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"基础研究#

核因子$

#

[对肝癌细胞多药耐药性的影响

郝兰香! 潘1超! 唐志腾! 廖洪锋

"厦门大学附属中山医院病理科%福建1厦门1'%!"".#

摘要!1目的1检测核因子3

(

d"Ae3

(

d#在肝癌亲本株细胞及其耐药株细胞中的表达%探讨 Ae3

(

d对肝癌细胞多

药耐药性的影响及其作用机制$ 方法1取对数生长期人肝癌亲本株细胞"dZ73$.", 和 PRRK3$$,!#%使用/ 4W*C

-!

阿霉素"B=R#反复间歇冲击诱导%建立人肝癌细胞耐药株细胞"dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R#$ 将对数生长

期dZ73$.",&PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞分别随机分为阴性对照组和 B=R&紫杉醇"a[̀ #&

/3氟尿嘧啶"/3eD#&长春新碱"JKS#&顺铂"K==a#加药组%每组设 !/ 个复孔$ 加药组分别加入 '"

!

C各浓度梯度的化

学治疗药物B=R""#"".&"#"."&"#.""&.#"""&."#""" 4W*C

-!

#&a[̀ ""#"./&"#./"&.#/""&./#"""&./"#""" 4W*C

-!

#&/3eD

""#/""&/#"""&/"#"""&/""#"""&/ """#""" 4W*C

-!

#&JKS""#""/&"#"/"&"#/""&/#"""&/"#""" 4W*C

-!

#&K==a

""#",/&"#,/"&,#/""&,/#"""&,/"#""" 4W*C

-!

#处理%各浓度设 ' 个复孔$ 阴性对照组加入等体积的磷酸盐缓冲溶

液$ 同时设无细胞的空白组%只加入细胞培养基$ 另将对数生长期的耐药株细胞dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R

分别随机分为B=R组&JKS组&K==a组&B=Rp吡咯烷二硫代氨基甲酸酯"a=[K#组&JKSpa=[K组&K==apa=[K

组$ B=R组&JKS组&K==a组细胞分别加入 '"

!

C各浓度梯度的 B=R&JKS&K==a$ B=Rpa=[K组&JKSpa=[K

组&K==apa=[K组细胞先加/"

!

Ca=[K"!"

!

4;7*C

-!

#预处理 ! L%再加入 '"

!

C各浓度梯度的B=R&JKS&K==a$

药物处理 .& L后%采用腺苷三磷酸生物发光法检测各组细胞对化学治疗药物的半数抑制浓度$ 采用链霉菌亲和素3

过氧化物酶连结免疫细胞化学染色法检测 Ae3

(

d在肿瘤细胞 dZ73$.",&PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(

B=R的表达位置及表达量$ 提取dZ73$.",&PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞蛋白%采用酶联免疫

吸附试验检测Ae3

(

dU%/ 蛋白表达量$ 结果1dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞对 B=R的耐药指数分别为

,!#, k!#.&!%#, k!#"%符合中度耐药$ dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞对 a[̀ &/3eD&JKS&K==a均产生不

同程度的耐药$ B=R&a[̀ &/3eD&JKS&K==a加药组dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞的耐药指数均明显高于

其亲本株细胞"!M"#"/#$ B=Rpa=[K组&JKSpa=[K组&K==apa=[K组 dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细

胞半数抑制浓度均显著低于相应 B=R组&JKS组&K==a组"!M"#"/#$ Ae3

(

d在 dZ73$.",&PRRK3$$,!&dZ73$.",(

B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞的细胞质和细胞核中均有表达%其中亲本株细胞以细胞质表达为主%而耐药株细胞以

