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肠胃清对长春新碱诱导的人结肠癌耐药细胞株Y盒

结合蛋白核移位及P．糖蛋白表达的影响
许建华 邓皖利 范忠泽 孙 珏 张 勇 梁 芳 韩建宏 李朝衡

摘要 目的观察肠胃清对长春新碱诱导的人结肠癌耐药细胞株HCT8／V的Y盒结合蛋白(YB-1)核

移位、多药耐药基因MDRl及P一糖蛋白(P—gp)表达的影响，进一步探讨该方逆转肿瘤多药耐药的分子机制。

方法 制备大鼠灌胃后的肠胃清药物血清，以Western blot方法检测肠胃清药物血清作用下HCT8／V细胞胞

浆、胞核YB．1表达情况，EMSA法分析YB-1与MDRl基因启动子结合活性，RT—PCR检测MDRl、YB-1、多药耐

药相关蛋白(MRP)mRNA转录水平，流式细胞仪检测细胞膜表面P．gP表达。结果 在1．25％、2．5％、5％药

物血清作用下，HCT8／V细胞核内YB．1表达逐渐减弱，细胞质内YB．1表达则逐渐增强；YB．1与MDRl基因

启动子结合活性逐渐下降(P<0．01)；MDRl mRNA转录水平逐渐降低(P<0．05，P<0．01)，YB—l和MRP

mRNA的水平无明显变化(P>0．05)；细胞膜表面P．gP表达荧光强度值减弱(P<0．05，P<0．01)。结论

肠胃清可通过影响耐药细胞YB一1的核移位、降低MDRI／P．gP的表达，逆转结肠癌细胞的耐药。
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ABSTRACT Objective To evaluate the effects and molecular mechanism of action of Changweiqing

(CWQ)in reversing multidrug resistance by observing its impacts on nuclear translocation of Y·box binding pro—

tein-1(YB-1)，multi—drug resistance gene(MDRl)expression and P·glycoprotein(P—gP)expression in human

colon cancer cell line HCT8／V with drug．resistance induced by vincristine．Method$ Cultured HCT8／V cells were

exposed to the CWQ-containing rat serum prepared by drug perfusion．YB一1 expressions in cell plasma and nu·

clei were examined by Western blot；the binding activity of YB-1 to MDRl gene promoter sequences was detec·

ted by electrophoretic mobility shift assay(EMSA)；the mRNA transcription levels of MDRl，YB·1 and multi·re—

sistance related protein(MRP)were examined by RT-PCR；the expression of P-gP on cell membrane was deter·

mined by flow cytometry．Results Along with the increasing drug 7S concentration of CWQ。containing serum from

1．25％up to 2．5％and 5％．the expressions of YB-1 decreased in HCT8／V cell nuclear and increased in cyto—

plasm gradually；the binding activity of YB一1 to MDRl gene promoter weakened(P<0．01)，MDRl mRNA ex-

pression and fluorescence intensity of P-gP on cell membrane attenuated(P<0．05 or P<0．01)，while YB-1

and MRP mRNA unchanged(P>0．05)．Conclusion CWQ could reverse the drug-resistance of colon cancer

cells by influencing nuclear translocation of YB-1 and reducing the expression of MDRl／P-gP．
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病率持续增加，目前我国发达地区其发病率已上升到

各种恶性肿瘤中的第3位，上海则已居第2位。由于

缺乏有效的早期发现、早期诊断方法，大肠癌5年生存

率一直徘徊在50％左右。化疗是治疗大肠癌的重要

手段，但肿瘤细胞对药物不敏感，即耐药，限制了化疗

的疗效。有认为发生转移的癌症患者90％以上因耐

药而治疗失败。因此，提高癌细胞对化疗药物的敏感
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性，是减少大肠癌化疗失败的重要途径，也是目前亟待

