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目的
!

通过研究糖基因
[H1[C82

在人慢性粒细胞白血病"

DIS

$细胞株
TDS33

及其耐阿霉素"

8M7

$细胞株

TDS33

-

8M7

%

DIS

患者外周血单个核细胞"

WRID

$中表达的差异!明确糖基因
[H1[C82

与人
DIS

多药耐药的相关性*方法
!

采用
7H0WD7

和
4:-9:;.R=(9

检测糖基因
[H1[C82

在人
DIS

及其耐药细胞株%

DIS

及
DIS

耐药患者
WRID

中的表达#特异

性下调糖基因
[H1[C82

!检测干扰前%后
DIS

细胞在体外对化疗药物的敏感性*结果
!

糖基因
[H1[C82

在人
DIS

及其耐药细

胞株%

DIS

患者
WRID

中表达水平比较差异有统计学意义"

!

"

&*&%

$#特异性下调
[H1[C82

的表达!增加了
TDS33

-

8M7

细胞

体内%体外的药敏性"

!

"

&*&%

$*结论
!

人
DIS

细胞株及
DIS

患者
WRID

中糖基因
[H1[C82

的表达差异有统计学意义!这些

特征性改变与
DIS

多药耐药具有相关性*
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人慢性粒细胞白血病!
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DIS

"是

一种骨髓异常增生的恶性肿瘤#由于供体来源少&移植死亡率

高&失败率高#移植治疗的应用受到了限制#故在临床上化疗成

为了
DIS

治疗的首选方法+

!

,

'然而临床数据显示#大多的

DIS

患者对化疗药物都有一定的耐药性#阻碍了对
DIS

的

治疗+

3

,

'现在已有资料显示#肿瘤耐药细胞表面糖链结构及表

达都存在差异#而糖基化广泛存在于各种生理过程中+

+

,

#

N0

糖

基化修饰&糖基因!

>

=

@

?(
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:.:

"的改变均与白血病多药耐药具

有相关性+

2

,

'唾液酸又名
N0

乙酰基神经氨酸#唾液酸作为机

体内重要的信息传递分子#可参与细胞表面糖蛋白和糖脂的唾

液酸化修饰#在细胞黏附&抗原识别和信号传导等过程中发挥

着重要的作用'有研究报道#

[H1[C8!

在儿童急性淋巴细胞

白血病中呈低表达+

%

,

'人急性髓性白血病!

8IS

"多药耐药与

[H1[C82

的特征性改变具有相关性+

#

,

'另外#唾液酸在细胞

膜上的表达还与肿瘤的浸润和转移有密切的联系+

/01

,

'因此#

本实验旨在探讨
[H1[C8

家族与
DIS

多药耐药的相关性及其

可能的机制#从而为诊断
DIS

多药耐药提供新的检测标志

物#为逆转
DIS

多药耐药提供新策略'

!

!

材料与方法

!*!

!

主要材料及试剂
!

DIS

细胞株
TDS33

#购自凯基公司

!中国南京"'裸鼠!雄性#

2

周龄#体质量
!/

!

3+

>

#清洁级"#

胎牛血清&

7WIC0!#2&

培养基&青霉素&链霉素!均由
JCRD6

公司提供"#胰酶!

[)

>

E<

公司"&

H;)_(=

!

C.K)9;(

>

:.

公司"&

7H0

WD7

试剂盒&

WD7

试剂盒!

H<T<7<

公司"&

WD7

引物!大连宝

生物公司"&

YDS

试剂盒!

8E:;-B<ER)(-?):.?:-

公司"&

WXM̀

膜!

W<==

公司"&兔抗小鼠多克隆抗体&辣根酶标记羊抗兔抗体

!均由
[<.9<

公司提供"&其他试剂国产分析纯化'

!*"

!

方法

!*"*!

!

细胞培养
!

TDS33

细胞在含灭活的
!&P

胎牛血清#

!P

双抗!青霉素
!&&

*

>

)

ES

#链霉素
!&&

*

>

)

ES

"的
7WIC0

!#2&

培养基中#于
+/j

#含
%P D6

3

的孵箱中培养'采用体

外低浓度梯度递增联合大剂量间断冲击方法诱导
TDS33

细胞

对阿霉素!

8M7

"的耐药'实验前
!

周#

TDS33

)

8M7

细胞应在

无
8M7

的培养基中培养#且使细胞的活力大于
"&P

'所有实

验均在细胞处于对数生长期进行'

!*"*"

!

患者标本
!

