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温郁金醇提物对人耐长春新碱胃腺癌细胞
FG&

#

D7"#

皮下移植瘤的逆转作用及对
H

糖蛋白表达的影响

蔡利军"宋淑萍!

"吕"宾"孟立娜

摘要"目的"通过建立人耐长春新碱胃腺癌细胞
FG&

#

D7"#

!

.=>A2=IJ=>/

#

2/I=IJ<>J K<IJ2=A A<>A/2

FG&

#

D7"# A/44I

"

FG&

#

D7"#E3&L

#裸鼠皮下移植瘤模型探讨温郁金醇提物逆转人胃癌多药耐药的作用及

可能机制$ 方法"运用四甲基偶氮唑蓝法!

0/JMN4 JM=<O-4N4 J/J2<O-4=P0

"

+))

#法对
FG&

#

D7"#E3&L

耐药

性进行鉴定"

:"

只
QRSQEA

裸小鼠"采用组织块法建立人胃癌
FG&

#

D7"#E3&L

皮下移植瘤模型"

! T%

周后

选取瘤体大小相近裸鼠
%9

只"按随机数字表法分为模型组"长春新碱!

.=>A2=IJ=>/

"

3&L

#组"温郁金低%高

剂量组及温郁金低%高剂量联合
3&L

组"共
9

组"每组
9

只$ 模型组给予生理盐水腹腔注射
#" 0SEUK

"

!

天

#

次&

3&L

组给予腹腔注射
3&L "

!

!8 0KEUK

"

!

天
#

次&温郁金低%高剂量组分别给予灌胃相应药物
#

!

$

%

!

!

8 KEUK

"

#

天
#

次"

#

次
"

!

! 0S

&温郁金低%高剂量联合
3&L

化疗组分别给予低%高剂量温郁金!

#

!

$

%

!

!

8 KEUK

#联合
3&L

!

"

!

!8 0KEUK

"

!

天
#

次#&各组均为
#$

天$ 观察各组瘤体生长情况"计算抑瘤率"同

时采用免疫组化及蛋白印迹法!

*/IJ/2> 14-J

#检测瘤体
H

糖蛋白!

H

!

K4NA-V2-J/=>

"

H

!

KV

#的定位及表达$

结果"

FG&

!

D7"#E3&L

对
3&L

%阿霉素!

RB+

#%

:

!氟尿嘧啶!

:

!

WX

#及顺铂!

BBH

#均有一定耐药性"其中

对
3&L

耐药性最强$

FG&

!

D7"#E3&L

脱药培养后增殖活性明显增强"各组荷瘤裸鼠随着时间的延长"肿瘤

体积逐渐增大"以温郁金高剂量联合
3&L

组体积最小$ 与模型组%

3&L

组比较"温郁金高剂量联合
3&L

组

较瘤体明显缩小!

H Y"

!

":

#"其抑瘤率!

:#

!

:9Z

#明显增高"差异亦有统计学意义!

H Y"

!

":

#$

*/IJ/2>

14-J

检测显示'与模型组比较"

3&L

组灰度值升高!

H Y "

!

":

#"温郁金高剂量组%温郁金低%高剂量联合

3&L

组中
H

!

KV

的相对表达量均明显减低!

H Y"

!

":

#$ 与
3&L

组比较"温郁金低%高剂量组及温郁金低%高

剂量联合
3&L

组
H

!

KV

的灰度值均降低!

H Y"

!

":

#$ 免疫组化显示'与模型组比较"温郁金高剂量组%温郁

金低%高剂量联合
3&L

组
H

!

KV

的表达积分均降低!

H Y"

!

":

#&与
3&L

组比较"温郁金低%高剂量组及温郁

金低%高剂量联合
3&L

组
H

!

KV

的表达积分均明显降低!

H Y"

!

":

#$ 结论"温郁金可逆转
FG&

!

D7"#E3&L

皮下移植瘤对
3&L

的耐药性"其作用机制可能与下调
H

!

KV

的表达有关"提示温郁金可能作为一种基于
H

!

KV

的多药耐药逆转剂$

关键词"温郁金&胃癌&多药耐药&移植瘤&

H

!糖蛋白

L/./2I<4 ;[[/AJ -[ &P2AP0< */>NP\=> ;]J2<AJ -> FG&

!

D7"#E 3&L (>@PA/@ FP1APJ<>/-PI )2<>I

!

V4<>J/@ )P0-2 => ,P@/ +=A/ <>@ (JI ;[[/AJ -> JM/ ;]V2/II=-> -[ H

!

K4NA-V2-J/=>

"

&R( S=

!

\P>

!

FC,G

FMP

!

V=>K

!

SX Q=>

!

<>@ +;,G S=

!
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"

B/V<2J0/>J -[ B=K/IJ=./ B=I/<I/

!

W=2IJ R[[=4=<J/@ ^-IV=J<4 -[ _M/

!

\=<>K &M=>/I/ +/@=A<4 X>=./2I=JN

!

^<>KOM-P

$

%#"""9

%!

