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克服化学治疗抗性的雷公藤提取物

(57)摘要

本发明提供了用于克服癌症治疗中的药物

抗性的来自雷公藤(Tripterygium wilfordii)

的提取物和组合物。本发明涉及雷公藤的有机溶

剂提取物及其在癌症治疗中的用途，特别是在对

化学治疗药物的治疗已经表现出抗性的癌症的

治疗中的用途。公开了治疗癌症的方法。所述方

法向有此需要的患者施用(a)雷公藤的有机溶剂

提取物和(b)化学治疗药物的组合。以有效治疗

癌症的组合量施用雷公藤的有机溶剂提取物(a)

和化学治疗药物(b)。被治疗的癌症至少部分地

对单独化学治疗药物(b)的治疗有抗性。还公开

了包含(a)雷公藤的有机溶剂提取物和(b)化学

治疗药物的组合以及可药用载体的化学治疗组

合物，其中(a)和(b)以有效治疗癌症的组合量施

用。
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1.(a)雷公藤(Tripterygium  wilfordii)的有机溶剂提取物和(b) 或拉帕

替尼的组合在制备用于在有此需要的患者中治疗乳腺癌的药物中的用途，其中(a)和(b)配

制成用于以有效治疗乳腺癌的组合量施用，其中所述乳腺癌至少部分地对单独

或拉帕替尼(b)的治疗有抗性，其中所述有机溶剂提取物是乙醇提取物，其中

所述雷公藤的乙醇提取物可通过MS/LC色谱图来鉴定，其中至少一部分(a)在施用(b)之前

施用。

2.(a)雷公藤(Tripterygium  wilfordii)的有机溶剂提取物和(b)柔红霉素的组合在

制备用于在有此需要的患者中治疗白血病的药物中的用途，其中(a)和(b)配制成用于以有

效治疗白血病的组合量施用，其中所述白血病至少部分地对单独柔红霉素(b)的治疗有抗

性，其中所述有机溶剂提取物是乙醇提取物，其中所述雷公藤的乙醇提取物可通过MS/LC色

谱图来鉴定，其中至少一部分(a)在施用(b)之前施用。

3.权利要求1或2所述的用途，其中(a)以使(b)的效力提高到超过(b)单独施用之效力

的量施用。

权　利　要　求　书 1/1 页

2

CN 104797296 B

2



克服化学治疗抗性的雷公藤提取物

[0001] 相关申请的交叉引用

[0002] 本申请要求于2012年8月19日提交的美国申请序列号61/684,792的优先权，并且

本文通过引用包括其公开内容。

技术领域

[0003] 本发明涉及增强化学治疗药物之效力的化合物和天然物质。

背景技术

[0004] 在持续的化学治疗的过程中总是产生抗药性。克服该问题是癌症治疗中的重大挑

战。事实上，肿瘤细胞利用多种机制来提高其对化学治疗药物的抗性。例如，肿瘤细胞可过

表达多药抗性转运体和癌蛋白表皮生长因子受体基因以及诱导NF-E2相关因子2(一种上调

参与谷胱甘肽代谢和药物解毒的多种基因的氧化还原敏感转录因子(redoxsensing 

transcription  factor))的活性。参见(Huang等，2005a；Makarovskiy等，2002；Wang等，

2010)；(Salzberg等，2007；Sirotnak等，2000)；(Singh等，2010；Zhang等，2010)；和(Huang

和Sadee，2003；Seruga等，2010)。刺猬通路(Hedgehog  pathway)是参与化学抗性的另一细

胞信号通路。(Domingo-Domenech等，2012)

[0005] 迄今为止，还未发现被设计用于靶向特定抗性机制的物质是有效的。然而，用于解

决抗药性之新治疗的一种潜在来源是传统的中草药。事实上，这样的药物已使用了数千年

用以恢复由多种疾病造成的身体功能失衡。用草药的治疗通常包括摄入包含多种化学组分

的草药“提取物”，其可潜在地作用于体内的不同位点和通路。因此，这些药物具有靶向多种

细胞和分子机制的潜能，这可提供克服药物抗性的新机遇或者仅仅提高药物的效力。参见

Chow&Huang  2010，Pon等2010。如本文中所述，来自一种特定传统中草药Triperygium 

wilfordii(中文(普通话)名称为雷公藤)的乙醇提取物使对化学治疗药物之治疗已经有了

抗性的癌细胞变得敏感，这样使得癌症再一次对化学治疗药物变得敏感。

[0006] 发明概述

[0007] 本发明涉及雷公藤的有机溶剂提取物及其在癌症治疗(特别是在治疗对化学治疗

药物之治疗已经表现出一些抗性的癌症)中的用途。在提取物的多种实施方案中可用的雷

公藤有机溶剂提取物可以是(i)乙醇提取物；并且可由如图1中所描述的MS/LC色谱图所鉴

定。

[0008] 在一个实施方案中，本发明涉及治疗癌症的方法。所述方法向有此需要的患者施

用(a)雷公藤的有机溶剂提取物和(b)化学治疗药物的组合。以对治疗癌症有效的组合量施

用雷公藤的有机溶剂提取物(a)和化学治疗药物(b)。被治疗的癌症至少部分地对单独化学

治疗药物(b)的治疗有抗性。在本发明的一个实施方案中，该方法(a)以使(b)的效力提高到

超过(b)单独施用之效力的量施用。在本发明的一些实施方案中，癌症可以是乳腺癌、白血

病或前列腺癌，并且化学治疗药物(b)是目前用于治疗此类癌症的药物，例如，多西他赛、柔

红霉素、曲妥珠单抗和拉帕替尼。
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[0009] 雷公藤的有机溶剂提取物(a)和化学治疗药物(b)可以依次施用或共施用。当它们

依次施用时，在施用(b)之前施用至少一部分(a)。可以以相同的方式并且使用相似的或相

同的化学治疗组合物来施用雷公藤的有机溶剂提取物(a)。如上面所指出的，在本发明的一

个方法中，雷公藤的有机溶剂提取物(a)和化学治疗药物(b)可共施用并且可在含有(a)和

(b)两者的单一组合物中。因此，本发明的另一个实施方案涉及化学治疗组合物，其包含(a)

