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@射线照射后鼻咽癌细胞多药耐药基因的表达
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摘要!目的 通过检测射线照射前后鼻咽癌 ;3B% 细胞多药耐药基因!!"#% 基因"及其编码产物 C 糖蛋白!C$D*"的表达

和 功 能 为 临 床 鼻 咽 癌 放 化 疗 顺 序 提 供 参 考% 方 法 利 用 EF$C;E&G.H-.,6017+--56D 和 流 式 细 胞 仪 检 测 射 线 照 射 前 后

;3B% 细胞的 !"#% 基因和 C$D* 的表达及对柔红霉素的外排功能% 结果 鼻咽癌 ;3B% 细胞射线 照 射 前 !"#% 基 因&

C$D* 不表达’照射后较长时间内 !"#% 基因&C$D* 均明显表达’对柔红霉素的摄取较射线照射前低% 结论 鼻咽癌 ;3B%
细胞射线照射后化疗敏感性降低#提示临床对于中晚期鼻咽癌的治疗应考虑先化疗再放疗即诱导化疗的治疗方案%

关键词!鼻咽肿瘤’肿瘤细胞# 培养的’药物耐受性’@ 线’C$ 糖蛋白类
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多药耐药基因!!"#% 基因"扩增及其编码产物 C
糖蛋白!C$D*"的过度表达是目前已发现的最重要的

一种 [VE!多药耐药"机制#大多数肿瘤 [VE 的发

生被认为与 C$D* 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(%)#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 ;3B% 放 射 线 照 射 前 后

!"#% 基因和 C$D* 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%

%PP材料和方法

%I%PP实验仪器

倒置相差显微镜和照相系统!日本 X72W*)H"#超

净工作台 !西安国华电器"#;X! 孵箱 !美国 9+,W)P
(85.6-5:58"#U.,4.8)HPB**.6/+,:P台 式 离 心 机 !N5+:)D.P
C58+公司"#冷冻离心机!湘西仪器仪表总厂 ]b!"K
型"# 空气恒温摇床 !江苏太仓医疗器械厂 FUY$?!
型"#C;E 仪!新加坡 K**75./PN5+H2-.WH"#电子分析天

平!日本岛津公司"#蛋白电泳仪!美国 N5+$EKV"#核

酸电泳仪 !大连睫迈科公司"# 流式细胞仪 !美国

;XObFBEPBCa;(P@b 型"%
%I!PP细胞和材料

鼻咽癌细胞系 ;3B%!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"#EC[aP
%>’" 基 础 培 养 基 !a6\5-,+D.6 公 司 "# 二 甲 基 亚 砜

!V[(X"!广州化学试剂厂"#CN( !博士德生物有限

公司"# 柔红霉素 !意大利 C<4,W4854Pc0O*Z+<60(I*I
K"#C$D* 单克隆抗体 ;!%=!;4715+8<.W$3+\415+8<.W
公司"#辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 aD]!二抗"!晶

美公司"#V3K0[4,d.,!华美生物工程公司"#低融点

琼脂糖!C,+W.D4 公司#华美生物工程公司分装"#F4‘0

第一军医大学学报!Q095,H-0[570[./0O65\" !""’J!’e>M>’>* *



!"#$! %&’ 聚合酶!()*+,* 公司"#!-. 扩增缓冲液

和 /&0!!华美生物工程公司"#各种限制性内切酶$
连接酶等 !!1,23+)$4567,$-",*8379 等公司"#015:,"
试剂盒!;*<581,+3* 公司"#!"#= 基因及内参照基因三

磷酸甘油醛脱氢酶!4’!%>"!-. 引物由上海生工公

司合成#!?+@ 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 >0AB 细

胞裂解液%
=CDEE细胞培养

-&F= 细 胞 用 含 =BG小 牛 血 清 及 =H双 抗 的

.!I;=JKL 培养基常规 DAE!$MHE-NO 培养箱中培养#
LCOMH胰酶消化$传代% 射线照射后每隔 KP/ 消化 = 次

细胞#冻存% 用于 .0?!-. 检测和 Q3$831*E6",885*+ 分

析%
=CKEE射线照射

取指数生长期细胞进行射线照射%照射源为美国

R’.;’&EODLLE-S%E型双光子直线加速器&照射条件’
T 射线#剂量率 OLLE74US25*&照射剂量 KE4U&照射野

大小 =ME72"=ME72% 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%
=CMEE.0?!-. 检测

=CMC=E细胞总 .&’ 提取 用 015:," 试剂盒提取%
=CMCOEE将 .&’ 反转录为 7%&’EEE!="取 =E"+ 总 .&’
加入 =E""E,"5+,E/0#ALE!$ME25*#迅速置于冰中&!O"加入

