州市锐博生物科技有

限公司合成。 ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 序列为 ５′⁃ＧＧＡＵＧＡＵ⁃
ＣＵＵＣＧＡＣＧＵＧＧＡ⁃３′；阴性对照 ＮＣ ｓｉＲＮＡ 序列为

５′⁃ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵ⁃３′。 根 据 Ｌｉｐｏ⁃
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 说明书进行转染。 转染后进行免

疫荧光实验、蛋白印迹实验及细胞毒实验（设为空

白组、４ μｇ ／ ｍｌ ＤＤＰ 组、１６ μｍｏｌ ／ Ｌ 吐根碱 ＋ ４ μｇ ／ ｍｌ
ＤＤＰ 组）。
１． ７　 免疫荧光实验　 取转染后的细胞，加入到 ２４
孔板中预包被多聚赖氨酸的玻片上，３７℃孵育 ５ ｈ，
待贴壁后吸干液体，多聚甲醛固定，３０ ｍｉｎ 后加入羊

血清封闭，孵育 ４０ ｍｉｎ，吸弃液体加入一抗后 ４℃孵

育过夜，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，加入二抗进行荧光染色，作
用 １ ｈ 后用荧光显微镜下观察结果。
１． ８ 　 蛋白印迹实验 　 将浓度分别为 ０、４、８、１６
μｍｏｌ ／ Ｌ 的吐根碱与 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞孵育 ２４ ｈ 或单

独培养 ＨｅｐＧ２、ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ （ＰＡＲＰ⁃１
ｓｉＲＮＡ） 细胞 ２４ ｈ 后收集细胞，蛋白定量后 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳分离蛋白转膜，用 ＴＢＳ⁃Ｔ 配制的含 ５％脱

脂牛奶的缓冲液封闭，１ ｈ 后用 ＴＢＳ⁃Ｔ 缓冲液洗膜 ３
次，加入 １ ∶ １ ０００ 稀释比例的一抗（抗 ＰＡＲ 抗体、抗

γＨ２ＡＸ 抗体、抗 ＰＡＲＰ⁃１ 抗体、抗 ＢＡＸ 抗体、抗 Ｂｃｌ２
抗体、抗 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 抗体、抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体），
４℃孵育过夜。 过夜后待膜恢复至室温，ＴＢＳ⁃Ｔ 缓冲

液洗膜 ３ 次，加入 １ ∶ ３ ０００ 稀释的对应二抗，孵育 １
ｈ，取出膜后 ＴＢＳ⁃Ｔ 缓冲液洗膜 ３ 次，吸干，加入化学

发光剂进行凝胶成像检测，计算吸光度，分析结果。
１． ９　 流式细胞检测　 将对数生长期的 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ
细胞调整浓度为 １ × １０５ 个 ／ ｍｌ，接种到 ６ 孔板中。
分别设空白组、 ＤＤＰ 组 （ ４ ｇ ／ ｍｌ） 和吐根碱 （ １６
μｍｏｌ ／ Ｌ） ＋ ＤＤＰ（４ ｇ ／ ｍｌ）组，培养 ２４ ｈ 后收集细胞，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ、４ ℃下离心 ５ ｍｉｎ，并用预冷 ＰＢＳ 冲洗

两次。 随后将细胞重新悬浮在 １００ μｌ ＰＢＳ 缓冲液

中，加入 ５ μｌ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 混合。 冰上避光 １５
ｍｉｎ，然后添加 ４００ μｌ ＰＢＳ。 流式细胞仪检测前加入

５ μｌ 碘化丙碇溶液，混匀后快速检测细胞凋亡率。
１． １０　 统计学处理　 使用软件 ＳＰＳＳ １９. ０ 进行统计

学分析，数据结果采用 �ｘ ± ｓ 表示，组间比较采用 ｔ 检
验，多均数比较采用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差

异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 吐根碱体外与 ＰＡＲＰ⁃１ 的相互作用　 反向虚

拟筛选结果显示吐根碱对多个药物靶点有良好的结

合作用。 取契合值打分排名前十的靶点分析显示，
吐根碱与降低化疗药物敏感性相关的 ＤＮＡ 修复酶

ＰＡＲＰ⁃１ （ＰＤＢ ＩＤ： ４ｕｎｄ）有较高的契合值打分，提
示吐根碱可能通过结合 ＰＡＲＰ⁃１ 增强化疗药物的敏

感性。 见表 １。

表 １　 Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ Ｓｔｕｄｉｏ ２０１７ 预测的排名前十位的蛋白质晶体靶标