&M=><

RQF)LR&)

%

C1\/AJ=./

%

)- /]V4-2/ JM/ 2/./2I<4 /[[/AJ -[ 0P4J=@2PK 2/I=IJ<>A/ -[ &P2AP0< */>NP

#

\=>

$

&*

%

<>@ =JI V-II=14/ 0/AM<>=I0 1N /IJ<14=IM=>K 3=>A2=IJ=>/

#

2/I=IJ<>J K<IJ2=A A<>A/2 FG&

#

D7"# A/44I

$

FG&

#

D7"#E3&L

%

=>@PA/@ IP1APJ<>/-PI J2<>IV4<>J/@ JP0-2 => >P@/ 0=A/5 +/JM-@I

%

W=2IJ `/ =@/>J=[=/@

JM/ 2/I=IJ<>A/ -[ FG&

#

D7"#E 3&L 1N PI=>K 0/JMN4 JM=<O-4N4 J/J2<O-4=P0

$

+))

%

5 )M/ FG&

#

D7"#E 3&L =>

#

@PA/@ IP1APJ<>/-PI J2<>IV4<>J/@ JP0-2 0-@/4 `<I /IJ<14=IM/@ => :" QRSQEA >P@/ 0=A/ 1N J=IIP/ 14-AU
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0/JM-@5 R[J/2 !

'

% `//UI %9 0=A/ `=JM I=0=4<2 JP0-2 I=O/ `/2/ I/4/AJ/@ <>@ @=.=@/@ =>J- 9 K2-PVI 1N 2<>

#

@-0 @=K=J J<14/

!

=5/5

!

JM/ 0-@/4 K2-PV

!

JM/ 3=>A2=IJ=>/

$

3&L

%

K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/ &* K2-PV

!

JM/ M=KM

@-I/ &* K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

<>@ JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

9 =>

/<AM K2-PV5 ,-20<4 I<4=>/ `<I =>J2<V/2=J->/<44N =>\/AJ/@ J- 0=A/ => JM/ 0-@/4 K2-PV <J #" 0SEUK

!

->A/ V/2

! @<NI5 3&L `<I =>J2<V/2=J->/<44N =>\/AJ/@ J- 0=A/ => JM/ 3&L K2-PV <J "

(

!8 0KEUK ->A/ V/2 ! @<NI5 &*

<J #

(

$ <>@ !

(

8 KEUK `<I <@0=>=IJ/2/@ J- 0=A/ => JM/ 4-` <>@ M=KM @-I/ &* K2-PVI 1N K<IJ2-K<.<K/

!

"

(

! 0S /<AM J=0/

!

->A/ @<=4N 5 &* <J #

(

$ <>@ !

(

8 KEUK `<I <@0=>=IJ/2/@ 1N K<IJ2-K<.<K/ <>@ 3&L `<I

=>J2<V/2=J->/<44N =>\/AJ/@ <J "

(

!8 0KEUK

!

->A/ V/2 ! @<NI J- 0=A/ => JM/ 4-` @-I/ &* A-01=>/@ 3&L

K2-PV <>@ JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV5 R44 0/@=A<J=-> 4<IJ/@ [-2 #$ @<NI5 )M/ JP0-2 K2-`JM

`<I -1I/2./@5 )M/ =>M=1=J=-> 2<J/ `<I A<4AP4<J/@5 +/<>`M=4/

!

JM/ V-I=J=->=>K <>@ /]V2/II=-> -[ H

#

K4NA-

#

V2-J/=>

$

H

#

KV

%

`/2/ @/J/AJ/@ 1N =00P>-M=IJ-AM/0=IJ2N <>@ */IJ/2> 14-J5 L/IP4JI

%

FG&

#

D7"#E3&L M<@

IJ2->K 2/I=IJ<>A/ J- 3&L

!

R@2<0NA=>

$

RB+

%!

[4P-2-P2<A=4

$

:

#

WX

%!

<>@ &=IV4<J=>

$

BBH

%!

/IV/A=<44N J-

3&L5 H2-4=[/2<J=-> <AJ=.=J=/I -[ FG&

#

D7"#E3&L `/2/ I=K>=[=A<>J4N />M<>A/@ <[J/2 @2PK /4PJ=->5 )M/ JP0-2

.-4P0/ K2<@P<44N =>A2/<I/@ <I J=0/ `/>J 1N5 )M/ JP0-2 .-4P0/ `<I JM/ 0=>=0P0 => JM/ M=KM @-I/ &*

A-01=>/@ 3&L K2-PV5 )M/ JP0-2 .-4P0/ `<I -1.=-PI4N 2/@PA/@ => JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@ 3&L

K2-PV `=JM -1.=-PI4N 2/@PA/@ `=JM =>A2/<I/@ =>M=1=J=-> 2<J/ -[ :#

(

:9Z

!

`M/> A-0V<2/@ `=JM JM<J -[ JM/

0-@/4 K2-PV <>@ JM/ 3&L K2-PV

$

H Y"

(

":

%

5 */IJ/2> 14-J J/IJ IM-`/@ JM<J

!