雷公藤的有机溶剂提取物和(b)化学治疗药物的组合以及可药用载体，其中以有效治疗癌

症的组合量施用(a)和(b)。

[0010] 表格简述

[0011] 表1报告了用12μg/ml的雷公藤提取物(Lei  Gong  Teng  extract，LGT-E)预处理、

随后用多种浓度的多西他赛处理72小时的多西他赛抗性PC3-TxR细胞的磺酰罗丹明B

(sulforhodamine  B，SRB)细胞生存力测定结果。

[0012] 表2报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛抗

性PC3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0013] 表3报告了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时后

的多西他赛抗性PC3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0014] 表4报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛抗

性PC3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0015] 表5报告了用50μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时后

的多西他赛抗性DU145-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0016] 表6报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛抗

性DU145-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0017] 表7报告了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时后

的多西他赛抗性DU145-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0018] 表8报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛抗

性DU145-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0019] 表9报告了用12.5μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时

后的多西他赛抗性DU145-TxR细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

[0020] 表10报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛抗

性DU145-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0021] 表11报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时后或不用LGT-E预处理的多西他赛

抗性PC3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0022] 表12报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时后或不用LGT-E预处理的多西他赛

敏感性PC3细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0023] 表13报告了用多种浓度的LGT-E处理72小时后的多西他赛敏感性PC3细胞的SRB细

胞生存力测定结果。

[0024] 表14报告了用多种浓度的LGT-E处理72小时后的多西他赛抗性PC3-TxR细胞的磺

酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

[0025] 表15报告了用多种浓度的LGT-E处理72小时后的多西他赛抗性DU145-TxR细胞的

SRB细胞生存力测定结果。
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[0026] 表16报告了用多种浓度的LGT-E处理72小时后的多西他赛敏感DU145细胞的磺酰

罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

[0027] 表17报告了用于建立每一种药物的IC50的细胞系和四种化学治疗药物的浓度范

围。

[0028] 表18总结了在多西他赛、柔红霉素、曲妥珠单抗和拉帕替尼的情况下LGT-E的CE测

定结果。

[0029] 表19报告了用50μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时的

多西他赛敏感DU145细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

[0030] 表20报告了用多种浓度的多西他赛处理72小时且不用LGT-E预处理的多西他赛敏

感DU145细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0031] 表21报告了用13μg/ml的LGT-E预处理，随后用多种浓度的 处理72小

时后的 敏感性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞

生存力测定结果。

[0032] 表22报告了用多种浓度的 处理72小时且不用LFT-E预处理的

敏感性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定

结果。

[0033] 表23报告了用13μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的 处理72小

时后的 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474/Her细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细

胞生存力测定结果。

[0034] 表24报告了用多种浓度的 处理72小时且没有用LGT-E预处理的

抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474/Her的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测

定结果。

[0035] 表25报告了用多种浓度的拉帕替尼处理72小时后的 敏感性、HER2-

阳性乳腺导管癌系BT474的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

[0036] 表26报告了用13μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的 处理72小

时的 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474-TxR细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞

生存力测定结果。

[0037] 表27报告了用多种浓度的 处理72小时且没有用LGT-E预处理的

抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474-TxR的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测

定结果。

[0038] 表28报告了用12.5μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的拉帕替尼处理72小时

的 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌BT474-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。
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[0039] 表29报告了用多种浓度的拉帕替尼处理72小时且没有用LGT-E预处理的

抗性、HER2-阳性乳腺导管癌BT474-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0040] 表30报告了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的拉帕替尼处理72小时的

抗性、HER2-阳性乳腺导管癌BT474-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0041] 表31报告了用多种浓度的拉帕替尼处理72小时且没有用LGT-E预处理的

抗性、HER2-阳性乳腺导管癌BT474-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0042] 表32报告了在拉帕替尼敏感性、HER2-阳性乳腺癌系中拉帕替尼敏感度的拉帕替

尼剂量响应分析的SRB细胞生存力测定结果。

[0043] 表33报告了在拉帕替尼抗性、HER2-阳性乳腺癌系中拉帕替尼敏感度的拉帕替尼

剂量响应分析的SRB细胞生存力测定结果。

[0044] 表34报告了用12.5μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的拉帕替尼处理72小时

的拉帕替尼抗性、HER2-阳性乳腺癌SkBr3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0045] 表35报告了用多种浓度的拉帕替尼处理72小时且没有用LGT-E预处理的拉帕替尼

抗性、HER2-阳性乳腺癌SkBr3-TxR细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0046] 表36报告了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的柔红霉素处理72小时的

柔红霉素敏感性髓性白血病K562细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0047] 表37报告了用多种浓度的柔红霉素处理72小时且没有用LGT-E预处理的柔红霉素

敏感性髓性白血病K562细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0048] 表38报告了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的柔红霉素处理72小时的

柔红霉素抗性髓性白血病K562/Dox细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0049] 表39报告了用多种浓度的柔红霉素处理72小时且没有用LGT-E预处理的柔红霉素

抗性髓性白血病K562/Dox细胞的SRB细胞生存力测定结果。

[0050] 附图简述

[0051] 图1示出了雷公藤(A)根皮和(B)木质部组织的高压液相色谱-二极管-阵列检测

(HPLC-DAD)色谱指纹。

[0052] 图2示出了雷公藤提取物产品-雷公藤提取物(LGT-E)的液相色谱和质谱色谱图。

[0053] 图3示出了来自用(A)12μg/ml的雷公藤提取物(LGT-E)或(B)25μg/ml的LGT-E预处

理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时的多西他赛抗性PC3-TxR细胞的磺酰罗丹明B

(SRB)细胞生存力测定结果。参见表1-4。

[0054] 图4示出了来自用(A)50μg/ml的LGT-E、(B)25μg/ml的LGT-E或(C)12 .5μg/ml的

LGT-E预处理、随后用多种浓度的多西他赛处理72小时的多西他赛抗性DU145-TxR细胞的磺

酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见表5-10。

[0055] 图5示出了来自(A)多西他赛抗性的PC3-TxR细胞和(B)多西他赛敏感性PC3细胞的

多西他赛剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见表11和12。

[0056] 图6示出了来自(A)多西他赛敏感性PC3和多西他赛抗性PC3-TXR细胞以及(B)多西

他赛敏感性DU145细胞和多西他赛抗性DU145-TXR细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测

定结果。参见表13-16。

[0057] 图7示出了来自用50μg/ml的LGT-E预处理的多西他赛敏感性DU145细胞的多西他
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赛剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见表19-20。

