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摘要：目的 观察耐药乳腺癌细胞 !5"#! 表达及其反义寡核苷酸对耐药的逆转效应，探讨 !5"#! 在耐药调控中的作用。

方法 运用流式细胞仪检测乳腺癌耐药细胞 )G$5:HI,& 和其药敏亲本系 )G$5:#的 !5"#! 表达水平。)JJ 法测定阿霉

素作用于上述细胞的药物半数抑制浓度（KG82）。结果 )G$5:HI,& 耐药细胞 !5"#! 的表达率为 :2F6;L，其亲本药敏细胞

系 )G$5:#!5"#! 表达率仅 6EF21M，前者显著高于后者 !$N2F280。 阿霉素单独作用于 )G$5:HI,&O，KG82 值为（11F22!
4F91）!=P*HQ，但与 6 !=P*HQ#!5"#! 反义寡核苷酸共孵育后，阿霉素的 KG82 值则显著下降为（9FE2!4F26）!=P*HQ。结论

与其亲本药敏细胞相比较，)G$5:HI,& 的 !5"#! 表达显著上调，抑制 !5"#! 的过表达可部分逆转 )G$5:HI,& 的阿霉素

抵抗，提示 !5"#! 参与肿瘤耐药的发生。
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!5"#! 是一个功能甚多的早期反应基因，参与细

胞增殖、分化和凋亡等生理过程。近年来研究发现

!5"#! 具有调节多种化疗药物诱导肿瘤细胞凋亡的

效应［4，1］，提示 !5"#! 的异常可能参与肿瘤多药耐药。

本研究观察多药耐药乳腺癌 )G$5:HI,& 细胞 !5"#!
的表达状态及 B5"#! 反义寡核苷酸对 )G$5:HI,& 细
胞阿霉素耐药的调节效应，初步探讨 !5"#! 表达异常

与肿瘤细胞耐药的关系。

4OO材料和方法

4F4OO细胞系和培养条件

耐药乳腺癌细胞 )G$5:HI,& 系阿霉素（[PaP&A5
b%B%.，[Zc）低剂量逐级诱导 )G$5: 产生的耐药亚

系，对阿霉素、环磷酰胺、足叶乙甙等多种药物交叉耐

药，抗药程度分别为几十至上百倍，其耐药机制主要

为多药耐药基因 ’()4 介导［7］。)G$5:HI,&O和其亲本

药敏系 )G$5: 均引自中国医学科学院药物研究所。

两种细胞均于 [)<) 完全培养基（42M小牛血清，

1O==P*HQ 谷氨酰胺，422O-H=* 青霉素，422O!_H=* 链
霉素）中贴壁生长，7:O!、8MGZ1、422MO湿度下培养

至对数生长期进行实验。)G$5:HI,& 在传代培养时培

养基中加入 8O!=P*HQ 的 [Zc（$>&=%(>*%>，意大利）以

维持抗药性。实验前一周将 [Zc 撤除。

4F1OO流式细胞术检测!5"#!表达
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图 !##流式细胞仪检测 !/"#! 在 .+(/01234#和 .+(/0#细胞上表达
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第 $ 期 陈 俊:等6耐药乳腺癌 .+(/01234 细胞 ;/<=; 的表达上调及与耐药的关系

"6$>9胰酶 /?@*2 消化 .+(/01234 和 .+(/0，调
整细胞浓度至 >!!"51<A。以 !9甲醛 &B!固定 >#<CD，
加入 EE9甲醇 %"#<CD，FGH 洗两遍。用细胞打孔液

（"6"!B<IA1,BFGH，"6!9B*4CJID/K/!""，!9枸橼酸钠）

&B!作用 &> <CD，FGH 清洗；$9BGH2 封闭 $"B<CD，加
入 !">" 稀释的抗人 !/"#! 单抗（HLDJLB;4MN），%0B!作

用 !BO，FGH 清洗 % 遍；加入 !"!"B羊抗鼠 ()*+/)PQ
（HLDJLB;4MN）（二抗），%0B!作用 %"B<CD，FGH 再清洗 %
遍。流式细胞仪 (2+H;LACRM4B（GS;JIDB@C;TCDUID，
.IMDJLCDBVCSW，+2）检测。

