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摘要 研究三氧化二砷 ¬  对胃癌细胞多药耐药的逆转作用及其机制 ∀逐渐递增长春新碱

∂ ≤ 的浓度诱导胃癌细胞株 ≥≤产生多药耐药性 ≥≤∂ ≤ ∀  ××法测定药物对肿瘤细胞的杀伤作

用 •  检测肿瘤细胞内 °2糖蛋白 °2!谷胱甘肽 ≥2转移酶 ≥×2表达 ∀结果表明 胃癌 ≥≤

∂ ≤ 细胞对长春新碱 ∂ ≤ !2氟尿嘧啶 2ƒ∏及表阿霉素的耐药倍数分别为 1倍 !1倍及 1倍 ∀经

 
预处理  后 长春新碱 !2氟尿嘧啶及表阿霉素对 ≥≤∂ ≤ 的耐药倍数显著下降 Π  1∀

≥≤∂ ≤ 在静息时细胞内 °2!≥×2蛋白表达显著高于 ≥≤∀而  
可使 ≥≤∂ ≤ 细胞内 °2!

≥×2蛋白表达显著下降 但是对 ≥≤无明显作用 ∀从而证实  
部分逆转 ≥≤∂ ≤ 的耐药性 其机制

可能与 °2!≥×2蛋白表达降低有关 ∀
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  胃癌是我国恶性肿瘤中发病率和死亡率较高的 肿瘤之一 胃癌化疗迄今仍是重要的临床治疗方法 ∀

然而多数患者化疗失败 其主要原因就是肿瘤产生

了多药耐药性 ∏∏ ⁄ ∀多药耐

药是指肿瘤细胞对结构与作用机制不同的多种药物
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产生的交叉耐药现象 ∀胃癌的化疗敏感性非常低 ∀

研究表明 三氧化二砷   对多种实体肿瘤有

诱导凋亡作用 ≈
而且对肺癌等肿瘤还有一定的耐

药逆转作用 但是在胃癌方面罕有相关报道 ∀如果

 能有效地逆转胃癌多药耐药 则会提高临床

化疗效果 降低胃癌死亡率 ∀本研究通过诱导胃癌

细胞耐药 建立体外耐药模型 观察  的耐药逆

转作用 为进一步研究  对胃癌的治疗作用提

供依据 ∀

材料与方法

试剂及抗癌药  胃癌细胞系 ≥≤黑龙江

省肿瘤研究所提供 优质胎牛血清 公司

产品 胰蛋白酶 !表阿霉素 浙江海正药业股份有

限公司 三氧化二砷   哈尔滨伊达药业 长

春新碱 !2氟尿嘧啶 ! •  试剂盒 二抗

为羊抗鼠 !抗 °2!抗 ≥×2鼠抗人抗体 及  ° 

均为 公司产品 ∀

耐药细胞株的建立  敏感细胞株胃癌 ≥≤

间断与长春新碱相互作用 加入较低剂量长春新碱

∂ ≤   后 洗涤 加入正常培养液继续培养 

待生长良好后 递增剂量加入长春新碱 依此类

推   Λ# 


次
 Λ# 


次

 Λ#




次
维持在含有 1 Λ# 


∂ ≤ 的培养基

中 生长良好 传代稳定 即获得耐药的胃癌

≥≤细胞株 即 ≥≤∂ ≤  个月传 

代 ∀

细胞生物学特性  倒置显微镜观察细胞形态 !

