
P糖蛋白功能抑制对耐药肿瘤细胞MCF-7/Adr放射敏感性的影响  

    近年研究表明，P糖蛋白 (P-glycoprotein, P-gp) 是产生肿瘤多药耐药(multidrug-resistance, 

MDR)的主要因素。P-gp是一种相对分子质量为170 000的跨膜蛋白，具有能量依赖的药物外流泵功能。目前，

人们已普遍认为，P-gp表达可上调肿瘤细胞的耐药性，随着对P-gp认识的不断深入，又逐步发现P-gp可能直

接或间接地参与着细胞的分子代谢、增殖、分化等方面的调控，揭示P-gp可能具有潜在的多种生理功能 

[1]，并可能参与肿瘤的放射抵抗表型的形成 [2]。 

    本研究以适量X射线诱导细胞凋亡条件，运用药物维拉帕米抑制MCF-7/Adr耐药细胞P-gp功能， 观察了

耐药细胞对X射线敏感性的变化，并初步探讨了产生这种变化的可能机制。 

    

1  材料和方法 

    1.1  细胞株和材料 

    乳腺癌MCF-7/Adr耐药细胞株购自中国医学科学院生物技术研究所，经过阿霉素(Adr)加压克隆筛选，其

对阿霉素的耐药性是MCF-7敏感细胞株的1 000倍，其P-gp的表达明显高于 MCF-7敏感细胞株 [3]；RPMI-

1640细胞培养基、无菌小牛血清均购自Hyclone公司；0.25%胰蛋白酶、维拉帕米(Verapamil)、罗丹明123

(Rhodamine 123) 均购自Sigma公司；AnnexinⅤ-FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒 购自法国Biovision公司；

6孔细胞培养板购自美国Corning公司。 

    1.2  细胞培养 

    MCF-7/Adr细胞株用含10%小牛血清的RPMI-1640细胞培养基，常规37 ℃、95%空气、5% CO2培养箱中培

养；0.25%胰酶和0.02%依地酸钠1∶1(V∶V)液消化传代。 

    1.3  X射线照射 

    MCF-7/Adr细胞按1×106/ml接种于6孔细胞培养板，5 ml/孔，待细胞贴壁并呈对数生长期，弃上清，加

入0.01 mol/L PBS 5 ml/孔，在美国瓦利安2 300 C/D直线加速器下照射，剂量率为500 cGy/min，距靶源

100 cm，射野大小为20 cm×30 cm，吸收剂量率是5.0 Gy  [4]。辐射后去上清，加入细胞培养液 5 ml/

孔。 

    1.4  P-gp功能抑制 

    将辐射后的实验细胞随机分为两组，(1)抑制组 [5]：加入终浓度为5 μmol/L的维拉帕米抑制P-gp功

能；(2)对照组：不加药。细胞在照射和加药处理后仍放回培养箱中培养。 

    1.5  细胞凋亡检测 

    实验参照文献方法 [5]。分别在X射线照射和并经加药处理后6、12、24 h收集细胞，使用AnnexinⅤ-

FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒，按试剂盒说明书进行实验操作。每管取细胞悬液500 μl，以美国Couller 

Elite流式细胞仪检测细胞凋亡率(发射光为氩离子激光器激发，激发波长488 nm)，每管测定10 000个细

胞。 
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    1.6   细胞线粒体膜电位(ΔΨm)检测 

    实验分组、细胞处理同细胞凋亡检测。参照 Ushmorov [6]的方法, 分别在X线照射和经加药处理后6、

12、24 h收集细胞，加入0.01 mol/L PBS配制的Rhodamine 123溶液，使细胞悬液的Rhodamine 终浓度为26 

μmol/L，37 ℃避光孵育30 min，以0.01 mol/L PBS轻洗二次，PBS重悬细胞，FCM检测细胞线粒体膜电位平

均荧光强度值。 

    1.7  统计方法 

    采用SPSS10.0统计软件包，单独效应用两样本t检验和单向方差分析处理，主效应和交互效应用析因分析

处理。 

    

2  结果 

    2.1  细胞凋亡检测结果 

    在X射线照射后6、12、24 h，抑制组各时间点的细胞凋亡率均显著高于对照组(P<0.01，表1)。以X射线

照射后24 h细胞凋亡率最高(F=47.870, P=0.000)。P-gp功能抑制方法与X射线照射后时间点两个因素无交互

效应(F=0.650, P=0.539)。 

    2.2  线粒体膜电位(ΔΨm)检测结果 

    在X射线照射后6、12、24 h，抑制组各时间点的细胞线粒体膜电位平均荧光强度值均显著高于对照组

(P<0.01，表2)。以X射线照射后12 h平均荧光强度值最高(F=74.485, P=0.000)。P-gp功能抑制方法与X射

线照射后时间点两个因素有交互效应(F=5.685, P=0.018)。 



    

