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摘 要 ：目 的 探 讨 蛋 白 激 酶 C（proteinkinaseC，PKC）亚 型 与 KBV200 肿 瘤 细 胞 多 药 耐 药 （multidrugresistance，MDR）的

关 系 。 方 法 （1）用 Westernblotting 法 检 测 PKC 亚 型 在 耐 药 株 KBV200 及 敏 感 株 KB 的 表 达 及 亚 细 胞 分 布 ；（2）流 式 细

胞 仪 检 测 PKC 亚 型 的 荧 光 强 度 并 对 数 据 进 行 统 计 分 析 。 结 果 （1）PKCα 亚 型 的 表 达 在 KBV200 中 选 择 性 升 高 ，而

PKCβ、ε无 显 著 变 化 ，PKCγ、ζ则 未 测 出 表 达 ；（2）流 式 细 胞 仪 检 测 发 现 KBV200 细 胞 的 PKCα的 荧 光 强 度 较 KB 细 胞

显 著 升 高 ，PKCβ、ε则 无 显 著 差 别 。 结 论 PKC 与 KBV200MDR 细 胞 株 的 MDR 表 型 关 系 密 切 。 在 PKC 亚 型 中 ，PKCα

可 能 在 KBV200 细 胞 的 MDR 表 型 中 起 重 要 作 用 。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ� ＯｂｊｅｃｔｉｖｅToinvestigatetheassociationofproteinkinaseC (PKC) isoformsandmultidrugresistance (MDR)

mechanisminKBV200cells. Ｍ ｅｔｈｏｄｓWesternblottingwasutilizedtoexaminetheexpressionandsubcellulardistribution

of PKC isoforms were measuredinKBV200cellswithMDRanddrug-sensitiveKBcells, and thefluorescenceintensityof

PKC isoformswasdetectedbyflowcytometry(FCM). Ｒｅｓｕｌｔｓ KBV200cellspossessedhigherPKCactivities, with increased

percentageofmembranefraction.AscomparedwithparentalKBcells,theexpressionofPKCα was significantly increasedin

KBV200cells, whilePKCβ and εexpressionsremainedunchanged, andPKCγ and ζ failedtobe detected. Fluorescence

intensityofPKCα inKBV200cellswasincreased. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ PKCmightcontributetoMDR phenotypein KBV200cells,

andoftheisoformssofardetected,PKCα mightplayanimportantroleinMDR phenotype.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ�proteinkinaseC;drugtolerance;KBV200cell

多 药 耐 药 （MDR）是 肿 瘤 化 疗 失 败 的 主 要 原 因 ，

其 产 生 机 制 非 常 复 杂 ｛1｝。 近 年 来 细 胞 信 号 传 导 在MDR
中 的 作 用 受 到 人 们 的 关 注 ，蛋 白 激 酶 C（PKC）作 为 一

系 列 细 胞 级 联 信 号 传 导 途 径 的 关 键 环 节 ，可 能 参 与 肿

瘤 MDR 的 形 成 ，且 其 不 同 亚 型 在 不 同 细 胞 的 表 达 具

有 异 质 性 。因 此 ，研 究 耐 药 细 胞 系 中 PKC 亚 型 的 表 达

对 于 揭 示 多 药 耐 药 的 发 生 机 制 以 及 选 择 逆 转 药 物 具

有 重 要 意 义 ｛2｝。

目 前 ，有 关 PKC 亚 型 与 肿 瘤 MDR 的 关 系 ，国 内

较 少 报 道 。 本 研 究 旨 在 对 PKC 亚 型 的 表 达 与

KBV200 细 胞 的 MDR 的 关 系 进 行 初 步 探 讨 。

1 材 料 与 方 法

1.1 细 胞 株 和 材 料

KB 和 KBV200 细 胞 株 购 自 中 国 医 学 科 学 院 生

物 技 术 研 究 所 KBV200 是 以 对 长 春 新 碱 （VCR）敏 感

的 KB 细 胞 为 亲 本 ， 在 培 养 液 中 加 入 浓 度 递 增 的 VCR
诱 导 而 得 ，VCR 浓 度 为 200 nmol/L 时 生 长 良 好 ［3］；

RPMI1640 培 养 基 和 小 牛 血 清 购 自 Hyclone 公 司 ；抗

-PKC 亚 型 特 异 性 多 克 隆 抗 体 抗 PKC-α、β、γ、ε、ζ和

PKC 分 析 试 剂 盒 均 购 自 Gibco 公 司 ；Westernblotting
试 剂 盒 购 自 NewEnglandBiolab 公 司 ；FITC- 羊 抗 兔

