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#摘要$
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目的
!

研究微小
;<='!>:

"

(*;<='!>:

%在非小细胞肺癌"

<?@A@

%顺铂"

BBC

%耐药过程中的作用机制&方法
!

实

时荧光定量逆转录
C@;

"

D

;E'C@;

%检测
<?@A@

细胞株
=>9"

及其
BBC

耐药株
=>9"

'

BBC

细胞内的
(*;<='!>:

水平&通过转

染
(*;<='>:

模拟物"

(*;<='!>:(*(*5

%以提高
=>9"

'

BBC

细胞内的
(*5-.;<='!>:

水平&

FEE

试验(倒置相差显微镜技仪和

流式细胞术观察上调
(*;<='!>:

对细胞增殖及凋亡的影响!同时采用
D

;E'C@;

和
G01H0-7I+.H

技术观察细胞内
J5+':

及核转录

因子
'

"

J

"

<K'

"

J

%水平变化&结果
!

=>9"

'

BBC

细胞中存在
(*;<='!>:

的低表达!

J5+':

及
<K'

"

J

的高表达&上调
(*;<='!>:

后!

BBC

造成的
=>9"

'

BBC

细胞增殖抑制率和凋亡率显著高于未上调
(*;<='!>:

的细胞!差异有统计学意义"

!

#

$4$>

%&此外!

(*;<='!>:(*(*5

转染可显著降低
=>9"

'

BBC

细胞中的
J5+':

及
<K'

"

J

表达&结论
!

低
(*;<='!>:

表达可能引起
<?@A@

对

BBC

的耐药!

(*;<='!>:

可能通过调节
J5+':

及
<K'

"

J

的水平介导
<?@A@

细胞对顺铂的敏感性&

#关键词$
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癌!非小细胞肺$微小
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$核因子
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$顺铂$药物耐受性
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非小细胞肺癌!

7.7'1()++50+++P7

M

5)750-

#

<?@A@

"的生长

分裂较慢#扩散转移较晚#因此大部分患者在首诊时已经进入

进展期#丧失了手术根治的时机$这种情况下#

<?@A@

的非手

术治疗就成为了治疗的重要环节(

!

)

$非手术治疗主要包括靶

向治疗和化学治疗#对于表皮生长因子受体!

0

O

*,0-()+

M

-.QHN

/)5H.--050

O

H.-

#

&VK;

"突变阳性的
<?@A@

患者来说#首选方

案为
&VK;'

酪氨酸激酶抑制剂!

H

R

-.1*70W*7)10*7N*I*H.-

#

EXU

"

靶向治疗#如使用吉非替尼等药物$而对于
&VK;

突变阴性

的
<?@A@

患者
&VK;'EXU

的使用效果有限#因此这类患者首

选化学治疗(

:'3

)

$化学治疗方案中#以铂类药物为基础的联合

化学治疗应用广泛#如顺铂!

5*1

O

+)H*7

#

BBC

"方案的效果已经得

到临床证实$但是
<?@A@

患者对铂类药物的耐药现象同样

不容忽视#进一步探索
<?@A@

患者对铂类药物耐药的机制具

有重要意义(

9

)

$近年来微小
;<=

!

(*5-.;<=

#

(*;<=

"的转

录后调控作用备受瞩目#大量研究发现
(*;<=

的表达变化与

肿瘤的发生*发展及耐药机制有关$研究证实
<?@A@

患者存

在
(*;<='!>:

的 低 表 达(

>

)

#但 关 于
(*;<='!>:

表 达 与

<?@A@

对铂类药物耐药之间的关系还鲜有研究$因此#本研

究探讨耐药的
=>9"

细胞中
(*;<='!>:

表达变化#观察其对

BBC

敏感性的影响#并初步阐述其介导耐药的机制$

?

!

材料与方法

?4?

!

主要试剂和材料
!

人肺腺癌
=>9"

细胞株购自上海中科

院细胞库#

BBC

耐药
=>9"

&

BBC

细胞株购自上海斯信生物科

技有限公司$胎牛血清和
BF&F

培养基购自美国
V*I5.

