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三磷腺苷结合盒转运体
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&是近年来发现的三磷腺苷结合盒%

?!J-

T03>03

4

7/::"22"

!

?_K

&转运体蛋白家族新成员$研究表明!

?_KE8

参与了多种肿瘤的发生-发展及耐药!并能维持干细胞

特性(

$-8

)

$缺氧诱导因子
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(
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;
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1A0/-03>G70T#"</721=-$/#
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;/
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NÎ-#

(

&是目前发现的介导细胞低氧反应最关键的核转录因

子!它可促进血管形成!维持细胞氧及代谢平衡!以保证肿瘤生

长!并导致化疗耐受(

5-'

)

$本实验研究了在缺氧条件下人肝癌

MPPK-**8$

细胞
?_KE8

和
NÎ-$

(

表达的变化!探索二者表

达的关系!并进一步探讨缺氧诱导
?_KE8

表达的可能机制!

为抗肿瘤治疗提供理论依据$
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材料与方法
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"

材料
"

人肝癌
MPPK-**8$

细胞株由重庆医科大学普外

科学重点实验室提供$

@JPI$)'(

培养基-小牛血清购于

E0T71

公司#抗
NÎ-$

(

多克隆兔抗人抗体购自
M/32/K=GY

公

司#抗
?_KE8

多克隆兔抗人抗体购自武汉博士德公司#辣根

过氧化物酶%
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&标记羊抗兔第二抗

体及增强化学发光%
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&试剂盒

购于碧云天生物技术公司#

NÎ-#

(
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&膜购自博海生物有限公司$
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细胞培养
"

MPPK-**8$

细胞在含
$(R

小牛血清的

@JPI$)'(

培养基中培养!将其分为对照组及缺氧组$对照

组在
%R KD

8

-

5*a

培养箱中培养$待细胞生长至
)(R

汇合

状态时!缺氧组细胞放入含
$RD

8

-

&'RC

8

-

%RKD

8

混合气体

的培养箱培养!根据缺氧时间!缺氧组再分为缺氧
8';

组-缺

氧
'+;

组及缺氧
*8;

组$

C6E

"

NÎ-$

(

与
?_KE8

蛋白的检测
"

收获培养的各组细胞!

按照全细胞裂解液说明书提取细胞总蛋白!二辛可宁酸%
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&法测定总蛋白浓度$取
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蛋白进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳!电转移至
JeX̂

膜上!丽春红染色证实转

移成功!
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脱脂奶粉封闭非特异性抗原!第一抗体封闭过夜!

第二抗体
5*a

孵育
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$第一抗体
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(

抗体
$j$((

稀释!
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重庆医学
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年
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卷第
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期
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抗体
$j$((

稀释!第二抗体工作浓度均为
$j$(((

$
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显影!
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凝胶成像系统采集图片!将
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与
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灰度值分别与甘油醛
-5-

磷酸脱氢酶%
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&灰度值的比值作为蛋白表

达水平的参数!对产物相对定量!实验重复
5

次$

C6F

"

gK-$

抑制
MPPK-**8$

细胞
NÎ-$

(

表达后对
?_KE8

表达的影响
"

将缺氧
*8;

组
MPPK-**8$

细胞加入
NÎ-$

(

抑制 剂
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!按
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终 浓 度 分 为
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-
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及
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组!将不含
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的缺氧
*8;

组
MPPK-**8$

细胞

设为
gK-$

对照组$各组分别处理
8';

后!采用
[":2"=3T#12

检

测各组细胞中
NÎ-$

(

-

?_KE8

蛋白的表达$实验重复
5

次$

C6G

"

统计学处理
"

所有数据采用
MJMM$*6(

软件行统计学分

析!数据以
&Q3

表示!行
MCZ

方差分析及
J"/=:13

相关分析!

以
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#
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为差异有统计学意义$
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结
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果
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缺氧环境
MPPK-**8$

细胞
NÎ-$

(

-

?_KE8

蛋白的表

达
"

[":2"=3T#12

结果显示!与对照组比较!在缺氧条件下

MPPK-**8$

细胞中
NÎ-$

(

蛋白表达上调!

NÎ-$

(

的表达在

缺氧
8';

时即开始增加!

'+;

稳步上升!

*8;

达到高峰!各缺

氧组
MPPK-**8$

细胞
NÎ-$

(

的表达与对照组比较!差异有

统计学意义%

B

#

(6(%

&!见图
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$

?_KE8

的表达趋势同

NÎ-$
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的表达!二者表达呈正相关%
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&!表明

随着缺氧的加剧!

NÎ-$

(

与
?_KE8

蛋白表达逐渐增加$
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组#
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图
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细胞
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与
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蛋白的表达

表
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检测
MPPK-**8$

细胞中
NÎ-$

(

"""

与
?_KE8

蛋白的表达%
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组别
NÎ-$

(

?_KE8

对照组
(6$+'Q(6($* (6(+*Q(6($*

缺氧
8';

组
(68+&Q(6(''

$

(6$))Q(6($&

$

缺氧
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组
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$
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$

缺氧
*8;

组
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$$!
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$$!
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!与对照组比较#

$

"

B

#

(6(%

!与缺氧
8';

组比较#

!