`M/> A-0V<2/@ `=JM JM/ 0-@

#

/4 K2-PV

!

JM/ K2<N 4/./4 -[ H

#

KV => JM/ 3&L K2-PV =>A2/<I/@

$

H Y"

(

":

%!

<>@ JM/ 2/4<J=./ /]V2/II=-> -[ H

#

KV => JM/ M=KM @-I/ &* K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

<>@ JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@

3&L K2-PV I=K>=[=A<>J4N @/A2/<I/@

$

H Y"

(

":

%

5 &-0V<2/@ `=JM JM/ 3&L K2-PV

!

JM/ K2<N 4/./4 -[ JM/ H

#

KV

@/A2/<I/@ => JM/ 4-` @-I/ &* K2-PV

!

JM/ M=KM @-I/ &* K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

<>@ JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

$

H Y"

(

":

%

5 L/IP4JI -[ =00P>-M=IJ-AM/0=IJ2N IM-`/@ JM<J

!

`M/> A-0V<2/@ `=JM JM/ 0-@/4 K2-PV

!

/]V2/II=-> IA-2/I -[ H

#

KV => JM/ M=KM @-I/ &* K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/

&* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

<>@ JM/ M=KM @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV @/A2/<I/@ `=JM IJ<J=IJ=A<4 @=[[/2/>A/

$

H Y"

(

":

%

5 &-0V<2/@ `=JM JM/ 3&L K2-PV

!

/]V2/II=-> IA-2/I -[ H

#

KV `/2/ -1.=-PI4N 4-`/2/@ => JM/ 4-`

@-I/ &* K2-PV

!

JM/ M=KM @-I/ &* K2-PV

!

JM/ 4-` @-I/ &* A-01=>/@ 3&L K2-PV

!

<>@ JM/ M=KM @-I/ &*

A-01=>/@ 3&L K2-PV

$

H Y"

(

":

%

5 &->A4PI=->I

%

&* A-P4@ 2/./2I/ JM/ @2PK 2/I=IJ<>A/ -[ FG&

#

D7"#E3&L

IP1APJ<>/-PI J2<>IV4<>J/@ JP0-25 R>@ =JI 0/AM<>=I0 0=KMJ 1/ 2/4<J/@ J- @-`>

#

2/KP4<J=>K JM/ /]V2/II=-> -[

H

#

KV

!

IPKK/IJ=>K JM<J &* A-P4@ 1/ PI/@ <I < U=>@ -[ 0P4J=@2PK 2/I=IJ<>A/ 2/./2I<4 <K/>J 1<I/@ -> H

#

KV5

a;6*CLBF

%

&P2AP0< `/>NP\=>

&

K<IJ2=A A<>A/2

&

0P4J=@2PK 2/I=IJ<>A/

&

J2<>IV4<>J/@ JP0-2

&

H

#

K4NA-

#

V2-J/=>

""胃癌在我国发病率占消化系统肿瘤首位!占癌症

病死率
#E$

'

#

(

) 虽然手术及新辅助化疗在恶性肿瘤治

疗领域取得了很大的进步!但总体疗效仍不尽人意)

据美国癌症协会提供的统计资料显示!有
b7"Z

的肿

瘤患者的死因或多或少与耐药有关'

!

!

%

(

) 肿瘤多药耐

药$

0P4J=

#

@2PK 2/I=IJ<>A/

!

+BL

%是指肿瘤细胞对一

种抗肿瘤药物出现耐药的同时!对其他结构和作用机

制不同的抗肿瘤药物产生交叉耐药性!是导致化疗失

败的主要原因) 因此!肿瘤
+BL

相关研究的成功与

否!直接关系到恶性肿瘤患者化疗的疗效及预后!其意

义非常重大'

$

!

:

(

) 本研究前期发现温郁金提取物体外

具有较强的抗胃癌活性!其中以醇提取物最强!其体外

最大抑制率达到
D%

!

#Z

!细胞形态学检查见典型的凋

亡改变!流式细胞仪测得典型的凋亡峰'

9

(

) 其对胃癌

的多药耐药是否也有一定的抑制作用!其机制如何*

本研究主要通过人耐长春新碱胃腺癌细胞
FG&

#

D7"#

$

.=>A2=IJ=>/

#

2/I=IJ<>J K<IJ2=A A<>A/2 FG&

#

D7"#

A/44I

!

FG&

#

D7"#E3&L

%耐药性的鉴定并建立人胃癌

FG&

#

D7"#E3&L

皮下移植瘤模型!探讨温郁金逆转人

胃癌多药耐药的作用及
H

糖蛋白$

H

#

K4NA-V2-J/=>

!

H

#

KV

%表达的关系)

材料与方法

#

"细胞株"人胃癌
FG&

#

D7"#

$编号
)&^P $9

%

购自中国科学院上海细胞所并由浙江中医药大学附属

第一医院中心实验室保存!长春新碱多药耐药细胞株
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FG&

#

D7"#E3&L

购自上海天呈科技有限公司)

!

