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Abstract :Objective 　To explore the reversal effect of Arsenic t rioxide (As2 O3 ) on multidrug resistance of

gast ric tumor cell line SGC7901/ ADR to adriamycin (ADM) and the impact of As2 O3 to the expressions of

P2gp and GST2π in SGC7901/ ADR cells. Methods 　Multidrug resistant human gast ric carcinomas cell

line SGC7901/ ADR was used as target cells ,the sensitivity of cell to adriamycin was assessed with M TT

assay ,the drug concentration in cells was detected with flow cytometry ( FCM) ,and the impact of arsenic

t rioxide to the expressions of P2gp , GST2π was determined by immunohistochemical methods. Results 　

Arsenic t rioxide at 0 . 4μmol/ L to 0 . 8μmol/ L concentrations weren , t evidently cytotoxic to resistant cell

line SGC7901/ ADR ( P > 0 . 05) . As2 O3 can enhance the sensitivity of SGC7901/ ADR cells to adriamycin

via down2regulation P2gp and GST2πexpressions ,improving the concentration of ADM in SGC7901/ ADR

cells. Conclusion 　As2 O3 can reverse partly the resistance of ADM by inhibiting the P2gp , GST2πexpressions

of SGC7901/ ADR cells and enhancing the ADM concentration in SGC7901/ ADR cells.
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摘 　要 :目的 　探讨三氧化二砷 (As2 O3 ) 对胃癌细胞 SGC7901/ ADR 阿霉素 (ADM) 耐药性的逆转作用

和对 P2gp、GST2π表达的影响。方法 　以胃癌多药耐药细胞株 SGC7901/ ADR 为靶细胞 ,用 M TT 法检

测 SGC7901/ ADR 细胞对 ADM 的敏感性 ,用流式细胞仪检测细胞内药物浓度及免疫组织化学法检测

细胞 P2gp、GST2π表达。结果 　0 . 4～0 . 8μmol/ L As2 O3 对耐药细胞 SGC7901/ ADR 无明显毒性 ( P >

0 . 05) 。As2 O3可下调 P2gp、GST2π表达 ,提高 SGC7901/ ADR 细胞内 ADM 浓度 ,增加 SGC7901/ ADR

细胞对 ADM 的敏感性。结论 　As2 O3 能够抑制 SGC7901/ ADR 细胞 P2gp、GST2π表达 ,增加细胞内

ADM 药物浓度而部分逆转其对 ADM 的耐药性。
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0 　引言

三氧化二砷 (arsenic t rioxide ,As2 O3 ) 注射液主

要用于治疗急性早幼粒白血病。最近研究发现 ,

As2 O3 可引起白血病细胞 K562/ ADR P2gp 表达下

调 ,使其多药耐药性部分逆转 ,具有增强肿瘤细胞化

疗敏感性的作用[ 1 ] ; 而 As2 O3 对实体瘤细胞株

SGC7901/ ADR 是否具有相同作用还未见报道。本

实验以 SGC7901/ ADR 细胞为研究对象 , 通过

M T T 法、流式细胞仪和免疫组织化学等方法研究

As2 O3对 SGC7901/ ADR 细胞的逆转作用及可能的

机制 ,为临床应用提供理论依据。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　药物与试剂 　As2 O3 (即亚砷酸注射液 ,哈

尔滨伊达制药有限公司产品 ,批准文号 :国药准字

H :19990191 ;批号 : 021031 ) , M T T (美国 Sigma 公

司产品) ,盐酸阿霉素 (ADM) (浙江海正药业有限公

司产品 ,批准文号 : 国药准字 H33021980 , 批号 :

021005) ,鼠抗人 P2gp 、GST2π单克隆抗体及即用型
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第二代免疫组化 ElivisionTM plus 广谱试剂盒 (福州