[0058] 图8示出了来自用13μg/ml的LGT-E预处理的 敏感性、HER2阳性乳腺

导管癌系BT474的 剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

参见表21-22。

[0059] 图9示出了来自用13μg/ml的LGT-E预处理 抗性、HER2阳性乳腺导管

癌系BT474/Her的 剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。

参见表23-24。

[0060] 图10示出了来自 敏感性BT474细胞的 剂量响应分析的

磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见表25。

[0061] 图11出示了来自用13μg/ml的LGT-E预处理的 抗性、HER2阳性乳腺导

管癌系BT474/Her的 剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结

果。参见表26-27。

[0062] 图12示出了来自用(A)12μg/ml或(B)25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的

拉帕替尼处理72小时的 抗性、HER2阳性乳腺导管癌BT474-TxR细胞的磺酰罗

丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见表28-31。

[0063] 图13示出了来自拉帕替尼敏感性、HER2阳性乳腺癌系SkBr3对其拉帕替尼抗性亚

系SkBr3-TxR的拉帕替尼敏感度的拉帕替尼剂量响应分析的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力

测定结果。参见表32-33。

[0064] 图14示出了来自用12.5μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的拉帕替尼处理72

小时的拉帕替尼抗性、HER2阳性乳腺癌SkBr3-TxR细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测

定结果。参见表34-35。

[0065] 图15示出了来自用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的柔红霉素处理72小

时的柔红霉素敏感性髓性白血病K562细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见

表36-37。

[0066] 图16示出了用25μg/ml的LGT-E预处理、随后用多种浓度的柔红霉素处理72个小时

的柔红霉素抗性髓性白血病K562/Dox细胞的磺酰罗丹明B(SRB)细胞生存力测定结果。参见

表38-39。

[0067] 图17例示了体内LGT-E的化学增敏作用。图17A涉及在15天的用20mg/kg体重的多

西他赛处理期间，SCID小鼠肿瘤寄主中PC3-TxR细胞肿瘤相对于多西他赛敏感性PC3-ATCC

细胞肿瘤针对肿瘤大小的多西他赛抗性，施用多西他赛的第0天为Doc处理的第1天。图17B

涉及LGT-E(500mg/kg体重)相对于多西他赛处理PC3-TxR肿瘤的化学增敏作用，使用图17A

中所述的PC3-TxR肿瘤模型，包括未经处理的肿瘤、LGT-E处理的肿瘤和LGT-E和多西他赛处

理的肿瘤。

[0068] 发明详述

[0069] 本文中描述了通过向有此需要的患者施用雷公藤的乙醇提取物和化学治疗药物
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的组合来治疗癌症的方法和药物制剂，其中雷公藤的乙醇提取物和化学治疗药物以有效治

疗癌症的组合量来施用。在多种实施方案中，本发明的方法治疗至少部分地对单独施用化

学治疗药物(即不存在雷公藤的乙醇提取物)时的化学治疗药物治疗有抗性的癌症。因此，

在多种实施方案中，本发明的方法通过使化学治疗药物抗性癌细胞与本文所述雷公藤乙醇

提取物的至少一种组分接触来克服抗癌化学治疗药物抗性并且引起细胞对化学治疗药物

的抗性逆转，从而使得化学治疗药物引起抗药性癌细胞的死亡或细胞抑制(cytostasis)。

因此，本发明的治疗方法用于抑制、延迟或阻止那些对化学治疗剂有抗药性的肿瘤细胞的

生长。

[0070] 本发明的雷公藤提取物是从中国吉林省获得的药用植物雷公藤(Tripterygium 

wilfordii  Hook  f .)的根木质部获得的。如上所述，本发明的方法使用雷公藤的乙醇提取

物。在多种实施方案中，本发明的方法使用通过合并来自一系列95％的乙醇提取的所提取

材料而制备的雷公藤的乙醇提取物。在多种其他实施方案中，通过将所提取材料吸附到硅

胶中并使被吸附的材料经受额外的乙醇提取来进一步提取经乙醇提取的雷公藤材料。通常

通过将提取物置于旋转蒸发器中，从提取物中除去乙醇。干燥的材料可任选为冻干的。最

后，通过本方法使用的雷公藤之干燥的乙醇提取物称为LGT-E，并且其特征在于具有如图2

中所述的液相色谱和质谱色谱图。

[0071] 可由本发明的方法治疗的癌症包括多种器官的实体肿瘤和血液学肿瘤两者。实体

肿瘤的非限制性实例是转移性乳腺癌和前列腺癌(包括雄激素依赖性和雄激素非依赖性前

列腺癌)。通过本发明的方法可治疗的血液学肿瘤包括例如慢性髓细胞源性白血病

(chronic  myelogenous  leukemia，CML)，其特征在于在血液、骨髓、脾、肝以及有时在其他

组织中不成熟粒细胞(例如中性粒细胞、嗜酸性粒细胞和嗜碱性粒细胞)的异常增殖。

[0072] 适于与本发明的雷公藤提取物或提取物组分组合使用的化学治疗药物的非限制

性实施例包括：拓扑异构酶抑制剂，包括例如多柔比星和柔红霉素；紫杉烷类，包括多西他

赛；靶向嵌入到靶细胞表面的受体(例如HER受体)的生物制剂，所述HER受体包括HER2/neu，

其为曲妥珠单抗(以 商标名出售)的靶标。

[0073] 如本文所使用的术语“治疗”是指向具有对化学治疗药物有抗药性之癌症的对象

共施用雷公藤的乙醇提取物和化学治疗药物，目的是治疗、治愈、减轻、缓减、改变、补救、改

进、改善或影响癌症。在多种实施方案中，本发明的方法将本发明的雷公藤的乙醇提取物和

与提取物共施用的化学治疗药物同时施用或即时先后施用，而在另一些实施方案中，在施

用化学治疗药物之前施用雷公藤的乙醇提取物以使被治疗的癌细胞在与化学治疗药物接

触之前至少部分地变得敏感。

[0074] 术语“有效量”是指使癌细胞对指定化学治疗药物的抗性降低所需的雷公藤乙醇

提取物的量。如本领域的技术人员所公认的，有效量可依赖于施用的途径、赋形剂的使用和

共同使用其他药剂的可能性而不同。

[0075] 如上所述，本发明包括包含雷公藤提取物或提取物组分的药物组合物。为了实践

本发明的方法，上述的药物组合物可以经口、肠道外、通过吸入气雾剂、表面地、经直肠、经

鼻、口腔、经阴道或通过植入储库(implanted  reservoir)来施用。本文中所使用的术语“肠

道外”包括皮下、皮内、静脉内、肌内、关节内、动脉内、滑膜内(intrasynovial)、胸骨内、鞘

内、病灶内(intralesional)和颅内注射或输注技术。
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[0076] 可注射组合物可以常规的形式制备，或者作为液体溶液或混悬液，适于在注射之