收集
3&!3

年
/

月至
3&!2

年
#

月来自本溪

市金山医院和本溪钢铁集团总医院就诊的
31

例
DIS

患者#

其中#男
!/

例#女
"

例#年龄
!"

!

#1

岁#中位年龄
2%

岁'经入

院检测#其中#

!!

例为
DIS

非耐药!

W0

>G

检测为阴性#

DIS

)

$

"患者#

!/

例为
DIS

耐药!

W0

>G

检测为阳性#

DIS

)

]

"患

者'所有的患者外周血标本应在未接受任何治疗前采集#并用

人淋巴细胞分离液#分离外周血单个核细胞#分离出的细胞保

存于
$1&j

备用'

!*"*#

!

7N8

提取和
7H0WD7

!

常规
H;)_(=

法提取各标本的

总
7N8

#紫外分光光度计测定吸光度!

@

"

3#&

和
@

31&

#以检测

7N8

含量和纯度#并置于
$/&j

保存'取相同质量的
7N8

2/&%

重庆医学
3&!%

年
!3

月第
22

卷第
+#

期



表
!

!!

7H0WD7

扩增
#

种目的基因及
J8WM5

的引物序列

基因 引物序列 长度!

Q

G

"

[H1[C8! %f0H8DHDHDHDHHDDD8D8JJ0+f

*

%f0J8D888JJ8JJJ8J8HHJD0+f !2"

[H1[C83 %f0JHJJHDHHDDHD8HDHHDJ0+f

*

%f0J8JJ8JDDJHHH8HH8D88D0+f !2&

[H1[C8+ %f08HHDHDHD8DDD8JJ88DHD0+f

*

%f0D88HDDJ88D8DH8HHDHHJ0+f !2!

[H1[C82 %f0D88J88DHJ8JJ8JD8DD0+f

*

%f0HHHDD88DDHHDH8D8HHJHJ0+f !2&

[H1[C8% %f0DDHHHJDDHHJJHJ8DDH0+f

*

%f0D8HJJ8D8JD8DDHHD8DH0+f !%3

[H1[C8# %f0DJJD88JD8J88J88H8HJ0+f

*

%f0JDHHHDD8DDHDJH88DHD0+f !3#

J8WM5 %f0DHDDDHDD8DDHHHJ8DJDHJ0+f

*

%f0HDDHDHHJHJDHDHHJDHJJ0+f !/%

作为模板#以
3&

*

S

反转录体系#按照反转录试剂盒提供的说

明书进行操作'将反转录得到的
?MN8

按照
H<T<7<7H0

WD7

试剂盒说明构建
3%

*

S

反应体系#置于荧光定量
WD7

仪

中
2&

个循环#同时扩增管家基因
J8WM5

作为对照'根据比

较
D9

值法公式
3

$

--

D9

#其 中#

--

D9l

实 验 组 !

D9

目的基因
$

D9

管家基因"
$

对照组!

D9

目的基因
$D9

管家基因"#获得不同组间相关基

因表达比值'所用到的引物见表
!

'

!*"*$

!

4:-9:;.Q=(9

分析
!

用
3d

电泳缓冲液裂解细胞#离心

取上清#蛋白浓度由
RD8

法检测'煮沸变性的蛋白以每孔

2&

*

>

的含量点样#经浓缩胶为
#P

&分离胶为
!&P

的十二烷基

硫酸钠
0

聚丙烯酰胺凝胶电泳!

[M[0W8JY

"分离'通过电转仪

将凝胶上的蛋白样品移至
WXM̀

膜上#

+/j%P

脱脂奶粉封

闭
3B

'分别与
!Z3&&

兔抗小鼠
[H1[C8

家族抗体&

J8WM5

多克隆抗体
2j

孵育过夜'以
HHR[

洗膜
+

次#每次
!&E).

'

然后加
57W

标记的羊抗兔
C

>

J

!

!Z+&&&

稀释"

+/j

孵育
!

B

#随后以
HHR[

洗膜
+

次#每次
!&E).

'

YDS

发光试剂盒检

测结果'

!*"*%

!

7N8

干扰分析
!

取
!ES

!约
!d!&

2 个"对数期生长

的
TDS33

或
TDS33

)

8M7

细胞悬液于
32

孔板中#在
+/j

#含

%P D6

3

孵箱中培养
!

!

3'

使细胞达到
#&P

!

1&P

的汇合

度'取
!&&

*

S

无血清的
7WIC0!#2&

培养液与
!

