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温郁金逆转胃癌
FG&D8"#E2&H

多药耐药性机制的研究

戴金锋"蔡利军"陈超英"俞"瑾"吕"宾

摘要"目的"探讨温郁金正丁醇提取物!

&I1.I/= *-@JIK>@ @

#

LIMJ4 =4.3N34 -OM1=.M

"

&*6P<

#逆

转
FG&D8"#E2&H

细胞株多药耐药性!

/I4M>

#

B1IQ 1-R>RM=@.-

"

+,H

#的机制$ 方法"将
FG&D8"#E2&H

细胞与不同浓度的
&*6P<

及维拉帕米!

2-1=S=/>4

"

2T

#共培养
!$ N

后加入阿霉素作用
#

%

!

%

$ N

"以未

干预的
FG&D8"#E2&H

为空白组"以单纯阿霉素干预组为对照组"采用流式技术检测
&*6P<

对胞内
P,+

浓度的影响$ 细胞处理同前"不予阿霉素干预"以未干预的
FG&D8"#E2&H

为对照组"采用
*-RM-1@ 043M

研究
&*6P<

对
FG&D8"#E2&H

细胞中
T

#

QS

%

G&F

及
UHT

蛋白表达的影响$ 免疫组化进一步说明
&*6

#

P<

对
T

#

QS

定位及表达量的影响$ 结果"与
P,+

组比较"

*9"

%

*$"

%

*!"

及
2T#"

组荧光表达比例明显

升高"差异有统计学意义 !均
T V"

!

":

#$

FG&D8"#E2&H

细胞中
T

#

QS

%

G&F

及
UHT

的相对表达量明显高

于不耐药株"差异有统计学意义!

T

均
V"

!

":

#"而
9"

%

$" !QE/U &*6P<

及
#" !QE/U 2T

均可明显下调

前两者的表达"但不影响
UHT

的表达$ 免疫组化证实
T

#

QS

主要表达在细胞膜及胞浆内"细胞核膜上亦有表

达"

&*6P<

可以下调上述所有部位的
T

#

QS

$ 结论"

&*6P<

通过抑制
T

#

QS

及
G&F

的表达逆转

FG&D8"#E2&H

细胞株
+,H

"对
UHT

无明显影响"考虑
&*6P<

有潜力成为逆转高表达
T

#

QS

及
G&F

细

胞株
+,H

的药物$
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""调查显示近年来胃癌发病率仍居世界第二位!更

是第二大癌症死因'

#

(

) 据美国癌症协会提供的统计

资料显示!

8"a

以上的肿瘤患者的死因多与耐药有

关'

!

(

) 温郁金!性味辛*苦*寒!归肝心肺经!有活血止

痛*行气解郁*清心凉血*利胆退黄的功效!属于浙江道

地药材'

%

(

) 温郁金提取物中的许多单体有较好的逆

转肿瘤多药耐药的作用'

$

$

;

(

!由于肿瘤多药耐药机制

较复杂!单体作用靶点相对较少!而目前多认为多靶点

药物的作用更好'

D

(

!故本实验采用温郁金正丁醇提取

物 $
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%观察其逆转肿瘤多药耐药性的效果)

材料与方法

#

"人胃癌细胞株"人胃癌
FG&D8"#

细胞株购

自中科院上海细胞所并由浙江省中医院中心实验室保

存!人胃癌
FG&D8"#E2&H

多药耐药细胞株购自上海

天 呈 科 技 有 限 公 司 $ 货 号
)&

#

!#8:

! 批 号

!"###!!##%$"9

%)

!

"材料及试剂"温郁金!浙江中医药大学制药厂

提供&注射用硫酸长春新碱 $

2>@.1>RM>@-

!

2&H

!

#

/QE

支!浙江海正药业股份有限公司!批号#

##"9"#

%&

注射用盐酸多柔比星$

PB1>=/J.>@

!

P,+

!

#" /QE

支!

浙江海正药业股份有限公司!批号#

##"#"#

%*盐酸维

拉帕米注射液$

2-1=S=/>4

!