前液体中溶液或混悬液的固体形式或者作为乳剂。注射剂、溶液和乳剂还可包含一种或更

多种赋形剂。合适的赋形剂是例如水、盐水、葡萄糖、甘油或乙醇。此外，如果需要，待施用的

药物组合物还可含有少量的无毒性辅助物质，例如润湿剂或乳化剂、pH缓冲剂、稳定剂、溶

解性增强剂和其他这样的试剂，例如，乙酸钠、脱水山梨糖醇单月桂酸酯、油酸三乙醇胺和

环糊精。

[0077] 用于口服施用的组合物可以是任何可口服的剂型，包括但不限制于胶囊剂、片剂、

乳剂和水混悬剂、分散体和溶液剂。在口服使用片剂的情况下，通常使用的载体包括乳糖和

玉米淀粉。通常还添加润滑剂，例如硬脂酸镁。对于以胶囊形式口服施用时，可用的稀释剂

包括乳糖和干燥的玉米淀粉。当口服施用水混悬剂或乳剂时，活性成分可与乳化剂或助悬

剂组合混悬或溶解在油相中。

[0078] 就与制剂中的活性成分兼容的意义而言，药物组合物中的载体必须是“可接受的”

(且优选能够使其稳定)并且对于待治疗的对象无害。例如，一种或更多种增溶剂(其与稠合

的二环或三环化合物或者更多的增溶剂形成更多种可溶性复合物)可被用作递送活性化合

物的可药用载体。其他载体的实例包括胶体二氧化硅、硬脂酸镁、十二烷基硫酸钠和D&C黄

色#10。

实施例

[0079] 实施例1

[0080] 雷公藤的认征。雷公藤的根购自三元药物有限公司(Sanyuan  Pharmaceuticals 

Co .Ltd .)(中华人民共和国吉林省)，并在澳门科技大学的澳门医学和健康应用研究所

(Macau  Institute  of  Applied  Research  for  Medcine  and  Health  of  Macau 

University  0f  Science  and  Technology，Macau)进行认证，如下。根据相同的方案对雷公

藤的根皮和根木质部进行了认证。因此，将根皮和根木质部组织各自研磨成粉末并使其通

过60目筛。对于每种根或木质部制备物，精确称量0.2g研磨粉末并添加20mL乙酸乙酯。于45

℃下使用浴超声处理1小时以提取样品。将该混合物过滤，并用20mL甲醇重悬残余物，随后

于45℃下通过浴超声再处理1小时。将乙酸乙酯提取物和甲醇提取物合并，并使用旋转蒸发

器将其蒸干。用2ml甲醇使固体提取物重构，并通过0.45μg过滤器进行过滤。HPLC-DAS

[0081] 用Agilent  1200系列LC系统和模块(Agilent  Technologies，Santa  Clara，CA)进

行高压液相色谱(HPLC)层析。使用对称(Symmetry)C18(250×4 .6mm，5μm)柱(Waters 

Corp.，Milford，MA)进行色谱层析。分析柱的温度设定为20℃，且检测波长为210nm。使用含

乙腈(A)和0.1％的磷酸(v/v)(B)的流动相以1ml/分钟流量进行线性梯度洗脱。梯度开始于

40％的洗脱剂A和60％的洗脱剂B。在20分钟内将梯度线性改变至50％的洗脱剂B，在20分钟

内至25％的洗脱剂B，并在10分钟内至20％的洗脱剂B。然后在10分钟内将梯度进一步变回

至80％的洗脱剂B，并保持在该百分比。雷公藤根皮和木质部组织的HPLC-二极管-阵列检测

(HPLC-DAD)色谱图指纹分别示于图1A和1B。

[0082] 雷公藤提取物的制备。将雷公藤根木质部组织(390.61g)置于混合器中并混合成

小块。将混合的根材料加入到2L的95％乙醇中，超声处理1小时，然后在95％乙醇中浸渍过

夜。之后，使用真空加压过滤该材料，并收集乙醇。加压过滤后剩余的残余物用600mL的95％
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乙醇洗涤两次，并在每次洗涤周期中，超声处理30分钟。来自两次洗涤的乙醇与初始的2L乙

