
X射线照射后鼻咽癌细胞多药耐药基因的表达  

    多药耐药基因(mdr1基因)扩增及其编码产物P糖蛋白(P-gp)的过度表达是目前已发现的最重要的一种MDR

(多药耐药)机制，大多数肿瘤MDR的发生被认为与P-gp有关。鼻咽癌是中囯及东南亚各国发病率较高的肿瘤。

早期鼻咽癌一般采取单纯放疗，中晚期鼻咽癌一般采取放疗、化疗综合治疗的原则。临床中我们感受到：再次

或多次化疗肿瘤的化疗敏感性降低；有时放疗后化疗敏感性也降低。关于中晚期鼻咽癌放化疗的临床经验总结

的文献较多[1]，但国内外针对鼻咽癌放化疗顺序安排方面的基础研究少有报道。作者对鼻咽癌细胞CNE1放射

线照射前后mdr1基因和P-gp的表达，以及对化疗药物转运功能的变化等方面进行研究为临床提供参考依据。 

    

1  材料和方法 

    1.1  实验仪器 

    倒置相差显微镜和照相系统(日本Olympus)，超净工作台(西安国华电器)，CO
2
孵箱(美国Formu 

Scientific)，Heraecus Eppendorf 台式离心机(Biofuge Pico公司)，冷冻离心机(湘西仪器仪表总厂

GL20A型)，空气恒温摇床(江苏太仓医疗器械厂THZ-82型)，PCR仪(新加坡Applied Biosytems)，电子分析

天平(日本岛津公司)，蛋白电泳仪(美国Bio-RAD)，核酸电泳仪(大连睫迈科公司)，流式细胞仪(美国

COULTER EPICS XL型)。 

    1.2  细胞和材料 

    鼻咽癌细胞系CNE1(中山大学肿瘤研究所夏云飞教授馈赠)，小牛血清(杭州四季青公司)，RPMI 1640基

础培养基(Invitrogen公司)，二甲基亚砜(DMSO)(广州化学试剂厂)，PBS(博士德生物有限公司)，柔红霉素

(意大利Pharmacia & Upjohn S.p.A)，P-gp单克隆抗体C219(Calbiochem-Novabiochem公司)，辣根过氧化

物酶标记的羊抗鼠IgG(二抗)(晶美公司)，DNA Marker(华美生物工程公司)，低融点琼脂糖(Promega公司，

华美生物工程公司分装)，Taq PlusⅡ DNA聚合酶(Sangon公司)，PCR扩增缓冲液和dNTP(华美生物工程公

司)，各种限制性内切酶、连接酶等(Promega、Gibco、Clontech等公司)，Trizol试剂盒(Invitrogen公

司)，mdr1基因及内参照基因三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)PCR引物由上海生工公司合成，P-gp阳性对照来自