细胞核表达为主%且dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞中Ae3

(

d表达量均显著高于其亲本株细胞"!M"#"/#$

dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞中Ae3

(

dU%/ 蛋白表达量显著高于亲本株细胞"!M"#"/#$ 结论1Ae3

(

d对

肝癌细胞多药耐药起促进作用%a=[K可在一定程度减少肝癌细胞的多药耐药性%Ae3

(

d是调控肝癌细胞多药耐药的

重要靶点$

关键词!1核因子3

(

d'肝癌'多药耐药性

中图分类号! S$'/#$1文献标志码! B1文章编号! !"".3$,'0",","#!"3"0!%3"/

())*+,-)0;+9*.6).+,-6$

#
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=51,6.+,!1"5>*+,2?*1[;_ZGZ:GGLZ:;VGZVG;̂VD:7Z5Ê5:G;E3

(

d"Ae3

(

d# 6V LZU5G;:5E:6V;45U5EZVG57:Z77]5V_ GLZ6E

_EDW3EZ]6]G5VG:Z77]%6V ;E_ZEG;Z)U7;EZGLZẐ̂Z:G5V_ 4Z:L5V6]4;̂Ae3

(

d;V 4D7G6_EDWEZ]6]G5V:Z;̂LZU5G;:Z77D75E:5E:6V;45

:Z77]#@*,4-/11a5EZVG57]GE56V];̂LD45V LZU5G;:5E:6V;45:Z77]dZ73$.", 5V_ PRRK3$$,! 6V 7;W5E6GL46:WE;YGL UL5]ZYZEZ

6V_D:Z_ Y6GL 5_E654*:6V "B=R# 5G5̂6V57:;V:ZVGE5G6;V ;̂/ 4W*C

-!

G;Z]G5+76]L _EDW3EZ]6]G5VGLD45V LZU5G;:5E:6V;45:Z77

76VZ]dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R#[LZdZ73$.",%PRRK3$$,!%dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]6V GLZ

7;W5E6GL46:WE;YGL UL5]ZYZEZE5V_;47*_6\6_Z_ 6VG;GLZVZW5G6\Z:;VGE;7WE;DU 5V_ B=R%U5:76G5)Z7"a[̀ #%/3̂7D;E;DE5:67

"/3eD#%\6V:E6]G6VZ"JKS# 5V_ :6]U75G6V "K==a# _;]6VWWE;DU]%Y6GL !/ 4D7G6U7ZL;7Z]6V Z5:L WE;DU#[LZ:Z77]6V GLZ_;]6VW
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WE;DU YZEZ5__Z_ Y6GL '"

!

C;̂GLZ:LZ4;GLZE5UZDG6:_EDW];̂Z5:L :;V:ZVGE5G6;V WE5_6ZVGB=R ""#"".%"#"."%"#.""%

.#"""%."#""" 4W*C

-!

#%a[̀ ""#"./%"#./"%.#/""%./#"""%./"#""" 4W*C

-!

#%/3eD ""#/""%/#"""%/"#"""%

/""#"""%/ """#""" 4W*C

-!

#%JKS""#""/%"#"/"%"#/""%/#"""%/"#""" 4W*C

-!

#%K==a""#",/%"#,/"%,#/""%

,/#"""%,/"#""" 4W*C

-!

#%' EZU76:5GZL;7Z]̂;EZ5:L :;V:ZVGE5G6;V#BV Z9D57\;7D4Z;̂UL;]UL5GZ+D^̂ZE];7DG6;V Y5]5__Z_

G;GLZ:Z77]6V GLZVZW5G6\Z:;VGE;7WE;DU#BGGLZ]54ZG64Z%GLZ+75VF :;VGE;7WE;DU Y6GL;DG:Z77]Y5]]ZGDU%5V_ ;V7*:Z77

:D7GDEZ4Z_6D4 Y5]5__Z_#[LZEZ]6]G5VG:Z77]dZ73$.",(B=R 5V_ PRRK3$$,!(B=R 6V 7;W5E6GL46:WE;YGL UL5]ZYZEZ

E5V_;47*_6\6_Z_ 6VG;B=RWE;DU%JKSWE;DU%K==aWE;DU%B=RpU*EE;76_6VZ_6GL6;:5E+545GZ"a=[K# WE;DU%JKSpa=[K

WE;DU%5V_ K==apa=[KWE;DU#KZ77]6V GLZB=RWE;DU%JKSWE;DU%5V_ K==aWE;DU YZEZ5__Z_ Y6GL '"

!

C;̂B=R%JKS%

5V_ K==a6V Z5:L :;V:ZVGE5G6;V WE5_6ZVG#KZ77]6V GLZB=Rpa=[KWE;DU%JKSpa=[KWE;DU%5V_ K==apa=[KWE;DU

YZEZUEZGEZ5GZ_ Y6GL /"

!

Ca=[K"!"

!

4;7*C

-!

# ;̂E! L%5V_ GLZV '"

!

