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%对人乳腺上皮细胞癌耐药细胞株
ǸS7(

(阿霉素"

*Tb

%多药耐药性的体外逆转作

用!并探讨其逆转机制&方法
!

用四甲基偶氮唑盐"

`,,

%法检测
NI

对多药耐药肿瘤细胞
ǸS7(

(

*Tb

的耐药逆转活性$免疫

组织化学法检测细胞内谷胱甘肽硫转移酶
*

"

U-,7

*

%的表达$通过对超螺旋
ZJb#""T[*

的解旋能力检测拓扑异构酶
+

"

,1

@

1
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%的活性&结果
!
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在无细胞毒浓度下具有逆转
ǸS7(

(

*Tb

细胞耐药性的作用!逆转倍数为
!#$%

倍!但对敏感株
ǸS7(

细胞的抗癌药物敏感性基本无影响&

NI9

#

F1?
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使
ǸS7(

(

*Tb

细胞中过度表达的
U-,7

*

的表达水平下降及
T[*,1
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的催化活性提高!但对敏感株
ǸS7(

细胞无影响&结论
!
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具有逆转多药耐药性的作用!其机制可能与降低
U-,7

*

的表达及

提高
T[*,1
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1
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的活性有关&

关键词"乳腺肿瘤$抗药性!多药$谷胱甘肽转移酶$
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拓扑异构酶$盐酸千金藤碱
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&是肿瘤化疗

失败的主要原因#谷胱甘肽硫转移酶
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?E>D>)216;-7><D65B;<7
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&通过对异生物质的生物转化和解毒功能参与肿

瘤细胞耐药性的形成)
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%而
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拓扑异构酶
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&活性数量或性质上的改变引起药物诱导产生的可

裂解复合物的形成减少#从而导致
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的产生)
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&是从防己科千金藤属

植物的块根中提取分离出的一种双苄基异喹啉类生物碱单体

化合物#具有较强的多种生物活性)

#

*

#其分子式为
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#相对分子质量为
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#现国家食品药品监督管理局
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&已批准进入
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期临床研究$临床批号!
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有研究表明千金藤碱具有逆转肿瘤
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的作用)
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(但其机制

是否与
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*

及
T[*,1

@

1

+

有关的研究尚无报道(本研究

旨在探讨
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对人乳腺上皮细胞癌
`Tb

细胞
ǸS7(

"阿霉素

$
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*Tb

&耐药性的逆转作用及其逆转机制(

>

!

材料与方法

>$>

!

细胞株与细胞培养
!

人乳腺上皮细胞腺癌
ǸS7(

细胞株

及耐
*Tb

细胞株
ǸS7(

"

*Tb

均引自中国科学院上海药物研

究所(两细胞株培养于含体积分数
!'Q

胎牛血清#

!X!'

%

_

"

+

青霉素和
!''F

.

"

+

链霉素的
bZ̀ K7!&9'

完全培养基中#置于

#(R

'饱和湿度及
%QNM

"

的细胞培养箱内(细胞经消化传代#

取对数生长期细胞进行培养#

ǸS7(

"

*Tb

细胞传代时在完全

培养基中加入
"

#

F1?

"

+*Tb

以维持其
`Tb

表型#实验前无

药培养
"

周(

>$?

!

材料与仪器
!
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为河南省医药科学研究院'中科院昆

明植物研究所和广州暨南大学共同研究并提供#经检测达质谱

纯(

*Tb

为意大利
SD<F2>D?2D

公司产品#

bZ̀ K7!&9'

培养基

为美国
U2:A1

产品#四甲基偶氮唑盐$

`,,

&为瑞士
S?E/D

公司

产品#兔抗人
U-,7

*

多克隆抗体'

-Z

免疫组化染色试剂盒'

T*J

试 剂 盒 购 自 北 京 中 杉 金 桥 生 物 技 术 有 限 公 司#

@

Jb#""T[*

为华美生物工程公司产品(

T[*;H

@

;<>

自动酶

联免疫检测仪为奥地利
,;AD6

公司产品#

IZK*-7!'''

彩色病

理图文分析系统为同济医科大学千屏影像工程公司提供#

U;6;U;62E5

凝胶图像分析系统为英国
-
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公司产品(
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法测定药物的细胞毒作用)
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取对数生长期

ǸS7(

'

ǸS7(
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*Tb

细胞#制成细胞浓度
8X!'

( 个"
+

的细胞

悬液#接种于
3&

孔细胞培养板#每孔
!''

