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基金项目#山东省中医管理局科研计划资助项目$

635 !""7

"

#8"

%&山东省自然基金"青年博士基金资助项目$

635 9:!"##;;"$!

%

作者单位#

#5

山东省肿瘤医院内八科$济南
!$"##8

%&

!5

山东中医药大学基础医学院$济南
!$"%$$

% &

%5

山东省肿瘤医院人力资源部$济南

!$"##8

%&

<5

山东省肿瘤医院内七科$济南
!$"##8

%

通讯作者#唐晓勇"
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#
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浙贝母碱对
E$<7D

顺铂耐药肺癌细胞株核苷酸

>F&&#

基因及
GFH

表达的影响

唐晓勇#

$唐迎雪!

$许$鹏%

$周海燕#

$韩$丽<

摘要$目的$观察浙贝母碱对肺癌
E$<7D

顺铂!

,,H

"耐药细胞切除修复互补基因
#

!

-I.@J@3K 1-L?@1

.13JJ

#

.3/L4-/-KA?A@3K #

#

>F&&#

"及肺耐药蛋白!

4MKN 1-J@JA?KA L13A-@K

#

GFH

"表达的影响$ 方法

体外培养肺癌
E$<7D,,H

细胞#将对数生长期的细胞分为空白对照组%

,,H

组%川芎嗪组!

,,H

加川芎嗪"

及浙贝母碱组!

,,H

加浙贝母碱"$ 药物作用
<O P

后#采用
F)

#

H&F

法检测
>F&&# /F6E

表达#细胞免

疫荧光法检测细胞
GFH

表达水平$ 结果$

,,H

组与空白对照组
>F&&

#

# /F6E

及
GFH

蛋白表达水平比

较#差异无统计学意义!

H Q"

!

"$

"$ 与
,,H

组比较#川芎嗪及浙贝母碱组
>F&&# /F6E

及
GFH

蛋白表

达水平明显降低 !

H R "

!

"$

"&浙贝母碱组
>F&&# /F6E

及
GFH

蛋白表达水平明显低于川芎嗪组

!

H R"

!

"$

"$ 结论$浙贝母碱可逆转肺癌
E$<7D,,H

细胞株的多药耐药#其作用机制可能与抑制
>F&&#

/F6E

表达及
GFH

表达有关$

关键词$浙贝母碱&肺癌&多药耐药&切除修复互补基因
#

&肺耐药蛋白
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"
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%

"
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$$目前"晚期肺癌的主要治疗措施是以化疗为主的综

合治疗' 肺癌多药耐药$

/M4A@L4- T1MN 1-J@JA?K.-

"

+,F

%限制了化疗疗效的提高"也成为肺癌复发转移的

重要原因' 因此干预和逆转多药耐药是提高肺癌疗效

的重要手段'

H

#

NL

糖蛋白介导了经典的耐药途径"而

肺癌对顺铂$

,,H

%的耐药还可通过人肺耐药蛋白

$

4MKN 1-J@JA?KA L13A-@K

"

GFH

%高表达(

#

)和核苷酸切

除修复$

KM.4-3A@T- -I.@J@3K 1-L?@1

"

6>F

%系统失调

完成(

!

)

' 浙贝母碱是中药浙贝母的主要成分"近年来其

抗肿瘤*逆转耐药的作用逐渐得到认同(

%

)

' 切除修复互

补基因
#

$

-I.@J@3K 1-L?@1 .13JJ

#

.3/L4-/-KA?A@3K

#

"

>F&&#

%

/F6E

能增强
,6E

的修复能力介导铂类

药物的多药耐药(

!

)

"

GFH

被认为与
,,H

原发耐药关系

密切' 本课题组采用
F)

#

H&F

法和细胞免疫荧光法"

研究浙贝母碱对肺癌耐药细胞株
E$<7D,,H

的逆转作

用"并进一步探讨其作用机制'

材料与方法

#

$细胞株$人肺腺癌耐药细胞株
E$<7D,,H

购

自上海拜力生物科技有限公司"批号#

&&G

"

#O$

' 浓

度#每瓶含
#

%

#"

=

D/G

细胞'

!

$药品*试剂及主要仪器$浙贝母碱$贝母素甲%

购自山东省食品药品检验所$批号#

!"#""$#%"

%"

,,H

$山东齐鲁制药有限公司"批号#

#""$%#

%"

FH+(

#

#=<"

培养基*小牛血清$

U@0.3

公司%"

>F&&#

及
#

#

?.A@K

引

物由上海英骏生物科技有限公司合成"川芎嗪购自山东

省食品药品检验所$批号#

!"#""="!"