!6%BB!/"#! 硫代反义寡核苷酸的设计和合成

参照文献［&］，!/"#! 硫代反义寡核苷酸（LDJC/
USDUSBIACPIDM;ASIJC3S，2HX@Y）序列为：Z/22+BQ**B
Q2QBQQQB+2*，该序列针对!/"#;基因核苷酸序列 $B
$E8[$B%!$，即与第 $ 外显子开头 > 个三联码序列互

补，经检索与 !/"#! 以外的人类基因无同源性。同时

设计无反义作用的 & 个碱基错配的反义错配寡核苷

酸序列（<CU<LJ;OBIACPIDM;ASIJC3S，..X@Y）作为对

照，序列为：Z/22+BQ2QB**QBQQQB+2*，划线部分

为错配碱基。上述硫代反义寡核苷酸序列由中国科学

院上海生化所合成。

!6&BB半数抑制浓度（)+>"）的测定

"6$>7胰酶 /?@*2B消化 .+(/01234 和 .+(/0，

调整细胞浓度至 !!!">B1<A，!""B!A1 孔接种于 E5 孔

板，%0B!、>7B+X$ 培养过夜。每孔加入不同浓度梯度

（"6">、"6>、>、>"B!<IA1,）的 @XK，而后分别加入 &B!<IA1,B
!/"#! 2HX@YB或 !/"#! ..X@Y，每组设 % 个复孔。

对照组只加入相应体积的 @.?. 培养液。0$BO 后，

每孔吸出 !""B!A 培养液上清，加入 !"B!AB.**（>B
<P1<,B.** 溶于 FGH 液中）孵育 &BO。平板离心机离

心，小心吸去上清，每孔加入 !"" !AB二甲亚砜。待甲

瓒溶解，置 ?,)H2 检测仪 >0"BD< 处读取 @\"]值，按

下式计算生长抑制率：抑制率 ^_!"实验组 @\"‘值 1
对照组 @\"]值a!!""7。以抑制率为纵坐标 b、药物浓

度对数\APK]为横坐标作图。

!6>BB统计学处理

应用 HFHHB86" 统计软件，采用两样本均数 $ 检
验。曲线拟合（b^R"APKcR!）求出 @XKB单独或与反义

寡核苷酸共孵育情况下的 )+>"。

$BB结果

$6!BB.+(/01234 耐药细胞!/"#!的表达上调

.+(/01234B!/"#! 表达率为 0"6&87，.+(/0B!/"#!
表达率仅为 &56"$7（图 !），表明 .+(/01234B!/"#! 表

达明显高于 .+(/0（%d"6">），处于上调表达状态。

$6$BB!/"#!反义寡核苷酸对 .+(/01234 耐药性的逆转

在预实验中观察到，!/"#! 2HX@Y 在 &B!<IA1,
浓度下基本不影响 .+(/01234 的增殖速率，因此本

实验 !/"#! 2HX@Y 的作用浓度选定为 & !<IA1,。
@XK 单独作用于 .+(/01234，)+>" 值为（$$6""#!6E$）
!<IA1,；在 !/"#! ..X@Y 共孵育情况下，)+>" 值为

（$"65"#%6$"）!<IA1,；但与 !/"#! 2HX@Y 共孵育时，

)+>" 值降至（E65"#!6"&）!<IA1,，较 @XK单独作用降低

>$6&7，与前两者比较差异显著（%d"6">）。表明 !/"#! 反

义寡核苷酸可显著增强 @XK 对 .+(/01234 的杀伤

效应，即部分逆转 .+(/01234 对 @XK 的耐药性。同

时本实验还观察到 @XK 单独作用于 .+(/0 时，)+>"

值为（"6!>#"6"&）!<IA1,，与 !/"#! 2HX@YB共孵育时，

)+>" 值为（"6!%#"6"$）!<IA1,，两者无明显差异，表明

!/"#! 2HX@Y 无增强 @XK 对 .+(/0 的杀伤效应。

%B 讨论

!/"#! 过度表达或失控与多种肿瘤的发生和转

!$>· ·
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移密切相关，它可改变细胞内的基因调控，使细胞易