*

>

带
-B7N8

的质粒混匀#再加入
3

*

SHF;Q(̀:?9

转染试剂混匀#最后取

!&&

*

S

该混合液加入孔板中#轻轻混匀#置于
+/j

孵箱中培

养
32

!

21B

'待转染完成之后#收集细胞#

7H0WD7

&

4:-9:;.

Q=(9

分析检测干扰效果'

!*"*&

!

体外药敏实验
!

采用
IHH

法检测白血病细胞对抗肿

瘤药物的敏感性'取对数生长期细胞!

!d!&

2 个"接种于
"#

孔培养板中#置于
+/j

&

%P D6

3

培养箱中培养
32B

'分别加

入不同浓度梯度的抗肿瘤药物阿霉素&长春新碱和紫杉醇继续

培养
/3B

'各孔再加入
%E

>

)

ES

的
IHH3&

*

S

#

+/j

&

%P

D6

3

培养箱中培养
2B

'各孔再加入
!&&

*

S

三联裂解液终止

培养#过夜'应用酶标仪于
%/&.E

波长处测定各孔光密度

!

:5

"值'计算
CD

%&

值#即抗肿瘤药物的半数抑制浓度'实验

中设阴性对照孔!不加抗肿瘤药物"和调零孔!只加细胞培养液

和抗肿瘤药物#不加细胞"'

!*"*'

!

体内药敏实验
!

细胞培养后分为
#

组(

TDS33

&

TDS33

)

8M7

&

TDS330?(.9;(=-B7N8

&

TDS33

)

8M70?(.9;(=

-B7N8

&

TDS33

)

8M70[H1[C82 -B7N8

&

TDS330[H1[C8#

-B7N8

组#然后从腋窝下注射癌细胞培养液!细胞数约
!d

!&

/

"#待瘤块直径达
%EEd%EE

时开始给予
8M7

抗肿瘤治

疗'空白对照组每隔
+'

腹腔注射生理盐水#

8M7

治疗组每

隔
+'

腹腔注射
8M7

!

2E

>

)

U

>

"'观察
+

周#杀鼠取瘤体量

体积'

!*"*(

!

免疫组织化学实验
!

采用
[W

法进行免疫组织化学法

染色#经过不同处理的小鼠处死后瘤体固定于
!&P

多聚甲醛

32B

以上#随后浸蜡&包埋和切片'固定好的瘤体经二甲苯和

不同梯度乙醇脱蜡水化#用柠檬酸缓冲液进行高压抗原修复#

+P

过氧化氢阻断过氧化物酶#

WR[

洗
+

次#滴加封闭液进行封

闭'一抗按
!Z%&

!

!Z!&&

比例稀释#孵育
3B

'将生物素化

鼠抗兔
C

>

J

二抗滴加于组织切片上#

+/j

孵育
!B

#

WR[

洗
+

次#

M8R

显色#随后苏木精复染核#梯度乙醇常规脱水#二甲苯

透明#中性树胶封片'显微镜下观察细胞核或细胞质出现棕黄

色染色颗粒即为阳性结果'在
2&&

倍视野下计数
+

个视野的

阳性细胞数#取其平均值'

!*#

!

统计学处理
!

所采用
[W[[!+*&

软件进行统计分析'每

一项实验至少有
+

次结果'数值用
Ik<

表示#采用
8

检验'

以
!

"

&*&%

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"*!

!

[H1[C82

在
DIS

中的差异表达
!

7H0WD7

结果显示#

在
TDS33

)

8M7

细胞中#

[H1[C82

的表达量较
TDS33

细胞显

著增加#约为
%*3

倍!图
!8

"'

4:-9:;.Q=(9

分析进一步验证了

蛋白表达水平同样的趋势!图
!R

"'

!!

8

(

7H0WD7

结果*

R

(

4:-9:;.Q=(9

结果'

图
!

!!

[H1[C82

在
TDS33

和
TDS33

+

8M7

细胞中

的差异表达

!!

通过对
31

例临床患者
WRID

分析#

[H1[C83

&

[H1[C8+

几乎不表达*

[H1[C8!

和
[H1[C8%

有较高的表达量#但耐药与

非耐药患者间比较差异无统计学意义!

!

'

&*&%

"*而
[H1[C82

的表达在耐药与非耐药标本间比较差异有统计学意义!

!

"

&*&%

"#见表
3

'

表
3

!!

[H1[C82

在
DIS

患者标本中的表达水平

!!!!!!

比较$

Ik<

%

基因
相对

E7N8

的表达!

d!&

+

"

DIS DIS

)

IM7

!

