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细

胞化疗耐药机制的研究!为慢性髓系白血病"
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$的逆转耐药提供新的策略%方法
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$法检测
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细胞中
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融合基因表达%分别用
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调控
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基因

表达联合阿霉素处理
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细胞后#流式细胞术检测药物诱导细胞凋亡情况%
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白表达水平%结果
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一种起源于造血干细胞的获得性克隆性疾病)目前为止#络氨
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的首选药物)然而#部分
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者在
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治疗后不久复发#表明耐药已成为影响
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治疗
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的重要问题)阿霉素#其作为周期非特异性药物#对合成
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的抑制作用很强#可以广泛作用于多种肿瘤#均可杀灭各种生
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&在细胞内聚集和

异常分布#从而降低药物敏感性#产生耐药)白血病细胞多药

耐药的发生*发展为白血病化疗成功与否的主要障碍)因此#

逆转阿霉素耐药是提高化疗疗效#延长生存期的手段之一)有
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'%&%=>

*

)(&%/>

*

)0&)=>

#见图
1

)

图
1

!!

流式细胞术检测不同浓度阿霉素处理
=̀)1:%1

细胞
10H

后的细胞凋亡率

>&?

!

ZF+GFE,LK"G

检测耐药相关基因
V;@$

*

b̂.

$

3

$

5)=

&等

蛋白的表达
!

V;@$

*

b̂.

$

3

$

5)=

&*

V@5$

*

2"

C

"

%&

*

:3<;1

及
8].$

蛋白表达随阿霉素浓度增高而减低#呈剂量依赖关

系#

)0

#

P

"

B_

浓度点表达最低)以
'

.DAG#,

为内参#

V;@$

*

b̂.

$

3

$

5)=

&*

V@5$

*

2"

C

"

%&

*

:3<;1

及
8].$

各蛋白表达随

阿霉素浓度增加而降低#在
)0

#

P

"

B_

时表达最低#与未处理

组$

%

#

B"K

"

_

&比较#阿霉素
/

*

$)

*

'1

*

)0

#

P

"

B_

组蛋白表达降

低$

!

$

%&%=

&#见图
'

)因流式细胞检测凋亡#其作用浓度同
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年
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@FDKG#BF.5<@

浓度一致#故联合使用药物时#阿霉素作用浓度

设为
'1

#

P

"

B_

)

>&@

!

调控
8].$

表达对阿霉素诱导细胞凋亡及细胞耐药的影

响
!

调控
8].$

表达后对耐药及凋亡相关基因
<D+

C

D+F(

*

<D+

C

D+F'

*

<D+

C

D+F/

*

V;@$

*

2"

C

"

%&

*

V@5$

及
b̂.

$

3

蛋白表

达水平的影响#凋亡相关基因蛋白表达水平在阿霉素
i8FB#,

组表达最低#而阿霉素
i\,554e

组表达最高)耐药相关基因

表达水平在阿霉素
i8FB#,

组表达最高#而阿霉素
i\̂ 55

组

表达最低$图
0:

&)与空白组$未处理组&比较#在
\̂ 554e

组

和阿霉素组#细胞凋亡蛋白均有所增加#阿霉素
i\̂ 554e

组

中#

8].$

及耐药相关基因蛋白表达水平最低#而凋亡蛋白表

达水平最高)组间表达差异有统计学意义$

!

$

%&%=

&#见图

03

*

<

)

>&D

!

调控
8].$

表达后对
=̀)1:]1

细胞凋亡率的影响
!

阿

霉素
i8FB#,

组
=̀)1:%1

细胞的凋亡率最低#而阿霉素
i\,.

554e

组的
=̀)1:%1

细胞凋亡率最高)空白组*阿霉素组*

8FB#,

组*

\̂ 554e

组*阿霉素
i8FB#,

组及阿霉素
i\,55

4e

组的凋亡率分别为$

/&-$?$&%(

&

>

*$

'&)=?$&)=

&

>

*

$

')&-/?%&(=

&

>

*$

'0&/'?$&10

&

>

*$

$/&/'?$&=1

&

>

及

$

)/&(=?$&$-

&

>

%组间表达差异有统计学意义$

!