抗 体 （二 抗 ）购 自 华 美 公 司 。

1.2 细 胞 培 养 及 蛋 白 提 取

见 文 献 ［4］。

1.3 Westernblotting 检 测

取 处 理 好 的 样 品 20 μl 以 8%聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电

泳 （电 压 为 2 0 0 V，45min）。 将 凝 胶 分 离 胶 取 下 ，置 于

转 移 缓 冲 液 中 10min，然 后 以 1 0 0 V转 膜 1 h。室 温 封

闭 2 h，置 于 10ml 一 抗 稀 释 液 （1∶1000）4 ℃过 夜 。 与

辣 根 过 氧 化 物 酶 （HRP）结 合 的 二 抗 稀 释 液 、HRP- 抗

生 物 素 抗 体 室 温 下 孵 育 1 h。 1×TBST 洗 硝 酸 纤 维 素

膜 3 次 （15ml，5 min），加 入 10 ml 1×LumiGLO室 温
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图 1 KB 和 KBV200 细 胞 中 PKCα的 表 达 及 分 布
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图 2 KB 和 KBV200 细 胞 中 PKCβ的 表 达 及 分 布
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图 3 KB 和 KBV200 细 胞 中 PKCε的 表 达 和 分 布

Ｆｉｇ．３ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆＰＫＣε ｉｎ ＫＢ ａｎｄ

ＫＢＶ２００ ｃｅｌｌｓ

1:MembranefractioninKBcells;2:Membranefractionin KBV200
cells;3:CytosolfractioninKBcells;4:Cytosolfraction inKBV200 cells

1 2 3 4

表 1 KBV200 和 KB 细 胞 株 PKC 亚 型 的 荧 光 强 度 （ｘ±ｓ）

Ｔａｂ．１ Ｆｌｏｕｒｅｓｃｅｎｃｅ ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ ｏｆＰＫＣ ｉｓｏｆｏｒｍｓｉｎ ＫＢ

ａｎｄ ＫＢＶ２００ ｃｅｌｌｓ (Ｍｅａｎ±ＳＤ)

Group PKCα PKCβ PKCε

KB 2.07±0.22 0.91±0.13 2.11±0.69

KBV200 5.34±0.56 1.06±0.11 2.89±0.79

ｔvalue 9.423 1.623 1.280

Ｐ value 0.001 0.180 0.270

下 轻 摇 1min。 显 影 、定 影 、冲 洗 、晾 干 、成 像 。

1.4 流 式 细 胞 仪 检 测 PKC 亚 型 荧 光 强 度

单 细 胞 层 PBS 洗 1 次 ，500r/min 离 心 5min；1%
多 聚 甲 醛 固 定 30min，0.1%Triton-X100 打 孔 ；加 入