醇合并在一起，并且使用旋转蒸发器蒸发合并的提取物，然后冷冻干燥。前述提取步骤的总

产率为产生16.16g乙醇提取材料，其通过在硅胶60上吸附蒸发的产物并且使吸附的材料按

以下溶剂的顺序依次提取而进一步分馏：95％的乙醇和氯仿。对乙醇和氯仿提取物的化学

增敏作用进行了定量。还制备了水提取物并将其与乙醇和氯仿的提取物比较从而确定了其

CE。雷公藤水提物来自中国云南，并且获自江阴天江药物有限公司(Tia n jia ng 

Pharmaceutical  Co.，Ltd.，中国江苏)，并通过ACE  Pharmaceuticals  Ltd(Hong  Kong)市

售可得。

[0083] 评估提取物的化学增敏性

[0084] 化学增敏效应(chemosensitizing  effect，CE)是当化合物和化学治疗药物共施

用时，化合物可降低(即化学增敏)所需化学治疗药物浓度之半最大抑制浓度(IC50)的程度

的量度。这里，IC50是抑制50％细胞增殖的化学治疗药物的浓度。CE表示为：CE＝IC50D/

IC50E+D。IC50D是针对评估的受试提取物(或怀疑具有CE的其他化合物)之化学治疗药物的

IC50。IC50E+D是受试提取物和化学治疗药物之组合的IC50。受试提取物或化合物的CE可根据

待评估的细胞类型和特定的化学治疗剂或种类或者治疗剂的组合而不同。

[0085] 通常当以高于产生CE所需的浓度施用受试提取物或化合物时，受试提取物或化合

物也可以是非特异性细胞毒素(与靶向肿瘤细胞的化学治疗药物相反)。理想地，产生CE所

需的受试化合物的浓度显著低于其IC50。可通过计算用于受试提取物或化合物的化学增敏

效用指数(Chemosensitizing  Utility  Index，CUI)值来对这些浓度之间差异进行定量。

CUI表达为：CUI＝CE×(IC50E/ConE)。IC50E是抑制50％细胞增殖的提取物(例如，雷公藤的提

取物或提取的化合物)的浓度。ConE是产生理想的CE所需的提取物或化合物的浓度。然后体

内的环境下测试发现具有理想CE和CUI值之提取物和化合物作为化学增敏剂的潜能。

[0086] CE和CUI值是从上述的水、乙醇和氯仿提取物中单独地获得的。使用化学治疗剂多

西他赛，联合多西他赛抗性的前列腺癌系PC3-TxR(密歇根大学)，使用如下面实施例5中所

述的基于磺酰罗丹明B(SRB)的增殖测定进行这些分析。所有上述的提取物都与理想的CE和

CUI值相联系。水、乙醇和氯仿提取物的IC50E+D浓度分别为9.3、3.97和3.8nM，且CUI值分别为

17.74、27.39和17.37。基于乙醇相对较高的CUI值，选择乙醇进行进一步研究，如以下实施

例中所记录。在实施例中，乙醇被称为雷公藤提取物(LGT-E)。

[0087] LGT-E的液相色谱和质谱(LC-MS)分析。如上述制备的500mg/ml的LGT-E提取物产

品的储备溶液是通过将500mg的LGT-E提取物溶解在乙醇中制成的。于80％的乙腈中将储备

液进一步稀释至500μg/ml。使用API3200LC/MS/MS系统(Applied  Biosystems，Foster 

City，CA，USA)和两个装备有SIL-20A  Prominence自动进样器的Shimadzu  LC-20AD 

Prominence液相色谱泵(Shimadzu，Columbia，MD，USA)对10μl等分试样进行LC-MS/MS分析。

使用具有SB-C18Guard  Cartridge(12.5×2.1mm，Zorbax，Agilent，Santa  Clara，CA，USA)

的Zorbax  SB  C18柱(150×2.1mm，5μm，Zorbax，Agilent，Santa  Clara，CA，USA)进行色谱分

析。

[0088] 使用含乙腈(A)和含2mM乙酸铵的0.2％甲酸(B)的流动相以0.35ml/分钟的流量进

行线性梯度洗脱。梯度开始于30％的洗脱剂A和70％的洗脱剂B进行3分钟，并在2分钟内线

性地改变至40％的洗脱剂B并保持2分钟。然后在1分钟内将梯度变回至95％的洗脱剂B，并
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保持该百分比6分钟。分析柱和自动进样器的温度都设定为室温。然后将所有液相色谱洗脱

剂引入到大气压力化学电离(atmospheric-pressure  chemical  ionization，APCI)源。质

谱条件为：气体1，氮气(30psi)；气体2，氮气(30psi)；雾化器电流(5.0v)；源温度，400℃；幕

气，氮气(25psi)。对于LGT-E的HPLC色谱图示于图2。

[0089] 用于评估LGT-E的CE的细胞系。在实施例中描述了LGT-E的化学增敏效应的持续分

析，本文中利用以下的人细胞系：(i)多西他赛抗性的前列腺癌系DU145-TxR和PC3-TxR(由

匹兹堡大学医学系和联盟医疗(Partners  Healthcare)提供，但在实施例2-7中使用的PC3-

TxR细胞是从密歇根大学获得的)；(ii)多西他赛敏感的系PC3和DU145(购自ATCC，

Manassas，VA，USA)；(iii) 敏感性、HER2阳性乳腺导管癌系BT474(由Cui博士，

Cedars-Sinai，Beverly  Hills，CA提供)；(iv) 抗性、HER2阳性乳腺癌系SkBr3

(由Xiaojiang  Cui博士，Cedars-Sinai，Beverly  Hills，CA提供)；以及(v)分别为柔红霉素

敏感性和抗性的髓性白血病系K562和K562/Dox(由Kenneth  Chan博士，俄亥俄州立大学提

供)。

[0090] 实施例2

[0091] LGT-E对于多西他赛抗性前列腺癌细胞系PC3-TrX对多西他赛之增敏作用的剂量

依赖效应。通过放置进每个孔中将PC3-TxR细胞接种到有盖的无菌F-底 96孔细

胞培养板(目录号#655180，购自Greiner  Bio-one，Monroe，NC)中，向含3000个细胞的100μ

lRPMI  1640培养基中补充含10％胎牛血清(Thermo  Scientific，Logan，UT)和青霉素溶液

(100U/ml)以及链霉素(100μg/ml)(Life  Technologies  Grand  Island，NY)。细胞处于平板

接种的52代。为每个所测试的实验条件分配一式三份的孔，并且对于细胞进行孔接种允许

24小时的恢复期。在恢复期期间，在37℃和5％CO2下孵育细胞。

[0092] 通过向DMSO中添加适量的LGT-E粉末以形成500mg/ml的储备溶液来制备LGT-E。交

替涡旋并超声处理该储备溶液直到LGT-E粉末融入溶液。将储备溶液在RPMI  1640培养基

(Mediatech，Manassas，VA，或者Life  Technologies  Grand  Island，NY)中稀释以达到LGT-

E的期望浓度(例如12、25或60μg/ml)。

[0093] 用LGT-E预处理细胞是通过从孔中抽吸培养基，接着加入50μl含12μg/ml或25μg/

ml浓度之LGT-E溶液的LGT-E溶液并在37℃和5％CO2的条件下孵育细胞两个小时。在两个小

时的预处理期结束时，在LGT-E培养基存在下，将1∶3系列稀释的50μl等分试样的多西他赛

(其在RPMI  1640培养基中含有1×102至1×10-3  nM的多西他赛(即，100、33.3、10.0、3.33、

1.0、0.333、0.1和0.001nM))加入到预处理的细胞中。在加入到细胞之前，立即将来自储备

溶液(105μM多西他赛于DMSO中，目录号#：01885，购自Sigma-Aldrich，St.Louis，MO)的多西

他赛稀释。加入多西他赛之后，在预处理步骤使用的相同温度和大气压条件下将细胞再孵

育72小时。

[0094] 在72小时的多西他赛处理期后，使用磺酰罗丹明B(SRB)测定以对活细胞进行定

量。从各个孔中吸出介质，并用10％冷的三氯乙酸(TCA) (目录#：T6399，购自Sigma-

Aldrich)溶液替换，并于4℃下孵育1小时。TCA孵育后，吸出TCA溶液，用自来水将细胞清洗5

次。除去最后一次洗涤液后，将培养板的盖子打开并留置在室温下，直到表面干燥，这将历

时一至两个小时。然后将50μl的0.4％磺酰罗丹明B(SRB)钠盐(目录号#：S9012，购自Sigma-
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Aldrich)溶液加入到每个孔中，将培养板在室温下孵育20至30分钟。之后，用溶于10mM 