C;̂B=R%JKS%5V_ K==a;̂\5E6;D]:;V:ZVGE5G6;V

WE5_6ZVG]YZEZ5__Z_#B̂GZE.& L;DE];̂_EDWGEZ5G4ZVG%5_ZV;]6VZGE6UL;]UL5GZ"B[a# +6;7D46VZ]:ZV:Z4ZGL;_ Y5]D]Z_ G;

_ZGZ:GGLZ L57̂ 6VL6+6G;E* :;V:ZVGE5G6;V ;̂ :LZ4;GLZE5UZDG6: _EDW] 6V Z5:L WE;DU#PGEZUG5\6_6V3UZE;)6_5]Z 76VF

644DV;:*G;:LZ46:57]G56V6VW4ZGL;_ Y5]D]Z_ G;_ZGZ:GGLZZ)UEZ]]6;V U;]6G6;V 5V_ Z)UEZ]]6;V 7Z\Z7;̂Ae3

(

d6V GD4;E:Z77]

dZ73$.",%PRRK3$$,!%dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R#[LZdZ73$.",%PRRK3$$,!%dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(

B=R:Z77UE;GZ6V]YZEZZ)GE5:GZ_%5V_ GLZZVc*4Z76VFZ_ 644DV;];E+ZVG5]]5*Y5]D]Z_ G;_ZGZ:GGLZZ)UEZ]]6;V ;̂Ae3

(

dU%/

UE;GZ6V#A*1;9,11[LZEZ]6]G5V:Z6V_Z)Z];̂dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]G;B=RYZEZ,!#, k!#. 5V_ !%#, k

!#"%EZ]UZ:G6\Z7*%YL6:L Y5]:;V]6]GZVGY6GL 4;_ZE5GZEZ]6]G5V:Z#dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]YZEZEZ]6]G5VGG;

a[̀ %/3eD%JKS%5V_ K==aG;\5E*6VW_ZWEZZ]#[LZ_EDWEZ]6]G5V:Z6V_Z)Z];̂dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]6V

GLZB=R%a[̀ % /3eD%JKS%5V_ K==a_;]6VWWE;DU]YZEZ]6WV6̂6:5VG7*L6WLZEGL5V GL;]Z;̂ GLZ6EU5EZVG57:Z7776VZ]

"!M"#"/##[LZL57̂6VL6+6G;E*:;V:ZVGE5G6;V];̂dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]6V GLZB=Rpa=[KWE;DU%

JKSpa=[KWE;DU%5V_ K==apa=[KWE;DU YZEZ]6WV6̂6:5VG7*7;YZEGL5V GL;]Z6V GLZ:;EEZ]U;V_6VWB=R%JKS%5V_ K==a

WE;DU]"!M"#"/##Ae3

(

dY5]Z)UEZ]]Z_ 6V GLZ:*G;U75]4 5V_ VD:7ZD];̂ dZ73$.",% PRRK3$$,!%dZ73$.",(B=R 5V_

PRRK3$$,!(B=R:Z77]#[LZU5EZVG57]GE56V Y5]456V7*Z)UEZ]]Z_ 6V GLZ:*G;U75]4%YL67ZGLZ_EDW3EZ]6]G5VG]GE56V Y5]Z)3

UEZ]]Z_ 6V GLZVD:7ZD]#[LZZ)UEZ]]6;V ;̂Ae3

(

d6V dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R:Z77]Y5]]6WV6̂6:5VG7*L6WLZEGL5V

GL5G;̂GLZ6EU5EZVG:Z7776VZ]"!M"#"/##[LZ:;V:ZVGE5G6;V ;̂Ae3

(

dU%/ UE;GZ6V 6V dZ73$.",(B=R5V_ PRRK3$$,!(B=R

:Z77]Y5]]6WV6̂6:5VG7*L6WLZEGL5V GL5G;̂GLZU5EZVG57]GE56V "!M"#"/##B-0+9;12-01Ae3

(

dUE;4;GZ]4D7G6_EDWEZ]6]G5V:Z

;̂LZU5G;:Z77D75E:5E:6V;45:Z77]#a=[K:5V EZ_D:ZGLZ4D7G6_EDWEZ]6]G5V:Z;̂ LZU5G;:Z77D75E:5E:6V;45:Z77]G;5:ZEG56V

Z)GZVG#Ae3

(

d6]5V 64U;EG5VGG5EWZĜ;EEZWD75G6VW4D7G6_EDWEZ]6]G5V:Z;̂LZU5G;:Z77D75E:5E:6V;45:Z77]#

C*7 D-6/1!1VD:7Z5Ê5:G;E3

(

d'LZU5G;:Z77D75E:5E:6V;45'4D7G6_EDWEZ]6]G5V:Z

11肝癌是临床常见的恶性肿瘤%就诊时多为进展

期%多需综合治疗$ 化学治疗作为肝癌综合治疗的

方法之一%疗效不佳%其中多药耐药 "4D7G6_EDW

EZ]6]G5V:Z%R=S#是导致疗效不佳的重要原因(!)