序号 ＰＤＢ 号 靶标 契合值

１ ２ｏ８ｈ 磷酸二酯酶 １０Ａ ０． ９８５ ７
２ ３ｅｔｅ 谷氨酸脱氢酶 ０． ９８５ ４
３ ４ｕｎｄ 多聚 （ＡＤＰ⁃核糖） 聚合酶⁃１ ０． ９４４ ７
４ １ｗｒｋ 人心肌肌钙蛋白 Ｃ ０． ９１５ ２
５ ２ｘｄｕ 热休克蛋白 ＨＳＰ９０ ０． ９１０ ２
６ ３ｏｖｙ 二聚血凝素 ０． ８９２ ８
７ ３ｎａ１ 人 ＣＹＰ１１Ａ１ ０． ８６９ ４
８ １ｘｏｍ 人磷酸二酯酶 ４Ｄ ０． ８６２ ４
９ ４ｆ９ｕ 糖基化谷氨酰胺环化酶 ０． ８５８ ７
１０ ３ｃｙ２ 人原癌基因丝氨酸 － 苏氨酸激酶 ０． ８４９ １

　 　 对已报道的 ＰＡＲＰ⁃１ 的活性位点进行对接，结
果显示吐根碱能够通过多种模式结合到 ＰＡＲＰ⁃１ 活

性位点中，包括：一个形成于氨基酸 ＧＬＹ８６３ 和异喹

啉环上的羟基的氢键；一个形成于氨基酸 ＧＬＵ９８８
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和异喹啉环上质子化 Ｎ 的离子键；芳香族氨基酸

ＴＹＲ８０６、ＴＹＲ８８９、ＴＹＲ９０７ 分别与吐根碱结构中的

苯环产生的 π⁃π 堆积作用；多个疏水氨基酸与吐根

碱通过范德华力和和多个弱的碳氢键相互作用。 见

图 １。
　 　 ＳＰＲ 实验在分子水平观察吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 的

相互作用，采用瑞卡帕布作为阳性对照。 结果如图

２ 所示，各种浓度（化合物浓度依次为 ５００、２５０、１２５、
６２. ５、３１. ２５、１５. ６２５ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）的吐根碱和瑞卡帕布

通过标记 ＰＡＲＰ⁃１ 蛋白的芯片后，芯片表面偏振光

折射率发生不同程度的变化，表明小分子与 ＰＡＲＰ⁃１
蛋白发生结合作用。 对结合曲线进行拟合的到解离

动力学常数 ＫＤ 值，两者分别为 ５. ７３ × １０ － ６ ｍｏｌ ／ Ｌ
（吐根碱）和 ４. ２６ × １０ － ６ ｍｏｌ ／ Ｌ（瑞卡帕布），说明吐

根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 有良好的结合作用。
２． ２　 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞耐药性鉴定及 ＰＡＲＰ⁃１ 的

表达分析 　 ＭＴＴ 法 检 测 了 ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ 和

ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 耐药株的 ＩＣ５０ 值。 结果如图 ３Ａ 所示，
ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖有显著的抑制作用，各组间

差异有统计学意义（ Ｆ ＝ ６１. １４， Ｐ ＜ ０. ０１），ＩＣ５０ 值

为（４. ２７ ± ０. ３４） μｇ ／ ｍｌ；ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞株对各个

浓度的 ＤＤＰ 均显示出一定的耐药性（Ｆ ＝ ７３. ９６， Ｐ
＜ ０. ０１），ＩＣ５０值增至（１５. ７６ ± ０. ８４） μｇ ／ ｍｌ，ＲＩ 值为

３. ６９。 这一结果说明 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ 产生

了显著的耐药性。 蛋白印迹实验显示 （图 ３Ｂ、Ｃ），
ＰＡＲＰ⁃１ 在 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞中的表达量较 ＨｅｐＧ２
显著提高，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ １３. ６８， Ｐ ＜
０. ０１）。
２． ３　 吐根碱对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞耐药性的逆转分

析　 如图 ４Ａ 所示，吐根碱在 １ ～ １６ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度区

间内对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的增殖无明显抑制作用，
当浓度达到 ３２ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的增殖