TRIS碱(目录号：161-0719，购自Bio-Rad  Laboratories，Hercules，CA)的1％乙酸溶液将孔

洗涤5次。随后将培养板放置以干燥数小时或过夜。通过向每个孔中添加100μl  SRB溶解溶

液(10mM  TRIS碱)使得在干燥的孔中残留的SRB溶解，或者将培养板放置在轻轻晃动的振动

器上或者使培养板在室温下保持静止直到SRB溶解，这将历时约五到十分钟。通过酶标仪在

565nm吸光度下经分光光度测定与固定的活细胞数目相关的各孔中SRB的量。通过比较LGT-

E预处理的细胞和用多西他赛处理而未用LGT-E处理的细胞来确定细胞生存力的升高或降

低。

[0095] 在本实施例中描述的实验结果如下：表1和表3报告了关于用12μg/ml和25μg/ml的

LGT-E预处理细胞生存力数据；表2和表4报告了通过仅用指定浓度的多西他赛处理细胞而

获得的对照数据。图3以图形的形式总结了表1-4的数据。

[0096] 表1

[0097]

[0098] 表2

[0099]

[0100] 表3

[0101]

[0102] 表4
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[0103]

[0104] 实施例3

[0105] LGT-E对于多西他赛抗性的前列腺癌细胞系DU145-TrX对多西他赛之增敏作用的

剂量依赖效应。使用实施例2中描述的方法，研究了LGT-E预处理对于经多西他赛处理的

DU145-TrX细胞的化学增敏效应。在这项研究中，用50、25或12.5μg/ml的LGT-E预处理细胞，

之后用1∶3系列稀释的含1×102至1×10-3nM多西他赛之50μl等分试样的多西他赛处理细

胞。DU145-TxR在第38代进行平板接种。表5、7和9报告了分别有关用50、25和12.5μg/ml的

LGT-E预处理细胞生存力数据。表6、8和10报告了从未经LGT-E预处理的DU145-TxR细胞获得

的对照数据。图4以图形的形式总结了表5-10的数据。

[0106] 表5

[0107]

[0108] 表6.DU145-TxR细胞，未经预处理

[0109]

[0110] 表7
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[0111]

[0112] 表8

[0113]

[0114] 表9

[0115]

[0116] 表10.DU145-TxR细胞，未经预处理

[0117]

[0118] 实施例4

[0119] 比较多西他赛敏感性前列腺癌细胞与多西他赛抗性前列腺癌细胞的多西他赛敏

感度。为了确定多西他赛抗性细胞系比其各自亲代的多西他赛敏感性细胞系更具抗性的程

度，在不存在LGT-E预处理下用多西他赛处理后，比较了多西他赛抗性PC3-TxR细胞系和获

得PC3-TxR之多西他赛敏感性细胞系PC3的细胞生存力。按实施例2中所述进行了细胞培养
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条件、多西他赛处理和细胞生存力分析。如实施例2中，用1∶3系列稀释的含1×102至1×10-

3nM多西他赛之50μl等分试样的多西他赛处理细胞。PC3-TrX和PC3细胞分别接种于52代和

11代。表11和12分别示出了从多西他赛抗性PC3-TxR细胞和多西他赛敏感性PC3细胞之多西

他赛处理而获得的数据。图5以图形的形式总结了表11和12的数据。

[0120] 表11

[0121]

[0122] 表12

[0123]

[0124] 实施例5

[0125] 多西他赛敏感性和多西他赛抗性的前列腺癌细胞之LGT-E  IC50的测定。对多西他

赛敏感性细胞系PC3和DU145以及其多西他赛抗性亚系进行了LGT-E  IC50浓度的测定。按实

施例2中描述的进行了细胞培养条件和细胞生存力的分析。然而，不同于实施例2，细胞是在

100.0、33.3、10.0、3.33、1.0、0.333、0.1或0.001μg/ml的LGT-E存在下于标准的培养条件下

孵育72小时，并且细胞未经多西他赛处理。PC3和PC3-TrX细胞分别于15和38代进行平板接

种且DU145和DU145-TrX各自于46代进行平板接种。表13和表14分别报告了从PC3和PC3-TxR

获得的细胞生存力数据。表15和表16分别报告了从DU145-TxR和DU145细胞获得的细胞生存

力数据。图6以图形的形式总结了表13-16的数据。

[0126] 表13

[0127]
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[0128] 表14

[0129]

[0130] 表15

[0131]

[0132] 表16

[0133]

[0134] 实施例6

[0135] 当与多种不同的化学治疗药物和癌细胞系配对时LGT-E的CE值的比较。在该比较

中，确定以下的LGT-E  IC50：(i)多西他赛与多西他赛敏感性细胞系PC3和DU145及其多西他

赛抗性的亚系配对；(ii)多柔比星分别与多柔比星敏感性和抗性髓性白血病系K562和

K562/Dox配对；(iii) 敏感性、HER2阳性乳腺导管癌系BT474；以及(iv)

抗性、HER2阳性乳腺癌系SkBr3。按实施例2中所描述的进行上述细胞系的细

胞培养，所不同的是对于K562、K562/Dox、BT474、SkBr3系，每个孔中平板接种5000个而不是

3000个细胞。

[0136] 与LTG-E组合进行化学增敏性测试的化学治疗药物是多西他赛、柔红霉素、

和拉帕替尼。为了确定这些药物各自的IC50以及验证在这些研究中使用的细

胞系的已知药物敏感度，如上详述平板接种细胞系并在如表17所示的上述化学治疗药物存
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在下培养细胞系72个小时，随后进行细胞生存力的SRB分析。表17还包含每个所测试细胞系