解决的问题。

我们既往的临床研究表明，具有健脾化湿解毒作用

的中药复方肠胃清口服液，可增加晚期胃肠道肿瘤化疗

的效果⋯，实验研究也证实肠胃清可降低人13腔表皮癌

耐药细胞株KB．A．1多药耐药基因MDRl和P-糖蛋白

(P．gP)的表达，逆转肿瘤细胞的耐药嵋。。新近的研究表

明，MDRI基因启动子区有一反向CCAAT位点(又称Y

盒)，该位点可被一种核转录因子Y盒结合蛋白(Y—box

binding protein 1，YB．1)结合，YB-l通过与Y盒的结合

调控MDRI／P-gP的表达旧’。本研究从YB-1通路进一

步探讨肠胃清逆转肠癌耐药的分子机制。

材料与方法

1 细胞系和细胞培养人大肠癌细胞株HCT8及

耐长春新碱细胞株HCT8／V购于南京凯基生物公司，

分别接种于含10％小牛血清的RPMI 1640培养液(含

青霉素、链霉素各100 U／mL)中，37℃、5％CO：、饱和湿

度培养箱中常规培养，HCT8／V细胞(其耐药倍数为

20．24倍)培养体系中加入终浓度为2 000 ng／mL硫酸长

春新碱以维持耐药性，所有实验均在停用长春新碱培养

2周后取处于对数生长期的细胞进行。

2药品试剂和仪器设备肠胃清药物血清制备：

肠胃清口服液由生黄芪、生白术、八月札、野葡萄藤、藤

梨根等组成，由本院药剂科负责制剂，每毫升含生药

1．33 g。SD大鼠20只，体重200～250 g，雌雄各半，随

机分为2组，每组10只，肠胃清药物血清组，50 g／kg

的剂量给大鼠灌胃；空白对照组，灌服等体积的生理盐

水。连续给药5天，末次给药后禁食(12 h)不禁水2 h

后，腹主动脉采血，离心，分离血清，56℃水浴30 min

灭活，使用0．22斗m微孔滤膜过滤除菌分装，一80'12

冰箱保存备用。

新生牛血清(美国GIBCO公司)，RPMI一1640培养

基干粉(美国GIBCO公司)，PCR引物由SAGON公司

合成，Trizol(GIBCO公司)，RT—PCR试剂盒(上海生物

工程有限公司)，YB-1羊抗人第一抗体(Cell Signaling

technology公司)，兔抗山羊二抗(北京中杉金桥公

司)，P·gP鼠抗人单抗(美国Chemieo公司)，FITC标记

IgG抗体(美国Chemico公司)，EMSA试剂盒(Promega

公司)，CO：恒温培养箱(CELL240型，德国贺利氏公

司)；倒置显微镜(日本Olympus公司)；PCR仪(Bio-

Rad公司)；低温高速离心机(美国Beckman公司)；流

式细胞仪(Becton Dickinson公司)；凝胶成像系统(上

海复日科技公司)。

3 Western blot方法检测肠胃清药物血清对

HCT8／V细胞中YB．1核移位的影响 实验分为HCT8

组、HCTS／V组、HCT8／V加空白血清组、HCTS／V加

1．25％肠胃清药物血清组、HCT8／V加2．5％肠胃清药

物血清组、HCT8／V加5％肠胃清药物血清组，经药物

血清预处理细胞24 h后，裂解细胞，分离细胞质蛋白

和细胞核蛋白，蛋白定量后，一80℃冻存。将变性总

量为40斗g蛋白上样，SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳后，转

移至固相支持体，室温下，将膜在PBST缓冲液中漂洗

3次，滴加YB一1羊抗人第一抗体溶液(1：1000稀释)，

4℃下过夜；将膜在PBST缓冲液中漂洗3次，加入兔

抗山羊二抗溶液(1：1000稀释)，室温下2 h；NBT／

BCIP显影，结果进行扫描和密度分析。

4 EMSA法分析肠胃清药物血清对HCT8／V细

胞中YB一1与MDRl基因启动子结合活性的影响 细

胞在含不同浓度的肠胃清药物血清的培养基中培养

48 h，提取细胞核总蛋白，进行YB．1探针标记(Pro-

mega公司)。合成双链寡聚核苷酸序列5’．ATCAG-

CAlYrCAGTCAATCCGGGcc-3’，其中包括CAAT基序。

按照要求配置8％非变性聚丙烯酰胺凝胶；将2斗L超

纯水同2“L Buffer E混合均匀，于室温20 min；100 ng