%"

F6E

逆转录试

剂盒#济南博雅生物技术公司提供'

+I%"""H F-?4

#

A@/- H&F

仪$

:A1?A?U-K-

公司%"电泳仪$北京东方仪

器厂%"电泳槽$北京东方仪器厂%&凝胶紫外分析仪$北

京赛志创业科技有限公司%'

%

$细胞培养$采用
#!b

胎牛血清培养
E$<7D

,,H

细胞"以
! $ND/G

的
,,H

维持其耐药性&细胞

在
%8

&*

$b &C

!

的培养箱中培养"

!

天传代
#

次'

实验前
!

周将
E$<7D,,H

细胞换用无
,,H

的培养基

培养"选取对数生长期的细胞进行实验' 前期实验研

究确定川芎嗪最佳逆转耐药的浓度为
!"" $ND/G

"浙

贝母碱最佳逆转耐药的浓度为
<"" $ND/G

'

<

$分组及给药$取处于对数生长期的
E$<7D

,,H

耐药细胞"将其分为空白对照组$不加任何药

物%*

,,H

组$加
,,H

使终浓度为
! $ND/G

%*川芎嗪

组 $

,,H

加川芎嗪"使终浓度分别为
! $ND/G

*

!"" $ND/G

%及浙贝母碱组$

,,H

加浙贝母碱"使终

浓度分别为
! $ND/G

*

<"" $ND/G

%"置培养箱中

%8

&*

$b&C

!

的培养箱中培养"作用细胞
<O P

' 分

别取加药处理的细胞"

"

!

!$b

胰蛋白酶消化"制备单

细胞悬液"调整细胞浓度为
#

%

#"

8 个
D/G

'

$

$

F)

#

H&F

检测
>F&&# /F6E

表达$$

#

%

)1

#

@_34

法抽提总
F6E

&$

!

%逆转录反应$

F)

%# 每组加

# $G C4@N3

$

T)

%"

# $G F6E

"

! $G

三磷酸脱氧核糖核

苷$

T6)H

%混合物"离心混匀'

=$

&水浴
$ /@K

后"

依次加入
< $G #"

%

F)

缓冲液"

# $G F6?J- (KP@0@

#

A31

"

# $G ++G2

逆转录酶&短暂离心"充分混匀&

%8

& 水浴
# P

进行逆转录&

8"

&水浴
#$ /@K

灭活逆

转录酶' 所得产物立即进行
H&F

' 目的基因及
#

#

?.

#

A@K

的基因序列通过基因库$

U-K- 9?K^

%获得"引物采

用
H1@/-1 H1-/@-1 <

!

#"

软件设计$由上海英骏生物

科技有限公司合成%"引物序列见表
#

' $

%

%聚合酶链式

反应$

H&F

%# 反应体系如下#模板
.,6E $ $G

"

#"

%

H&F

缓冲液
$ $G

"灭菌蒸馏水
#<

!

< $G

"

)?c

酶

"

!

! $G

"

>F&&#

上游引物
"

!

! $G

"

>F&&#

下游引物

"

!

! $G

' 反应条件#

7<

&预变性
$ /@K

&

7<

&变性

%" J

"

$O

&退火
%" J

"

8!

&延伸
%" J

"共
%"

个循环&

8!

&终延伸
8 /@K

&

H&F

产物"

!"

&保存' $

<

%电泳

步骤#采用透明胶封闭电泳板"琼脂糖溶液冷却至温热

时"倒入带梳子的电泳板中"冷却&加样#

H&F +?1^-1

#

# $G +?1^-1

加
# $G

加样缓冲液加
< $G

电泳缓冲液

混匀于干净的塑料膜上"加入孔中'

H&F

样品#

$ $G

H&F

产物加
# $G

加样缓冲液"混匀后依次加入孔中'

电压
7" 2

"电流
$" /E

进行电泳'

%" P

后"凝胶成像

分析仪中观察*照相&采用
E4LP?(/?N-1 !!"" :H::

*@K

软件分析光带相对灰度值'

表
#

%目的基因引物序列

基因 引物序列
扩增产物

大小

>F&&#

上游#

$

'#

&&&)UUUEE)))UU&UE&U)EE

#

%

'

!8% 0L下游#

$

'#

&)&&EUU)E&&U&&&EU&))&&

#

%

'

#

#

?.A@K

上游#

$

'#

E&E&)U)U&&&E)&)E&UEUU

#

%

'

下游#

$

'#

EUUUU&&UUE&)&U)&E)E&)

#

%

'

=!# 0L

=

$细胞上清
GFH

蛋白表达$参照文献(

<

)"采

用细胞免疫荧光法检测' $

#

%以
H9:

液漂洗
%

次"

8$b

乙醇固定
#$ d!" /@K

"

H9:

漂洗
%

次"

"

!

"$ $ND/G

e()&

室温下染色
!" d%" /@K

"再次用
H9:

漂洗
%

次

后荧光显微镜检测标本' $

!