公

司$

(*;<=

快速提取试剂盒购自北京百泰克生物技术有限公

司$

U(C-.('

#

EF逆转录试剂盒*

VYE)

D

$

D

C@; F)1H0-F*S

试剂盒购自普洛麦格!北京"生物技术有限公司$

E-*Z.+

试剂

及
A*

O

./05H)(*70

EF

:$$$

购自美国
U7L*H-.

M

07

公司$

@@X'#

试

剂盒购自上海博谷生物科技有限公司$

&@A

发光试剂盒购自

北京普利来生物科技有限公司$鼠抗人
J5+':

抗体*鼠抗人

8":!

重庆医学
:$!2

年
9

月第
9>

卷第
!$

期



<K'

"

J

抗体*鼠抗人
V=CB[

抗体*二抗购自英国
=I5)(

公

司$

(*;<='!>:

模拟物购自上海吉玛公司$

?4@

!

细胞培养
!

=>9"

细胞株培养于含
!$\

胎牛血清的

BF&F

培养基$

=>9"

&

BBC

细胞株培养于含
!:\

胎牛血清的

BF&F

培养基#正常传代
3

次后#须向培养基加入
BBC

#并维

持
BBC

水平为
:

%

M

&

(A

以保持其耐药性$培养环境均为
>\

@Y

:

#

38]

$

=>9"

&

BBC

细胞的耐药性已经在预试验中得到验

证#耐药指数约为
94>!

$

?4A

!

实时荧光定量逆转录
C@;

!

D

;E'C@;

"检测
(*;<='!>:

!

使用
(*;<=

快速提取试剂盒提取并纯化
=>9"

细胞及

=>9"

&

BCC

细胞中的
(*;<=

$使用
U(C-.('

#

EF逆转试剂盒

将提取的
(*;<=

转录为
5B<=

$以
5B<=

为模板进行
C@;

扩增#扩增体系和条件严格参照厂商提供的说明书$

(*;'!>:

正向引物序列为
>̂'V=VEV@E@=VEV@=EV=@=V'3̂

#

反向引物序列为
>̂'VEV@=VVVE@@V =VVE'3̂

$采用

T2;<=

作为内参#其正向引物序列为
>̂'@E@ V@E E@V

V@=V@=@='3̂

#反向引物序列为
>̂'==@V@EE@=@V=

=EEEV@VE'3̂

$以
:

%

&&

@H法计算
(*;<='!>:

的相对表达情

况$其中
&

@H_@H

目标
%@H

内参$

?4B

!D

;E'C@;

检测
J5+':(;<=

和
<K'

"

J(;<=

!

使用

E-*Z.+

试剂提取
=>9"

细胞及
=>9"

&

BCC

细胞中的总
;<=

$

U(C-.('

#

EF逆转录试剂盒对提取出的总
;<=

进行逆转录#

以合成
5B<=

$逆转录体系参照试剂盒提供的说明书$使用

VYE)

D

$

D

C@;F)1H0-F*S

试剂盒对上述合成的
5B<=

进行

C@;

扩增$

J5+':

的正向引物为
>̂'EE@EEEV=VEE@VVE

VVVVE@'3̂

#反向引物为
>̂'EV@=E=EEEVEEEVVVV@

=VV'3̂

'

<K'

"

J

的正向引物为
>̂'@EV@=EEE@@=@=VE

EE@@=V ==@@'3̂

#反向引物为
>̂'=@V @EV @E@ EE@

E=E=VV==@EEVV'3̂

'内参
V=CB[

的正向引物为
>̂'

=@@=@=VE@@=EV@@=E@=@'3̂

#反向引物为
>̂'E@@

=@@=@@@EVEEV@EVE='3̂

$反应体系和方案参照试剂

盒说明书$使用
:

%

""

@E法分析目的
(;<=

的相对表达情况$

?4C

!

G01H0-7I+.H

法检测
J5+':

和
<K'

"

J

!