第四军医大学消化研究所陈彩平博士馈赠的胃癌多药耐药细胞系HT70细胞裂解液。 

    1.3  细胞培养 

    CNE1细胞用含10%小牛血清及1%双抗的RPMI1640培养基常规37 ℃、5% CO
2
培养箱中培养，0.25%胰酶消

化、传代。射线照射后每隔4 d消化1次细胞，冻存。用于RT-PCR检测和Western blotting分析。 

    1.4  射线照射 

    取指数生长期细胞进行射线照射。照射源为美国VARIAN 2300 C/D 型双光子直线加速器；照射条件：X

射线，剂量率200 cGy/min；照射剂量4 Gy；照射野大小15 cm×15 cm。照射前有物理室测量照射剂量率，

并对培养皿进行衰减校正。把培养皿置于照射野中心。 

    1.5  RT-PCR检测 
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    1.5.1 细胞总RNA提取   用Trizol试剂盒提取。 

    1.5.2  将RNA反转录为cDNA   (1)取1 μg总RNA加入1 μl oligo dT，70 ℃、5 min，迅速置于冰中；

(2)加入AMV 5×buffer 5 μl，10 mmol/L dNTP 1μl，RNA酶抑制剂(40 U/μl) 1μl，AMV RT(20 U/μl)反

转录酶1 μl；(3)加DEPC处理的水至25 μl，42 ℃温育60 min，70 ℃、15 min，终止反应，即得cDNA。 

    1.5.3  引物设计  mdr1引物序列P1：5'-CACAAGCCC AAGACAGAAAG-3'，P2：5'-TTGCCAACCATAGAT 

GAAGG-3'，扩增片段长度545 bp。GAPDH作为内参照，其引物序列P1：5'-CGGGAAGCTTGTGATCAAT GG-3'；

P2：5'-GGCAGTGATGGCATGGACTG-3'，扩增片段长度357 bp。 

    1.5.4  mdr1的PCR扩增   在25 μl的反应体系中加入：2.5 mmol/L dNTP 4 μl，10×buffer 2.5 μ

l，cDNA 2 μl， P1 1 μl，P2 1 μl，Taq酶4 U，H
2
O 14 μl。以上述反转录的cDNA 为模板进行PCR扩增，

条件为：94 ℃预变性30 s后，加入Taq DNA聚合酶4 U，按94 ℃ 5 s、72 ℃ 4 min进行5个循环，94 ℃ 5 

s、70 ℃ 4 min进行5个循环，94 ℃ 5 s、68 ℃ 4 min进行25个循环，另加72 ℃延伸7 min。 

    1.5.5  内参照的PCR扩增   在25 μl的反应体系中加入：2.5 mmol/L dNTP 2 μl，10×buffer 2.5 μ

l，cDNA 2 μl，T1 1 μl，T2 1 μl，H
2
O 16 μl。PCR扩增条件为：94 ℃预变性30 s后，加入Taq DNA聚合

酶4 U，94 ℃ 30 s、54 ℃ 30 s、72 ℃ 1 min，35个循环，另加72 ℃延伸7 min。 

    1.5.6  琼脂糖电泳观察PCR结果   将mdr1 PCR产物和相应的内参PCR产物按1∶1混合，1%琼脂糖凝胶

电泳观察PCR扩增产物。 

    1.6  Western blotting

    1.6.1  细胞裂解   取细胞加入1 ml NP-40 细胞裂解液(1%NP-40、20 mmol/L Tris·HCl，pH 8.0、

150 mmol/L NaCl、0.02% NaN
3
、100 mmol/L CaCl

2
，用前加入1.0 mmol/L PMSF)，冰浴条件下放置30 

min。将液体转移到1.5 ml的离心管中，冰上放置10 min后，4 ℃、12 000 g离心10 min。 

    1.6.2  变性聚丙烯酰胺凝胶电泳  采用SDS-变性聚丙烯酰胺凝胶不连续系统，先后配制5%的分离胶和

4%的积层胶，取蛋白样品各50 μg经上样缓冲液处理后上样，120 V电泳约1 h。 

    1.6.3  转移  在转移缓冲液(含有20%甲醇、39 mmol/L甘氨酸、48 mmol/L Tris碱、0.1% SDS)中进

行转移，转移至NC膜上，恒压100 V、3 h。转移完毕后，将NC膜在丽春红染液中染色2 min，观察转移效

果，进行下一步的Western blotting。 

    1.6.4  Western blotting   转移后，在膜上标记正反面，放入含有0.5%Tween-20的PBST中，洗膜5 

min，封入含有5%BSA的封闭液的塑料袋中，37 ℃缓慢摇动1 h。PBST洗膜15 min×3次。用PBST稀释一抗(1

∶500)，将膜封入塑料袋中，4 ℃过夜。PBST洗膜15 min ×3次。用PBST稀释二抗(1：3 000)，将膜封入塑

料袋中，37 ℃缓慢摇动1 h。PBST洗膜15 min×3次。DAB显色，用滤纸将膜上的液体吸干，在DAB反应物中

反应2 min。 

    1.7  FCM检测 

    细胞照射后经两次传代，待细胞长满单层，加入可自发红色荧光的柔红霉素(daunorubicin，DNR)。参

照文献[2]使培养基DNR终浓度达2 μmol/L，2 h后消化收获细胞，冷PBS(0 ℃)吹洗、离心3次后，用500 μl

冷PBS吹散细胞。在FCM上检测(激发光源波长488 nm，滤过光源波长575 nm)。每个标本检测的细胞数超过10 

000个。 

    

2  结果 

    2.1  RT-PCR结果 

    CNE1细胞射线照射前未观察到mdr1基因(mdr1 mRNA)的表达；射线照射后mdr1基因明显表达(图1)。 



    图1  RT-PCR结果 
    Fig.1  Results of RT-PCR products

    Lane 1: Unirradiated CNE1 cells; Lane 6: DNA marker; Lanes 2-5, 7-10: CNE1 cells every 
4 d following irradiation

    2.2  Western blotting

    CNE1细胞射线照射前未观察到P-gp的表达；射线照射后P-gp明显表达(图2)。 

    图2  Western blotting结果 
    Fig.2  Results of Western blotting of the CNE1 cells before and after irradiation 

exposure
    Lane: Positive control; Lane 2: Unirradiated CNE1 cells;
    Lanes 3-10: CNE1 cells every 4 d following irradiation