显著受到抑制，抑制率达到（２１. ８６ ± １. ７８） ％ ，故选

择 １６ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为吐根碱的无毒阈值研究其对

ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的增敏作用。 进一步研究显示吐

根碱 （１６ μｍｏｌ ／ Ｌ） 联合不同浓度 ＤＤＰ 与 ＨｅｐＧ２ ／
ＤＤＰ 细胞共培养后，细胞生存率较 ＤＤＰ 单用组下

降 ，差异有统计学意义（Ｆ ＝ ９８. ４９， Ｐ ＜ ０. ０１）。计

图 １　 吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１（ＰＤＢ 号：４ｕｎｄ）的结合模式图

Ａ：吐根碱结合到 ＰＡＲＰ⁃１ 活性位点的三维模式图；Ｂ：ＰＡＲＰ⁃１ 活性位点的氨基酸残基与吐根碱键合作用的二维模式图

图 ２　 ＳＰＲ 检测吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 结合作用

Ａ：吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 的结合曲线；Ｂ：瑞卡帕布与 ＰＡＲＰ⁃１ 的结合曲线
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图 ３　 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞耐药性鉴定及细胞株中 ＰＡＲＰ⁃１ 的表达

　 　 Ａ：ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响；Ｂ：ＨｅｐＧ２ 和 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞 ＰＡＲＰ⁃１ 的表达；Ｃ：蛋白相对表达量柱状图；与 ０ μｇ ／ ｍｌ
ＤＤＰ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＨｅｐＧ２ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

算吐根碱和 ＤＤＰ 联合用药的 ＩＣ５０ 值，结果显示较

ＤＤＰ 单独使用组，ＩＣ５０ 值显著下降［ ＩＣ５０ 值为（３. ９５
± ０. ４３） ｇ ／ ｍｌ］，ＲＩ 值为 ０. ９３。 这一结果提示吐根

碱对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞 ＤＤＰ 的耐药性有显著的逆转

作用。 见图 ４Ｂ。
２． ４　 吐根碱在细胞内对 ＰＡＲＰ⁃１ 酶活性的影响　
为进一步评价吐根碱对 ＰＡＲＰ⁃１ 的抑制作用，采用

免疫印迹法检测了细胞内反映 ＰＡＲＰ⁃１ 酶活性 ＰＡＲ
表达水平及反映 ＤＮＡ 损伤的 γＨ２ＡＸ 表达水平。 结

果显示，吐根碱处理 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞 ２４ ｈ 后，细胞

内 ＰＡＲ 的表达量明显降低，γＨ２ＡＸ 的表达量增加（
ＦＰＡＲ ＝ ５１９. ０， Ｐ ＜ ０. ０１；ＦＨ２ＡＸ ＝ ７９４. ３， Ｐ ＜ ０. ０１），
提示吐根碱可抑制 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞中的 ＰＡＲＰ⁃１
活性，进而阻断细胞内 ＤＮＡ 损伤修复，增强化疗药

物对肿瘤细胞的敏感性。 见图 ５。

２． ５　 吐根碱联合 ＤＤＰ 对沉默 ＰＡＲＰ⁃１ 的 ＨＥＰＧ２ ／
ＤＤＰ 细胞增殖的影响　 如图 ６ 所示，免疫荧光和蛋

白印迹实验显示 ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转染后 ＨＥＰＧ２ ／
ＤＤＰ 细胞中的 ＰＡＲＰ⁃１ 生成量显著降低；在吐根碱

存在的条件下，与阴性对照组相比，ＤＤＰ 对 ＰＡＲＰ⁃１
ｓｉＲＮＡ 转染的 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞的增殖没有明显的

影响。 这一结果进一步证实了吐根碱通过抑制肿瘤

细胞中的 ＰＡＲＰ１ 活性，增强化疗药物的敏感性。
２． ６　 吐根碱联合 ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡的

影响　 结果如图 ７ 所示，空白组、ＤＤＰ 组和吐根碱

＋ ＤＤＰ 组细胞凋亡率分别为 （ ２. ８４ ± １. ０２ ）％ 、
（１１. ８７ ± ２. ４１）％ 和（３９. ７７ ± ４. ６６）％ 。 与 ＤＤＰ 组