Maixin 生物工程公司产品) 。

1 . 1 . 2 　细胞　人胃癌细胞株 SGC7901 和 SGC7901/

ADR ,由第四军医大学西京医院全军消化内科研究所

惠赠。

1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　As2 O3 细胞毒性测定 　取对数生长期的细

胞接种于 96 孔板中 ,加入不同浓度的 As2 O3 (3 . 2～

0 . 1μmol/ L) ,参照文献[ 2 ]说明进行 ,每个实验重复

3 次 ,选取细胞存活率 > 90 %的药物浓度为该药的

非细胞毒性浓度。

1 . 2 . 2 　M T T 法测定细胞药物敏感性 　实验分 3

组进行 ,按前述方法培养细胞 48 h ,测定 A 490nm值。

分组如下 : (1) SGC7901 (或 SGC7901/ ADR) 细胞 +

ADM (0 . 01～100mg/ L ,终浓度) ; (2 ) SGC7901 (或

SGC7901/ ADR) 细胞 + ADM (0 . 01～100mg/ L ,终

浓度) + As2 O3 (0 . 4μmol/ L ,终浓度) ; (3) SGC7901

(或 SGC7901/ ADR) 细胞 + ADM (0 . 01～100mg/

L ,终浓度) + As2 O3 (0 . 8μmol/ L ,终浓度) 。

1 . 2 . 3 　细胞内 ADM 荧光强度测定 　实验分 3 组

进行 ,按前述方法培养细胞 24h ,按照文献 [ 3 ]采用

流式细胞仪测定细胞内 ADM 荧光强度。分组如

下 : (1)加入 ADM (5mg/ L ,终浓度) ; (2)加入 As2 O3

(0 . 4μmol/ L ,终浓度) 和 ADM (5mg/ L ,终浓度) ;

(3 ) 加入 As2 O3 ( 0 . 8μmol/ L , 终浓度 ) 和 ADM

(5mg/ L ,终浓度) 。

1 . 2 . 4 　用免疫组织化学方法测定细胞 P2gp 、GST2
π表达 　实验分 3 组进行 : ( 1 ) SGC7901 ; ( 2 )

SGC7901/ ADR ; ( 3 ) SGC7901/ ADR + As2 O3 ( 0 . 8

μmol/ L ,终浓度) 。调整细胞数为 1 ×105 / ml 滴于

处理过的载玻片上 ,培养 4h。按 Elivision 二步法免

疫组织化学试剂盒说明进行。

1 . 2 . 5 　统计方法 　采用 SPSS 10 . 0统计软件中的 t

检验作统计学分析。

2 　结果

2 . 1 　As2 O3的细胞毒作用

As2 O3 在0 . 8μmol/ L和0 . 4μmol / L时 ,耐药细

胞 SGC7901/ ADR 的存活率分别为 93 . 92 % 和

95 . 84 % ;相同剂量的 As2 O3 对敏感细胞 SGC7901

也无明显细胞毒性。故将0 . 8μmol/ L 和0 . 4μmol/ L

作为非细胞毒性药物浓度。

2 . 2 　M T T 法测定细胞药物敏感性

0 . 8μmol/ L 和0 . 4μmol/ L As2 O3 与 ADM 同时

作用 ,可降低耐药细胞的存活率 ,增加耐药细胞对

ADM 的敏感性 ,逆转倍数分别为2 . 11和1 . 58 ( P <

0 . 01) 。与0 . 4μmol/ L As2 O3 相比 , 0 . 8μmol/ L 的

As2 O3能显著增加耐药细胞对 ADM 的敏感性 ( P <

0 . 05) ;而 As2 O3 对敏感细胞却无增敏作用 ( P >

0 . 05) ,见表 1。

表 1 　As2 O3对 SGC7901/ ADR细胞 ADM

耐药性的逆转作用( n = 3 , �x ±s)

组别
IC50 (mg/ L)

SGC7901 SGC7901/ ADR
RF RI P

对照组 0. 095 5. 861 ±0. 670 61. 69 ★

一组 0. 091 3. 711 ±0. 213 40. 78 ★ 1. 58 ☆ < 0. 01

二组 0. 087 2. 773 ±0. 164 31. 87 ★ 2. 11 ☆ < 0. 01

　　★ :vs SGC7901 ; ☆ :vs SGC7901/ ADR

2 . 3 　As2 O3对细胞内 ADM 浓度的影响

通过流式细胞仪检测细胞内 ADM 荧光强度 ,

分析 As2 O3对 SGC7901/ ADR 细胞内 ADM 浓度的

影响。由表 2 可见 ,SGC7901/ ADR 细胞内 ADM 荧

光强度比 SGC7901 低4 . 65倍 ( P < 0 . 05) ; 加入0 . 4

μmol/ L As2 O3后 ,SGC7901/ ADR 细胞内荧光强度

无显著性增加 ( P > 0 . 05 ) ;加入0 . 8μmol/ L As2 O3

后 ,耐药细胞内 ADM 的荧光强度明显增加 ( P <

0 . 01) ,增加倍数为1 . 32倍。

2 . 4 　As2 O3 对 SGC7901/ ADR 细胞 P2gp 、GST2π
表达的影响

耐药细胞的 P2gp 、GST2π表达明显高于敏感细

胞 ( P < 0 . 01) ,加入 As2 O3 后 ,耐药细胞 P2gp 、GST2
π表达明显降低 ( P < 0 . 05) ,见表 3。

3 　讨论

肿瘤细胞对化疗药的多药耐药性 (MDR) 是临

床上的棘手问题 ,尤其在实体瘤中更为突出。各种

表 2 　As2 O3对 SGC7901/ ADR细胞内 ADM 荧光强度的影响( n = 3 , �x ±s)