"

与缺氧
'+;

组比较$
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$

"对照组#

8

"

gK-$$

"

.1#
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]

组#
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"
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.1#

'

]

组#
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"
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]

组$

图
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不同浓度
gK-$

对
MPPK-**8$

细胞
NÎ-$

(

$

?_KE8

蛋白表达的影响
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gK-$

抑制
MPPK-**8$

细胞
NÎ-$

(

表达后对
?_KE8

表达的影响
"

[":2"=3T#12

检测结果显示!随着
gK-$

浓度的

增加!缺氧
*8;

组
MPPK-**8$

细胞中
NÎ-$

(

蛋白表达逐渐

减少!同时
?_KE8

表达亦逐渐下降!除
gK-$$6(

"

.1#

'

]

组

与
gK-$86(

"

.1#

'

]

组比较!差异无统计学意义外!其余各组

比较!差异均有统计学意义%
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&!见图
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首次发现于乳腺癌
PK̂-*

'

?>=-e

B

5(((

细胞系!

因此!又称为乳腺癌耐药蛋白%
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=12"03

!
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$随着研究的深入!人们发现它在多种肿瘤组织及肿

瘤细胞中亦有表达(

)-*

)

$

?_KE8

作为一种转运体!可以将多种

化学结构不同的药物+泵出,细胞外!其转运的药物包括"多柔

比星-米托蒽醌-长春新碱-紫杉醇及拓扑替康等!其介导的多

药耐药%

.G#20->=G

4

=":0:2/37"

!

PX@

&是导致临床化疗失败的

原因之一(

+-&

)

$肿瘤生长快!代谢旺盛!耗氧量大!而肿瘤内部

的血管生成则相对较慢!因而缺氧几乎是所有实体瘤微环境的

共同特征$缺氧时细胞内亚铁血红素-卟啉类化合物等物质大

量堆积!它们可破坏细胞
XC?

-蛋白质及包膜脂质$此外!缺

氧微环境还是造成化疗耐药的原因之一$

赵大伟等(

$(

)发现
?_KE8

蛋白在正常肝组织及肝硬化组

织中均有表达!呈弱阳性$在肝癌组织中!

?_KE8

表达约
8

'

5

呈弱阳性!

$

'

5

呈强阳性#

?_KE8

表达水平与肿瘤直径及数目

有关$

?_KE8

还是肝癌侧群细胞表型的主要因素!后者具有

肿瘤干细胞特性!而肿瘤干细胞目前被认为是维持肿瘤生长及

化疗失败的根本原因(

$(-$8

)

$因此!

?_KE8

可能对维持肝癌生

长和化疗耐药发挥重要作用$本研究发现!缺氧环境中

MPPK-**8$

细胞
?_KE8

的表达较常氧环境中的表达增加!

这与
Z=0:;3/.G=2;

H

等(

$5

)的研究结果相符$同时本实验结果

还显示!

?_KE8

的表达随缺氧时间的延长而增加!随着缺氧加

剧!细胞能量供求矛盾突出!细胞内糖酵解途径代谢物不断积

累!肿瘤细胞上调
?_KE8

表达以将这些代谢产物排出体外!

抵抗缺氧带来的伤害!而由此导致的
?_KE8

表达增加可能是

缺氧下肿瘤细胞耐药的机制之一$

NÎ-#

(

在细胞缺氧信号途径中处于核心位置!它可以促

进新生血管形成!维持氧及代谢平衡!以保证肿瘤生长和促进

其转移!并引起化疗耐受(

5

)

$本研究发现!在缺氧时
MPPK-

**8$

细胞
NÎ-#

(

的表达强于常氧环境!并随着时间延长而增

加!这表明在持续缺氧条件下!肿瘤细胞可通过上调
NÎ-#

(

的

表达来维持氧及代谢平衡!促进细胞生长!而这种表达趋势也

与相关文献报道一致(

$'

)

$

本研究还发现!

?_KE8

和
NÎ-$

(

在
MPPK-**8$

细胞中

$')
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的表达水平随着缺氧信号的加强而呈现出一致的增高趋势!且

二者表达呈正相关$有关研究显示!

NÎ-$

(

可调控
'(

余种基

因的表达!诸如
PX@$

便是其调控的靶基因之一(

$%

)

!而
PX@$

基因编码产物
J-

糖蛋白%

J-

4

#

H

71

B

=12"03

!

J-EJ

&与
?_KE8

同

属
?_K

转运体家族!这就提示
?_KE8

是
NÎ-$

(

的下游目的

基因!

NÎ-$

(

可上调
?_KE8

的表达$为了证明这一假设!本

研究采用
NÎ-$

(

抑制剂
gK-$

干预
NÎ-$

(

的表达!发现随着

gK-$

浓度的增加!

NÎ-$

(

的表达水平逐渐下降!更重要的是!

?_KE8

的表达亦逐渐降低!这表明
?_KE8

是
NÎ-$

(

的相关

调控蛋白!缺氧对
?_KE8

的调控是通过
NÎ-$

(

的机制而实

现的$

综上所述!缺氧环境中!

MPPK-**8$

细胞
?_KE8

和
NÎ-

$

(

的表达上调!并随时间延长而增加!

gK-$

抑制
NÎ-$

(

后可

有效下调
?_KE8

的表达$本实验表明缺氧时
MPPK-**8$

细

胞生存及耐药的机制可能是通过缺氧诱导
NÎ-$

(

的表达而

实现!后者上调
?_KE8

的表达!增强了肿瘤细胞对缺氧环境

的适应能力及化疗抵抗能力$抑制
NÎ-$

(

-?_KE8

这一途径

有望成为治疗肝癌以及逆转肝癌患者耐药的治疗靶点$
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