于转化为恶性表型 ［2］。近来研究显示，%,3&45%6%.、
6378(9(:+6%. 等拓扑异构酶!、"抑制剂可诱导

);$<= 细胞 >?@ 损伤并抑制 !<"#! 表达［1］。?+5’%(
等［A］报道 !<"#! 的表达增强了鼠 >B1 肿瘤细胞对顺

铂、阿霉素、足叶乙甙等多种药物的敏感性。这些研究

提示 !<"#! 可调节化疗药物杀伤肿瘤细胞的效应，

!<"#! 表达异常可能参与肿瘤细胞耐药性调控。

)%(4C3.% 等［=］报道 !<"#! 反义核酸可增强顺铂对

膀胱肿瘤细胞的杀伤效应；国内张浩等［D］报道将反义

!<"#! 基因转染胶质瘤细胞 EFB12，顺铂诱导凋

亡的过程明显受阻；还有学者观察到经过单一剂量顺

铂治疗，>@ 大鼠体内的残存肿瘤细胞 !<"#! 表达上

升了两倍［G］。这些报道提示 !<"#! 的过表达与肿瘤细

胞 对 顺 铂 的 抗 药 性 明 显 相 关 。 本 研 究 发 现

);$<=H@,&# !<"#! 表 达 水 平 明 显 高 于 其 亲 本 系

);$<=，表明耐药的 );$<=H@,&#!<"#! 表达上调。那

么 !<"#! 上调表达是否参与 );$<=H@,& 的耐药调节

呢？我们观察到 !<"#! @IJ>? 显著增强了 >JK 对

);$<=H@,& 的杀伤效应并显著降低其 L;2M 值，而对药

敏的 );$<= 则无此效应，这一结果提示抑制 !<"#!
表达可部分逆转 );$<=H@,& 对 >JK 的抗药性。由此

可推断，!<"#! 上调表达参与 );$<=H@,& 耐药细胞对

>JK 的抗药性。!<"#! 上调表达与多药耐药的相关

性为深入研究多药耐药的调控网络拓宽了新的思路。

?3%’:%&9 等［NM］认为 !<"#! 联合 "$%N 基因可以抑制肠

上 皮 细 胞 的 死 亡 过 程 。 !<"#! 上 调 表 达 增 强

);$<=H@,& 耐药性的机制还有待进一步研究。我们推

测可能与 !<"#! 转录激活因子功能有关，!<"#! 表达

上调可促进 "$%N 等抗药基因的转录活化及表达。

参考文献：
［N］ >9.O#"P#?3%(9#)P#F’4&49#FQ#!<"#! 8*3R’#3#&9*+#%.#6+**4*3&#’4’6+8(%<

5%*%(R# (9#,+3(:# &+6+8(9&<7+,%3(+,# 3.,#6:+79(:+&38R<%.,46+,#3898<
(9’%’#%.#:473.#79.96R(%6#*+4S+7%3#-GB=#6+**’［"］Q#J.69O+.+P#NGG=P#
N2!A0T#ABG<U=Q

［1］ V&379,#FP#$&3.S#@P#$9&.3&%#"WP#&’ ()Q#L.,46(%9.#9X#>?@#,373O+P#%.<
:%5%(%9.# 9X#>?@#’R.(:+’%’#3.,#’488&+’’%9.#9X#!<"#! +Y8&+’’%9.#5R#
(:+#(989%’97+&3’+#%.:%5%(9&P#;378(9(:+6%.P#%.#);$<=#:473.#5&+3’(#
(479&#6+**’［"］Q#E%96:+7#V:3&7369*P#NGGDP#22!A0T#N1AB<GQ

［B］ 袁亚维 P#张积仁 P#周殿元 Q#Z%59CR7+ 基因对人肿瘤细胞株 );$<#
=H@,& 多药抗药性的靶向逆转［"］Q#中华医学杂志 P# NGG=P# ==!=0T#
UGU<AQ
[43.#[\P# ]:3.O#"ZP# ]:94#>[Q# F:+#&+/+&’%9.#9X#74*(%,&4O# &+’%’<
(3.6+#%.#(479&#6+**#*%.+#);$<=H@,&#5R#&%59CR7+［"］Q# ?3(*#)+,#"#
;:%.P#NGG=P#==!=0T#UGU<AQ

［U］ IS9&’S%#FP#V+&&9((%#>P#?%+59&9^’S3#)P#&’ ()Q#@.(%*+4S+7%3#+XX+6(#9X##
!<"#! ?B_<V2‘# 8:9’8:9&37%,3(+# 3.(%’+.’+# 9*%O9.46*+9(%,+’# *+ ,*,-
［"］Q#V&96#?3(*#@63,#I6%#-I@P#NGG=P#GU!D0T#BGAA<=NQ