’IREM"6#VV31EME""#=LE22,"SWE/&0!E=""#.&’ 酶抑

制剂!KLEXS""" =""#’IRE.0!OLEXS"""反转录酶 =E""&
!D" 加 %F!- 处理的水至 OME""#KOE!温育 JLE25*#
ALE!$=ME25*#终止反应#即得 7%&’%
=CMCDEE引物设计 2/1= 引物序列 !=’MY?-’-’’4---E
’’4’-’4’’’4?DY#!O’MY?004--’’--’0’4’0E
4’’44?DY#扩增片段长度 MKME6@% 4’!%> 作为内参

照#其引物序列 !=’MY?-444’’4-00404’0-’’0E
44?DY&!O’MY?44-’404’044-’044’-04?DY# 扩

增片段长度 DMAE6@%
=CMCKEE2/1= 的 !-. 扩增 在 OME"" 的反应体系中加

入 ’OCME22,"SWE/&0!EKE""#=L"6#VV31EOCME""#7%&’E
OE""# !=E=E""#!OE=E""#0)Z 酶 KEX#>ONE=KE""% 以上述

反转录的 7%&’E为模板进行 !-. 扩增# 条件为’[KE!
预变性 DLE$ 后#加入 0)ZE%&’ 聚合酶 KEX#按 [KE! ME$$
AOE! KE25* 进行 M 个循环#[KE! ME$$ALE! KE25* 进行

M 个循环#[KE! ME$$J\E! KE25* 进行 OM 个循环#另加

AOE!延伸 AE25*%
=CMCMEE内参照的 !-. 扩增 在 OME"" 的反应体系中加

入 ’OCME22,"SWE/&0!EOE""#=L"6#VV31EOCME""#7%&’E
OE""#0=E=E""#0OE=E""#>ONE=JE""% !-. 扩增条件为’
[KE!预变性 DLE$ 后#加入 0)ZE%&’ 聚合酶 KEX#[KE!

DLE$$MKE! DLE$$AOE! =E25*#DM 个循环# 另加 AOE!延

伸 AE25*%
=CMCJEE琼脂糖电泳观察 !-. 结果 将 2/1=E!-. 产物

和相应的内参 !-. 产物按 =#= 混合#=H琼脂糖凝胶

电泳观察 !-. 扩增产物%
=CJEEQ3$831*E6",885*+
=CJC=EE细胞裂解 取细胞加入 =E2"E&!?KLE细胞裂解液

!=H&!?KL$OLE22,"SWE015$(>-"#@>E\CL$=MLE22,"SWE
&)-"$LCLOHE&)&D$=LLE22,"SWE-)-"O# 用前加 入 =CLE
22,"SWE!I(]"#冰浴条件下放置 DLE25*%将液体转移

到 =CME2" 的离心管中#冰上放置 =LE25* 后#KE!$=OELLLE+
离心 =LE25*%
=CJCOEE变性聚丙烯酰胺凝胶电泳 采用 (%(? 变性聚

丙烯酰胺凝胶不连续系统#先后配制 MH的分离胶和

KH的积层胶# 取蛋白样品各 MLE"+ 经上样缓冲液处

理后上样#=OLER 电泳约 =E9%
=CJCDEE转移 在转移缓冲液!含有 OLH甲醇$D[E22,"SW
甘氨酸$K\E22,"SWE015$ 碱$LC=HE(%(" 中进行转移#
转移至 &- 膜上#恒压 =LLER$DE9%转移完毕后#将 &-
膜在丽春红染液中染色 OE25*#观察转移效果#进行

下一步的 Q3$831*E6",885*+%
=CJCKEEQ3$831*E6",885*+EEE转移后# 在膜上标记正反面#
放入含有 LCMH0^33*_OL 的 !‘(0 中#洗膜 MP25*#封

入含有 MH‘(’ 的封闭液的塑料袋中#DAP!缓慢摇动

=P9%!‘(0 洗膜 =MP25*"D 次%用 !‘(0 稀释一抗!=$
MLL"#将膜封入塑料袋中#KP!过夜%!‘(0 洗膜 =MP25*P%
D 次% 用 !‘(0 稀释二抗!=’DPLLL"#将膜封入塑料袋

中#DAP!缓慢摇动 =P9% !‘(0 洗膜 =MP25*"D 次%%’‘
显色#用滤纸将膜上的液体吸干#在 %’‘ 反应物中

反应 OP25*%
=CAPP]-I 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!/)#*,1#6575*#%&."%参

照文献)O*使培养基 %&. 终浓度达 OP"2,"SW#OP9 后

消 化 收 获 细 胞#冷 !‘(!LP!"吹 洗$离 心 D 次 后#用

MLLP"" 冷 !‘( 吹散细胞% 在 ]-I 上检测!激发光源

波长 K\\P*2#滤过光源波长 MAMP*2"% 每个标本检测

的细胞数超过 =LPLLL 个%

OPP结果

OC=PP.0?!-. 结果

-&F= 细 胞 射 线 照 射 前 未 观 察 到 !"#= 基 因

!2/1=P2.&’"的表达&射线照射后 !"#= 基因明显表

达!图 ="%
OCOPPQ3$831*P6",885*+P
PPPPPPPP-&F= 细胞射线照射前未观察到 !?+@ 的表达&
射线照射后 !?+@ 明显表达!图 O"%
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!"#$$%&’ 结果