$

明确肝癌R=S的发生机制%逆转肿瘤耐药%是目前

亟待解决的问题$ 核因子3

(

d" VD:7Z5E5̂:G;E3

(

d%

Ae3

(

d#是人体重要的核转录调控元件%是由 , 种

SZ7家族蛋白构成的二聚体%其中 U%/(U/" 二聚体

是Ae3

(

d重要的存在形式$ 静息状态下 Ae3

(

d与

Ae3

(

d的抑制性蛋白 F5UU5d"6VL6+6G;E3F5UU5d%

?

(

d#结合%以无活性的Ae3

(

d(?

(

d复合物形式存在

于细胞质中$ 当细胞受到激活物刺激后%Ae3

(

d转

入细胞核活化%参与体内基因转录调控$ Ae3

(

d特

异性抑制剂吡咯烷二硫代氨基甲酸酯" U*EE;76_6VZ

_6GL6;:5E+545GZ%a=[K#能够通过抑制 Ae3

(

dU%/ 亚

单位的表达或抑制 ?

(

d的降解%减少 Ae3

(

d核转

位%起到抑制Ae3

(

d活化的作用$ 文献报道 Ae3

(

d

蛋白激活与胰腺癌&胃癌&结肠癌等多种肿瘤 R=S

相关%提示Ae3

(

d参与肿瘤R=S调控(,3.)

$ 本研究

旨在研究Ae3

(

d激活在肝癌细胞 R=S中的意义%

为进一步揭示肝癌细胞的 R=S调控机制及临床治

疗提供理论依据$

EF材料与方法

EGEF细胞&试剂与仪器1肝癌细胞株 dZ73$.", 和

PRRK3$$,! 购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心'SaR?3!%." 细胞培养液购自美国

@*:7;VZ公司%阿霉素"5_E654*:6V%B=R#&长春新碱

"\6V:E6]G6VZ%JKS#购自浙江海正药业有限公司%紫

杉醇"U5:76G5)Z7%a[̀ #购自上海华谊制药厂%/3氟尿

嘧啶"/3̂7D;E;DE5:67%/3eD#购自上海旭东海普药业有

限公司%顺铂":6]U75G6V%K==a#购自南京制药厂有限

公司%a=[K购自美国 P6W45公司%腺苷三磷酸"53

_ZV;]6VZGE6UL;]UL5GZ%B[a#细胞活力检测试剂盒购

自美国d6;\6]6;V公司%兔抗 Ae3

(

dU%/ 抗体购自美

国?V\6GE;WZV 公司% Ae3

(

dU%/ 酶联免疫吸附试验

"ZVc*4Z76VFZ_ 644DV;];E+ZVG5]]5*%2C?PB#试剂盒

购自美国 B:G6\ZR;G6̂公司'Q7;R5)

)

3RD7G6多功能

检测仪购自美国 aE;4ZW5公司%全自动酶标读数仪

购自美国d6;[ZF公司$

*$!0*第 !" 期11111111111111111郝兰香%等!核因子3
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EG&F细胞培养与耐药细胞株诱导1肝癌亲本株细

胞dZ73$.", 和 PRRK3$$,! 培养于 SaR?3!%." 完全

培养液"含体积分数 !"f 胎牛血清&!"" FH*C

-!青

霉素&!"" 4W*C

-!链霉素#中%于 '$ g&含体积分数

/fK>

,

培养箱中培养$ 取对数生长期 dZ73$.", 和

PRRK3$$,! 细胞分别接种于 ,/" 4C细胞培养瓶%

待细胞密度达到 $"f i&"f时%加入/ 4W*C

-!