提取
=>9"

细胞及

=>9"

&

BCC

细胞中的总蛋白#使用
!:\

的聚丙烯酰胺凝胶进

行电泳#并转膜$转膜结束后#使用
>\

脱脂奶粉室温封闭
!

N

$分别使用
!̀ !>$$

的鼠抗人
J5+':

抗体#

!̀ :$$$

的鼠抗

人
<K'

"

J

抗体及鼠抗人
V=CB[

抗体#

9]

孵育
!:N

$接着使

用磷酸盐缓冲液
'EQ007:$

!

CJ?E

"洗涤
3

次#除去未结合的一

抗$二抗稀释后!

!`!$$$

"与膜接触#室温下孵育
!

'

:N

#

&@A

发光试剂盒显色并分析条带$

?4D

!

(*;<='!>:

的过表达
!

转染前将
=>9"

&

BBC

细胞转移

至不含
BBC

的培养基中常规培养#待细胞贴壁后#消化细胞制

备细胞悬液#以
2$$$

&孔的细胞密度将细胞接种于
"2

孔板#当

细胞汇合度达到
#$\

左右时#使用
A*

O

./05H)(*70

EF

:$$$

转染

试剂盒将
(*;<='!>:

模拟物!

(*;<='!>:(*(*5

"转入细胞#

(*;<='!>:(*(*5

的工作水平为
>$7(.+

&

A

#相同方法转染无

关
(*;<=(*(*5

作为阴性对照$继续培养
9#N

#

D

;E'C@;

验

证转染效果$

?4E

!

@@X'#

试验及形态学检查分析
(*;<='!>:

上调对细胞

抑制率的影响
!

将
=>9"

&

BBC

细胞分为
>

组%未经
BBC

处理

且未任何转染处理的
=>9"

&

BBC

细胞!

=

组"#未经
BBC

处

理#但经无关
(*;<= (*(*5

转染处理的
=>9"

&

BBC

细胞!

J

组"#未经
BBC

处理#但经
(*;<='!>: (*(*5

转染处理的

=>9"

&

BBC

细胞!

@

组"#经
3

%

(.+

&

ABBC

处理#但未经任何转

染处理的
=>9"

&

BBC

细胞!

B

组"#经
3

%

(.+

&

ABBC

处理且经

无关
(*;<=(*(*5

转染处理的
=>9"

&

BBC

细胞!

&

组"#经
3

%

(.+

&

ABBC

处理且经
(*;<='!>:(*(*5

转染处理的
=>9"

&

BBC

细胞!

K

组"$处理
:9N

后#

FEE

法计算各组抑制率$倒

置相差显微镜观察各组细胞的增殖情况$

?4F

!

流式细胞仪检测细胞凋亡率
!

细胞分组同上#各组处理

时间达到后#常规收集细胞#使用
=770S*7a'KUE@

试剂盒内

的缓冲液重新悬浮细胞$依此加入
>

%

A=770S*7a'KUE@

和

!$

%

A

碘化丙啶染色液#混匀后室温避光孵育
!>(*7

上机

检测$

?4G

!D

;E'C@;

及
G01H0-7I+.H

分析
(*;<='!>:

过表达对细

胞
J5+':

及
<K'

"

J

表达的影响
!

培养未经转染的
=>9"

&

BBC

细胞!空白对照组"#转染
(*;<='!>:(*(*5

的
=>9"

&

BBC

细

胞!试验组"#以及转染无关
(*;<=(*(*5

的
=>9"

&

BBC

细胞

!阴性对照组"

9#N

$按上文所述方法提取
3

种细胞中的总

;<=

及总蛋白样本$

D

;E'C@;

及
G01H0-7I+.H

分析方法同

上#相关引物和抗体均同前#检测
(*;<='!>:

上调后
=>9"

&

BBC

细胞中
J5+':

及
<K'

"

J

的表达变化$

?4?H

!

统计学处理
!