［2］ ?+’5%(#;aP# F+&’3S#")P# V&96:9^.%S#abQ# )[;#9.69O+.+’#3.,#:4<
73.#.+98*3’(%6#,%’+3’+［"］Q#J.69O+.+P#NGGGP##ND!NG0T#BMMU<NAQ

［A］ ?+’5%(#IaP#c&9/+#daP#[%.#KP#&’ ()Q#>%’(%.6(#3898(9(%6#&+’89.’+#%7<
83&(+,#5R#!<"#! 3.,#"(.e"fQ#E*99,PNGGDP#G1!B0T#NMMB<NMQ

［=］ )%(4C3.%#[P#$4S479(9#)P#E9.3/%,3#EP#&’ ()Q#a.:3.6+7+.(#9X#’+.’%<
(%/%(R# 9X#4&%.3&R#5*3,,+&# (479&# 6+**’# (9# 6%’8*3(%.# 3.(%’+.’+#9*%O9.4<
6**+9(%,+［"］Q#;3.6+&P#NGGUP#=U!U0T#12UA<2BQ

［D］ 张 浩P#王成济P#杨安钢P#等Q#!<"#! 表达对顺铂诱导人胶质瘤细胞

系 EFB12 凋亡的影响［"］Q#中国组织化学与细胞化学杂志P#1MMMP#
G!B0T#B11<2Q
]:3.O#gP#\3.O#;"P#[3.O#@cP#&’ ()Q#F:+#+XX+6(#9X#!<"#! +Y8&+’’%9.#
9.#6%’8*3(%.<%.,46+,#3898(9’%’#9X#EFB12P# :473.#O*%973#6+**’［"］Q#
;:%.#"#g%’(9#;:+7#;R(9#;:+7P#1MMMP#G!B0T#B11<2Q

［G］ \3*S+&#FdP#\:%(+#">P#a’,3*+#\"P#&’ ()Q#F479&#6+**’#’4&/%/%.O#*+ ,*,-
6%’8*3(%.#6:+79(:+&38R#,%’8*3R#+*+/3(+,#!<"#! +Y8&+’’%9.［"］Q# E&#"#
;3.6+&P#NGGA!20P#=BT#ANM<UQ

［NM］?3%’:%&9#[P# F3S39S3#@IP# ?3%’:%&9#[P# &’ ()Q# F&3.’36(%/3(%9.#9X# (:+#
74*(%,&4O#&+’%’(3.6+#N#O+.+#5R#F<6+**#X36(9&#UH5+(3<63(+.%.#6978*+Y#
%.# +3&*R# 69*9&+6(3*# 63&6%.9O+.+’%’［"］Q# ;3.6+&#Z+’P# 1MMMP# AM !N=0T#
U=AN<AQ

科学家首次观测到病毒侵入细胞的过程

德国科学家最近观测到病毒侵入细胞的过程，并用荧光单分子检测技术将其清楚地记录了下来。这是人

类首次具体观测到这一过程，其成果将有助于利用基因疗法开发出更好的抗病毒药物。

单分子检测技术是为对单个荧光染色分子进行成像分析或其他描述而发展起来的技术。以前，人们只能

对研究对象进行整体观测，因而有许多问题无法解决，而近来科学家们解决了通过对单分子的检测而获得整

体观测对象相关状况这一难题，使得单分子检测技术得到较大发展，并在生物学领域获得广泛应用。

德国慕尼黑大学的克里斯托夫Q 布罗伊希勒及其领导的研究小组首先对一种名为腺体联合病毒的单个分

子进行荧光染色，然后利用特殊的显微镜跟踪拍摄其侵入细胞的过程。被染色的单个分子尺寸仅为单个病毒

的 NH12。科学家们随后使用 NM 到 N#MMM 个这种病毒模拟病毒侵入海拉细胞!人体宫颈癌传代细胞0的过程，这种

方法对观测结果影响甚小。科学家观测到，病毒首先在细胞外数次“撞击”细胞膜，每次接触时间在 N 秒左右。

病毒经过 2 次“撞击”后，终于部分地进入了细胞。在其后的几分钟内，病毒侵入了细胞核。科学家发现，病毒进

入细胞后到最终侵入细胞核的时间要比原先认为的短，猜测病毒可能是“聪明”地利用了细胞内的某些“输送

管道”。

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!

N1A· ·