B=R%作用 , L后弃去培养基%收集细胞并接种于新

培养瓶$ 待细胞恢复活力且细胞密度达到 $"f i

&"f时重复上述步骤%如此反复冲击诱导%诱导过程

中观察细胞生长状态%共冲击筛选% 次%将获得的耐

药细胞株细胞分别命名为dZ73$.",(B=R和 PRRK3

$$,!(B=R$

EG'F细胞分组1耐药株细胞 dZ73$.",(B=R和

PRRK3$$,!(B=R脱药培养 , 周%收集对数生长期

的 dZ73$.",&PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R和 PRRK3

$$,!(B=R细胞%调整活细胞密度为 ! h!"

&

C

-!

%按

每孔 , h!"

. 个细胞接种于 0% 孔荧光酶标板$ 将细

胞分为阴性对照组和 B=R&a[̀ &/3eD&JKS&K==a

加药组%每组设 !/ 个复孔$ 待细胞长满孔底后%加

药组分别加入 '"

!

C各浓度梯度的化学治疗药物

B=R""#"".&"#"."&"#.""&.#"""&."#""" 4W*C

-!

#&

a[̀""#"./&"#./"&.#/""&./#"""&./"#""" 4W*C

-!

#&

/3eD""#/""&/#"""&/"#"""&/""#"""&/ """#""" 4W*C

-!

#&

JKS""#""/&"#"/"&"#/""&/#"""&/"#""" 4W*C

-!

#&K==a

""#",/&"#,/"&,#/""&,/#"""&,/"#""" 4W*C

-!

#%各孔总

体积为 ,'"

!

C%每个浓度设 ' 个复孔$ 阴性对照组

加入等体积的磷酸盐缓冲溶液$ 同时设无细胞的空

白组%只加入细胞培养基$ 另收集脱药培养 , 周的

对数生长期耐药株细胞 dZ73$.",(B=R和 PRRK3

$$,!(B=R%调整活细胞密度为 ! h!"

&

C

-!

%按每孔

, h!"

.个细胞接种于 0% 孔荧光酶标板$ 分为 B=R

组&JKS组&K==a组&B=Rpa=[K组&JKSpa=[K

组&K==apa=[K组$ B=R组&JKS组&K==a组细

胞分别加入 '"

!

C上述各浓度梯度的 B=R&JKS&

K==a$ B=Rpa=[K组&JKSpa=[K组&K==ap

a=[K组细胞先加 /"

!

Ca=[K"!"

!

4;7*C

-!

#预

处理 ! L%再加入 '"

!

C各浓度梯度的 B=R&JKS&

K==a$ 各孔总体积为 ,'"

!

C%每个浓度设 ' 个复

孔$ 同时设阴性对照组%加入等体积的磷酸盐缓冲

溶液$ 无细胞的空白组只加入细胞培养基$

EGYF=SW生物发光法检测细胞对化学治疗药物的

敏感性1将 B[a细胞活力检测试剂盒提供的 B[a

标准品倍比稀释%用 Q7;R5)

)

3RD7G6多功能检测仪

检测波长 .0" V4处各孔吸光度值%用双对数夹心法

绘制 B[a标准曲线$ 各组细胞培养 .& L 后换液

"新加入无药培养液体积调整至 ,""

!

C#%加入核酸

释放剂%室温振荡 / 46V%加入 !

!

CB[a酶%室温静

置 ! 46V后用多功能检测仪检测各组吸光度值%将

吸光度值代入 B[a标准曲线计算 B[a值$ 细胞生

长抑制率 j( ! -"加药组 B[a值 -空白组 B[a

值#("阴性对照组 B[a值 -空白组 B[a值#) h

!""f%实验重复 . 次$ 绘制浓度3生长抑制率曲线%

用线性拟合法求得半数抑制浓度 " L57̂6VL6+6G6;V

:;V:ZVGE5G6;V%?K

/"

#值%耐药指数 "EZ]6]G5V:Z6V_Z)%

S?# j耐药株细胞 ?K

/"

(亲本株细胞 ?K

/"

$ S?M/ 为

低度耐药%/ i,/ 为中度耐药% O,/ 为高度耐药(/)

$

EGOF链霉菌亲和素$过氧化物酶连结$1,6*:,.?2/20$

:*6-82/.1*920<'XW%免疫细胞化学染色法检测肿瘤

细胞中UQ$

#

[的表达位置和表达量1将 dZ73$.",&

PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细

胞分别接种于 % 孔板%制作细胞爬片%每种细胞制作

!, 个细胞爬片$ 按照 Pa免疫细胞化学试剂盒说明

书进行免疫细胞化学染色%光学显微镜下观察

Ae3

(

d蛋白表达位置%并统计Ae3

(

d在各组细胞核中

的表达量$ 细胞核染色强度!无着色为 " 分%淡黄色

为 ! 分%棕黄色为 , 分%棕褐色为 ' 分$ 随机观察

/ 个高倍视野"!" h."#%每个视野计数 !"" 个肿瘤

细胞%将各个视野中细胞核中阳性细胞数的平均百

分比作为该细胞爬片的阳性百分比% 阳性百分比!