%&’ 检测到射线照射前 &()* 细胞 内 的 +(,
平均荧光度为 *"-*!图 #"#射线照射后 &()* 细胞内

的 +(, 平均荧光度为 *"#.!图 -"$ 射线照射后细胞

内的荧光较射线照射前低#射线照射后对 +(, 的摄

取较射线照射前低$

#$$讨论

*/.0 年 1234567 与 8469 首 先 观 察 到 具 有 ’+,
表型的 &:; 细胞内药物积聚发生障碍#相对分子质

量为 *.<$<<< 的膜糖蛋白%=>9? 过度表达$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 =>9? 能调节细胞膜通透性#影响药物在细胞

内积聚&#’$ 随后一系列研究证明#’+, 细胞抗药程度

及胞内药物积聚与 =>9? 过度表达有关&-@0’$ =>9? 是由

!"#* 基因编码(*$!A< 个氨基酸残基组成( 相对分子

质量为 *.<$<<< 的跨膜蛋白$ 在肿瘤细胞中#=>9? 通

过 BC= 供能#将长春新碱(秋水仙素(放线菌素 + 等

药物泵出细胞外导致肿瘤细胞耐药$现已证实编码人

=>9? 的基因!!"#*"位于第 . 号染色体 .D!*#含 !A 个

外显子#全长为 -"E$FG#仅有一个开放阅读框&.’$ 在不

同的细胞系中 ’+,* 启动子显示的活性不同# 其增

强子的活性亦不同#因此 !"#* 表达具有异质性和组

织特异性&A#/’$ &HI6 等&*<’曾应用免疫组化的方法检测

*-# 个原发鼻咽癌患者#=>9? 表达率为 *!"0J#-# 个

复发鼻咽癌患者中表达率为 #!"0K#!< 个转移鼻咽

癌患者中表达率为 <K# 并认为 ’+,>* 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 .<K的病例为!("

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 &*’$ 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

=>9? 的表达情况# 但在射线照射后 =>9? 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#
(4I3LI6 等 &**’报道#鼠 )HM34NH 腹水肿瘤 细 胞!):,!"

图 *O$,C>=&, 结果

!"#$% &’()*+( ,- ./>01. 23,4)5+(
856I$*P$Q64MM5R45SIR$&()*$NI33LT$856I$0P$+(B$U5MFIMT$856IL$

!>EV$.>*<P$&()*$NI33L$IWIMX$-$R$Y7337Z469$4MM5R45S476

图 !$$[ILSIM6$G37SS469 结果

6"7$8 &9()*+( ,: ;9(+93< =*,++"<7 ,: +>9 1?@% 59**(
A9:,39 B<4 B:+93 "33B4"B+",< 9C2,()39

856I$*P$=7L4S4WI$N76SM73T$856I$!P$Q64MM5R45SIR$&()*$NI33LT$
856IL$#>*<P$&()*$NI33L$IWIMX$-$R$Y7337Z469$4MM5R45S476

*$ !$ #$ -$ E$ 0$ .$ A$ /$ *<

E-E
#.E

G?

*$ !$ #$ -$ E$ 0$ .$ A$ /$ *<

*.<$<<<$G?

图 #$$细胞照射前 +(, 平均荧光强度

6"7$D EF93B79 :*),39(59<59 "<+9<("+G ,: 4B)<,3)A"5"<
HI?&J BA(,3A94 AG )<"33B4"B+94 1?@% 59**(

图 -$$细胞照射后 +(, 平均荧光强度

6"7$K EF93B79 :*),39(59<59 "<+9<("+G ,: I?. BA(,3A94 AG
"33B4"B+94 1?@% 59**(

<$
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体 外 分 次 照 射 后 获 得 !"# 表 型!$%&’ 表 达 水 平 升

高" ()*+, 等#-.$报道!人宫颈癌细胞%/01+&射线照射

后对长春新碱抵抗! 并认为与 $%&’ 有关" /233#-45-6$’
!7830+9 #-:!-;$等用中国仓鼠卵巢肿瘤细 胞<8/(=’人

卵巢癌细胞经 > 线照射均获得 !"# 表型!$%&’ 过

度表达"来自临床的研究报道放疗后残存的口腔癌组

织 $%&’ 表达明显上调#-?$"
本研究从 $%&’ 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 !"#" 应用敏感性高

的 #@%$8#’A0)B0C9D E3FBB29& 方 法 检 测 到 鼻 咽 癌

8GH- 细胞射线照射后较长时间内 !"#- 基因’$%&’
均明显表达(应用 I8! 技术检测鼻咽癌 8GH- 细胞

内可自发荧光的化疗药物 "G# 的平均荧光度!证明

射线照射后鼻咽癌细胞对 "G# 的摄取较射线照射

前低! 说明射线照射后鼻咽癌细胞获得 !"# 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 !"#" @0F 等#-J$针对!’
"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 8GH- 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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