    2.3  FCM结果 

    FCM检测到射线照射前CNE1细胞内的DNR平均荧光度为1.41(图3)，射线照射后CNE1细胞内的DNR平均荧光

度为1.37(图4)。射线照射后细胞内的荧光较射线照射前低，射线照射后对DNR的摄取较射线照射前低。 



    图3  细胞照射前DNR平均荧光强度 
    Fig.3  Average fluorescence intensity of daunorubicin (DNR) absorbed by unirradiated 

CNE1 cells

    图4  细胞照射后DNR平均荧光强度 
    Fig.4  Average fluorescence intensity of DNR absorbed by irradiated CNE1 cells

    

3  讨论 

    1976年Juliano与Ling首先观察到具有MDR表型的CHO细胞内药物积聚发生障碍，相对分子质量为170 

000的膜糖蛋白—P-gp过度表达。该细胞摄入药物与敏感细胞没有差异，但药物外排能力却加强，表明P-gp能

调节细胞膜通透性，影响药物在细胞内积聚[3]。随后一系列研究证明，MDR细胞抗药程度及胞内药物积聚与

P-gp过度表达有关[4][5][6]。P-gp是由mdr1基因编码、1 280个氨基酸残基组成、相对分子质量为170 000

的跨膜蛋白。在肿瘤细胞中，P-gp通过ATP供能，将长春新碱、秋水仙素、放线菌素D等药物泵出细胞外导致



肿瘤细胞耐药。现已证实编码人P-gp的基因(mdr1)位于第7号染色体7q21，含28个外显子，全长为4.5 kb，

仅有一个开放阅读框[7]。在不同的细胞系中MDR1启动子显示的活性不同，其增强子的活性亦不同，因此mdr1

表达具有异质性和组织特异性[8][9]。Chen等[10]曾应用免疫组化的方法检测143个原发鼻咽癌患者，P-gp

表达率为12.6%，43个复发鼻咽癌患者中表达率为32.6%，20个转移鼻咽癌患者中表达率为0%，并认为MDR-1

的表达与原发鼻咽癌病理学类型和生存率有关，但与分期无关。 

    中国华南地区鼻咽癌中约70%的病例为Ⅲ、Ⅳ患者，中晚期鼻咽癌患者治疗失败的主要原因为局部复发或

远处转移，严重影响鼻咽癌治疗生存率的提高[1]。中晚期鼻咽癌的治疗一般采取放疗、化疗综合治疗的原

则。但化疗与放疗如何匹配目前尚无令人满意的结果。按照化疗安排在放疗前、同时和放疗后分为诱导化疗、

同步化疗和辅助化疗，目前上述各种匹配方法临床上都有应用。以前往往着眼于化疗后P-gp的表达情况，但

在射线照射后P-gp的表达尤其在鼻咽癌细胞及其基础研究较少。在其他肿瘤方面，Nielsen等[11]报道，鼠

Ehrlich腹水肿瘤细胞(EHR2)体外分次照射后获得MDR表型，P-gp表达水平升高。Osmak等[12]报道，人宫颈

癌细胞(HeLa)射线照射后对长春新碱抵抗，并认为与P-gp有关。Hill[13][14][15]、McClean[16][17]等用

中国仓鼠卵巢肿瘤细胞(CHO)、人卵巢癌细胞经X线照射均获得MDR表型，P-gp过度表达。来自临床的研究报道

放疗后残存的口腔癌组织P-gp表达明显上调[18]。 

    本研究从P-gp的基因、蛋白及其功能三个层次研究鼻咽癌细胞射线照射后的MDR。应用敏感性高的RT-

PCR、Western blotting方法检测到鼻咽癌CNE1细胞射线照射后较长时间内mdr1基因、P-gp均明显表达；应

用FCM技术检测鼻咽癌CNE1细胞内可自发荧光的化疗药物DNR的平均荧光度，证明射线照射后鼻咽癌细胞对DNR

的摄取较射线照射前低，说明射线照射后鼻咽癌细胞获得MDR表型，对化疗药物敏感性下降。因此，在中晚期

鼻咽癌的临床治疗中应尽量避免先放疗再化疗即辅助化疗的治疗方案，而应采取先化疗再放疗即诱导化疗的治

疗方案，从而避免因放疗诱导的MDR。Teo等[19]针对Ⅲ、Ⅳ期鼻咽癌的临床报道亦支持诱导化疗的治疗方

案。我们仅从鼻咽癌CNE1细胞进行研究，考虑到实体肿瘤与肿瘤细胞的不同、同种肿瘤的不同个体差异、化

疗后的放射敏感性变化等，仍有许多问题值得进一步研究。 
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