M/f为 "分%/f i,/f为 ! 分%,%f i/"f为 , 分%

O/"f为 '分$ 采用半定量计算方法将上述 , 项结

果相加得到每张细胞爬片中 Ae3

(

d在肿瘤细胞核

表达量的得分%每组细胞的得分为 !, 个细胞爬片的

平均值$

EGJF(I#X=法检测肿瘤细胞中UQ$

#

[:JO 蛋白表

达量1提取 dZ73$.",& PRRK3$$,!&dZ73$.",(B=R

和 PRRK3$$,!(B=R的细胞核蛋白%将 . 株细胞的核

蛋白抽提物分别加入预先包被有能与Ae3

(

dU%/ 蛋

白结合的寡核苷酸双链探针的 0%孔板%每株细胞设 '

个复孔$ 细胞中的Ae3

(

dU%/蛋白与 0% 孔板上寡核

苷酸链探针特异性的结合%Ae3

(

dU%/ 单抗识别与靶

=AB连接的活化转录因子%再加入辣根过氧化物酶

标记的二抗和显色试剂%最后将 0% 孔板置于全自动

酶标读数仪内读取波长 ./" V4处吸光度%以吸光度

值大小表示被测样品中Ae3

(

dU%/蛋白表达量$ 具体

操作按照2C?PB试剂盒说明书进行%实验重复 .次$

EGNF统计学处理1应用 PaPP !&#" 软件进行统计

学分析$ 计量资料以均数 k标准差"

#

?k2#表示%多

组间比较采用单因素方差分析%, 组间比较采用'检

验%!M"#"/为差异有统计学意义$

&F结果

&GEF肝癌细胞对化学治疗药物的#B

OK

及A#1结果

见表 !$ 各加药组耐药株细胞 dZ73$.",(B=R和

PRRK3$$,!(B=R细胞对 B=R&a[̀ & /3eD&JKS&

K==a的?K

/"

值均显著高于其亲本株细胞%差异有统

计学意义"!M"#"/#$
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表 EF不同化学治疗药物对人肝癌亲本株细胞和耐药株细胞的#B

OK

和A#

S.5GEF#B

OK

.0/A#-)/2))*6*0,+4*3-,4*6.:*;,2+/6;R1-0,4*:.6*0,+*99920*.0//6;R$6*121,.0,+*99920*-)4;3.092?*6

+.0+*6 "

#

?k2#

组别 )

dZ73$.",

亲本株

?K

/"

耐药株

?K

/"

S?

PRRK3$$,!

亲本株

?K

/"

耐药株

?K

/"

S?

B=R加药组 . .#& k"#/

!"$#, k'#%

5

,!#, k!#. ,#' k"#,

'0#! k!#'

5

!%#, k!#"

a[̀ 加药组 . '#& k"#,

!"#, k"#/

5

,#$ k"#" !#& k"#,

.#0 k"#'

5

,#$ k"#!

/3eD加药组 . /,#. k.#/

&"/#/ k%#"

5

!/#. k"#, ..#/ k.#/

'/"#/ k'#"

5

&#& k"#0

JKS加药组 . ,#" k"#,

'$#/ k,#,

5

!&#& k"#, "#, k"#"

'#& k"#,

5

!0#" k"#"

K==a加药组 . !#& k"#!

,%#/ k,#"

5

!.#$ k"#! "#0 k"#!