的系列稀释药物浓度。

[0137] 表17

[0138]

[0139] 在确定了多西他赛、柔红霉素、 和拉帕替尼的IC50浓度之后，通过用

12.5、25和50μg/ml的LGT-E预处理已制备、平板接种的化学治疗药物抗性细胞系的培养物

以确定药物的CE值并且如实施例2和4中所述测定生存力。如实施例2中，预处理时间为两小

时。表18总结了化学治疗药物的CE的测定结果。

[0140] 表18

[0141]

[0142] 实施例7

[0143] LGT-E对于多西他赛敏感性前列腺癌细胞系DU145对多西他赛之增敏作用的剂量

依赖性。使用实施例2中所述的方法，研究LGT-E预处理对于经多西他赛处理的DU145细胞的

化学增敏作用。在这项研究中，用50μg/ml的LGT-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀释的含1×

102至1×10-3nM多西他赛之50μl等分试样的多西他赛处理细胞。表19报告了细胞生存力数
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据。表20报告了从未经LGT-E预处理的DU145细胞获得的对照数据。图7以图形的形式总结了

表19和表20的数据。

[0144] 表19

[0145]

[0146] 表20

[0147]

[0148] 实施例8

[0149] 通过由LTG-E预处理 敏感性、HE2阳性乳腺导管癌系BT474提供了有

限的额外 增敏作用。使用实施例2和9中所述的细胞培养方法，如适于BT474细

胞的 处理，研究了LTG-E预处理对经 处理的BT474细胞的化学增

敏作用。在这项研究中，用13μg/ml的LTG-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀释的含1×102至1

×10 - 3nM 之50μl等分试样的 处理细胞。表21报告了有关

处理之前用LTG-E预处理的细胞生存力数据。表22报告了从 处

理之前未经LTG-E预处理的细胞中获得的对照数据。图8以图形的形式总结了表21和22的数

据。

[0150] 表21

[0151]
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[0152] 表22

[0153]

[0154] 实施例9

[0155] 通过由LGT-E预处理 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474/Her提供

了LTG-E介导的 增敏作用。使用在实施例2和9中所述的细胞培养方法，如适于

BT474细胞的 处理，研究了LTG-E预处理对经 处理的BT474/Her

细胞的化学增敏作用。在这项研究中，用13μg/ml的LTG-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀释

的含1×102至1×10-3nM  之50μl等分试样的 处理细胞。表23报

告了有关 处理之前用LT G - E预处理的细胞生存力。表24报告了从

处理之前未经LTG-E预处理的细胞中获得的对照数据。图9以图形的形式总结

了表23和24的数据。

[0156] 表23

[0157]

[0158] 表24

[0159]

[0160] 实施例10

[0161] 测定了 敏感性BT474细胞系的拉帕替尼IC50。按实施例2中所述细胞
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培养条件并进行细胞生存力分析，不同之处在于每个孔接种5000个细胞。然而，不像实施例

2中，在存在表25示出的拉帕替尼的浓度(μM)下于标准的培养条件下孵育细胞72小时。在表

25中还报告了拉帕替尼IC50数据并在图10中以图形的形式表示。

[0162] 表25

[0163]

[0164] 实施例11

[0165] 通过由LGT-E预处理 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474-TxR提供

了LTG-E介导的 增敏作用。使用实施例2和9中所述的细胞培养方法，如适于

BT474细胞的 处理，研究了LTG-E预处理对于经 处理的BT474-

TxR细胞的化学增敏作用。在这项研究中，用13μg/ml的LTG-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀

释的含1×102至1×10-3nM  之50μl等分试样的 处理细胞。表26

报告了有关 处理之前用LTG-E预处理的细胞生存力数据。表27报告了从

处理之前未经LTG-E预处理的细胞中获得的对照数据。图11以图形的形式总

结了表26和27的数据。

[0166] 表26

[0167]

[0168] 表27
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[0169]

[0170] 实施例12

[0171] 通过由LGT-E预处理 抗性、HER2-阳性乳腺导管癌系BT474-TxR提供

了LGT-E介导的在帕替尼增敏作用。使用实施例2和9中所述的细胞培养方法，如适于BT474

细胞，研究了LGT-E预处理对于经拉帕替尼处理的BT474-TxR细胞的化学增敏作用。在这项

研究中，用12.5或25μg/ml的LGT-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀释的含30至1×10-3nM拉帕

替尼之50μl等分试样的拉帕替尼处理细胞。表28和表30报告了有关拉帕替尼处理之前用

12.5或25μg/ml  LGT-E预处理的细胞生存力数据。表29和表31报告了从拉帕替尼处理之前

未经LGT-E预处理的细胞中获得的对照数据。图12以图形的形式总结了表51-54的数据。

[0172] 表28

[0173]

[0174] 表29

[0175]

[0176] 表30
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[0177]

[0178] 表31

[0179]

[0180] 实施例13

[0181] 拉帕替尼敏感性、HER2阳性乳腺癌系SkBr3与其拉帕替尼抗性亚系之拉帕替尼敏

感性的比较。为了确定拉帕替尼耐药细胞比其各自的亲本拉帕替尼敏感的细胞系对拉帕替

尼更耐药之程度，在没有化学增敏预处理步骤存在下，在拉帕替尼处理之后，比较了拉帕替

尼抗性SkBr3-TxR细胞系和获得SkBr3-TxR的拉帕替尼敏感性细胞系SkBr3的细胞生存力。

按实施例2中所述进行细胞培养条件和细胞生存力分析。如实施例2中，用包含20、6.7、2、

0.7、0.2、0.07或0.02μM的拉帕替尼的50μl等份试样处理细胞。表32和33分别示出了在

SkBr3和SkBr3-TxR系中的拉帕替尼剂量反应。图13以图形的形式总结了表32-33的数据。

[0182] 表32

[0183]

[0184] 表33
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[0185]