"动物"

:"

只
$ T9

周龄
QRSQEA

裸小鼠!

FHW

级!雌雄各半!体重$

#8

$

!

%

K

!由中国科学院上海动物

研究所提供!动物合格证号#

F&ca

$沪%

!"#!

%

"""!

)

浙江中医药大学动物实验与研究中心
FHW

级饲养区#

室温
!! T !$

&+湿度维持在
$"Z T 9"Z

+噪音
Y

:" @Q

)

%

"药物"温郁金产于浙江温州瑞安!由浙江中医

药大学附属第一医院制剂中心代购!将温郁金
:"" K

洗净晾干!机械粉碎后!加
7:Z

乙醇
#"

倍量!充分混

匀搅拌!浸泡
%" 0=>

后!回流提取
!

次!第
#

次

#

!

: M

!第
!

次
# M

!提取上层乙醇浸提液!合并浸提液

放置于旋转蒸发仪中加热真空抽吸$水浴设温度为

9"

&!旋转蒸发仪速度为
:" 2 E0=>

%!直到没有乙醇

蒸发出为止!将所有获得的醇提取物置于烘箱中
8 M

!

蒸发其中的水分及乙醇!流浸膏加纯化水配置成

:"" 0S

!生药含量
# KE0S

)

$

"主要试剂及仪器"注射用硫酸长春新碱$

.=>

#

A2=IJ=>/

!

3&L

!浙江海正药业股份有限公司!批号#

#!"7"!

%!注射用盐酸多柔比星$

R@2<0NA=>

!

RB+

!

浙江海正药业股份有限公司!批号#

#!":"!

%!

:

#氟尿

嘧啶注射液$

W4P-2-P2<A=4

!

:

#

WX

!天津金耀氨基酸有

限公司!批号#

#!"8!8#

%!注射用顺铂 $

&=IV4<J=>

!

BBH

!德州德药制药有限公司!批号#

#!"9"8

%!盐酸

维拉帕米注射液$

3/2<V<0=4

!

3H

!上海禾丰制药有限

公司!批号#

###""#

%!鼠抗人
+BL

抗体$美国博士德

公司%)

:

"细胞培养"将人胃癌细胞用含
#"Z

热灭活新

生牛血清的
LH+( #9$"

培养基于
:Z &C

!

+

%D

&条

件下培养!

FG&

#

D7"#E 3&L

细胞的培养液中含有

"

!

# "KE0S 3&L

以稳定其耐药表型)

9

"人胃癌
FG&

#

D7"#E 3&L

皮下移植瘤模型的

制备"参照文献'

D

!

8

()

FG&

#

D7"#E3&L

细胞在不

含
3&L

的培养液中!稳定传代
!

周后!取处于对数生

长期的细胞!常规胰蛋白酶消化制备单细胞悬液) 用

生理盐水重悬细胞!计数调整细胞浓度为
#

'

#"

D

E0S

)

取
$

(

9

周龄
QRSQEA

裸鼠
9

只!雌雄各半) 常规消

毒裸鼠右侧前肢近背部!用
# 0S

微量注射器吸取人

胃癌耐药细胞
FG&

#

D7"#E 3&L

单细胞悬液!确定针

头位于裸鼠右侧前肢近背部皮下后!注入
"

!

! 0S

制

备好的单细胞悬液!细胞数约为
!

'

#"

9 个) 细胞接种

术后酒精棉球压迫穿刺点
%" I

) 独立送风隔离笼内

FHW

条件下!恒温恒湿饲养) 经过
#8 T!"

天的潜伏

期后!可见接种部位逐渐长大!待裸鼠皮下肿瘤生长至

"

!

8 T#

!

! A0

时!选择肿瘤生长旺盛且无溃破的荷瘤

裸鼠!脱颈椎处死!皮肤予
#Z

碘伏+

D:Z

酒精消毒用

眼科剪剪开皮肤!沿移植瘤包膜剥离皮下肿瘤组织!将

剥离的移植瘤块于无菌条件下!用生理盐水冲洗净表

面的血污!去除坏死组织和纤维组织) 取肿瘤边缘新

鲜实质的肿瘤组织!用眼科剪剪成约
# 00

'

# 00

'

# 00

大小的组织块!将裸鼠用
#Z

戊巴比妥钠

$" 0KEUK

腹腔注射麻醉后!在超净台用手术刀切开裸

鼠右侧前肢近背部皮肤!将上述肿瘤组织块接种于裸

鼠右侧前肢近背部!并用手术缝合线缝合切口)

第
!

代裸鼠均于移植后约
D

天出瘤!至大约
%

周!移

植瘤直径约为
"

!

: A0

!呈瘤率
#""Z

) 荷瘤裸鼠随机

抽取
!

只送病理以证实造模成功$图
#

%!前期预实验

提示造模成功率
#""Z

)

图
#

%造模后移植瘤组织病理图$

^;

! '

#""

%

D

"动物分组及干预方法"裸鼠共
:"

只!接种后

约
%

周!选择瘤体直径约
"

!