20 μl 山 羊 血 清 封 闭 10min；加 1∶25 的 一 抗 （PKCα、β、

ε）50 μl，37 ℃孵 育 1 h；再 加 入 1∶50 的 FITC- 羊 抗 兔 二

抗 50 μl，在 黑 暗 中 室 温 下 孵 育 1 h；流 式 细 胞 仪 检 测 。

1.5 统 计 方 法

采 用 SPSS8.0 统 计 软 件 ，行 ｔ检 验 。

2 结 果

2.1 PKC 亚 型 的 表 达 及 亚 细 胞 分 布

用 Westernblotting 法 检 测 KBV200 和 KB 细 胞

株 的 细 胞 质 和 细 胞 膜 的 PKCα、β、γ、ε、ζ表 达 ，发 现 ：

（1）两 株 细 胞 的 细 胞 质 及 细 胞 膜 均 有 PKCα的 表 达 ，

但 KBV200 细 胞 的 表 达 较 敏 感 细 胞 KB 的 表 达 明 显

增 强 （图 1）；（2）PKCβ 则 主 要 在 细 胞 膜 表 达 ，两 株 细

胞 差 别 不 明 显 ，而 细 胞 质 未 测 出 表 达 （图 2），由 于 我

们 的 抗 PKCβ 多 克 隆 抗 体 不 能 分 别 检 测 PKCβI 和

II，所 以 无 法 观 察 这 两 种 亚 型 的 差 别 ；（3）两 株 细 胞 胞

质 和 胞 膜 均 有 PKCε的 表 达 ，两 株 间 无 明 显 差 异 （图

3）。 不 论 细 胞 膜 还 是 细 胞 质 ，KB 和 KBV200细 胞 株

均 未 检 测 到 PKCγ、ζ的 表 达 。

2.2 流 式 细 胞 仪 检 测 PKC 亚 型 的 荧 光 强 度

流 式 细 胞 仪 检 测 结 果 显 示 ， 耐 药 细 胞 KBV200的

PKCα的 荧 光 强 度 较 KB 细 胞 具 有 显 著 差 异 （Ｐ=0.001，

表 1），PKCβ、ε在 两 株 细 胞 间 差 别 不 显 著 。 从 表 1 中

还 可 以 看 出 PKCα 的 荧 光 强 度 较 PKCβ、ε高 。 由 于

用 Westernblotting 法 未 检 测 到 PKCγ、ζ，因 此 ，本 实

验 未 测 定 这 两 种 亚 型 的 荧 光 强 度 。

3 讨 论

PKC 是 一 族 结 构 相 近 、磷 脂 依 赖 的 同 工 酶 ，是 一

系 列 细 胞 级 联 信 号 传 导 途 径 的 关 键 环 节 ［2］。 现 已 明 确 ，

在 哺 乳 动 物 组 织 中 ，PKC 有 12 种 亚 型 ， 各 亚 型 具 有

不 同 的 组 织 表 达 和 特 定 的 细 胞 定 位 。

研 究 表 明 ，在 体 外 建 立 的 耐 药 细 胞 株 ，PKC 的 表

达 和 活 性 较 相 应 的 亲 本 细 胞 株 明 显 升 高 ［5］。 我 们 在 以

前 的 研 究 ［4］中 用 放 射 性 32P 掺 入 法 测 定 KBV200 和 其

亲 本 KB 细 胞 的 PKC 活 性 ， 发 现 KBV200 细 胞 的 细

胞 膜 、细 胞 质 、总 活 性 均 比 KB 细 胞 的 高 ，且 其 细 胞 膜

所 占 百 分 比 也 升 高 ， 说 明 有 PKC 自 细 胞 质 转 移 至 细

胞 膜 ，这 可 能 有 利 于 其 更 好 地 发 挥 功 能 。

PKC 存 在 多 种 亚 型 ， 不 同 的 耐 药 细 胞 株 所 表 达

的 亚 型 不 同 ，如 耐 阿 霉 素 的 白 血 病 HL60 细 胞 株 主 要

表 达 PKCγ［6］，而 阿 霉 素 诱 导 的 大 鼠 白 血 病 MDR 细

胞 株 P388主 要 表 达 PKCα、β（βⅠ 和 βⅡ ［7］）。新 近 国 内

研 究 结 果 亦 发 现 ，在 人 胃 癌 耐 药 细 胞 系 SGC7901/VCR
中 ，PKCα的 表 达 明 显 高 于 亲 本 细 胞 ， 且 随 耐 药 剂 量

的 增 加 ，其 表 达 呈 逐 渐 增 加 趋 势 ［2］。 不 同 的 PKC 同 工

酶 中 ，PKCα和 MDR 表 型 的 关 系 特 别 突 出 ，PKCα是

MDR 表 型 的 主 要 调 节 剂 ［8，9］。

为 了 更 进 一 步 探 讨 PKC 亚 型 与 MDR 的 关 系 ，

我 们 用 Western blotting 法 和 流 式 细 胞 术 比 较 研

究 了 PKCα、β、γ、ε、ζ 在 国 内 建 立 的 耐 药 株

KBV200 及 其 亲 本 细 胞 株 KB 的 表 达 及 亚 细 胞 分 布 ，

发 现 PKCα 在 耐 药 细 胞 株 KBV200 的 表 达 不 同 于

KB 细 胞 株 ，PKCα 在 MDR 细 胞 株 中 的 表 达 明 显 升

高 ，提 示 PKCα在 MDR 中 可 能 起 重 要 的 作 用 。 有 研

（下 转 219 页 ）
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究 ［10］亦 发 现 耐 长 春 新 碱 的 KB-V1 和 耐 阿 霉 素 的 KB-

A1 细 胞 株 的 PKCα的 表 达 均 比 它 们 的 亲 本 株 高 ，但

他 们 在 KBV1 及 其 亲 本 细 胞 还 检 测 到 PKCζ，另 外 也

有 研 究 ［9］发 现 耐 药 的 KB 细 胞 的 PKCε的 表 达 较 敏

感 细 胞 高 ，这 与 我 们 的 实 验 结 果 不 同 ，可 能 与 细 胞 株

的 不 同 有 关 。

综 上 所 述 ，PKC 的 活 性 升 高 可 能 是 KBV200 细

胞 耐 药 的 原 因 之 一 ， 在 所 研 究 的 PKC 亚 型 中 ，PKCα

可 能 起 更 重 要 的 作 用 。 但 PKC 在 多 药 耐 药 中 的 作 用

机 制 、传 导 通 路 具 体 过 程 究 竟 是 怎 样 的 ，仍 需 进 一 步

的 研 究 证 实 。
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偏 光 镜 检 查 证 实 ， 胶 原 纤 维 有 正 的 单 轴 双 折 光 的 属

性 ，它 与 天 狼 星 红 结 合 可 增 强 双 折 射 ，提 高 分 辨 率 。运

用 苦 味 酸 天 狼 星 红 偏 振 光 法 ，可 以 在 一 张 切 片 上 观 察

胶 原 的 类 型 、分 布 及 排 列 ，结 合 图 像 分 析 技 术 可 以 精

确 测 量 出 瘢 痕 组 织 中 各 型 胶 原 的 含 量 ，有 助 于 完 成 增

生 性 瘢 痕 的 病 理 诊 断 和 鉴 别 诊 断 。我 们 还 将 此 法 与 目

前 常 使 用 的 免 疫 组 化 方 法 作 了 对 比 性 实 验 研 究 ，其 结

果 具 有 良 好 的 一 致 性 （另 文 报 道 ）。 此 法 廉 价 、操 作 简

便 、利 于 综 合 分 析 ，是 一 种 检 测 病 理 性 瘢 痕 组 织 胶 原

类 型 、分 布 、排 列 与 含 量 较 理 想 的 方 法 。
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