比较，吐根碱 ＋ ＤＤＰ 组 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡率显

著升高，差异有统计学差异（ ｔ ＝ １１. ２２， Ｐ ＜ ０. ０１）。
蛋白印迹实验显示（图７ Ｂ、Ｃ） ，ＤＤＰ降低Ｂｃｌ２表

图 ４　 吐根碱对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞耐药性的逆转作用

　 　 Ａ：吐根碱对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响；Ｂ：吐根碱（１６ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合 ＤＤＰ 对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖活性的影响；与空白组比较：∗Ｐ ＜

０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ５　 吐根碱在细胞内对 ＰＡＲＰ⁃１ 酶活性的影响

　 　 Ａ：ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转染 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞后免疫荧光和蛋白印

迹实验结果； Ｂ： 吐根碱联合 ＤＤＰ 对 ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转 染 前 后

ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响；ａ： 吐根碱 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｂ： 吐根碱 ４
μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｃ： 吐根碱 ８ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；ｄ： 吐根碱 １６ μｍｏｌ ／ Ｌ 组；与 ＰＡＲ
吐根碱 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 γＨ２ＡＸ 吐根碱 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组

比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ６　 吐根碱联合 ＤＤＰ 对沉默 ＰＡＲＰ⁃１
的 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响

　 　 Ａ：ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转染 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞后免疫荧光和蛋白印

迹实验结果； Ｂ： 吐根碱联合 ＤＤＰ 对 ＰＡＲＰ⁃１ ｓｉＲＮＡ 转 染 前 后

ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖的影响；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＤＤＰ 组

比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

达，同时增加 ＢＡＸ 和切割的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达水平，
吐根碱则显著增强了 ＤＤＰ 调控这些凋亡相关蛋白

的作用，差异有统计学差异（Ｆ ＝ ８４. ２７， Ｐ ＜ ０. ０１）。

３　 讨论

　 　 化疗耐药是导致肝癌综合治疗失败、病死率居

高不下的一个主要因素。 因此，研究肝癌的化疗耐

药机制，寻找逆转化疗耐药的方法显得尤为重要。
肿瘤细胞中 ＰＡＲＰ１ 蛋白响应于 ＤＮＡ 损伤反应，在
被 ＤＮＡ 链断裂激活后，ＰＡＲＰ１ 以 ＮＡＤ ＋ 依赖性方

式催化 ＰＡＲ 的合成，进行 ＤＮＡ 损伤修复，这一过程

在几秒钟内即可发生，是最快的 ＤＮＡ 损伤反应之

一［３ － ４］。 近年来，多种结构的 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂陆续

被开发出来，其中一些抑制剂目前作为单一药物或

与 ＤＮＡ 损伤药物联合已进入临床试验的不同阶

段［９ － １０］。 目前已有 ２ 个 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂获批上市，
包括奥拉帕瑞布和拉卡帕瑞［１１］。 多项研究［１２］ 表

明，这些 ＰＡＰＲ⁃１ 抑制剂能提高肝癌细胞对 ＤＮＡ 损

伤药物敏感性，但是部分药物仍然存在如药代动力

学差、潜在毒性的缺陷。 因此，仍然需要努力寻找具

高效低毒的新型骨架的 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂。
　 　 天然产物是新药发现的巨大宝库，本研究显示

来源于天然产物茜草科植物吐根单体成分吐根碱具

有潜在的增敏 ＤＤＰ 对肝癌细胞 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 的毒

性作用，这一结果提示在临床治疗中吐根碱具有成

为化疗药物增敏剂的潜力。 计算机反向虚拟筛选的

过程表明吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 有良好的结合作用，提
示吐根碱可能是通过结合 ＰＡＲＰ⁃１、抑制 ＰＡＲＰ⁃１ 活

性而发挥增敏化疗药物的作用。 分子对接实验分析

了吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 的结合模式，显示吐根碱能通

过多重作用与 ＰＡＲＰ⁃１ 的活性位点的多个氨基酸残

基键合，在这些氨基酸中，ＧＬＹ ８６３ 和 ＴＹＲ ９０７ 已被

证实是 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂键合的关键氨基酸［１３］。 ＳＰＲ
实验在体外分析了吐根碱与 ＰＡＲＰ⁃１ 的相互作用，
结果显示其结合 ＰＡＲＰ⁃１ 的能力与阳性药物瑞卡帕