采用
?C??!34$

软件进行统计学分析和

数据处理$计量资料以
Bb6

表示#两组间的比较采用
2

检验#

多组间进一步的比较采用单因素方差分析#多组间进一步两两

比较采用
A?B

检验$以
!

#

$4$>

为差异具有统计学意义$

@

!

结
!!

果

@4?

!

=>9"

&

BBC

细胞的
(*;<='!>:

表达
!

与
=>9"

细胞相

比#

=>9"

&

BBC

细胞
(*;<='!>:

表达较低#相对降低的倍数为

!

$42>b$4$9

"倍#差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"#见图
!

$

图
!

!!

=>9"

及
=>9"

%

BBC

细胞中的
(*;<='!>:

相对表达水平

@4@

!

=>9"

&

BBC

细胞的
J5+':

及
<K'

"

J

表达
!

与
=>9"

细胞

相比#

=>9"

&

BBC

细胞
J5+':

及
<K'

"

J(;<=

表达水平较高#

分别相对提高了!

!4>3b$4:!

"倍和!

!438b$4!3

"倍#差异有统

计学意义!

!

#

$4$>

"$

G01H0-7I+.H

分析证实#

J5+':

及
<K'

"

J

蛋白表达同样在
=>9"

&

BBC

细胞中较高#见图
:

*

3

$

!!

=

%

J5+':

'

J

%

<K'

"

J

$

图
:

!!

=>9"

及
=>9"

%

BBC

细胞中的
J5+':

&

<K'

"

J(;<=

相对表达水平

#":!
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图
3

!!

=>9"

及
=>9"

%

BBC

细胞中的
J5+':

及
<K'

"

J

蛋白表达水平

@4A

!

(*;<='!>:

表达上调增加
=>9"

&

BBC

细胞对
BBC

的敏

感性
!

如图
9

所示#

J

*

@

*

B

*

&

*

K

组的细胞增殖抑制率分别为

!

84>b:4>

"*!

24#b:4!

"*!

::42b34#

"*!

:349b349

"*!

9!43b

949

"

\

$其中
K

组细胞抑制率显著高于
B

组和
&

组#差异有

统计学意义!

!

#

$4$>

"$形态学结果显示#

BBC

能够抑制细胞

增殖且
K

组细胞增殖显著低于
B

组#见图
>

$

图
9

!!

3

%

(.+

%

ABBC

处理
=>9"

%

BBC

细胞
:9N

后的细胞抑制率

图
>

!!

各组细胞倒置相差显微镜图像'

c:$$

(

!!

=

%流式细胞分析图'

J

%凋亡分析图$

图
2

!!

3

%

(.+

%

ABBC

处理
=>9"

%

BBC

细胞
:9N

后的流式细胞分析图和凋亡分析图
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!

(*;<='!>:

表达上调增加
BBC

引起的
=>9"

&

BBC

细胞

凋亡
!

如图
2

所示#

=

*

J

*

@

*

B

*

&

*

K

组的细胞凋亡率分别为

!

34#b!43

"*!

949b$4"

"*!

94#b!4!

"*!

!94>b:4:

"*!

!34:b

!4"

"*!

::43b:4!

"

\

$其中
K

组细胞凋亡率显著高于
B

组和

&

组#差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"$

@4C

!

(*;<='!>:

表达上调可以降低
=>9"

&

BBC

细胞中
J5+':

及
<K'

"

J

的表达
!D

;E'C@;

发现#试验组
J5+':

及
<K'

"

J

(;<=

水平较空白对照组及阴性对照组显著降低#差异有统

计学意义!

!

#

$4$>

"$

G01H0-7I+.H

结果显示#试验组
J5+':

及

<K'

"

J

蛋白水平也显著降低#差异有统计学意义!

!

#

$4$>

"$

图
8

*

#

$

!!

=

%

J5+':

'

J

%

<K'

"

J

$

图
8

!!

(*;<='!>:(*(*5

转染对
=>9"

%

BBC

细胞

中
J5+':

&

<K'

"

J(;<=

水平的影响

图
#

!!