: A0

+肿瘤生长良好+无

自发性出血坏死+瘤周无感染病灶的荷瘤裸鼠共
%9

只

为实验模型) 采用随机数字表法将荷瘤鼠分为模型

组+

3&L

组+温郁金低剂量组+温郁金高剂量组+温郁

金低剂量联合
3&L

组及温郁金高剂量联合
3&L

组!

共
9

组!每组
9

只) 参照,药理实验方法学-

'

7

(

.人和

动物按体表面积折算的等效剂量比率表/计算给药

量) 模型组给予生理盐水腹腔注射
#" 0SEUK

!

3&L

组给予腹腔注射
3&L "

!

!8 0KEUK

!

!

天
#

次&温郁金

低+高剂量组分别给予灌胃相应药物
#

!

$

+

!

!

8 KEUK

$分别相当于成人临床剂量的
#

+

!

倍%!

#

天
#

次!

#

次

"

!

! 0S

&温郁金低+高剂量联合
3&L

组给予低+高剂

量温郁金$灌胃
#

!

$

+

!

!

8KEUK

%联合
3&L

$腹腔注射

"

!

!8 0KEUK

!

!

天
#

次%!各组均为
#$

天)

8

"观测指标及检测方法

8

!

#

"人胃癌
FG&

#

D7"#E3&L

株耐药性的鉴定

采用四甲基偶氮唑蓝法 $

0/JMN4 JM=<O-4N4 J/J2<O-4=

#



"!"*+%" 中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

P0

!

+))

%检测) 选择对数生长期
FG&

#

D7"#

+

FG&

#

D7"#E3&L

细胞!加入适量
"

!

!:Z

胰酶消化!使贴壁

细胞脱离!用各自的完全培养基制成单细胞悬液!

!$ M

后!实验组细胞加入
#"" "S

含
3&L

+

RB+

+

:

#

WX

+

BBH

的完全培养基!使药物终浓度分别为
3&L

$

FG&

#

D7"#

组浓度为
"

!

"$

+

"

!

"!

+

"

!

"#

+

"

!

"":

+

"

!

" "!: "KE0S

&

FG&

#

D7"#E 3&L

组浓度为
!""

+

#""

+

:

+

"

!

8

+

"

!

$ "KE0S

%+

RB+

$浓度均为
$"

+

$

+

"

!

$

+

"

!

"$

+

"

!

""$ "KE0S

%+

:

#

WX

$

FG&

#

D7"#

组浓度

为
# """

+

#""

+

#"

+

#

+

"

+

# "KE0S

&

FG&

#

D7"#E3&L

组

浓度为
# !:"

+

#!:

+

#!

!

:

+

#

!

!:

+

"

!

#!: "KE0S

%+

BBH

$浓度分别为
%

+

#

!

:

+

"

!

D:

+

"

!

%D:

+

"

!

# 8D: "KE0S

%&

用自动酶标仪在波长
$7" >0

处测定每孔的吸光度值

$

R

%!计算细胞生长抑制率) 抑制率$

Z

%

d

'$阴性对

照组
R

%空白对照组
R

% %$实验对照组
R

%空白对照

组
R

%(

E

$阴性对照组
R

%空白对照组
R

% '

#""Z

)

使用
FHFF

软件计算
(&

:"

及耐药指数)

(&

:"

为细胞抑

制率为
:"Z

时所需的药物浓度!耐药指数
d (&

:"

$

FG&

%

D7"#E3&L

%

E(&

:"

$

FG&

%

D7"#

%)

8

!

!

"各组移植肿瘤生长情况"游标卡尺测量裸

鼠移植瘤的长径$

<

%和短径$

1

%!按下面公式计算肿瘤

体积$

3

%#

3

)

#E !

'

<

'

1

!

!每
!

天测量
#

次 $共

8

次%!绘制肿瘤生长曲线)

8

!

%

"各组瘤体大体观察及抑瘤率比较"末次给

药后次日!脱颈椎处死动物!剖取瘤体组织大体观察并

称重!计算抑瘤率!抑瘤率$

Z

%

d

$对照组瘤重 %治疗

组瘤重%

E

对照组瘤重'

#""Z

)

8

!

$

"

*/IJ/2> 14-J

法检测
H

#

KV

的表达情况

按照
Q2<@[-2@

法提取各组标本的蛋白!调节样品蛋白

浓度为
$" "KE"S

!灌胶!上样!转膜!

H

#

KV

一抗用封闭

液以
#

*

# """

稀释!

$

&层析柜中孵育
% M

或过夜&一

抗孵育完毕后!用
)QF

#

)

缓冲液洗脱
%

次 '

#" 0=>

&

将
H

#

KV

二抗用封闭液以
#

*

#" """

稀释!室温孵育

# T! M

&用
)QF

#

)

缓冲液洗脱
%

次'

#" 0=>

&曝光!用

凝胶成像系统$

&M/0=B-A cLF INIJ/0

%分析目的

条带的面积+宽度+灰度值)

8

!