%加入鼠抗人
GFH

单克

隆抗体$

#

(

$"

%"

<

&"

%" /@K

放置' 在
%8

&恒温水

浴中孵育
%" /@K

"

H9:

洗涤
!

次以除去未结合的多

余抗体'

H9:

离心洗涤
!

次"去尽上清液体&$

%

%加入
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#!

异硫氰酸荧光素
e()&

标记的羊抗鼠的二抗$

#

(

O"

%"

在
%8

&恒温水浴中孵育
%" /@K

"

H9:

洗涤
!

次以除

去未结合的多余抗体'

!""

目钢筛过滤' 检测时设阴

性对照以代替一抗"荧光显微镜下观察'

GFH

蛋白阳

性表达细胞呈现绿色荧光"高倍镜下$ %

<""

%随机观

察
$

个视野阳性细胞个数"取平均值' 以阳性细胞个

数表示
GFH

蛋白表达量'

8

$统计学方法$采用
:H:: #8

!

$

统计软件进

行数据处理' 计量资料以
I

)

J

表示"组间数据比较采

用单因素方差分析"两两比较采用
G:,

法"

H R"

!

"$

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组
>F&&# /F6E

表达水平比较$表
!

%

,,H

组与空白对照组
>F&&# /F6E

比较"差异无

统计学意义$

H Q"

!

"$

%&与
,,H

组比较"川芎嗪组及

浙 贝 母 碱 组
>F&&# /F6E

表 达 明 显 下 降

$

H R"

!

"$

%&与川芎嗪组比较"浙贝母碱组
>F&&#

/F6E

表达水平亦明显降低$

H R"

!

"$

%'

表
!

%各组
>F&&# /F6E

表达水平比较$$

I

)

J

%

组别
K >F&&# /F6E

空白对照
% "

*

=!

)

"

*

"<

,,H % "

*

$=

)

"

*

"%

川芎嗪
%

"

*

<$

)

"

*

"8

!

浙贝母碱
%

"

*

%!

)

"

*

"O

!"

$$注#与
,,H

组比较"

!

H R"

*

"$

&与川芎嗪组比较"

"

H R"

*

"$

$$注#

#

为空白对照组&

!

为
,,H

组&

%

为川芎嗪组&

<

为浙贝母碱组&

+

为
+?1^-1

图
#

%各组
>F&&# /F6E

表达电泳图

!

$各组
GFH

蛋白表达水平比较$表
%

"图
!

%$

药物作用
<O P

后"空白对照组和
,,H

组
GFH

蛋白表

达水平比较"差异无统计学意义$

H Q"

!

"$

%&与
,,H

组比较"川芎嗪组及浙贝母碱组
GFH

表达水平明显降

低$

H R"

!

"$

"

H R"

!

"#

%&与川芎嗪组比较"浙贝母碱

组
GFH

表达水平明显降低$

H R"

!

"$

%'

表
%

%各组
G

#

FH

蛋白表达水平比较$$

I

)

J

%

组别
K

GFH

$个
D//

!

%

空白对照
$ 7

*

O"

)

#

*

7!

,,H $ 7

*

!"

)

#

*

7"

川芎嗪
$

8

*

="

)

#

*

$!

!"

浙贝母碱
$

$

*

O"

)

#

*

%"

!""#

$$注#与空白对照组比较"

!

H R "

*

"#

&与
,,H

组比较"

"

H R "

!

"$

"

""

H R"

*

"#

&与川芎嗪组比较"

#

H R"

*

"$

$$注#

E

为空白对照组&

9

为
,,H

组&

&

为川芎嗪组&

,

为浙

贝母碱组&简头所示为蛋白表达增强

图
!

%细胞免疫荧光测定各组
GFH

蛋白表达$$ %

<""

%

讨$$论

肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一"发病率和病

死率在多数国家仍然呈现上升趋势' 早期诊断率低"

多数肺癌患者确诊时已属于中晚期"化疗是肺癌的主

要治疗手段"但是多药耐药的存在限制了肺癌化疗疗

效的进一步提高'

肿瘤多药耐药的可能机制包括细胞内的药物浓度

降低$如多药耐药基因及相关的
H

#

NL

蛋白*乳腺癌耐药

蛋白*

GFH

等糖蛋白的异常表达%*药物解毒系统活性

增强$如谷光甘肽#

:

#转移酶基因过表达(

$

)

*金属硫蛋白

增加(

=

)

%*

,6E

修复机制增强 $如
,6E

拓扑异构

酶(

8

)

%*

C=

"甲基鸟嘌呤
,6E

甲基转移酶(

O

)和核苷酸

切除修复系统活性增强(

7

)

*药物诱导的凋亡变更$如

9.4

#

!