!!#0 k!#"

5

!'#, k"#,

11注!与相应亲本株比较5

!M"#"/$

&G&FW!SB处理后耐药株细胞对化学治疗药物敏

感性的变化1结果见表 ,$ B=Rpa=[K组&JKSp

a=[K组&K==apa=[K组dZ73$.",(B=R和 PRRK3

$$,!(B=R细胞的?K

/"

值均显著低于 B=R组&JKS

组和K==a组%差异有统计学意义"!M"#"/#$

表 &FW!SB处理组与未处理组耐药株细胞#B

OK

的比较

S.5G&FB-3:.621-0-)#B

OK

20/6;R$6*121,.0,+*9915*,D**0

W!SB,6*.,*/R6-;:.0/;0,6*.,*/R6-;: "

#

?k2#

组别 )

?K

/"

dZ73$.",(B=R PRRK3$$,!(B=R

B=R组 ) !"$#, k'#% '0#! k!#'

a=[KpB=R组 '

,.#! k!#,

5

%#, k"#.

5

JKS组 ' '$#/ k,#, '#& k"#,

JKSpa=[K组 '

/#! k"#/

+

"#% k"#!

+

K==a组 ' ,%#/ k,#" !!#0 k!#"

K==apa=[K组 '

.#& k"#.

:

"#0 k"#'

:

11注!与B=R组比较5

!M"#"/'与JKS组比较+

!M"#"/'与 K==a

组比较:

!M"#"/$

&G'FUQ$

#

[在各肿瘤细胞株中的表达1结果见

图 ! 和 表 '$ Ae3

(

d 在 dZ73$.",& PRRK3$$,!&

dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R细胞的细胞质和细

胞核中均有表达%其中亲本株细胞以细胞质表达为主%

而耐药株细胞以细胞核表达为主$ dZ73$.",(B=R和

PRRK3$$,!(B=R细胞中Ae3

(

d表达量均显著高于其

亲本株细胞%差异有统计学意义"!M"#"/#$

B!dZ73$.", 细胞'd!PRRK3$$,! 细胞'K!dZ73$.",(B=R细胞'=!

PRRK3$$,!(B=R细胞'箭头示阳性表达细胞$

图 EFUQ$

#

[在肝癌细胞中的表达$XW' \YKK%

Q2RGEF(8:6*112-0-)UQ$

#

[204*:.,-+*99;9.6+.6+20-3.

+*991$XW' \YKK%

表 'F人肝癌细胞核中UQ$

#

[表达量

S.5G'F(8:6*112-0-)UQ$

#

[204;3.04*:.,-+*99;9.6+.6$

+20-3. +*990;+9*;1 "

#

?k2#

细胞株 ) Ae3

(

d

dZ73$.", !, !#$/" k"#0%/

dZ73$.",(B=R !,

'#0!$ k!#!%/

5

PRRK3$$,! !, !#"&' k"#00$

PRRK3$$,!(B=R !,

.#"&' k!#'!!

+

11注!与 dZ73$.", 细胞株比较5

!M"#"/'与 PRRK3$$,! 细胞株比

较+

!M"#"/$

&GYFUQ$

#

[:JO 蛋白在亲本株细胞和耐药株细胞

中的表达量 1 结果见表 .$ dZ73$.",(B=R 和

PRRK3$$,!(B=R细胞中Ae3

(

dU%/ 蛋白表达均较

其亲本株细胞高%差异均有统计学意义"!M"#"/#$

表 YF人肝癌亲本株细胞与其耐药株细胞中 UQ$

#

[:JO 蛋

白比较

S.5GYFB-3:.621-0-),4**8:6*112-0-)UQ$

#

[:JO :6-,*20

5*,D**04*:.,-+*99;9.6+.6+20-3. :.6*0,.9+*991.0/,4*26

/6;R$6*121,.0,+*991 "

#

?k2#

细胞株 ) Ae3

(

dU%/ 蛋白

dZ73$.", . !#"'0 k"#//'

dZ73$.",(B=R .

!#&'& k"#$0'

5

PRRK3$$,! . !#'"' k"#/$.

PRRK3$$,!(B=R .

,#//! k"#..0

+

11注!与 dZ73$.", 细胞株比较5

!M"#"/'与 PRRK3$$,! 细胞株比

较+

!M"#"/$

'F讨论

体外诱导建立耐药细胞模型是研究肿瘤耐药的

重要方法$ 最常用的诱导细胞耐药方法有 , 种%即小

剂量浓度递增法(%)和高浓度药物间歇冲击法($)