:

"免疫组化测定移植瘤中
H

#

KV

的表达"采

用丹麦
BRaC

公
;>3=I=->)+

二步法)

H

#

KV

为以细

胞浆或胞膜表达为主!呈棕黄色颗粒状染色) 以
HQF

代替一抗作为阴性对照) 显微镜先在
#""

倍视野下

确定
:

个染色明显区域!再在
!""

倍视野下记录每个

区域一个视野内的阳性细胞数!取其平均值) 根据文

献'

#"

(!采用如下的评分标准#以细胞浆或胞膜表达

颗粒的着色深浅及着色的阳性细胞数进行评分!阳性

染色深度#未见染色为
"

分!轻度染色为
#

分$染成浅

黄色%!中度染色为
!

分$染成棕黄色%!深度染色为

%

分$染成棕褐色%!

!#

分为表达阳性) 阳性细胞数

记分#

"Z T #Z

为
"

分!

!Z T !:Z

为
#

分!

!9Z T

:"Z

为
!

分!

:#Z T D:Z

为
%

分!

D9Z T #""Z

为
$

分!根据阳性染色深度和阳性细胞数两项指标计分)

7

"统计学方法"数据应用
FHFF #D

!

"

统计软

件包分析) 计量资料以
]

$

I

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
SFB

法!计数

资料用
W=IM/2

精确检验法!等级资料用秩和检验)

H Y"

!

":

为差异有统计学意义)

结""果

#

"人胃癌
FG&

#

D7"#E3&L

耐药性比较$表
#

%

FG&

#

D7"#E3&L

对
3&L

+

RB+

+

:

#

WX

+

BBH

均有一定

耐药性!其中对
3&L

耐药性最强!达
: :8$

!

D87

倍)

表
#

%

FG&

#

D7"#E3&L

细胞株耐药性比较

组别
>

(&

:"

$

"KE0S

!

]

$

I

%

FG&

#

D7"# FG&

#

D7"#E3&L

耐药

指数

3&L % "

+

"#7

$

"

+

""" #"9

+

##"

$

%

+

""8 : :8$

+

D87

RB+ % "

+

!::

$

"

+

"!9 :

+

D""

$

"

+

9#" !!

+

%:%

:

#

WX % %

+

%%:

$

"

+

!9D !"

+

D#!

$

:

+

"7D 9

+

!#"

BBH % "

+

DD8

$

"

+

#:! #

+

":7

$

"

+

#"# #

+

%9#

!

"各组移植瘤的生长情况比较$图
!

%"从移植

瘤的生长曲线可以看出!随着时间的延长!移植瘤的

体积逐渐增大!以温郁金高剂量联合
3&L

组体积

最小)

图
!

%各组瘤体生长曲线图

%

"各组移植瘤瘤体大体观察及抑瘤率比较

$表
!

!图
%

%"裸鼠皮下移植瘤呈圆形或椭圆形!实质

表面可见丰富的血管网!部分可见结节状突起!其中可

见
%

只裸鼠移植瘤表面有破溃!脓液!后自愈) 瘤体解



中国中西医结合杂志
!"#$

年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

"!"*!%"

剖后!肿块表面覆一薄层包膜!与周围组织边界清楚!

易于剥离) 切面呈鱼肉状!瘤体较大者切开中央有小

片坏死区!较小者均为实质性!无坏死) 与模型组及

3&L

组比较!温郁金高剂量联合
3&L

组瘤重均减轻!

差异有统计学意义$

H Y"

!

":

%!余各组间差异均无统

计学意义$

H b"

!

":

%) 与模型组及
3&L

组比较!温郁

金高剂量联合
3&L

组抑瘤率增高$

:#

!

:9Z

%!差异有

统计学意义$

H Y"

!

":

%)

表
!

%各组裸鼠瘤重及抑瘤率比较%

组别
>

瘤重$

K

!

]

$

I

% 抑瘤率$

Z

%

模型
9 "

+

9$

$

"

+

!:

0

3&L 9 "

+

:7

$

"

+

%# D

+

8#

温郁金低剂量
9 "

+

:!

$

"

+

%# #8

+

D:

温郁金高剂量
9 "

+

$8

$

"

+

#! !:

+

""

温郁金低剂量联合
3&L 9 "

+

$$

$

"

+

!$ %#

+

!:

温郁金高剂量联合
3&L 9

"

+

%#

$

"

+

"7

"#

:#

+

:9

"#

""注#与模型组比较!

"

H Y"

+

":

&与
3&L

组比较!

#

H Y"

+

":

""注#

R

为模型组&

Q

为
3&L

组&

&

为温郁金低剂量组&

B

为温郁金高剂量组&

;

为温郁金低剂量联合
3&L

组&

W

为温

郁金高剂量联合
3&L

组

图
%

%移植瘤大体观图

$

"各组移植瘤中
H

#

KV

灰度值比较$表
%

!图
$

%

与模型组比较!

3&L

组灰度值升高$

H Y "

!

":

%!温郁

金高剂量组+温郁金低剂量联合
3&L

组及温郁金高剂

量联合
3&L

组中
H

#

KV

的灰度值明显减低$

H Y"

!