布相当。 在细胞水平上，免疫印迹实验显示吐根碱

可显著抑制 ＰＡＲＰ⁃１ 的活性，表现为抑制酶活标志

物 ＰＡＲ 表达，增强 ＤＮＡ 损伤标志物 γＨ２ＡＸ 的表

达。 此外，ｓｉＲＮＡ 转染实验评价了沉默 ＰＡＲＰ⁃１ 基

因后吐根碱联合 ＤＤＰ 对的 ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞增殖

的影响。 结果显示沉默 ＰＡＲＰ⁃１ 基因的 ＨＥＰＧ２ ／
ＤＤＰ 细胞联合使用吐根碱的 ＤＤＰ 与单独使用 ＤＤＰ
相比，病死率没有明显变化，进一步证实了吐根碱对

ＤＤＰ 的增敏作用是通过靶向结合 ＰＡＲＰ⁃１。

·６８１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



图 ７　 吐根碱（１６ μｍｏｌ ／ Ｌ）联合 ＤＤＰ（４ μｇ ／ ｍｌ）对 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞凋亡的影响

　 　 Ａ：膜联蛋白 Ｖ⁃ＰＩ 双重染色；Ｂ：各实验组给药 ４８ ｈ 后 ＢＡＸ、Ｂｃｌ２ 和 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达情况；Ｃ：蛋白相对表达量柱状图；ａ： 空白组；ｂ：

ＤＰＰ 组；ｃ： 吐根碱 ＋ ＤＰＰ 组；与空白组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＤＤＰ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５，＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

　 　 与 ＤＮＡ 发生烷基化反应，损伤肿瘤细胞 ＤＮＡ
是铂类药物诱导肿瘤细胞凋亡的主要机制［１４］。
ＰＡＲＰ⁃１ 与凋亡蛋白 Ｐ５３ 关系密切，其不仅参与 Ｐ５３
蛋白活化途径，而且能够促进 Ｐ５３ 与细胞内损伤

ＤＮＡ 缺口相结合，进而修复铂类药物导致的 ＤＮＡ
损伤［１５］。 因此，ＰＡＲＰ⁃１ 作为 ＤＮＡ 修复酶，阻碍其

激活对铂类药物诱导肿瘤细胞凋亡非常重要。 在本

研究中，Ａｎｎｅｘｉｎｖ⁃ＰＩ 双染实验结果显示，与 ＤＤＰ 单

独使用组相比，吐根碱可显著增加 ＤＤＰ 诱导的

ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞后期凋亡，凋亡相关蛋白 Ｂｃｌ２ 表

达显著降低，Ｂａｘ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达明显增加。 结合

先前实验结果，进一步表明吐根碱可以通过抑制

ＰＡＲＰ⁃１ 活性，增强 ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ 细胞对 ＤＤＰ 敏感

性，促进 ＤＤＰ 诱导肿瘤细胞的凋亡。
　 　 综上所述， 本研究表明吐根碱对 ＤＮＡ 修复酶

ＰＡＲＰ⁃１ 具有较强的抑制作用，能够增强铂类化疗药

物对耐药肝癌细胞株的敏感性，为进一步开发治疗

肿瘤的新型 ＰＡＲＰ⁃１ 抑制剂提供了基础。 本研究尚

存在着一些不足，如选取的肿瘤细胞种类单一、未开

展动物体内实验、化合物药代动力学信息不足等，后
续的研究将针对这些缺陷开展工作以提供更多吐根

碱作为肿瘤治疗药物先导化合物的数据。

参考文献

［１］ 　 徐　 磊， 张万广． 肝癌系统治疗中肿瘤超进展研究现状［ Ｊ］ ．
中国实用外科杂志， ２０２１， ４１（３）： ２８４ － ８．

［２］ 　 Ｒｏｔｔｅｎｂｅｒｇ Ｓ， Ｄｉｓｌｅｒ Ｃ， Ｐｅｒｅｇｏ Ｐ． Ｔｈｅ ｒｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｐｌａｔｉｎｕｍ⁃
ｂａｓｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ， ２０２１， ２１（１）： ３７ －
５０．

［３］ 　 Ｍａｒｉｎ Ｊ Ｊ Ｇ， Ｃｉｖｅｓ⁃Ｌｏｓａｄａ Ｃ， Ａｓｅｎｓｉｏ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ
ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒｓ （ Ｂａ⁃
ｓｅｌ）， ２０１９， １１（３）： ４０７．