2T

!上海禾丰制药有限公

司!

: /QE! /U

!产品批号#

###!"#L

%)

HT+( #;$"

及
TLF

$杭州科易生物技术有限公司!

:"" /UE

瓶!生

产批号分别为
!"#%"%#!

和
!"#%"%!"

%*

"

!

!:a

含

<,)P

及不含
<,)P

的胰蛋白酶$吉诺生物医药技术

有限公司%&

T

#糖蛋白$

T

#

Q4J.3S13M->@

!

T

#

QS

%一抗

$博士德!美国%*

"

#

=.M>@

一抗 $

&-44 F>Q@=4>@Q

!美

国%*抗鼠二抗 $

'=R^R3@

!美国%*肺相关耐药蛋白

$

4I@Q 1-R>RM=@.- S13M->@

!

UHT

%一抗*葡萄糖神经

酰胺合成酶 $

G4I.3RJ4.-1=/>B- RJ@MN=R-

!

G&F

%

一抗*抗兔二抗 $

T13M->@M-.N

!美国%*

H(TP

裂解液

$北京普利莱基因有限公司%!三羟甲基氨基甲烷

$

)1>R

!

P/-1-R.3

! 美国%*十二烷基硫酸钠$

F,F

!

P/-1-R.3

!美国%*甘氨酸$

P/-1-R.3

!美国%!过硫

酸铵$

PTF

!

P/-1-R.3

!美国%*

)]--@!"

$

P/-1-R

#

.3

!美国%*

%"a

丙烯酰胺溶液$

L>3

#

H=B

!美国%*牛血

清白蛋白$

LFP

%标准品$

L>3

#

H=B

!美国%*蛋白浓度

测定
L&P

试剂盒$北京普利莱基因有限公司%*蛋白

/=1^-1

$

L>3

#

H=B

! 美国%*

)<+<,

$

P@BJ0>3

! 美

国%*

<&U

液$

L>3

#

H=B

!美国%&小鼠二步法检测试剂

盒$中杉金桥%*

,LP

试剂盒$

F>Q/=

!美国%)

%

"仪器"生物学安全台$

F*

#

#

#

PEL%

!上海上

净净化设备有限公司%!流式细胞仪$

L, Z=4.3@

!美

国%!免疫印迹检测系统$

L>3

#

H=B

!美国%!凝胶成像系

统
&N-/>,3bHF

$

L>3

#

H=B

!美国%!多功能全波长酶

标仪系统$

L>3)-^

!美国%!倒置生物显微镜$

bTF

#

#9

!

&C(&

!韩国%)

$

"

&*6P<

的制备及稀释"取温郁金生药

#

!

: ^Q

洗净晾干!采用机械粉碎法粉碎后用
!$ U

正丁

醇浸泡!充分混匀搅拌!室温下静置
!$ N

后!小心抽取

上层正丁醇浸提液
: U

!并将其液放置在旋转蒸发仪

中加热真空抽吸$水浴温度
;"

%!旋转蒸发仪速度

:" 1 E/>@

%!待无正丁醇蒸发出来时!在药渣中再加入

正丁醇
: U

!重复上述操作
9

次!将所获得的所有正丁

醇提取物置于烘箱中烘烤
9 N

!除去其中的水分及残

留的正丁醇! 最终获得黏稠的棕黑色
&*6P<

#:" /U

!以每小瓶
#" /U

分装后灭菌!每毫升含生药

#" Q

!置于$

9"

%冰箱储存备用) 使用前称取一定质

量的
&*6P<

! 先予
,+FC

助溶! 母 液 浓 度 为

#"" /QE/U

!采用
!! !/

过滤器除菌!再用
TLF

稀

释至
;$" !QE/U

分装存储于 $

!"

%!使用时经
#;$"

培养基稀释至所需浓度)

:

"细胞培养"

FG&D8"#E2&H

及
FG&D8"#

细

胞用含
#"a

胎牛血清及
HT+( #;$"

培养基于
:a

&C

!