$

%&%=

&#见

图
=

)

图
'

!!

不同浓度阿霉素处理
=̀)1:%1

细胞
10H

后
V;@$

"

b̂.

$

3

&

5)=

(等蛋白的表达

!!

:

!电泳图%

3

*

<

!以
'

.DAG#,

为内参#

8].$

及耐药*凋亡相关基因蛋白的相对表达直方图%

$

!空白组%

1

!

8FB#,

组%

'

!

\̂ 55

组%

0

!阿霉素组%

=

!

阿霉素
i8FB#,

组%

)

!阿霉素
i\̂ 554e

组%

D

!

!

$

%&%=

#与空白组比较)

图
0

!!

不同分组处理
=̀)1:%1

细胞后
8].$

及耐药及凋亡基因的蛋白表达水平

图
=

!!

流式细胞术检测不同分组处理后
=̀)1:%1

细胞的凋亡率

(1-
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年
1

月第
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)

期



?

!

讨
!!

论

8].$

作为一种抗氧化防御酶在机体中广泛存在#既往许

多实验结果都显示诱导
8].$

的表达是细胞对抗外界环境刺

激的一种防御性的保护反应'

)

(

)有研究发现多种类型人类肿

瘤高表达
8].$

#说明
8].$

以一种特殊方式改变细胞的生长

状态#认为它可能是一种肿瘤细胞生长的促进因子'

-

(

)仍有一

部分患者出现病情复发或伴随较差的预后#其主要原因是白血

病细胞多药耐药的产生'

/

(

#如何提高白血病细胞对化疗的敏感

性是白血病治疗的关键所在)

阿霉素属于
2"

C

"

%

抑制剂#可通过抑制双链
;̂ :

的合成

来诱导肿瘤细胞的凋亡而发挥抗肿瘤作用)在
<V_

治疗中

常出现阿霉素耐药情况的发生)因此#在
<V_

的治疗中出现

耐药是影响获得良好疗效的主要障碍)阿霉素通过
5.

PC

在胞

内聚集和异常分布#从而降低药物敏感性#产生耐药)逆转阿

霉素耐药的方式有联合用药等方式下调细胞
B!E.$B@̂ :

和

5.

PC

的表达以抑制
5.

PC

的功能)

5.

PC

高表达#可以导致化疗

失败或耐药#其机制可能为可使作用药物从细胞内通过泵泵出

细胞外#细胞内药物作用浓度变低#药物对细胞的毒性降低'

(

(

)

本课题使用
8].$

作为靶基因#通过
8FB#,

及
\̂ 55

调

控
8].$

表达同时联合阿霉素作用于
R=)1:]1

细胞)其耐药

基因同
8].$

表达呈现正相关性)因阿霉素的耐药逆转可促

进细胞增殖抑制细胞凋亡增加血管新生受抑)故予
8].$

作

为逆转阿霉素耐药的分子靶点)随着对
8].$

在肿瘤发生发

展过程中的作用更深入研究#近年来关于
8].$

与肿瘤耐药的

相关研究已有报道#使得
8].$

成为目前肿瘤耐药研究的热点

之一'

$%

(

)并且本实验室前期已证实了
8].$

的高表达与
<V_

的病情进展有关'

$$.$'

(可见#

8].$

在肿瘤组织中多呈高表达与

化疗耐药相关)本研究中阿霉素
i8FB#,

组
=̀)1:%1

细胞的

凋亡率较阿霉素单独处理组降低#阿霉素
i\,554e

组

=̀)1:%1

细胞的凋亡率明显高于阿霉素组及阿霉素
i8FB#,

组)结果说明阿霉素对
=̀)1:%1

细胞有促进凋亡作用#但

8].$

高表达时#这种促进作用会受到抑制#而
8].$

低表达

时#

=̀)1

细胞的凋亡率明显升高#说明
8].$

对
=̀)1:%1

细

胞具有保护效应)