[0186] 实施例14

[0187] LGTE预处理 和拉帕替尼抗性、HER2-阳性乳腺癌系SkBr3-TxR提供

LGT-E-介导的拉帕替尼增敏作用。用实施例2中所述的细胞培养方法，不同的是，每个孔接

种5000个SkBr3-TxR细胞，研究了LGT-E对经拉帕替尼处理的SkBr3-TxR细胞的化学增敏作

用。在这项研究中，用12.5μg/ml的LGT-E预处理细胞，之后用包含20、6.7、2、0.7、0.2、0.07

或0.02μM拉帕替尼之50μl等份试样的拉帕替尼处理细胞。表34报告了有关预处理的细胞生

存力数据。表35报告了从拉帕替尼处理之前未经LGT-E预处理的细胞获得的对照数据。图14

以图形的形式总结了表34和35的数据。

[0188] 表34

[0189]

[0190] 表35

[0191]

[0192] 实施例15

[0193] 柔红霉素敏感性髓性白血病系K562中无LGT-E介导的对柔红霉素敏化作用的提

高。使用实施例2中所述的细胞培养方法，研究了LTG-E对经柔红霉素处理的K562细胞的化

学增敏作用。在这项研究中，用25μg/ml的LGT-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀释的含30至1

×10-3nM柔红霉素之50μl等分试样处理细胞。表36报告了有关柔红霉素处理之前用LTG-E预

处理细胞生存力数据。表37报告了从柔红霉素处理之前未经LGT-E预处理的细胞中获得的
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对照数据。图15以图形的形式总结了表36和表37的数据。

[0194] 表36

[0195]

[0196] 表37

[0197]

[0198] 实施例16

[0199] 在柔红霉素抗性髓性白细胞系K562/Dox中LGT-E介导的柔红霉素增敏作用的提

高。使用在实施例2中所述的细胞培养方法，研究了LGT-E预处理对经柔红霉素处理的K562/

Dox细胞的化学增敏作用。在这项研究中，用25μg/ml的LGT-E预处理细胞，之后用1∶3系列稀

释的含30至1×10-3μM柔红霉素的50μl等分试样处理细胞。表38报告了有关柔红霉素处理之

前用LGT-E预处理的细胞生存力。表39报告了从柔红霉素处理之前未经LGT-E预处理的细胞

中获得的对照数据。图16以图形的形式总结了表38和39的数据。

[0200] 表38

[0201]

[0202] 表39

说　明　书 22/25 页

24

CN 104797296 B

24



[0203]

[0204] 实施例17

[0205] LGT-E是体内多西他赛的有效化学增敏剂。基于表明LGT-E是多西他赛的化学增敏

剂的结果，设计了体内研究以评估口服施用LGT-E对多西他赛的化学治疗效果的影响。考虑

这一目标，通过在7天的疗程逐步提高为100、250、500、750和1000mg/kg的单次(仅一次)口

服剂量，以及为62.5、125、250或500mg/kg的每日剂量来确定CD-1小鼠(Charles  River 

Laboratories  International，Inc .Wilmington，MA)的口服最大耐受剂量(maximum 

tolerated  dose，MTD)。具体而言，MTD被定义为这样的剂量：(i)非致命的；(ii)与对照动物

相比，引起对体重增长不超过10％的阻滞；和(iii)不引起明显的器官功能障碍或副作用。

在该单剂量和多剂量的方法两者的情况下，MTD为约500mg/kg。

[0206] 在确定LTG-E的MTD之后，比较与多西他赛(20mg/kg，i .v)组合施用的LGT-E

(500mg/kg，经口管饲法)以及单独多西他赛处理的抗肿瘤效果。更具体地，这些研究涉及使

用6个称重为15至20g、4-6周大的重症联合免疫缺陷(severe  combined  immunodeficient，

SCID)雄性小鼠(Taconic  Farms，Inc.Oxnard，CA)，其被安置在具有HEPA过滤空气的笼子里

(12小时光照/暗周期)。通过皮下注射PC3和PC3-TxR细胞在小鼠中引起形成肿瘤。为了进行

细胞注射，首先分别将PC3和PC3-TxR细胞混悬在1∶1基质胶(Matrigel)混合物(BD 

Biosciences，Franklin  Lakes，NJ，U.S.A)和RPMI  1640(Mediatech，Manassas，VA，或Life 

Technologies  Grand  Island，NY)中。然后通过注射将细胞经皮下植入到小鼠的胁部。细胞

注射后始终显示肿瘤生长了19天的小鼠用于肿瘤研究。更具体地，当异种移植的肿瘤达到

约120mm3的体积(通过使用半椭圆体的公式，即，体积＝宽度2×(长度/2)来计算)时起始这

些研究。

[0207] 根据上述基本方法进行肿瘤研究以测量在15天过程中每只小鼠肿瘤大小的变化

(在处理的第一天开始)。在研究中具有肿瘤的小鼠随机分为6组：组(1)具有PC3细胞肿瘤异

种移植物且仅用多西他赛处理的小鼠(20mg/kg，静脉内注射(IV)，每周一次，n＝9)和组(3)

具有PC3-TxR细胞肿瘤异种移植物且分别用多西他赛处理的小鼠(20mg/kg，IV，每周一次，n

＝8)。在研究过程中组(1)和(3)肿瘤大小的变化示于图17A中。组(2)具有PC3-TxR细胞肿瘤

异种移植物且根本不经处理的小鼠(n＝7)；组(3)具有PC3-TxR细胞肿瘤异种移植物且分别

用多西他赛处理的小鼠(20mg/kg，IV，每周一次，n＝8)；组(4)具有PC3-TxR细胞肿瘤异种移

植物且用LTG-E处理的小鼠(500mg/kg，经口管饲法(PO)，每日，n＝8)；组(5)具有PC3-TxR细

胞肿瘤异种移植物且用多西他赛(20mg/kg，IV，每周一次)和LTG-E(250mg/kg，PO，每日)处

理的小鼠(n＝8)(数据未示出)；和组(6)具有PC3-TxR细胞肿瘤异种移植物且用多西他赛

(20mg/kg，IV，每周一次)和LTG-E(500mg/kg，PO，每日)的处理的小鼠(n＝9)。在研究过程中
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组(2-4和6)肿瘤大小的变化示于图17B中。

[0208] 在研究过程中组(1)和组(3)的肿瘤大小的变化示于图17A中，这表明，在SCID小鼠

中PC3和PC3-TxR细胞两者都成功地生长。在研究过程中组(2-4和6)的肿瘤大小变化示于图

17B。LGT-E单独并不显示出任何抗肿瘤效果，但与仅有多西他赛的组相比，其显著增强了多

西他赛的抗肿瘤效果。
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