核浆比例及核仁等 ∀细胞倍增时间 孔培养板 

加入细胞  ≅ 

孔 每天取 孔细胞计数 共  ∀

计算细胞生长倍增时间 ∀

ΜΤΤ法体外药物敏感实验  在 孔板中 接

种细胞  ≅ 

孔 ∀培养过夜后 加入不同浓度的

药物 每个浓度设 个复孔  后加入噻唑蓝

 ××  Λ∀  ε 孵育  弃上清液 每孔加入

二甲基亚砜 ⁄ ≥  Λ振荡溶解  全自

动酶标仪测定每孔 Α 值 重复 次实验 计算生

长率 处理组 Α  对照组 Α  ∀绘制药物浓度 2

生长率曲线 确定细胞 存活的药物浓度 ≤ ∀

耐 药 指 数    ≤  ≥≤∂ ≤  ≤

≥≤∀

按照上述方法分别计算长春新碱 !2氟尿嘧啶

和表阿霉素对两细胞系 ≥≤∂ ≤ 及 ≥≤

的 ≤和  ∀同法计算  的非毒性剂量 ≤和

低毒性剂量 ≤ ∀

在 ≥≤∂ ≤ 中加入   浓度分别为

≤和 ≤ ∀培养  后 接种于 孔板  ××法

分别测定长春新碱 !2氟尿嘧啶和表阿霉素对细胞

系 ≥≤∂ ≤ 的 ≤和  χ∀并计算耐药逆转倍

数   χ∀

细胞总蛋白的提取  以 ≥≤为对照组 

≥≤∂ ≤ 为试验组 将浓度为 ≤的  加

入 ≥≤∂ ≤ 培养  为干预组 ∀在细胞融合

生长约 时 用  # 


°≥将细胞轻洗 

次 弃净 °≥加入  ≅ ≥⁄≥上样缓冲液  Λ使细

胞充分裂解 将裂解液置于 1 ∞管中 超声破

碎细胞  常温   # 
离心约  

将上清液移至新的 1 ∞管中   ε 保存备

用 ∀

Ω εστερν βλοττινγ检测 Π2γπ及 Γ ΣΤ2σ蛋白的表

达

蛋白浓缩  将透析袋置于 °∞ 中 分别取

各组细胞总蛋白液各  小心置于透析袋中 透

析至液体体积为  Λ时 即浓缩 倍 立即回

收至新的 ∞管中 ∀

•  检测  以 ≥≤为对照组 

检测 ≥≤∂ ≤ 在   作用前后 °2及

≥×2蛋白的表达量 ∀分别取上述蛋白浓缩液 

Λ与等体积  ≅上样缓冲液  # 


×2

≤ 1  # 


⁄××  # 


≥⁄≥

 # 
溴酚蓝  # 

甘油 混匀  ε 

 变性 冷却后取  Λ上样于  # 


≥⁄≥2°∞电泳胶进行电泳分离 然后电转移至硝

酸纤维素膜 含  ωϖ脱脂奶粉的 °≥  ε 温

育  ∗  封闭 ≤膜 加入  一抗室温孵育过

夜  °≥洗涤膜 次后用  # 


≤! 