本课题组关于
8].$

和白血病耐药的研究也证实急性髓

系白血病$

DAIGFB

N

FK"

P

F,"I+KFIRFB#D

#

:V_

&患者中
8].$

表

达高于健康者#抑制
8].$

表达可以增强
:V_

细胞对化疗的

敏感性'

$0

(

)因此#抑制肿瘤细胞中
8].$

表达#可能是逆转阿

霉素耐药的新思路)多药耐药相关蛋白$

BIKG#!EI

P

EF+#+GD,AF.

D++"A#DGF!

C

E"GF#,

#

V@5

&是
:25

结合盒$

:25.L#,!#,

P

AD+.

+FGGF

#

:3<

&转运蛋白主要成员#

V@5

通过结合
:25

泵#将药

物泵出细胞外来以降低细胞内药物浓度来介导耐药#其过度表

达常常导致肿瘤
V;@

的产生'

$=

(

)由
V;@.$

编码的
5.

PC

是

产生阿霉素耐药的原因之一)但是在临床治疗中许多患者耐

药的发生并不能单一以
V;@.$

的过表达来解释#

V;@.$

过度

表达常常导致肿瘤多药耐药的产生#在不同细胞株的培养中均

发现多种
V@5

蛋白高表达#且与抗肿瘤药物的耐药密切相

关'

$)

(

)

V@5$

为膜转运蛋白#它产生耐药的机制是由于将抗

肿瘤药物泵出细胞膜外所致'

$-.$/

(

)目前研究显示#

2"

C

"44

在

肿瘤的多药耐药中发挥着重要作用#其耐药机制为!$

$

&活性及

酶量下降*表达缺失或基因突变#从而使抗癌药的作用靶点减

少或丧失%$

1

&通过参与其他耐药基因的调控诱导其他耐药基

因的表达'

$(

(

)

综上所述#阿霉素可抑制
=̀)1:%1

细胞增殖且诱导细胞

凋亡)

8].$

基因高表达时#在
<V_

耐药细胞凋亡过程中起

保护作用#与促进
<V_

耐药细胞的生长有关)沉默
8].$

基

因#其耐药基因相应的可通过
V@5$

*

2"

C

"

%&

*

:3<;1

*

V;@$

等信号通路逆转
=̀)1:%1

耐药)
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减少肠源性内毒素的吸收#减轻白细胞对组织的损伤从而阻止

急性胰腺炎时
64@6

的发展#减轻多器官功能的损害'

$1.$'

(

)丹

参注射液是一种应用非常广泛的中药制剂#具有活血化淤*抗

炎*防止钙超载*清除氧自由基*改善微循环*提高超氧化物歧

化酶活性*降低丙二醛水平*保护胰腺血管内皮细胞*稳定细胞

膜*减少胰酶释放*减少磷脂酶
:

的激活#减轻胰腺病变的

作用'

$0.$=

(

)

本研究发现生长抑素能有效治疗
6:5

#联用丹参或乌司

他丁能缩短患者腹痛和腹胀消失时间*心率和呼吸恢复正常时

间*血淀粉酶和血糖恢复正常时间及住院时间#并提高有效率#

乌司他丁的疗效优于丹参#乌司他丁加丹参能进一步提高疗

效#且
'

种药物不良反应发生率低)由于丹参价格低廉#应用

广泛#在基层医院能普及#联用后缩短了住院时间而未增加患

者费用#适用于各种患者#乌司他丁价格较高#联用后增加了患

者费用#适用于经济情况较好的患者)

综上所述#生长抑素能有效地治疗
6:5

#与乌司他丁或丹

参联用能提高疗效#但乌司他丁的疗效优于丹参#乌司他丁与

丹参联用能进一步提高疗效)
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