*

%D

% 下培养&

FG&D8"#E2&H

细胞的培养液中

含有
"

!

# !QE/U 2&H

以稳定其耐药表型)

;

"流式细胞技术检测
FG&

#

D8"#E 2&H

胞内

P,+

荧光表达"取对数生长期的
FG&

#

D8"#E 2&H

细胞以
9 c#"

&

#"

% 个
E

孔接种于
$9

孔板上) 细胞分
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;

组#空白对照组*

P,+

组*

*9"

组*

*$"

组*

*!"

组

及
2T#"

组)

P,+

组加入
P,+

!

*9"

*

*$"

*

*!"

组

分别加
P,+

及
9" !QE/U

*

$" !QE/U

*

!" !QE/U

&*6P<

!

2T#"

组加
P,+

与
#" !QE/U 2T

!每组
%

个孔!

!$ N

后去原培养液!除空白对照组外各加入

"

!

: !QE/U P,+

) 每组中的
%

个孔分别避光培养
#

*

!

*

$ N

后收集细胞!

TLF

漂洗
%

次!用流式细胞仪检

测细胞内
P,+

荧光强度!激发波长
$99 @/

!接收波

长
:D: @/

)

D

"

*-RM-1@ 043M

法检测
FG&D8"#E2&H

中
T

#

QS

*

UHT

及
G&F

表达 " 细胞分
:

组! 分别为

FG&D8"#

组*

FG&D8"#E2&T

组*

2T#"

组*

*$"

组*

*9"

组)

FG&D8"#

组为未经干预的
FG&D8"#

细

胞!

FG&D8"#E2&T

组为未经干预的
FG&D8"#E2&H

细胞!

2T#"

组加入
#" !QE/U 2T

!

*$"

*

*9"

组加入

9" !QE/U

*

$" !QE/U &*6P<

!药物作用
!$ N

!提取

总蛋白!

L&P

蛋白定量方法测样品蛋白浓度) 蛋白样

品内加入
:

&上样缓冲液!并于
#""

%水浴中煮

: />@

!置于$

9"

%保存) 在
#" a

分离胶及
: a

浓

缩胶上以每孔
%" !Q

蛋白量上样后进行
F,F

#

TPG<

聚丙烯酰胺凝胶电泳!后使用
L>3

#

H=B

蛋白转移装置

夹板转膜) 封闭液中室温孵育
# c ! N

&分别加入

T

#

SQ

*

UHT

及
G&F

一抗
$

%过夜!

#

&

)LF)

洗膜
%

次&加入二抗!室温孵育膜
# N

) 同前洗膜
%

次) 用

<&U

#

TUYF

化学发光试剂盒检测!以凝胶成像系统

&N-/>,3bHF

曝光摄像!并用
dI=@M>MJ C@-

软件测

量条带灰度值!计算目的蛋白相对表达量!蛋白相对表

达量
e

目的蛋白灰度值
E

相应
P.M>@

灰度值)

9

"免疫组化测定
T

#

QS

蛋白的表达"制备培养

爬片!实验分组同
*-RM-1@ L43M

!每组设
!

个复孔!药

物作用
!$ N

后按以下步骤进行实验#

TLF

漂洗
!

次!

# />@E

次&冷丙酮固定
#" />@

&

TLF

漂洗
%

次!

: />@E

次&

"

!

:a M1>M3@

#

#""

透膜
!" />@

&

TLF

漂洗

%

次同前&

"

!

%a X

!

"

!

去离子水孵育
%" />@

&

TLF

漂

洗
%

次同前&

#"a

胎牛血清封闭
%" />@

&

TLF

漂洗同

前&

T

#

QS

一抗 $

#

'

!""

%

$

%过夜&鼠二抗
%D

%孵育

!" />@

&

,PL

显色!待镜下观察到棕黄色颗粒形成时

以流水冲洗
#" />@

!再以苏木精复染
%" R c! />@

!

再流水冲洗
#" />@

&以
9:a c 8"a c #""a

乙醇及

#""a

二甲苯脱水!各
: />@

&倒置显微镜下观察)

8

"统计学方法"数据应用
FTFF #D

!