#

+

#培养
"9)

待细胞

贴壁后#更换培养液#加入不同浓度的
*Tb

'

NI

或维拉帕米

9!

重庆医学
"'!!

年
!

月第
9'

卷第
!

期
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]Yb

&#每孔终体积为
"''

#

+

#每组
9

个平行孔#细

胞与药物作用
(")

后每孔加入
`,,

溶液$

%

.

"

+

&
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#

+

#继续

培养
9)

#弃去孔内培养液#加入二甲亚砜$

T -̀M

&

!%'

#

+

"孔#

用微量振荡器振荡
!'F26

#完全溶解后用酶联免疫检测仪在

%('6F

波长处测定吸光度值$

*

值&(计算抑制率'半数抑制

浓度$

KN

%'

&'耐药倍数$耐药株
KN

%'

"敏感株
KN

%'

&'逆转倍数$耐

药株
KN

%'

"加逆转剂后耐药株
KN

%'

&等(

>$A

!

细胞内
U-,7

*

表达的测定)

&

*

!

运用免疫组化第二代

+*J7-*

检测技术测定
U-,7

*

的表达#并加以改进(处理盖

玻片制备细胞爬片#取对数生长期细胞
ǸS7(

'

ǸS7(

"

*Tb

#

以细胞数
%X!'

8 个"
+

植入放有盖玻片的
"9

孔培养板#每孔
!

F+

#培养
"9)

后#更换为含有不同浓度药物的培养液#继续培

养
!")

#取出盖玻片#用
ZJ-

$

'$'!`
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@

I($9

&液洗涤
"

次#

9

R

丙酮固定
!'F26

#

ZJ-

洗涤
#

次后#按试剂盒说明书操作#一

抗为
!g!''

兔抗人
U-,7

*

多克隆抗体#

ZJ-

代替一抗作为阴

性对照(采用
IZK*-7!'''

型彩色病理图文分析系统进行图

像分析#于
9''

倍显微镜下各测定
(

个视域细胞中
U-,7

*

的

含量#以细胞积分光密度值对结果进行评价(

>$B

!

T[*,1

@

1

+

活性的测定
!

细胞培养及药物处理分组同

前#经不同浓度药物作用
"9)

后#收集
ǸS7(

'

ǸS7(

"

*Tb

细胞各
%X!'

( 个#按照文献)

(

*的方法#加以改进提取拓扑异

构酶(采用考马斯亮蓝法定量测定酶提取液的蛋白含量(按

照文献)
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*的方法#以
@

Jb#""T[*

为底物观察耐药株及敏感

株细胞
T[*,1

@

1

+

对
@

Jb#""T[*

的解旋能力及药物对其

影响(将琼脂糖凝胶电泳结果用
U;6;U;62E5

凝胶图相分析

系统照相并对超螺旋
T[*

条带进行半定量分析#以加酶组与

空白对照组的吸光度比值作为
T[*,1

@

1

+

活性量化指标(

>$J

!

统计学处理
!

采用
-Z--!'$'

统计软件分析#实验数据

以
IWE

表示#各参数多个样本均数比较用单因素方差分析#两

样本均数比较用
7

检验#进行统计学处理(

?

!

结
!!

果

?$>

!

多药耐药细胞株
ǸS7(

"

*Tb

的耐药性测定
!

*Tb

对

ǸS7(

"

*Tb

及
ǸS7(

细胞的
KN

%'

值分别为$

"($#(W'$8#

&'

$

'$%'W'$'#

&

#

F1?

"

+

(耐药倍数为
%9$(

倍(

?$?

!

NI

体外逆转耐药性的作用
!

NI

在体外对
ǸS7(

及

ǸS7(

"

*Tb

细胞毒作用较弱#

8

#

F1?

"

+NI

的抑制率分别为

$

3$8&W"$'#

&

Q

'$

!'$"(W!$"%

&

Q

#

9

#

F1?

"

+NI

时分别为

$

9$(%W'$%8

&

Q

'$

%$!'W'$8"

&

Q

#

"

#

F1?

"

+NI

时分别为

$

"$!%W'$9(

&

Q

'$

"$#9W'$(!

&

Q

#在逆转耐药性所用的浓度

下#基本不影响细胞存活率(

NI

可部分增加
ǸS7(

"

*Tb

对

*Tb

的敏感性#对敏感株
ǸS7(

细胞无影响(

9

#

F1?

"

+NI

对
ǸS7(

"

*Tb

细胞耐药性的逆转倍数为
!#$%

倍#而
8

#

F1?