［４］ 　 Ｚｈｏｕ Ｊ， Ｋａｎｇ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｏｆ ｆｉｖｅ ｐｌａｔｉｎｕｍ⁃ｂａｓｅｄ ａｎｔｉｔｕｍｏｒ ａｇｅｎｔｓ ［ Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ，
２０２０， １１： ３４３．

［５］ 　 Ｍａｔｅｏ Ｊ， Ｌｏｒｄ Ｃ Ｊ， Ｓｅｒｒａ Ｖ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｄｅｃａｄｅ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔ ｏｆ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅ［Ｊ］ ． Ａｎｎ Ｏｎｃｏｌ， ２０１９， ３０
（９）： １４３７ － ４７．

［６］ 　 杨　 欣． 肝细胞肝癌组织中 ＰＡＲＰ⁃１、ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达水

平及其临床意义［Ｄ］． 乌鲁木齐： 新疆医科大学， ２０２０．
［７］ 　 高海凤． 吐根化学成分的研究［Ｄ］． 长春： 吉林大学， ２０１５．
［８］ 　 Ａｋｉｎｂｏｙｅ Ｅ Ｓ， Ｒｏｓｅｎ Ｍ Ｄ， Ｂａｋａｒｅ Ｏ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｃａｎｃｅｒ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ

ｏｆ ｅｍｅｔｉｎｅ ｐｒｏｄｒｕｇｓ ｔｈａｔ ａｒｅ ｐｒｏｔｅｏｌｙｔｉｃａｌｌｙ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｐｒｏｓｔａｔｅ
ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｔｉｇｅｎ （ＰＳＡ） ａｎｄ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎ ｖｉｖｏ ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｅｍｅｔｉｎｅ
ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｏｒｇ Ｍｅｄ Ｃｈｅｍ， ２０１７， ２５（２４）： ６７０７ － １７．

［９］ 　 Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ Ｖ， Ｉｌｌｕｚｚｉ Ｇ， Ｈéｂｅｒｌé Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｆｒｏｍ ｐｏｌｙ（ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ）

·７８１１·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）



ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｔｏ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ． Ｂｕｌｌ Ｃａｎｃｅｒ，
２０１５， １０２（１０）： ８６３ － ７３．

［１０］ Ｖｙａｓ Ｓ， Ｃｈａｎｇ Ｐ． Ｎｅｗ ＰＡＲＰ ｔａｒｇｅｔｓ ｆｏｒ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｅｒａｐｙ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ
Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１４， １４（７）： ５０２ － ９．

［１１］ Ｒｏｕｌｅａｕ Ｍ， Ｐａｔｅｌ Ａ， Ｈｅｎｄｚｅｌ Ｍ Ｊ， ｅｔ ａｌ． ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ：
ＰＡＲＰ１ ａｎｄ ｂｅｙｏｎｄ［Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｒｅｖ Ｃａｎｃｅｒ， ２０１０， １０（４）： ２９３ －
３０１．

［１２］ Ｍａｔｅｏ Ｊ， Ｍｏｒｅｎｏ Ｖ， Ｇｕｐｔａ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎ ａｄａｐｔｉｖｅ ｓｔｕｄｙ ｔｏ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎｅ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｄｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｂｌｅｔ ｆｏｒｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉ⁃
ｔｏｒ ｏｌａｐａｒｉｂ［Ｊ］ ． Ｔａｒｇｅｔ Ｏｎｃｏｌ， ２０１６， １１（３）： ４０１ － １５．

［１３］ ＬａＦａｒｇｕｅ Ｃ Ｊ， Ｄａｌ Ｍｏｌｉｎ Ｇ Ｚ， Ｓｏｏｄ Ａ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｌｏｒｉｎｇ ａｎｄ
ｃｏｍｐａｒｉｎｇ ａｄｖｅｒｓｅ ｅｖｅｎｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ［ Ｊ］ ． Ｌａｎｃｅｔ
Ｏｎｃｏｌ， ２０１９， ２０（１）：ｅ１５ － ｅ２８．

［１４］ 徐淑萍， 孙国平， 王　 华， 等． 丹皮酚增强顺铂对人肝癌细胞

ＳＭＭＣ⁃７７２１ 的增殖抑制作用［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学报， ２００６
（１）： ６３ － ５．