"

统计软

件包分析!结果以
O

(

R

表示!多组间均数比较采用单

因素方差分析!组间两两比较采用
UF,

法)

T V"

!

":

为差异有统计学意义)

结""果

#

"

FG&

#

D8"#E2&H

胞内
P+,

荧光表达结果比

较$表
#

% "与
P,+

组比较!

*9"

*

*$"

*

*!"

及

2T#"

组荧光表达比例明显升高!差异有统计学意义

$均
T V "

!

":

%!但
$

组作用差异无统计学意义$

T f

"

!

":

%)

表
#

%各组细胞
#

*

!

*

$ N

胞内
P,+

荧光表达比较"$

O

(

R

%

组别
@

不同时间点
P,+

荧光表达

# N ! N $ N

空白对照
% "

)

!"

(

"

)

#! "

)

$:

(

"

)

#D "

)

$:

(

"

)

#D

P,+ % #9

)

;"

(

#"

)

!9 DD

)

9:

(

D

)

D8 98

)

;:

(

!

)

$9

*9" %

D!

)

8:

(

##

)

#$

!

8"

)

9:

(

;

)

;$

!

8%

)

8"

(

$

)

D%

!

*$" %

;8

)

!:

(

##

)

9%

!

98

)

8"

(

D

)

#;

!

8:

)

%:

(

%

)

";

!

*!" %

D#

)

D:

(

%

)

:!

!

99

)

8"

(

D

)

D$

!

8%

)

9"

(

%

)

D"

!

2T#" %

;$

)

#:

(

D

)

;9

!

98

)

9"

(

%

)

$;

!

8:

)

8"

(

#

)

D%

!

""注#与
P,+

组同期比较!

!

T V"

)

":

!

"

FG&

#

D8"#E2&H T

#

QS

*

UHT

及
G&F

蛋白表达

比较$图
#

$

%

%"与
FG&D8"#E 2&H

组比较!

2T#"

*

*$"

及
*9"

组
G&F

*

T

#

QS

表达均降低$

T V"

!

":

%!但

*$"

及
*9"

组间差异无统计学意义 $

T f"

!

":

%!

UHT

在各组间表达差异无统计学意义$

T f"

!

":

%)

""注#

P

为
FG&D8"#

组&

L

为
FG&D8"#E2&H

组&

&

为
2T#"

组&

,

为
*$"

&

<

为
*9"

组&与
FG&D8"#E

2&H

组比较!

!

T V"

)

":

&图
!

$

$

同

图
#

%各组
T

#

QS

蛋白表达比较

%

"

FG&D8"#E2&H

中
T

#

QS

蛋白表达$图
$

%"

T

#

QS

阳性呈棕黄色颗粒!

FG&

#

D8"#

及
FG&

#

D8"#E

2&H

细胞株均有表达!

FG&

#

D8"#E2&H

细胞株
T

#

QS
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年
#!

月第
%$

卷第
#!

期
&'()*+

!

,-.-/0-1 !"#$

!

2345 %$

!

63

!

#!

图
!

%各组
UHT

蛋白表达比较

图
%

%各组
G&F

蛋白表达比较

表达明显高于
FG&

#

D8"#

株!其表达以细胞浆或胞膜

表达为主!核膜上也有表达) 经温郁金及
2T

处理后

T

#

QS

的表达均减少)

讨""论

王茵萍等'

9

(及林一帆等'

8

(均认为从瘀论治是治

疗胃癌的重要方法之一) 温郁金作为活血化瘀类药

物!前期实验也证明其在抗肿瘤中有一定的作用'

#"

(

!

而多药耐药是肿瘤发展中的一个阶段!到达该阶段必

然需要长时间多因素的作用!久病必瘀!故活血化瘀在

多药耐药阶段仍是主要治疗方法之一) 目前关于温郁

金及其提取物如姜黄素*榄香烯等逆转肿瘤多药耐药

的研究已有许多!多集中于
T

#

QS

*

+HT

的研究!尚无

UHT

及
G&F

的研究'

!#

(

)

近年来
G&F

被证实其在凋亡过程中扮演了重要

的角色) 其产物葡糖神经酰胺$

Q4I.3RJ4.-1=/>B-

!