"

+]Yb

的逆转倍数为
($#

倍#

NI

对
ǸS7(

"

*Tb

的逆

转活性强于
]Yb

$

@

#

'$'%

&#见表
!

(

?$@

!

NI

对
ǸS7(

"

*Tb

细胞质
U-,7

*

表达的影响
!

ǸS7(

及
ǸS7(

"

*Tb

细胞中
U-,7

*

均有表达#但
ǸS7(

"

*Tb

细

胞中
U-,7

*

呈高表达#而
ǸS7(

细胞中
U-,7

*

呈较低表达#

两者相比差异有统计学意义$

@

#

'$'%

&(单用
'$!(

#

F1?

"

+

*Tb

处 理
ǸS7(

细 胞 及 单 用
3$!"

#

F1?

"

+ *Tb

处 理

ǸS7(

"

*Tb

细胞均不影响
U-,7

*

表达#与
9

#

F1?

"

+NI

合

用后可降低
ǸS7(

"

*Tb

细胞中
U-,7

*

的表达水平$

@

#

'$'%

&#但未下降至敏感细胞水平#而对
ǸS7(

细胞无影响(

与
8

#

F1?

"

+]Yb

合用后也降低
ǸS7(

"

*Tb

细胞中
U-,7

*

的表达水平#但作用弱于
NI

#对敏感细胞无影响#见表
"

(

表
!

!!

NI

对
ǸS7(

及
ǸS7(

'

*Tb

敏感性的

!!!!

影响#

IWE

$

( !̂"

%

组别
浓度

$

#

F1?

"

+

&

KN

%'

1B*Tb

$

#

F1?

"

+

&

ǸS7( ǸS7(

"

*Tb

耐药

倍数

逆转

倍数

对照组
f '$%'W'$'# "($#(W'$8#

%

%9$( f

NI

组
9 '$93W'$'" "$'#W'$'3

%"

9$! !#$%

]Yb

组
8 '$%!W'$'# #$(&W'$!!

%"&

($9 ($#

!!

%

!

@

#

'$'%

#与 同 组
ǸS7(

比 较%

"

!

@

#

'$'%

#与 对 照 组

ǸS7(

"

*Tb

比较%

&

!

@

#

'$'%

#与
NI

组
ǸS7(

"

*Tb

比较%

f

!表示

无数据(

表
"

!!

NI

对
ǸS7(

及
ǸS7(

'

*Tb

细胞中
U-,7

*

表达的影响#

IWE

$

( (̂

%

组别
*Tb

浓度$

#

F1?

"

+

&

ǸS7( ǸS7(

"

*Tb

NI

或
]Yb

浓度

$

#

F1?

"

+

&

U-,7

*

值

ǸS7( ǸS7(

"

*Tb

对照组
f f f #$9#W!$3! 93$%8W($&!

%

*Tb

组
'$!( 3$!" f #$%&W!$3( 98$8&W($3#

%

*TbiNI

组
'$!( 3$!" 9 #$#&W!$&3 !"$88W9$%3

%"'

*Tbi]Yb

组
'$!( 3$!" 8 #$9(W!$8" "#$3'W%$8"

%"

i

'

!!

%

!

@

#

'$'%

#与同组
ǸS7(

比较%

"

!

@

#

'$'%

#与对照组
ǸS7(

"

*Tb

比较%

i

!

@

#

'$'%

#与
*TbiNI

组
ǸS7(

"

*Tb

组比较%

'

!

@

#

'$'%

#

与
*Tb

组
ǸS7(

"

*Tb

比较%

f

!表示无数据(

表
#

!!

NI

对
ǸS7(

及
ǸS7(

'

*Tb

细胞
T[*,1

@

1

+

催化活性的影响#

IWE

$

( !̂'

%

组别
*Tb

浓度$

#

F1?

"

+

&

ǸS7( ǸS7(

"

*Tb

NI

或
]Yb

浓度

$

#

F1?

"

+

&

MT

值

ǸS7( ǸS7(

"

*Tb

对照组
f f f '$(!W'$'% '$8!W'$!'

*Tb

组
'$!( 3$!" f '$&8W'$'8 '$8!W'$!"

*TbiNYZ

组
'$!( 3$!" 9 '$&(W'$'8 '$"3W'$'9

"%

*Tbi]Yb

组
'$!( 3$!" 8 '$&(W'$'& '$((W'$!"

!!

"

!

@

#

'$'%

#与对照组
ǸS7(

"

*Tb

比较%

%

!