3  讨论 

    目前，研究发现，通过mdr1基因水平上的逆转、运用P-gp的单克隆抗体阻断或运用钙通道阻滞剂如维拉

帕米阻断均可抑制P-gp功能。Gollapud [7]报道用抗P-gp单抗阻断P-gp功能可诱导外周血单核细胞的细胞凋

亡；Notarbartolo [8]等用P-gp功能抑制剂维拉帕米部分逆转了阿霉素诱导的细胞凋亡的耐受性，说明P-gp

对细胞凋亡可能具有负调控作用。Canton [9]观察到P-gp高表达的肿瘤细胞能明显减轻紫外线的杀伤作

用  ；而Ruth [10]将mdr1 CDNA 转染NTH 3T3肿瘤细胞使他们过度表达P-gp，结果发现γ射线诱导的细胞凋

亡效应显著下调。 

    本实验中MCF-7/Adr细胞的P-gp功能受到维拉帕米的抑制后，各时间点细胞凋亡率均显著高于对照组，

表明抑制MCF-7/Adr耐药细胞P-gp功能上调了X射线照射后的细胞凋亡率。提示P-gp可能呈递了肿瘤细胞对X

射线的抵抗机制。 

    细胞凋亡可以被多种生理、病理性刺激所诱发，是细胞对所处环境中某些特定信息的一种应答反应。目

前X射线诱导细胞凋亡的分子生化执行程序已基本明确：细胞在X射线的照射下，线粒体发生肿胀，其外膜膜

电位降低，膜通透性转变孔(MPTP)的开放增强，使线粒体内细胞色素C(Cyt-c)、凋亡诱导因子(AIF)等凋亡

因子释放到胞质中，而MPTP的开放又有一个自我放大的过程，从而开始并加速了细胞凋亡的进程  [11]。正

常的线粒体膜电位是细胞生存所必需的，线粒体的去极化在细胞凋亡中起的重要作用，提示封闭P-gp功能,可

能是作用于膜电位水平而上调了X射线诱导的细胞凋亡。 

    本实验中抑制组各时间点细胞线粒体膜电位平均荧光强度值均显著高于对照组，表明抑制MCF-7/Adr耐药

细胞P-gp功能上调了X射线照射后的细胞线粒体膜电位平均荧光强度值，结果使细胞线粒体膜电位下降。这也

与抑制MCF-7/Adr细胞P-gp功能上调了X射线照射后的细胞凋亡率实验结果一致。 

    另外，X线照射后24 h细胞凋亡率最高，照射后12 h细胞线粒体膜电位平均荧光强度值最高，细胞线粒体

膜电位变化的峰值早于细胞凋亡率变化的峰值，P-gp功能抑制方法与X射线照射后时间点两个因素对细胞线粒

体膜电位平均荧光强度值有交互效应。这些都进一步证实线粒体的去极化开始了细胞凋亡程序 [11]。而细胞

P-gp功能抑制，使线粒体膜电位下降，导致线粒体膜通透性加大，揭示P-gp可能通过调控线粒体膜通透性而

调节X射线诱导的调亡效应。P-gp功能抑制方法与X射线照射后时间点两个因素对细胞凋亡率无交互效应，可

能是因为P-gp功能抑制剂Verapamil部分参与细胞凋亡的分子生化程序[8]所致。 

    由于抑制P-gp功能，显著增加了X射线诱导的细胞凋亡，而中小剂量X射线对肿瘤细胞的杀伤作用主要是



通过其诱导的细胞凋亡产生的，所以，抑制P-gp功能，明显上调了肿瘤细胞对X射线的放射敏感性。我们推测

P-gp呈递细胞凋亡效应的放射抵抗机制与它具有的外流泵功能密切相关，P-gp不但可以将胞浆中如阿霉素等

药物成分泵出胞外，也可能将Cyt-c、AIF等凋亡因子泵出胞外。封闭P-gp功能的肿瘤细胞，细胞质中Cyt-c

等凋亡因子增加，其细胞线粒体膜电位因MPTP开放的自我放大过程加强而显著下降，最终上调了细胞凋亡,导

致耐药细胞对放射线的抵抗。 
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