［１５］ Ｒｏｍｅｏ Ｍ Ａ， Ｇｉｌａｒｄｉｎｉ Ｍｏｎｔａｎｉ Ｍ Ｓ， Ｂｅｎｅｄｅｔｔｉ Ｒ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔｉｃａｎ⁃
ｃｅｒ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＡＺＤ２４６１ ＰＡＲＰ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｇａｉｎｓｔ ｃｏｌｏｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ
ｃａｒｒｙｉｎｇ ｗｔ ｏｒ ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐ５３ ［ Ｊ］ ． Ｅｘｐ Ｃｅｌｌ Ｒｅｓ， ２０２１， ４０８
（２）：１１２８７９．

Ｒｅｖｅｒｓａｌ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ ｃｅｌｌｓ
ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｂｙ ｅｍｅｔｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＡＲＰ⁃１

Ｒｅｎ Ｐｅｎｇｆｅｉ１，２， Ｌｉｕ Ｃｈｅｎ３， Ｒａｎ Ｘｉａｎｇ３， Ｗａｎｇ Ｈｅｎｇｙｉ１

（ １Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｇｅｎｅｒａｌ Ｓｕｒｇｅｒｙ， Ｔｈｅ Ｆｒｉｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２；
２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｅｍｅｒｇｅｎｃｙ， Ｆｕｙａｎｇ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｆｕｙａｎｇ　 ２３６０００；

３Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｙ， Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｅｖｅｒｓａｌ ｏｆ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨｅｐＧ２ ／
ＤＤＰ ｂｙ ｅｍｅｔｉｎｅ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｄｒｕｇ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｈｅｐａｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ｂｙ ｈｉｇｈ⁃ｄｏｓｅ ｃｉｓｐｌａｔｉｎ （ＤＤＰ） ｓｈｏｃｋ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｌｏｗ⁃ｄｏｓｅ ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓ ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ， ｍｏ⁃
ｌｅｃｕｌａｒ ｄｏｃｋｉｎｇ， ｓｕｒｆａｃｅ ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ （ＳＰＲ） ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｏｆ
ｅｍｅｔｉｎｅ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｗａｓ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ａｓｓａｙ ｉｎ ｖｉｖｏ． Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｍｅｔｉｎｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＤＤＰ
ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｅｍｅｔｉｎｅ ｗａｓ
ｖｅｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＢＣＬ２， Ｂａｘ ａｎｄ Ｃｌｅａｖｅｄ⁃ｃａｓｐａｓｅ⁃３
ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｅｍｅｔｉｎｅ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＤＤＰ ａｎｄ ｒｅ⁃
ｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎｄｅｘ （ＲＩ） ｆｒｏｍ ３. ６９ ｔｏ ０. ９３． Ｒｅｖｅｒｓｅ ｖｉｒｔｕａｌ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ， ｍｏｌｅｃｕｌｅ ｄｏｃｋｉｎｇ ａｎｄ ＳＰＲ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｍｅｔｉｎｅ ｃａｎ ｓｔａｂｌｙ ｂｉｎｄ ｔｏ ＰＡＲＰ⁃１． Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｍｅｔｉｎｅ ｈａｄ ａ ｐｏｔｅｎｔ ｅｎｚｙｍａｔｉｃ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｙ ａｇａｉｎｓｔ ＰＡＲＰ⁃１ ｉｎ ｖｉｖｏ． Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ， ｅｍｅｔｉｎｅ’ｓ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＤＰ ｉｎ ＨＥＰＧ２ ／ ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ ｎｅａｒ⁃
ｌｙ ｄｉｓａｐｐｅａｒｅｄ ｗｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡｓ ａｇａｉｎｓｔ ＰＡＲＰ⁃１． Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｅｍｅｔｉｎｅ
ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＤＤＰ ｏｎ ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｅｍｅｔｉｎｅ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉ⁃
ｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＤＤＰ， ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｉｔｓ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＡＲＰ⁃１．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｅｍｅｔｉｎｅ； ｒｅｖｅｒｓａｌ； ＤＤＰ； ＨｅｐＧ２ ／ ＤＤＰ； ＰＡＲＰ⁃１

·８８１１· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ａｕｇ；５７（８）