@

#

'$'%

#与
*Tb

组
ǸS7(

"

*Tb

组比较%

f

!表示无数据(

%!
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年
!
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!

期



?$A

!

NI

对
ǸS7(

"

*Tb

细胞核内
T[*,1

@

1

+

催化活性的

影响
!

T[* ,1

@

1

+

催化活性测定结果表明#单用
'$!(

#

F1?

"

+*Tb

处理
ǸS7(

细胞及单用
3$!"

#

F1?

"

+*Tb

处

理
ǸS7(

"

*Tb

细胞#与加酶无药对照组相比差异均无统计

学意义$

@

$

'$'%

&(与
9

#

F1?

"

+NI

合用可促进
ǸS7(

"

*Tb

细胞
T[*,1

@

1

+

介导的
T[*

解旋作用#而对
ǸS7(

细胞无

影响(与
8

#

F1?

"

+]Yb

合用对
ǸS7(

及
ǸS7(

"

*Tb

细胞

T[*,1

@

1

+

活性均无影响#见表
#

'图
!

(根据
!

个酶活性单位

所需蛋白含量#

ǸS7(

"

*Tb

细胞为
ǸS7(

细胞的
"$9

倍#蛋白

含量分别为$

"$3#W'$"%

&

#

.

和$

!$""W'$!&

&

#

.

(

!!

*

'

V

!

@

Jb#""T[*

%

J

!

ǸS7(

"

*Tb

细胞%

N

!

Y

!

ǸS7(

"

*Tb

A;??5><;D>;0:

G

*Tb

'

*TbiNI

'

*Tbi]Yb

%

S

!

ǸS7(

细胞%

U

!

K

!

ǸS7(A;??5><;D>;0:

G

*Tb

'

*TbiNI

'

*Tbi]Yb

(

图
!

!!

ǸS7(

及
ǸS7(

'

*Tb

细胞
T[*,1

@

1

+

催化活性

@

!

讨
!!

论

肿瘤
`Tb

的发生存在多机制'多途径'多环节#在抗肿瘤

药物杀伤肿瘤细胞的通道上发生任何改变均可导致抗药性的

产生#涉及抗癌药物的转运'代谢和抗癌药物作用靶点#细胞识

别毒性损伤#细胞损伤修复机制以及细胞凋亡等)

3

*

(近年来研

究显示以胞浆中谷胱甘肽硫转移酶$

U-,5

&介导的
`Tb

和以

细胞核内酶
,1

@

1

+

介导的非经典耐药途径$

*,7̀ Tb

&#在

`Tb

的发生过程中发挥重要作用)

!'7!!

*

(

本实验所用的
ǸS7(

"

*Tb

细胞由对人乳腺癌细胞

ǸS7(

经递增浓度的
*Tb

反复诱导筛选获得的具典型
`Tb

表型的细胞株(通过对两细胞株活性的测定#

ǸS7(

"

*Tb

细胞相对于亲代敏感细胞
ǸS7(

耐药倍数为
%9$(

倍(体外

逆转活性表明
NI

对
ǸS7(

"

*Tb

的耐药性有明显的逆转作

用(在非细胞毒剂量下的
NI

'

]Yb

可增加
ǸS7(

"

*Tb

细

胞对
*Tb

的敏感性#

9

#

F1?

"

+NI

的逆转倍数为
!#$%

#

8

#

F1?

"

+]Yb

的逆转倍数为
($#

#

NI

的逆转作用强于
]Yb

(

U-,5

是一组具有多种生理功能的同工酶蛋白#对异生物

质的生物转化和解毒具有重要作用#主要存在于细胞质中(

U-,7

*

基因表达受多水平调控#在多种耐药性肿瘤细胞株中

过量表达#与肿瘤细胞的耐药性密切相关)

!"