图
$

%各组
T

#

QS

蛋白表达比较"$免疫组化! &

$""

%

G4.&-1

%有抗凋亡作用!同时它又可以将尿嘧啶双磷

酸葡萄糖转化为神经酰胺!后者是促凋亡物质!故

G&F

的异常可以导致凋亡与抗凋亡的平衡!在肿瘤多

药耐药中起了一定的作用'

##

(

) 本实验中也证实多药

耐药株中
G&F

表达明显升高!故考虑
&*6P<

逆转

胃癌耐药的其中一个机制就是下调多药耐药株
G&F

的表达实现的)

&*6P<

处理后
FG&D8"#E2&H

胞内阿霉素荧光

浓度明显增高) 影响胞内药物浓度的一般机制主要是

细胞屏障作用加强!抵抗药物入胞!药物外排泵及胞内

分解药物的酶功能加强或数量增多'

#!

!

#%

(

) 其中药物泵

属于经典的多药耐药机制'

#$

(

)

T

#

QS

研究最广泛!但

UHT

比
T

#

QS

更易在恶性肿瘤中表达) 多药耐药相关

蛋白$

/I4M>S4- 1-R>RM=@.- S13M->@

!

+HT

%在多数组织

中都表达!但是表达水平都不高) 本实验中
FG&D8"#E

2&H

耐药株表面
T

#

QS

及
UHT

都表达增加!而
&*6

#

P<

及
2T

可明显下调
T

#

QS

的表达!但对于
UHT

无明

显影响) 考虑
T

#

QS

及
UHT

的机制不同所致!前者属于

P)T

依赖的盒式转运蛋白 $

P)T

#

0>@B>@Q .=RR-MM-

M1=@RS31M-1

!

PL& M1=@RS31M-1

%家族成员!主要作用是

在药物进入胞内后结合在
T

#

QS

上的
P)T

水解释放能

量!引起
T

#

QS

的构象变化!使
T

#

QS

面向膜外侧的区域

打开!将药物排出细胞'

#:

(

)

UHT

耐药谱较经典耐药蛋

白
T

#

QS

广泛!能够介导对顺铂*卡铂*烷化剂等一些
T

#

QS

不能介导的药物耐受'

#;

(

!这些药物的一些共同特点是以
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!
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"!"!!%"

,6P

为靶点!这也暗示
UHT

可能主要通过核靶点屏蔽

机制引起
+,H

'

#D

(

!它作为核孔复合物$

@I.4-=1 S31-

.3/S4-O

!

6T&

% 参与细胞质与细胞核间物质交换的调

控!另一方面与细胞质中的囊泡运输有关) 研究发现

UHT

与顺铂$

.>R

#

S4=M>@I/

!

,,T

%敏感性有关!与
P,+

*

足叶 乙 甙 $

-M3S3R>B-

%*

2&H

无 关'

#9

!

#8

(

) 本 实 验

FG&D8"#E2&H

多药耐药细胞株主要对
2&H

*

P,+

耐

药!同时对
,,T

也有一定耐药性!但同样高表达
UHT

!考

虑与前面提到的
UHT

在组织比较容易表达相关)

综上所述可得出结论#温郁金能有效逆转人胃癌

细胞株
FG&D8"#E2&H

的多药耐药性!其机制主要是

下调了
T

#

QS

及
G&F

!对
UHT

无明显作用!

T

#

QS

表达

的下降有效地增加了胞内化疗药物的浓度!

G&F

表达

下降则促进了相关化疗药物诱导的细胞凋亡) 临床实

践中温郁金有较多的应用!并无明显的不良反应!故

&*6P<

有望成为逆转高表达
T

#

QS

和
G&F

的肿瘤

的多药耐药性的治疗药物)
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