DNA模板和50斗g细胞核总蛋白加入上述管中，室温

20 min；8％非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳；电泳后，清

水洗净聚丙烯酰胺凝胶；聚丙烯酰胺凝胶置于50 mL

l×TBS和5斗L核酸染料中，室温，避光染色20 min；

用清水洗净聚丙烯酰胺凝胶后，置于凝胶成像系统中

扫描分析，以灰度值表示。

5 RT—PCR检测肠胃清药物血清对HCT8／V细

胞中MDRl mRNA的影响 细胞在含不同浓度的肠胃

清药物血清的培养基中培养48 h后，Trizol法提取总

RNA，逆转录后的PCR扩增条件为97℃5 min；95℃

30 s，55℃30 s，72℃1 min，30次循环；72℃10 rain；

4℃30 min。取PCR扩增产物4“L在1．5％琼脂凝

胶电泳，用凝胶成像分析系统，以GAPDH作内参照进

行目的基因表达水平的半定量分析。各个基因的引物

序列见表l。

表1 引物序列
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6 流式细胞仪检测肠胃清药物血清对HCTS／V

细胞膜表面P．gP表达的影响 使用不同浓度的肠胃

清药物血清处理48 h后，用0．25％胰蛋白酶消化后收

集细胞，PBS清洗1次，于4℃1 000 r／rain离心10

rain。离心后弃上清，将敏感和耐药细胞浓度调至l×

106 cells／mL，取细胞悬液100仙L，加入鼠抗人P·gP单

抗(美国Chemieo公司)2斗L，4℃避光30 rain，PBS洗

3次，加入FITC标记IgG(美国chemico公司)l仙L，

4℃避光30 rain，PBS洗3次后用流式细胞术测定细

胞表面荧光强度值。

7统计学分析 用四川大学华西公共卫生学院

卫生统计学教研室研制PEMS 3．1统计软件进行统计

学分析。各组数据指标用牙±s表示，方差齐性检验

后，采用单因素多样本均数比较，均数间两两比较采

用SNK-q检验(Student—Newman·Keuls法)。

结 果

1 肠胃清药物血清对HCT8／V细胞中YB-1核

移位的影响(图1，表2) 在HCT8细胞，YB一1表达细

胞质强于细胞核，而在HCT8／V细胞，细胞核YB—l表

达增强。不同浓度的药物血清处理后，HCT8／V细胞

核内的YB．1的表达逐渐减弱，细胞质内的YB-1的表

达逐渐增强，但细胞质和细胞核内灰度值的总和差异

不明显(P>0．05)。

注：1为HCT8组；2为HCT8／V组：3为HCT8／V加空白血

清组；4为HCT8／V加1．25％药物血清组；5为HCT8／V加2．5％

药物血清组：6为HCT8／V加5％药物血清组；图2同

图1肠胃清药物血清对HCT8及HCT8／V细

胞中YB．1核移位的影响。

2 肠胃清药物血清对HCT8／V细胞中YB-1与

lVIDRI基因启动子结合活性的影响(表2)HCT8／V

细胞YB．1与MDRl基因启动子结合带灰度值明显高

于HCT8细胞，在肠胃清药物血清的作用下，其结合带

灰度值逐渐下降，呈剂量依赖性，至5％药物血清的浓

度时其值接近敏感细胞水平，提示肠胃清药物血清能

够降低YB．1与MDRI基因启动子结合的活性而起到

逆转耐药的作用。

表2 各组YB-1及DNA结合灰度值比较 (i±s)

组别 n YB．1(胞质)YB．I(胞核)DNA结合灰度值

HCT8 3 155±13 46±5 465±45

HCT8／V 3 85±8’’ 120±9’+ 1 490±119’’

HCTS／V加宅白血清 3 94±9¨ “5±ll¨ l 4t5±124¨

HCI"8／V加1．25％药物血清3 123±13+A 8l±7‘+△△I 116±89。’△△

HCTS／V加2．5％药物血清3 137±12△△ 59±8△△893±76¨△△
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注：与HCT8组比较，’P<0．05，”P<0．0l；与HCT8／V组比较，