(*;<='!>:(*(*5

转染对
=>9"

%

BBC

细胞中
J5+':

和
<K'

"

J(;<=

水平的影响

A

!

讨
!!

论

BBC

的耐药机制较为复杂#主要涉及药物转运*药物解

毒*细胞凋亡等多个方面#常见的机制有如下几个方面%!

!

"细

胞膜上的分子泵表达异常#大量药物排出细胞外#导致细胞内

的药物水平降低#如人类多药耐药基因编码的
C'

MO

过表达引

起的耐药#

C'

MO

由人类多药耐药基因!

(P+'H*,-P

M

-01*1H)750

M

070

#

FB;

"家族中的
(,-!

编码产生#定位于细胞膜#是一种

能量依赖性的分子泵#它能将
BBC

或其他化学治疗药物泵出

细胞外#导致肿瘤细胞内的药物水平降低或者药物重分布(

2

)

$

!

:

"细胞的药物解毒效应增强#也导致药物代谢*排除增加或者

药物毒性减少#如谷胱甘肽转硫酶
(

家族的表达异常引起的耐

药#谷胱甘肽转硫酶
(

可增加药物极性*清除药物的代谢产物*

阻止药物与肿瘤细胞的
B<=

结合及催化谷胱甘肽与亲电子

物质结合*消除化学治疗药物产生的活性氧损伤#避免细胞膜

上的脂质氧化(

8

)

$!

3

"

B<=

的修复功能异常#如拓扑异构酶
#

的突变会造成
BBC

耐药$!

9

"凋亡调控蛋白的异常#

BBC

可

能通过一些凋亡调控因子促进细胞凋亡#这些调控因子异常

时#可能造成
BBC

的疗效降低(

#

)

$

很多关于肿瘤的研究开始关注
(*;<=

与肿瘤发生发展

及耐药现象的关系$

(*;<=

是一类长约
:!

'

:>7H

的非编码

小分子
;<=

#其在转录后水平上抑制靶基因的表达#从而调控

细胞的增殖*凋亡等生命现象$越来越多的研究证实#

(*;<=

与肿瘤关系密切#影响肿瘤的进展*分化*转移甚至耐药等(

"

)

$

特别是耐药是临床上肿瘤内科治疗亟待解决的瓶颈问题#寻找

可以用于逆转耐药的潜在的
(*;<=

靶点引起人们广泛的兴

趣$有研究表明#乳腺癌的阿霉素耐药株
F@K'8

&

=B;

与非耐

药株相比#存在
32

个
(*;<=

的表达差异(

!$

)

$还有研究发现#

(*;'!8

'

":

基因簇与卵巢浆液性癌化学治疗耐药有关#可用

于化学治疗效果的评估(

!!

)

$本研究发现与非耐药的
=>9"

细

胞相比#对
BBC

耐药的
=>9"

&

BBC

细胞存在
(*;'!>:

的低表

达#因此#作者认为较低的
(*;'!>:

表达抑制肿瘤细胞的凋亡#

不利于治疗$此观点与既往的一些研究结果类似#如有研究发

现
(*;<='!>:

可以抑制
<?@A@

的生长和侵袭能力#过低的

(*;<='!>:

表达增加了肿瘤细胞增殖(

>

)

$

当然#

(*;<=

在肿瘤的耐药中要发挥作用#必然通过其靶

基因#具体机制涉及%!

!

"

(*;<=

可以调节一系列耐药相关蛋

白$如
(*;':"#

可以抑制
FB;'!

的表达#进而减少
C'

糖蛋白

的表达#起到缓解乳腺癌细胞耐药的作用$相反#

(*;':8)

激

活
FB;'!

#引起肿瘤细胞耐药(

!:

)

'!

:

"

(*;<=

可以影响药物

的靶点蛋白#从而引起耐药性的改变$如在小细胞肺癌中#

(*;'!:2

可以血管内皮生长因子为靶基因#减少其表达#后者

为贝伐单抗的靶点#因此
(*;'!:2

可以增加
(*;<=

对贝伐单

抗的敏感性(

!3

)

'!