# 


×2 ≤ 1洗涤 次 然后加入

用 ×2≤缓冲液  Β 稀释的相应二抗  ε

温育  ∗  用  # 


≤!  #




×2≤ 1洗涤 次 加入含二氨基联

苯胺  !     Λ的 ×2≤ 1

# 

  1显色液进行反应 观察当形成的

蛋白带颜色深度达到要求时用水漂洗 放入 °≥中

保存 ∀实验重复 次 然后用凝胶图像分析仪分析

条带灰度 ∀

统计学处理  实验数据以 ξ ? σ表示 组间比较

均采用 τ检验 ∀
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结果

1  ΣΓ Χ7901 / ς ΧΡ细胞的光镜下形态

≥≤∂ ≤ 细胞体积较大 贴壁生长 形态

不规则 多边形 核大 核仁多个 细胞铺满瓶底后有

重叠现象 核浆比例略增大 胞浆内可见颗粒 ∀ ∞

染色见细胞核大 核仁多个 分裂相多见 ∀偶有细胞

巨大 内含多个细胞核 传代后不能贴壁 无增殖能

力 ∀

2  ΣΓ Χ7901 / ς ΧΡ细胞的生长情况

观察 ≥≤∂ ≤ 细胞 在培养的第 天分

裂指数最高 为  ∀传代后  起细胞数量开始

上升 第 天达最高点 倍增时间约为  ∀细胞生

长曲线如图 ∀

Φιγυρε 1  ≤∏ ∏√  ≥≤∂ ≤

≥≤

3  ΜΤΤ法对耐药细胞进行细胞毒测定

以敏感细胞 ≥≤为对照 结果 ≥≤

∂ ≤ 除对长春新碱耐受外 对 2氟尿嘧啶和表阿霉

素均呈交叉耐药 生长曲线见图 ∀这符合肿瘤细

胞的多药耐药性 经计算长春新碱 !2氟尿嘧啶和表

阿霉素的耐药倍数分别为 1倍 ! 1倍和

1倍 表 ∀

Φιγυρε 2   ∏√  ≥≤∂ ≤ 

≥≤  ∂ ≤  ∏ 2ƒ∏

Ταβλε 1  ≤ ≤  ∏2 

≥≤ ≥≤∂ ≤

∏
≤ Λ# 

≥≤ ≥≤∂ ≤
 

∂ ≤ 1 ? 1 1 ? 13 3 1

2ƒ∏ 1 ? 1 1 ? 13 3 1

∞∏ 1 ? 1 1 ? 13 1

ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ≥≤ ∏

4  ΜΤΤ法观察 Ασ2 Ο3 对胃癌耐药细胞的逆转作

用

 作用于 ≥≤的 ≤和 ≤分别为

1及 1 Λ# 


图 ∀ ≥≤∂ ≤ 经

这两种浓度的  作用后 其对长春新碱 ! 2氟

尿嘧啶及表阿霉素的耐药倍数明显降低 表 ∀由

此可以计算出 1 Λ# 


 对 ≥≤

∂ ≤  对长春新碱 ! 2氟尿嘧啶及表阿霉素的耐药

逆转倍数的影响分别为 1倍 11!

1倍 11及 1倍 11 1

Λ# 


 对其逆转耐药逆转的倍数的影响

分别为 1倍 11!1倍 11

及 1倍 11∀

Φιγυρε 3  ∞     ∏√ 

≥≤ ≥≤∂ ≤

5  Ω εστερν βλοττινγ检测 Ασ2 Ο3逆转前后 Π2γπ和

Γ ΣΤ2σ蛋白的表达

≥≤∂ ≤ 组及   1 Λ# 

预

处理 ≥≤∂ ≤ 组的 °2及 ≥×2蛋白的表达

均明显强于 ≥≤组 而  预处理 ≥≤

∂ ≤ 组的 °2蛋白表达又明显低于 ≥≤∂ ≤

组 图 其灰度值约为后者的 1倍 ≥×2蛋

白表达也明显低于 ≥≤∂ ≤ 组 图 其灰度

值约为后者的 1倍 ∀由此可见 在  作用

后 ≥≤∂ ≤ 的 °2及 ≥×2蛋白的表达明显

降低 ∀
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Ταβλε 2  ≤ ≤  ≥≤ ≥≤∂ ≤  

∏
≤ Λ# 

≥≤ ≥≤ ∂  1 ≥≤ ∂  1

 