△P<0．05．△,ap<O．01

3 肠胃清药物血清对HCT8／V细胞中IVIDRl、

I～IRP和YB一1 mRNA的影响(图2、表3) HC鸭／V细胞

中的MDRl水平明显高于HCT8细胞，且随着肠胃清药

物血清作用浓度的增加，其光密度比值逐渐降低，呈现

剂量依赖关系，与HCT8／V比较，差异具有统计学意义

(P<0．05，P<0．01)。而MRP和YB．1的水平无明显

变化，与HCT8细胞相比，差异无统计学意义(P>

0．05)。

图2肠胃清药物血清对耐药相关基因

的mRI崎A表达影响的电泳图

4肠胃清药物血清对HCT8／V细胞膜表面P—gP

表达的影响(表3) 结果表明，HCT8／V细胞膜表面

的荧光强度值明显高于HCT8细胞，在肠胃清药物血

清作用后，HCT8／V细胞的荧光强度值减弱(P<0．05，

P<0．01)，逐渐接近敏感细胞水平。提示肠胃清逆转

HCT8／V的耐药机制可能通过下调细胞膜表面的P—gP

表达来完成。

表3 各组lVIDRl mRb／A、IVIRP mRNA、YB-1 mltNA及P—gp表达的影响 (i±s)

注：与HCl"8组比较，‘．P<O．05，”P<O．01；与HCTS／V组比较，△P<O．05，△△P<O．01
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讨 论