*

(

U-,7

*

可催化

U-I

的巯基与亲电性抗肿瘤药物结合#消除原来的活性亲电

部位#增加药物在水中的溶解度#降低其化学反应#水溶性谷胱

甘肽
7-7

化合物经巯基尿酸生物合成途径代谢#加速抗肿瘤药

物的降解#使药物在靶部位的积蓄量迅速减少而达不到致死浓

度#导致肿瘤
`Tb

的产生)

!#

*

(

T[*,1

@

1

+

是催化
T[*

拓扑结构改变的酶#为核基质

成分之一#是肿瘤化疗的重要靶酶#与多种抗癌药物的细胞毒

效应有关)

!9

*

(细胞对抗肿瘤药物的敏感性依赖于靶酶的水

平#通过对分离出的抗药细胞核仁和核基质的研究证实#药物

敏感性的降低在于药物诱导产生的可裂解复合物的形成减少%

药物引起的
T[*

断裂减少和抗药细胞毒性的降低为抗药细

胞内
,1

@

1

+

活性降低所致(

,1

@

1

+

介导的
D>7̀ Tb

的生化基

础在于
,1

@

1

+

活性数量或性质上的改变)

!%

*

(

本实验结果显示#

ǸS7(

"

*Tb

细胞
U-,7

*

高表达#为

ǸS7(

细胞的
!9$%

倍#进一步证实
U-,7

*

高表达可导致

`Tb

产生%而
ǸS7(

"

*Tb

细胞
!

个酶活性单位所需的蛋白

含量为
ǸS7(

细胞的
"$9

倍#

T[*,1

@

1

+

的活性明显降低#

说明肿瘤细胞耐药性在一定程度上与
,1

@

1

+

的含量和活性的

下降有关#与国外研究结果一致)

!&

*

(

NI

'

]Yb

均可降低

ǸS7(

"

*Tb

细胞
U-,7

*

的表达#

NI

可提高
T[*,1

@

1

+

的

活性#而对敏感株
ǸS7(

无明显影响#表明
NI

逆转
`Tb

的

机制可能与降低
U-,7

*

的表达及增加
T[*,1

@

1

+

的活性有

关(有研究表明#在乳腺癌中
U-,7

*

与
`Tb

相关蛋白

$

`bZ

&'

F0<!

存在共表达#而共表达是耐药相关标志受共同

因子调控的证据)

!(

*

#因此#

]Yb

能有效逆转
Z7

.@

介导的耐药#

部分逆转
`bZ

介导的耐药#可能是其在一定程度上降低

U-,7

*

表达的机制#但与
,1

@

1

+

介导的
D>7̀ Tb

途径无关(

U-,7

*

的表达及
,1

@

1

+

介导的
D>7̀ Tb

途径#受多水平

调控#作用通路具有复杂性#

NI

通过何种机制影响
U-,7

*

的

表达及
,1

@

1

+

的活性#有待进一步研究(

NI

是从防己科千

金藤属植物提取出来的生物碱单体化合物#日本已用于治疗临

床放'化疗所致的白细胞减少
"'

余年#大剂量用药而未发现明

显毒副作用#对该药进一步研究并作为肿瘤化疗的耐药逆转剂

应用于临床提供了重要依据(
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组发生膀胱不适
3

例#占
9$!Q

%经皮肾镜治疗组发生膀胱不

适
"

例#占
"$8Q

(结果表明托特罗定口服
"F

.

#每天
"

次#可

以有效地控制因各种原因留置尿管导致的膀胱不适#并且可以

控制其发生的程度#有效地缓解患者术后因留置尿管而引起的

一些症状#对患者术后的恢复有一定的促进作用(这些结果与

国外报道接近)

9

#

8

*

(但本研究未对不同时间点的膀胱不适症

状进行对比和研究#将在以后的研究中进行补充(

文献报道同剂量服用托特罗定不良反应发生率为
&&$3Q

$依次为口干'排尿困难'头晕'眼睑水肿等&#其中口干为

%%$#Q

)

3

*

(关于托特罗定的不良反应#作者也进行了相关的统

计(结果表明#在本组资料中#尿道手术组口干
!(

例#占

"($'Q

%头晕
"

例#占
#$"Q

(前列腺电切组口干
"%

例#占

3$!Q

%头晕
"!

例#占
($&Q

#

#

例因头晕退出研究(膀胱肿瘤

电切组口干
"!

例#占
"%$#Q

#头晕
&

例#占
($"Q

#

"

例因头晕

退出研究(输尿管镜组口干
9#

例#占
!!$'Q

%头晕
!%

例#占

#$8Q

%眼睑水肿
!

例#占
'$#Q

(经皮肾镜组口干
#&

例#占

"!$#Q

%头晕
&

例#占
#$&Q

(腔内未操作组口干
"(

例#占

"&$'Q

%头晕
!'

例#占
3$&Q

(除少数患者因不能耐受头晕而

退出研究外#绝大多数患者均可耐受药物引起的不良反应(本

组口干发生率明显低于文献报道#可能与患者在住院期间补液

充足有关#因此作者认为在留置尿管后使用托特罗定是安

全的(
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