≥≤ ∂  1 ≥≤ ∂  1

∂ ≤ 1 ? 1 1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 1

2ƒ∏ 1 ? 1 1 ? 13 3 1 ? 13 1 1

∞∏ 1 ? 1 1 ? 13 3 1 ? 13 3 1 1

≥≤ ∂  1 ≥≤∂ ≤ 1 Λ# 


   ≥≤ ∂  1 ≥≤∂ ≤ 1

Λ# 


   ξ ? σ 3 Π  1 3 3 Π  1 ϖσ ≥≤ ∏

Φιγυρε 4  •    °2 

≥≤∂ ≤  ≥≤     

≥≤∂ ≤   ≥≤∂ ≤   1
Λ# 


   ∏  ≥≤

Φιγυρε 5  •    ≥×2 

≥≤∂ ≤  ≥≤     

≥≤∂ ≤   ≥≤∂ ≤   1
Λ# 


   ∏  ≥≤

讨论

肿瘤细胞的多药耐药性是肿瘤化疗失败的重要

原因之一 ∀多药耐药的机制目前普遍被认为与 °2

的表达有关 °2被认为是细胞膜上的一种药物

泵 能将进入细胞内的多种抗肿瘤药物泵出细胞外 

使胞内药物聚积减少 从而减弱药物的细胞毒作用 

产生耐药性 ≈ ∀其次 ≥×2的表达也与胃癌多药耐

药有着密切的关系 ∀ ≥×2与细胞株中表达多药耐

药表型的细胞株有关 ∀有假说认为在耐药产生的早

期阶段 ≥×2比 °2重要 ≥×2与药物非特异性

的结合作用可协助药物通过 °2形成的排流泵 ≈ ∀

许多研究也表明 ≥×2与肿瘤的发生 !发展 !转归

和预后判断密切相关 ≈ ∀近期研究发现 ≥×2和

°2共表达在耐药中普遍存在 而且不存在相互制

约或促进的关系 ≈ ∀

实验中长春新碱长期间断诱导胃癌细胞

≥≤产生耐药性  ××法检测其具有多药耐药

性 并且 •  检测细胞中 °2和 ≥×2

过表达 从而建立胃癌耐药细胞系 ≥≤∂ ≤ ∀

本实验以中药砒霜的有效成分  体外逆转胃癌

耐药细胞系 ≥≤∂ ≤ 的耐药性 ∀结果表明 

 在非细胞毒性剂量下 1 Λ# 

可显

著降低耐药细胞对长春新碱 !2氟尿嘧啶及表阿霉

素的  值 其逆转倍数分别为 1倍 !1倍和

1倍 ∀而  浓度为 1 Λ# 
时其逆转

倍数分别为 1倍 ! 1倍和 1倍 ∀说明

 具有逆转胃癌耐药细胞系 ≥≤∂ ≤ 多

药耐药的作用 而且伴随浓度增高 可能其逆转倍数

也相应增加 ∀此外 可能还与化疗药物之间具有一

定协同作用 ∀选择何种有效而低毒的  剂量配

合胃癌化疗还有待进一步研究 ∀

有关  的研究 主要是集中在抗白血病方

面的临床工作 ∀目前  已成为全世界公认的治

疗急性早幼粒细胞白血病  ∏ 

∏°的药物 ≈ ∗  ∀许多研究者通过不懈

的努力 终于成功证实  诱导凋亡的效应也存

在于某些实体细胞瘤 其中也包括胃癌 ≈ ∀还有

研究认为  诱导的细胞死亡可能与离子通道有

关 如  能增加 细胞的电压依赖性钾电流

等 ≈ ∀本研究采用 •  蛋白印迹方法 

在  作用前后检测与胃癌多药耐药相关的蛋白

°2及 ≥×2的表达 ∀结果表明  除诱导胃
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癌细胞凋亡外 还可逆转胃癌耐药细胞多药耐药 ∀

实验中   大幅降低了胃癌耐药细胞 °2及

≥×2的表达 这表明  逆转多药耐药的机制

在于降低了耐药蛋白的表达 维持了耐药细胞的化

疗敏感性 ∀

总之 关于寻求低毒 !高效的  ⁄ 逆转剂的研

究将是一项大量的 !长期的工作 ∀  用于白血

病的治疗已显示了其疗效高 !副作用小等优越性 ∀

对实体肿瘤的化学治疗 已积累了一定的和必要的

实验结果和经验 为将其用于临床打下了一定的基

础 ∀关于  的研究还在继续 新的用途正不断

涌现 它也将成为胃癌多药耐药逆转剂研究的一个

新课题 ∀

Ρ εφερενχεσ
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