":

%&

表
%

%各组
H

#

KV

灰度值比较"$

]

$

I

%

组别""""

> H

#

KV

灰度值

模型
9 #

+

"#D

$

"

+

"9"

3&L 9

#

+

%D%

$

"

+

#77

"

温郁金低剂量
9

"

+

8DD

$

"

+

"#:

#

温郁金高剂量
9

"

+

9"D

$

"

+

"$D

"#

温郁金低剂量联合
3&L 9

"

+

%9D

$

"

+

"!#

"#

温郁金高剂量联合
3&L 9

"

+

%%"

$

"

+

"#"

"#

""注#与模型组比较!

"

H Y"

+

":

&与
3&L

组比较!

#

H Y"

+

":

""注#

R

为模型组&

Q

为
3&L

组&

&

为温郁金低剂量组&

B

为温郁金高剂量组&

;

为温郁金低剂量联合
3&L

组&

W

为温

郁金高剂量联合
3&L

组

图
$

%各组移植瘤
H

#

KV

表达图

与
3&L

组比较!温郁金低+高剂量组+温郁金低剂量联

合
3&L

组及温郁金高剂量联合
3&L

组
H

#

KV

的灰度值

均降低!差异均有统计学意义$

H Y"

!

":

%)

:

"各组移植瘤中
H

#

KV

的表达比较 $表
$

!图
:

%

H

#

KV

以细胞浆或胞膜表达为主!呈棕黄色颗粒状染

色) 模型组+

3&L

组着色深染!呈棕褐色!温郁金低+

高剂量组着色较浅!呈棕黄色!而温郁金联合
3&L

组

着色浅淡!呈淡黄色) 与模型组比较!温郁金高剂量

组+温郁金低剂量联合
3&L

组及温郁金高剂量联合

3&L

组
H

#

KV

的表达积分降低!差异有统计学意义

$

H Y"

!

":

%!

3&L

组及温郁金低剂量组差异无统计学

意义$

H b"

!

":

%&与
3&L

组比较!温郁金低+高剂量组

及温郁金低+高剂量联合
3&L

组
H

#

KV

的表达积分明

""注#

R

为模型组&

Q

为
3&L

组&

&

为温郁金低剂量组&

B

为

温郁金高剂量组&

;

为温郁金低剂量联合
3&L

组&

W

为温郁金高

剂量联合
3&L

组

图
:

%各组移植瘤中
H

#

KV

表达

$

;>3=I=->)+

二步法! '

!""

%
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年
##

月第
%$

卷第
##

期
&'()*+

!

,-./01/2 !"#$

!

3-45 %$

!

,-

!

##

表
$

%各组移植瘤中
H

#

KV

表达比较"$

]

$

I

%

组别""""

> H

#

KV

表达

模型
9 D

+

9D

$

"

+

8!

3&L 9 8

+

:"

$

!

+

"D

温郁金低剂量
9

:
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显降低!差异有统计学意义$
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讨""论

尽管近几年来胃癌的全世界的发病率及病死率呈

下降趋势!但在东亚'

!

!

##

!

#!

(

!特别是我国!胃癌的发病

率及病死率在整个恶性肿瘤仍占居前列$城市第
%

位!农村第
#

%

'

#

(

!进展期胃癌患者的化疗在整个胃癌

的治疗中占了重要的地位) 尽管近年来多种新药的应

用以及化疗方案不断规范化及调整!已经为进展期胃

癌的临床治疗提供了更多的有效手段!如顺铂+奥沙利

铂!紫杉醇类!

:

#

WX

衍生物如希罗达!爱斯万$

F

#

#

%等

已越来越多应用于胃癌临床治疗中!有文献报道!胃癌

联合化疗有效率约
$"Z T9"Z

'

#%

(

) 虽然手术及新辅

助化疗在恶性肿瘤治疗领域取得了很大的进步!但总

体疗效仍不尽人意!临床上缺乏有效的逆转胃癌多药

耐药的药物选择)

+BL

由多种途径诱导!形成机制相当复杂!分为

经典和非经典
+BL

两大类机制) 与细胞膜有关的经

典的药物转运耐药机制'

#$

(涉及到
RQ&

$

R)H 1=>@=>K

A<II/JJ/

%型膜载体蛋白家族!该家族至少有
:"

种蛋

白质!有一些
RQ&

转运蛋白能将抗肿瘤药物排出细

胞外!从而降低细胞内药物浓度!使细胞产生耐药!包

括#$

#

%

H

#糖蛋白&$

!

%

+BL

相关蛋白$

+LH

%&$

%

%肺

耐药相关蛋白$

SLH

%&$

$

%乳腺癌耐药蛋白$

Q&LH

%)

其中有
H

#

KV

介导的
+BL

是目前研究最为广泛和深

入的耐药机制)

H

#

KV

是由
+BL#

基因编码的一种

R)H

依赖跨膜转运蛋白!