[H1[C8! 3+*31k!*"3 32*&#k3*/# &*!1!

[H1[C83 &*&#k&*&+ &*&%k&*&3 &*&1+

[H1[C8+ &*&+k&*&3 &*&2k&*&+ &*!&1

[H1[C82 3+*1/k2*13 +1*#%k%*+2 &*&&!

[H1[C8% !#*"/k3*%! !1*&!k2*!1 &*3!2

"*"

!

特异性下调
[H1[C82

表达对
TDS33

)

8M7

细胞耐药性

的影响
!

与
TDS33

)

8M7

细胞及
TDS33

)

8M70?(.9;(=-B70

N8

细胞相比#干扰
[H1[C82

后的
TDS33

)

8M7

细胞株在

E7N8

和蛋白水平上表达均显著降低#见图
3

'

%/&%
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年
!3

月第
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!!

进一步验证下调
[H1[C82

对
TDS33

)

8M7

细胞抗肿瘤药

物化学敏感性的影响#体外药敏实验结果显示!图
+8

"#作用于

TDS33

)

8M70[H1[C82-B7N8!

细胞的抗肿瘤药物的
CD

%&

值

明显低于
TDS33

)

8M70?(.9;(=-B7N8

细胞的
CD

%&

值'体内

药敏实验显示!图
+R

"#干扰
[H1[C82

后#

TDS33

)

8M7

细胞平

均瘤体积减小'免疫组织化学结果显示#干扰后的
TDS33

)

8M7

细胞的
[H1[C82

的阳性表达率明显下降!图
+D

"'

图
3

!!

特异性下调
[H1[C82

在
TDS33

+

8M7

细胞中的表达

!!

8

(体外药敏实验*

R

(体内药敏实验*

D

(免疫组织化学结果'

图
+

!!

特异性下调
[H1[C82

表达对
TDS33

+

8M7

细胞

耐药性的影响

#

!

讨
!!

论

白血病是一类常见的严重危害人类健康的造血系统恶性

肿瘤+

"

,

'化疗是白血病治疗必不可少的手段之一#白血病细胞

对化疗药物的敏感性是决定化疗的关键#寻找新的治疗白血病

耐药细胞株的靶点#对白血病的治疗具有重要意义+

!&

,

'白血

病细胞常对临床上传统使用的多种化疗药物呈现出其内源性

或获得性的药物耐受性#即多药耐药性!

EF=9)';F

>

;:-)-9<.?:

#

IM7

"#也是目前白血病治疗中最大的难题+

!!

,

'本研究糖基

因
[H1[C82

在
DIS

耐药与非耐药患者标本间#以及
DIS

细

胞株
TDS33

与
TDS33

)

8M7

间
E7N8

和蛋白的表达差异#探

讨糖基因
[H1[C82

介导白血病多药耐药的可能机制'结果表

明糖基因
[H1[C82

在耐药患者中
E7N8

表达水平明显高于

非耐药患者*下调糖基因
[H1[C82

表达水平增加了
TDS33

)

8M7

细胞体内&体外对肿瘤药物的敏感性#减小平均肿瘤体

积'糖基因是一组编码糖基转移酶&糖苷酶等糖类相关的基

因+

!3

,

'唾液酸转移酶是糖基转移酶中的一类#唾液酸作为识

别位点#参与细胞识别及信息传递#其表达调控还与肿瘤细胞

的多药耐药性密切相关+

!+

,

'在各类型肿瘤的治疗过程中#异

常表达的唾液酸化的糖复合物通常作为潜在的治疗靶点#肿瘤

细胞膜上唾液酸化的糖复合物的异常表达通常导致恶性肿瘤

细胞特性的改变+

!2

,

'而唾液酸糖基转移酶是催化唾液酸化的

糖复合物合成必不可少的因素之一'在近期的报道中#

[H1[C82

蛋白的高表达在肿瘤的发生&发展过程中也有很大

的作用#在急性粒细胞白血病细胞株及其耐
8M7

细胞株中#

[H1[C82

的表达量具有显著差异+

!%

,

'尽管临床上对
DIS

患

者的化疗已有明显的改善和提高#但肿瘤细胞的多药耐药仍然

是一个重大挑战'本研究进一步证实
[H1[C82

在
DIS

及其

耐药患者
WRID

中的差异表达'因此#差异表达的
[H1[C82

基因可成为潜在的
DIS

耐药标志物#从而为寻求逆转药物提

供新策略和靶点'
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