　组别 细胞内 ADM 荧光强度 增减倍数 P

SGC7901 + ADM 11 . 63 ±1 . 31

SGC7901/ ADR + ADM 2 . 06 ±0 . 49 - 4 . 65 ★ < 0 . 05

SGC7901/ ADR + 0 . 4μmol/ L As2 O3 + ADM 3 . 19 ±1 . 13 0 . 55 ☆ > 0 . 05

SGC7901/ ADR + 0 . 8μmol/ L As2 O3 + ADM 4 . 78 ±0 . 86 1 . 32 ☆ < 0 . 05

　　★ :vs SGC7901 ; ☆ :vs SGC7901/ ADR
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表 3 　As2 O3对 SGC7901/ ADR细胞 P2gp、GST2π表达的影响( n = 5 , �x ±s)

　组别
P2gp

阳性率 ( %) P

GST -π

阳性率 ( %) P

SGC7901 29 . 6 ±4 . 9 31 . 6 ±4 . 8

SGC7901/ ADR4 47 . 8 ±6 . 1 < 0 . 01 ★ 46 . 4 ±4 . 9 < 0 . 01 ★

SGC7901/ ADR + As2 O3 36 . 2 ±1 . 9 < 0 . 05 ☆ 39 . 6 ±2 . 7 < 0 . 05 ☆

　　★ :vs SGC7901 ; ☆ :vs SGC7901/ ADR

研究表明 ,肿瘤细胞 MDR 的产生是由多种因素共

同作用的结果 ,其中肿瘤细胞膜上的药物外流泵向

外排出药物 , 导致细胞内药物浓度降低是引起

MDR 的主要原因 , P2gp 作为 ABC 家族的主要成

员在化疗后表达增加 ,部分解释了 MDR 产生的原

因[ 4 ] 。人们在探讨 MDR 发生机制的同时 ,也在寻

找更为有效的逆转剂。我们研究发现 0 . 4 ～ 0 . 8

μmol/ L 的 As2 O3对细胞无明显毒性 ( P < 0 . 01) ,可

降低 P2gp 表达 ( P < 0 . 05) ,增加细胞内 ADM 浓度

( P < 0 . 05) ,提高耐药细胞 SGC7901/ ADR 对 ADM

的敏 感 性。因 此 我 们 推 断 As2 O3 部 分 逆 转

SGC7901/ ADR 细胞对 ADM 的耐药性与降低 P2gp

表达 ,抑制 ADM 外流有关。

GST 是一类参与化疗药的解毒、降低脂酯过氧

化及修复 DNA 损伤有关的酶 ,在氮芥类化合物及

ADM 耐药细胞株中的改变最为显著[ 5 ] 。As2 O3 具

有与细胞内 GSH 结合的作用 ,从而降低 As2 O3 的

细胞毒性 ,同样也可与 GST2π内的巯基结合抑制其

活性 ,从而降低细胞内 GSH 含量 ,而 MRP 是一种

GSH 偶联的外流泵[ 6 ] ,那么 As2 O3 是否能够通过抑

制 GST2π活性来影响 MRP 功能从而部分逆转肿

瘤细胞的耐药性呢 ? 在本研究中 ,我们发现 0 . 8

μmol/ ml As2 O3 可显著降低 SGC7901/ ADR 细胞

GST2π表达 ( P < 0 . 05) ,因此 ,我们推测 As2 O3 通过

抑制肿瘤细胞内 GST2π的表达参与了对 SGC7901/

ADR 细胞 ADM 耐药性的部分逆转作用。

本实验研究表明 ,As2 O3 可降低 P2gp 和 GST2π
表达 ,增加细胞内 ADM 浓度 ,部分逆转 SGC7901/

ADR 胃癌细胞对 ADM 的耐药性 ,且逆转浓度远低

于临床血药浓度 ,是具有临床应用价值的新型逆转

剂。然而肿瘤细胞的 MDR 是由多种因素、多种机

制共同作用的结果 ,涉及到多种转运蛋白的改变、解

毒系统的激活、凋亡通路的改变、DNA 修复系统的

增强等等 ,特别是多种转运蛋白共同转运一种抗癌

药形成的耐药性是导致目前的逆转剂只能部分逆转

肿瘤细胞耐药性的重要原因。随着人们对多药耐药

机制的不断深入研究及新的不同机制的逆转剂的出

现 ,联合应用 As2 O3 和不同作用机制的逆转剂将会

更有效地逆转肿瘤细胞的耐药性。
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