H

#

KV

是
+BL#

基因过度表

达的产物!由
'P4=<>- LS

等'

#:

(在
#7D9

年发现!人类

正常组织中有不同程度的
H

#

KV

表达!而几乎所有类

型的肿瘤中均有表达)

H

#

KV

主要位于细胞膜!小部分

位于内质网和高尔基体!

H

#

KV

是分子量为
#D"UB

的

一个跨膜蛋白!由
# !8"

个氨基酸组成!其中
# !!"

个

氨基酸构成
!

个串联重复序列!另
9"

个氨基酸构成

两者之间的连接区) 在细胞膜内侧!

H

#

KV

含有两个

R)H

结合结构域) 目前已经得到的
%

!

8

埃分辨率的

H

#

KV

晶体结构
c

射线衍射图显示!

H

#

KV

有一个约

9 """

埃的内部空腔!空腔内部具有不同的药物结合

位点!其结合具有立体异构专一性!主要通过疏水作用

相结合) 此空腔具有向胞浆和脂质双分子层内部小叶

开放的开口!药物通过细胞膜扩散进入细胞后!可进入

此开口!然后结合在
H

#

KV

上的
R)H

水解释放能量!引

起
H

#

KV

的构象变化!使
H

#

KV

面向膜外侧的区域打

开!将药物排出细胞'
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温郁金又名黑郁金!主产于浙江温州瑞安一带!为

姜科植物温郁金$

&P2AP0< `/>NP\=> 65^5 &M/> /J

&5S=>K

%的干燥块根'

#8

(

!始载于,新修本草-!具有活

血止痛+行气解郁+凉血+利胆退黄的功效) 本课题前

期研究显示其具有良好的抗胃癌活性!同时对胃癌也

具有一定的化学预防作用'

#7

%
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(

) 本研究通过建人胃

癌
FG&

#

D7"#E 3&L

皮下移植瘤模型!观察温郁金逆

转人胃癌
FG&

#

D7"#E3&L

皮下移植瘤对
3&L

的耐

药作用及对
H

#

KV

表达的影响)

研究发现
FG&

#

D7"#E 3&L

具有较强的耐药性!

对
3&L

+

RB+
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WX

+

BBH

均有一定耐药性!其中对

3&L

耐药性最强达
: :8$

!

D87

倍!

FG&

#

D7"#E 3&L

脱药培养后增殖活性明显增强!与文献报道相似!是一

种胃癌多药耐药的理想细胞模型!可用于肿瘤逆转药

物或成分的筛选) 裸鼠皮下移植造模成功率
#""Z

!

经过
!

周给药后!而温郁金联合
3&L

干预组较之模

型组比较瘤体明显缩小!其中以温郁金高剂量联合

3&L

组体积最小!与
3&L

组比较!差异有统计学意义
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H Y"
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%!其抑瘤率为
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!

:9Z

!与模型组及
3&L

组比较!差异均有统计学意义$

H Y"
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%!揭示人常规

剂量温郁金及
3&L

对人胃癌
FG&

#

D7"#E 3&L

皮下

移植瘤无明显抑制作用!而联合
3&L

组可明显抑制

移植瘤的生长!提示温郁金可逆转
FG&

#

D7"#E 3&L

皮下移植瘤对
3&L

的耐药性或增强
3&L

的细胞

毒性)

*/IJ/2> 14-J

检测发现
H

#

KV

表达是在相对分子

量
#D"UB

处呈现印迹!各组细胞蛋白在上样量相同的

条件下!

3&L

组条带显色最强!模型组其次!温郁金及

联合组相对较弱$

H Y"
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%!免疫组化见
H

#
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以细胞

浆或胞膜表达为主!呈棕黄色颗粒状染色) 高剂量温

郁金及温郁金联合
3&L

可以减低
H

#

KV

的表达!而且

高剂量温郁金联合
3&L

能够通过协同
3&L

下调

H

#

KV

的表达) 提示
3&L

刺激可能增强
H

#

KV

表达!增

加细胞耐药性!而高剂量温郁金组及温郁金联合
3&L

组均能下调
H

#

KV

表达!其中以温郁金联合
3&L

组下

调明显!与
3&L

组及模型组比较!差异有统计学意义

$

H Y"
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%) 提示其作用机制可能与下调
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表达
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有关!温郁金可能作为一种基于
H

#

KV

的多药耐药逆

转剂)

本研究发现人常规剂量温郁金及
3&L

对人胃癌

FG&

#

D7"#E3&L

皮下移植瘤无明显抑制作用!而联合

用药可明显抑制移植瘤的生长!高剂量温郁金联合

3&L

可明显抑制瘤体的生长$

H Y"

!
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%!但低剂量温

郁金联合
3&L

差异无统计学意义$

H b"

!

":

%!可能与

本次实验的给药时间$

#$

天%有关!适当延长给药时间

将可能更有价值) 但温郁金除了影响药物泵经典蛋白

H

#

KV

外!是否还影响其他膜转运蛋白如多药耐药相关

蛋白+乳腺癌耐药相关蛋白及肺耐药相关蛋白等仍需

要进一步研究)
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