肿瘤多药耐药(MDR)是指肿瘤细胞接触一种抗

癌药物后，除了对该药产生耐药，对结构不同作用机制

不同的其他药物也产生耐药。MDR产生的机制非常

复杂，可能包括：药物的外排增加和摄入减少；药物作

用靶标改变；代谢转化改变；DNA损伤修复增强；凋亡

相关通路改变；细胞增殖速率变化等等¨。，其中研究

最多的是药物外排机制。一般认为典型的MDR具有

以下特点：(1)多出现在天然来源的抗肿瘤药物，如长

春碱、长春新碱、秋水仙碱、鬼臼毒素及其人工半合成

衍生物(如鬼臼乙叉甙、鬼臼噻吩甙)、蒽环类抗生素

(如阿霉素、柔红霉素等)、丝裂霉素等；(2)细胞内抗

肿瘤药物积聚减少；(3)细胞膜上出现一种名为P-gP

的特殊蛋白质¨。。本实验所采用的人大肠癌耐长春

新碱细胞株HCT8／V由长春新碱诱导而成，其耐药倍

数为20．24倍，且对5．氟尿嘧啶、顺铂、羟基喜树碱、丝

裂霉素4种结构和作用机制各异的化疗药物的耐药倍

数分别为：3．16、40．86、1．72、3．59倍，有交叉耐药现

象，具有多药耐药性。流式细胞仪检测也提示耐药细

胞表面P-gP荧光强度明显高于亲代细胞，以上均符合

典型的MDR特点。

P．gP作为药物外排泵。能量依赖性地将化疗药

物转运出细胞外，减少药物在细胞内的蓄积，导致

MDR，同时P．gP还抑制Caspases活性，引起广泛的抗

凋亡作用旧1。P．gP由MDRI基因编码，MDRl基因启

动子中含有多个正调控和负调控元件，多种转录因子

和阻遏蛋白参与了MDRI基因的表达调控。近年来

转录因子YB一1在调控MDRl基因的转录、肿瘤细胞

的耐药形成方面越来越受到重视¨。。

YB一1是一种分子量为43-kDa的蛋白质，一般分

布于细胞的胞浆，当细胞受到抗癌药物、紫外线照射、

高温等刺激后，YB．1由胞浆进入细胞核，在细胞核内

与靶基因启动子区反向CCAAT位点相结合，从而调

控靶基因的转录¨1。本研究表明，经化疗药物长春新

碱诱导的结肠癌细胞HCT8／V MDRl基因表达增加，

同时YB．1胞浆表达减少，胞核增加，与亲代细胞

HCT8相比，整个细胞YB．1 mRNA及蛋白的表达没有

明显变化，说明MDRl基因表达增加与YB—l的核内

移位有关。EMSA分析表明，耐药细胞中YB一1与

MDRl基因启动子结合活性也有增加。Fujita一’的研

究证明，33％的乳腺癌患者使用紫杉醇后，既有YB-1

的核移位，又有P—gP的高表达，YB-1核移位与P-gp表

达显著相关。一系列临床研究也表明，卵巢癌、乳腺

癌、骨肉瘤、前列腺癌、肝癌等肿瘤，YB-1表达与肿瘤

的预后关系密切，因此，YB．1既可作为肿瘤的预后指

标，又可作为肿瘤治疗有希望的作用靶点¨⋯。

本研究表明，中药复方肠胃清药物血清处理后，整

个HCT8／V细胞YB一1表达水平并没有明显变化，主

要变化是胞浆胞核YB·1表达的比例水平，随着药物

血清浓度的增加，HCT8／V细胞胞浆YB．1表达逐渐

增加，胞核表达逐渐减少。RT—PCR方法检测YB．1

mRNA的表达情况，提示中药肠胃清对此无明显影响，

说明肠胃清对YB一1的影响主要在核移位方面。应用

EMSA法分析肠胃清药物血清对YB．1与MDRl基因

启动子结合活性的影响，发现随着药物血清浓度的增

加，HCT8／V细胞核中YB-1与MDRl基因启动子的结

合活性逐渐减弱。我们检测了YB—l靶基因MDRl以

及由其编码的蛋白P—gP水平，结果提示，随着药物血

清浓度的增加，HCT8／V细胞MDRl、P—gP表达逐渐减

弱，而对于多药耐药相关蛋白(MRP)影响不大。

既往的研究表明，中药复方或中药单体可抑制

P．gP的外排功能，恢复药物蓄积，还可抑制MDRl mR-

NA的转录，下调P-gP的过高表达⋯’”。。本研究在此

基础上，进一步探讨了中药引起MDRI mRNA的转录

下调的机制。研究证实，中药复方肠胃清可通过抑制

YB．1的核移位、降低YB．1与MDRl基因启动子结合

活性，抑制MDRl、P—gP过表达。由于肠胃清是复方制

剂，成分复杂，可能作用于耐药细胞的多个靶点，而且

YB．1可调控许多基因的表达，因此肠胃清逆转结肠癌

细胞耐药可能具有多个更加复杂的途径。
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第三届中医药现代化国际科技大会学术征文通知

第三届中医药现代化国际科技大会将于2010年11月25—26日在四川成都召开。现将有关征文等事项通

知如下：

1 征文内容 分会一：中医药创新与发展政府论坛：围绕中医药多边国际合作、标准化建设等征文。投稿邮

箱：icetcm-l@163．com；分会二：中医药学的现代理念与基础理论研究：围绕中医药现代理念、基础理论及作用机

制等征文。投稿邮箱：icetcm3rd@163．com；分会三：中医药防治慢性疾病与疗效评价研究：围绕慢性疾病中医药

诊疗方案、疗效评价等征文。投稿邮箱：icetcm20lOclinic@126．com；分会四：中医药防治重大传染病的研究：围绕

重大传染病中医药诊疗方案、疗效评价等征文。投稿邮箱：hui931222@sina．corn；分会五：中药资源的可持续开发

和保护：围绕中药资源保护、中药材规范化种植、质量标准等征文。投稿邮箱：liu—xianwu@yahoo．com．cn；分会

六：中药创新与产业发展：围绕中药新药研究开发、关键共性技术及产业发展等征文。投稿邮箱：tcm028@126，

com；分会七：民族医药发展与创新：围绕民族医药的保护、传承与发展等征文。投稿邮箱：gujiancd@163．com

2 联系人 学术委员会办公室(成都中医药大学科技处)彭腾，电话：86—28—61800101，13880376673，E-

mail：kjchjz@163．com

3详细征文要求及更多会议信息请关注大会网站：http：／／www．icetcm．org
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