(

#"

)

*

9?I

功能失调(

##

)

*

JM1[@[@K

(

#!

) 的过表达

等%' 其中
GFH

和
>F&&#

介导耐药是
,,H

耐药的重

要原因'

:.P-L-1 F'

等(

#%

) 在多药耐药细胞株

:*!#$8%DYF#!C

中发现"在无
H

#

NL

过表达的情况下"

细胞株仍能表现出多药耐药的特性"后发现该过程中高

表达一种分子量为
##" ^,

的蛋白质"因最早发现于肺

耐药细胞株中"故命名为
GFH

' 编码
GFH

的基因位于

#=

号染色体短臂
#%

!

#

+

##

!

!

位点'

GFH

和
H

#

NL

*
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+FH

不同"

GFH

并不属于
E9&

超家族成员"也没有与

E)H

结合的跨膜转运区域"其主要分布于细胞质而非细

胞膜"是构成人体穹窿蛋白 $

/?\31 [?M4A L13A-@K

"

+2H

%的主要成分"广泛分布在人体与外界相通的体腔

上皮*血脑屏障*巨噬细胞和分泌性器官中(

#<

)

' 研究证

实"

GFH

与铂类药物的原发性耐药关系密切(

#$

)

'

6>F

是正常细胞修复
,6E

损伤的重要途径"主要是识别和

修复
,6E

加合物和嘧啶二聚体上的较大损伤"通过修

复酶
VHE

*

FHE

*

VH>

等识别
,6E

损伤部位"

>F&&#

与
VHe

形成的异二聚体具有
$

'

,6E

核酸内切酶活性"

能识别和切除
$

'端"

VHU

切开受损
,6E

链
%

'端"从而

切除受损的
,6E

片段(

#=

)

'

>F&&#

位于染色体

#7c#%

"

!

"基因全长
#$ ^0

"编码含有
!78

个氨基酸的

蛋白质"在
6>F

中起到限速或调解的重要作用' 通过

6>F

而除去
,6E

链内加合物被认为是铂类耐药的主

要机制(

#8

)

'

>F&&#

*

VF&&#

基因多态性与非小细胞

肺癌$

6:&G&

%患者铂类药物化疗后的生存期有显著相

关性"有可能成为铂类药物化疗后生存期的预测指标'

C^MT? a

等(

#O

)进行了
>F&&#

多态性$

&O"7!E ?KT

&##O)

%与基于铂类药物化疗的疗效相关性研究"结果

证实"野生型
&O"7! &D&

型较
&DE

型和
EDE

型预后

好"野生型
&##O &D&

型较
&D)

型和
)D)

型预后好"如

同时伴有
>F&&#

的低表达则对铂类药物更敏感"化疗

有效率和生存期明显增加' 宁晓红等(

#7

)探讨肺癌组织

>F&&#

表达水平与含铂化疗方案疗效的相关性"通过

免疫组织化学方法对
6:&G&

患者的石蜡包埋肿瘤标

本进行
>F&&#

检测"发现
$=

!

<b

的肿瘤组织
>F&&#

呈高表达"

>F&&#

低表达患者对含铂一线化疗的反应

率优于
>F&&#

高表达者$

H R"

!

"$

%'

寻找高效*低毒的耐药逆转剂是当前
+,F

研究的必

然趋势和热点" 许多学者把目光转向天然植物' 中药浙

贝母为百合科植物浙贝母的干燥鳞茎"性寒*味苦"归肺*

心经' 功能清热化痰"开郁散结' 浙贝母是临床上常用

化痰药物"其药理作用包括镇咳化痰*松弛支气管平滑

肌(

!"

)

"镇痛*抗炎"降压*活血化瘀"抗溃疡及逆转细菌耐

药(

!#

)等作用' 作为浙贝母的主要成分"浙贝母碱的抗肿

瘤作用越来越得到广泛认同"在逆转肿瘤耐药方面也具

有广泛的研究前景"有望成为有效的多药耐药逆转剂'

通过+痰性黏滞"致病迁延难愈,的特点与多药耐药特点

的取象比类"笔者提出+痰邪,是导致多药耐药的重要病

因病机' 该理论基础已得到相关文献证实(

!#

"

!!

)

' 因此进

行了浙贝母碱逆转耐药肺癌株的相关研究' 本研究结果

显示"与
,,H

组比较"川芎嗪及浙贝母碱组
>F&&#

/F6E

及
GFH

蛋白表达均明显降低$

H R"

!

"$

%"且浙贝

母碱组明显低于川芎嗪组"提示川芎嗪及浙贝母碱均可

通过下调
GFH

蛋白表达*抑制
>F&&# /F6E

表达而逆

转铂类药物的多药耐药' 本实验研究有望为耐药逆转剂

的筛选*研发和推广起到作用'
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