3

"

(*;<=

可以影响药物的转运$研究发现

(*;':$2

可以靶向抑制连接蛋白#后者发挥转运药物的功能#

其功能受限后#会导致药物不能向邻近细胞转运'!

9

"

(*;<=

可以影响药物引起的细胞死亡$如
(*;':!

可以下调
J)S

的水

平#从而抑制凋亡发生(

"

)

$

虽然很多研究发现
(*;'!>:

在肿瘤中存在低表达#且具有

抑制肿瘤的功能(

!9'!>

)

#但未见有研究报道
(*;'!>:

与化学治

疗耐药的关系$本研究中#使用
(*;'!>:(*7*5

上调
=>9"

&

BBC

细胞的
(*;'!>:

后#发现原本耐药的细胞对
BBC

的敏感

性提高了$同时发现
(*;'!>:(*(*5

降低耐药细胞中
J5+':

和

<K'

"

J

的表达水平$因此#作者认为
(*;'!>:

可能通过调节

J5+':

和
<K'

"

J

发挥药物敏感性的调节作用$

J5+':

和
<K'

"

J

均为公认的抗凋亡基因$大量研究证实#肺癌*胃癌*卵巢癌#

以及结肠癌等均存在
J5+':

和
<K'

"

J

过表达#二者的抗凋亡作

用在肿瘤细胞的恶性增殖过程中扮演重要角色#与侵袭和转移

行为密切相关(

!2'!8

)

$在耐药性研究方面#

[)++

等(

!#

)发现
J5+':

可以作为生殖系统肿瘤化学治疗的靶点#较高的
J5+':

意味着

较差的预后$

?P7

等(

!"

)发现肺腺癌
=>9"

细胞中的
<K'

"

J

表

达过高#抑制
<K'

"

J

的表达可以增加
=>9"

对化学治疗药物的

敏感性$本研究中
(*;'!>:

表达上调后#

J5+':

和
<K'

"

J

表达

减少#抗凋亡减弱#这可以解释为何原本耐药的
=>9"

&

BBC

细

胞对
BBC

的敏感性得到了提高$但
J5+':

和
<K'

"

J

是否是

(*;'!>:

的直接靶基因#还是
(*;'!>:

调节通路下游的某个环

节#需要进一步的研究证实$
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)中文核心期刊要目总览'
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年版(*综合性医药卫生类核心期刊
序号

!

刊
!!

名

!

!!

中华医学杂志

:

!!

第三军医大学学报

3

!!

南方医科大学学报

9

!!

中国医学科学院学报

>

!!

北京大学学报+医学版

2

!!

中山大学学报+医学科学版

8

!!

第二军医大学学报

#

!!

解放军医学杂志

"

!!

四川大学学报+医学版

!$

!

中南大学学报+医学版

!!

!

西安交通大学学报+医学版

!:

!

浙江大学学报+医学版

!3

!

中国现代医学杂志

!9

!

医学争鸣

序号
!

刊
!!

名

!>

!

复旦学报+医学版

!2

!

重庆医科大学学报

!8

!

上海交通大学学报+医学版

!#

!

中国全科医学

!"

!

吉林大学学报+医学版

:$

!

华中科技大学学报+医学版

:!

!

首都医科大学学报

::

!

中国医科大学学报

:3

!

重庆医学

:9

!

医学研究生学报

:>

!

实用医学杂志

:2

!

广东医学

:8

!

南京医科大学学报+自然科学版

序号
!

刊
!!

名

:#

!

郑州大学学报+医学版

:"

!

中国比较医学杂志
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!

安徽医科大学学报

3!

!

山东大学学报+医学版

3:

!

上海医学
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!

军事医学
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!

东南大学学报+医学版

3>

!

福建医科大学学报

32

!

山东医药

38

!

医学与哲学+人文社会医学版!与%

医学与哲学+临床决策论坛版
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合并改名为%医学与哲学"
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