$ 其

中高浓度药物间歇冲击诱导过程与临床周期性化学

治疗用药相似%故本研究采用大剂量B=R间歇冲击

诱导%成功建立了 , 株人肝癌耐药细胞模型

dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R%为肝癌 R=S机

制的研究奠定基础%继而又进一步研究了 Ae3

(

d对

肝癌细胞R=S的影响$ 本研究结果显示%, 株耐药

株细胞中Ae3

(

d蛋白在肿瘤细胞核的表达水平均较

其亲本株细胞高%耐药株细胞Ae3

(

dU%/蛋白水平显

著增强%这与HR等(&)在鼠乳腺癌细胞的研究结果一

致%提示Ae3

(

d与肿瘤R=S密切相关$ 应用Ae3

(

d特

异性抑制剂a=[K抑制Ae3

(

d活化%能够逆转肝癌细

胞R=S%表明Ae3

(

d对肝癌细胞R=S起促进作用$

*0!0*第 !" 期11111111111111111郝兰香%等!核因子3

(

d对肝癌细胞多药耐药性的影响



Ae3

(

d是体内广泛存在的一种重要核转录因

子%静止期以 U%/(U/" 蛋白二聚体形式与其特异性

抑制蛋白?

(

d结合形成非活化状态的多聚体存在于

细胞质中%当细胞受到各种因素如病毒或细菌感染&

化学治疗药物&射线照射等刺激后%?

(

d的 A端调节

区 PZE',('% 磷酸化%?

(

d与 U%/(U/" 解聚%活化的

U%/ 和 U/" 进入细胞核%与细胞核内某些基因启动

子(增强子中的特异性序列"QQQBK[[[KK#结合%调

控靶基因转录$ 本研究结果显示%肝癌耐药株细胞较

其亲本株Ae3

(

d核转位增加%激活增多%肿瘤细胞不

仅对诱导药物B=R产生了耐药性%同时对多种化学

治疗药物"a[̀ &/3eD&JKS&K==a#交叉耐药%表现出

R=S$ 提示化学治疗药物刺激肝癌细胞使Ae3

(

d异

常激活%进一步调控下游耐药相关靶基因转录%可能

是Ae3

(

d促进肝癌细胞R=S形成的途径$

文献报道%Ae3

(

d激活能够促进多药耐药蛋白

!"4D7G6_EDWEZ]6]G5V:ZWZVZ!%R=S!#的转录(0)

$ 姚

敏等(!")发现%利用 SAB干扰技术干预肝癌细胞

Ae3

(

d的转录%能够调控下游 R=S! 基因编码的

4SAB下调a3糖蛋白的表达$ 提示 Ae3

(

d激活%促

进R=S! 转录%上调 R=S! 编码的跨膜转运蛋白

a3糖蛋白的表达%促进肿瘤细胞外排细胞质内的化

学治疗药物%降低细胞内药物浓度%从而抵抗化学治

疗%这可能是 Ae3

(

d促进肝癌细胞 R=S形成的一

个重要下游分子机制$ 有文献报道%Ae3

(

d能够促

进抗凋亡基因[SBe&d:73)C&?Ba]的表达%抑制细胞

凋亡(!!3!,)

$ Ae3

(

d促进?Ba]基因表达%可抑制凋亡

信号途径中的半胱氨酸蛋白水解酶3& 活性%导致肿

瘤细胞对凋亡耐受'Ae3

(

d促进 d:73)C基因表达%

可抑制线粒体释放细胞色素 K阻断半胱氨酸蛋白

水解酶3' 的激活%抑制其诱导的细胞凋亡$ 抑制

Ae3

(

d活化%可促进胰腺癌&口腔癌&白血病等多种

肿瘤细胞凋亡(!'3!/)

$ 提示 Ae3

(

d激活后通过细胞

信号通路调控抗凋亡基因表达%抵抗化学治疗药物

诱导的细胞凋亡%可能是Ae3

(

d促进肝癌细胞R=S

形成的另一个重要的下游分子机制$ 肝癌细胞R=S

的具体调控过程有待进一步研究$ 总之%Ae3

(

d的激

活促进肿瘤细胞R=S%而抑制Ae3

(

d的活化将有助

于提高肿瘤细胞对化学治疗药物的敏感性$

本研究结果显示%a=[K通过抑制耐药株细胞

dZ73$.",(B=R和 PRRK3$$,!(B=R中的 Ae3

(

d活

化%使耐药株细胞对多种化学治疗药物"B=R&JKS

和K==a#的敏感性明显增强%可有效逆转肝癌细胞

R=S$ 因此%Ae3

(

d对逆转肝癌细胞 R=S具有潜

在临床价值$
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