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OLGZ

属于
QOL

转运蛋白超家族
S

亚族的第二位成员!是导致临床乳腺癌治疗失败的最主要原因之

一%通过构建
a

U&c%6JQE

X

重组质粒!利用病毒侵染的方法!将重组质粒转染至乳腺癌细胞株
cL_6C

中!通过嘌呤

霉素筛选得到
OLGZ

稳定高表达的细胞株
cL_6C

$

OLGZ

!并利用半定量
G76ZLG

和
R0:;0)*6\,';

进行分析!分别从

IG?Q

水平和蛋白质水平研究
OLGZ

的表达%

关键词!

OLGZ

$

QOLS$

'重组表达载体'病毒侵染

中图分类号!

fCD#

!!!

文献标志码!

Q

(

!

引
!

言

OLGZ

"

\)0+:;5+*50))0:2:;+*50

a

)';02*

$属于

QOL

转运蛋白超家族
S

亚族的第二位成员#能够利

用
Q7Z

水解提供的能量将化学治疗药物排出细胞

外#是造成癌细胞耐药性"

I(,;2X)(

3

)0:2:;+*50

#

cMG

$的主要原因)

%

*

&

OLGZ

基因位于染色体
A

e

$$

#全长
##d\

#由
%#

个外显子和
%B

个内含子组成#编码
#BB

个氨基酸#

蛋白大小为
C$dM+

&

OLGZ

仅由一个
Q7Z

结合结

构域和一个由
#

个
(

螺旋结构的横跨膜结构域组

成#与其他的全转运蛋白如
Z6

3a

或
cGZ%

"含两个

或两个以上的
c4M

和
?OM

结构$相比#

OLGZ

可定

义为半转运蛋白)

$

*

&

OLGZ

最早发现于阿霉素抗性

的乳腺癌细胞株
cL_6C

,

QX)=Z

)

!

*中&随后#

c2

<

6

+d0d

+

Q,,2dI0;:G

等相继从米托蒽醌抗性的直肠

癌细胞株"名为
cNG

$

)

A

*和人类胎盘组织"命名为

QOLZ

$

)

B

*中克隆得到类似基因&

OLGZ

主要分布在具有分泌和排泄功能的组织

中&

OLGZ

作为一种高效的外排泵在对药物等外源

性物质在体内的吸收+分布+排泄过程发挥着重要作

用&许多研究认为
OLGZ

在药物的处理和组织保

护中也起到了重要作用)

%6#

*

&此外#越来越多的研究

表明
OLGZ

在干细胞中广泛表达#可作为多种肿瘤

干细胞的标记物)

C6D

*

&

本文采用病毒侵染的方法拟构建
OLGZ

高表达

的稳定细胞株#并利用
R0:;0)*6\,';

和半定量
G76

ZLG

方法分别从蛋白质水平以及基因水平进行验证&

筛选
OLGZ

高表达细胞株可为后续研究
OLGZ

的外

排功能以及筛选逆转耐药性药物提供了细胞模型&

!

!

实验材料与方法

%>%

!

材料与试剂

OLGZ5M?Q

"

SH?OQ?̀ OL"$%$D%>$

$购自广

州复能基因有限公司%

OLGZ

单克隆抗体购自
H

a

2;6

I25:

公司%

M?Q

限制性内切酶
3.(V

和
2Q$AV

购

自
7+d+)+

公司%反转录试剂盒购自上海莱枫生物科

技有限公司&慢病毒质粒
a

U&c%

及其两个包装质

粒"

Z:ZQ$

+

ZcM$>S

$+大肠杆菌菌株
4;\,!

+

cL_6

C

细胞+

$F!7

细胞为本实验室保存&

%>$

!

载体构建

以
OLGZ

的
5M?Q

为模板#

JQE

X

6Q

"

Bm6Q7LS6

SQ7LLQ7SQSLSQLS7SSL7Q77S7S6!

$+

JQE

X

6_

"

Bm6Q77SQQ77L7LQSSLLS7SLLSL7SSL6!m

$为

引物扩增
JQE

X

片段&

ZLG

反应条件为!

FA[

预变

性
$I2*

%

FD[

变性
%":

#

BC[

退火
!":

#

#D[

延伸



%I2*

#反应为
!"

个循环%继续
#D[

延伸
CI2*

&经

琼脂糖凝胶电泳回收
ZLG

扩增产物及限制性内切

酶
3.(V

和
2Q$AV

酶切后#与
a

U&c%

质粒连接#得

到重组质粒
a

U&c%6JQE

X

&

%>!

!

病毒包装

取对数生长期的
$F!7

细胞传代#将
#]%"

B

个,
IU$F!7

细胞接种至
%"5I

的培养皿中培养
$A

/

#转染时细胞汇合度达
!"P

"

A"P

左右%转染前将

待转染细胞培养基换为无血清培养基培养
!/

%将

慢病毒质粒按照
a

U&c%

,

JQE

X

"或
a

U&c%

$

%"

#

3

#

Z:ZQ$B>B

#

3

#

ZcM$>SB

#

3

的比例混合#至

A""

#

U

无血清
cHc

培养基中#轻轻吹打混合均匀%

另取一
HZ

管#将
$"

#

U7)+*:-0):

加入至
A""

#

U

无血清
cHc

培养基中#轻轻吹打混合均匀#室温孵

育
BI2*

&混合两管培养基"总体积
D""

#

U

$轻轻吹

打混合均匀#室温孵育
$"I2*

%转染前用
#IU

无血

清培养基#将上述混合的培养基逐滴加入培养皿中&

!C[

#

BPLK

$

培养箱中培养
D/

后换成
%"P

血清

的
McHc

培养基培养%

AD/

后收集病毒#取上清培

养基至
%BIU

离心管中#

#""")

,

I2*

#

A[

离心
!I2*

#

收集上清&加入新鲜培养基#并保存于
@D"[

&

%>A

!

病毒侵染及稳定株的筛选

取对数生长期的
cL_6C

细胞#用
">$BP

的胰

酶消化后接种于
%"IU

培养皿中#确保侵染时细胞

汇合度为
A"P

#培养
AD/

后滴加
AIU

病毒液侵染

cL_6C

细胞%侵染
$A/

后换成
%"P_O4

的
cHc

培养基培养%侵染后的
cL_6C

细胞用
%

#

3

,

IU

的

嘌呤霉素"

a

()'I

<

52*

$进行筛选&以未侵染
cL_6C

细胞作为对照#嘌呤霉素的用量以对照组细胞在
!

"

BX

内全部死亡为佳&筛选的细胞每隔
$X

换含

有嘌呤霉素的
cHc

培养基培养#细胞密度达
D"P

即可传代培养用于后续实验的研究#冻存筛选好的

稳定株#用于后续实验&

%>B

!

R0:;0)*6\,';

在筛选得到
cL_6C

,

OLGZ

细胞株后#收取

cL_6C

,

OLGZ

以及对照组
cL_6C

细胞#经
7)2b',

试剂裂解+

O)+X-')X

法蛋白定量后#进行
R0:;0)*6

\,';

检测目的蛋白
OLGZ

的表达情况&

%>B

!

半定量
G76ZLG

提取
cL_6C

,

OLGZ

+

c_L6C

细胞的总
G?Q

后#以
JQE

X

6Q

"

Bm6SQQQLL7SS7L7LQQLSL6

!m

$+

JQE

X

6_

"

Bm6QSQS7SLLLQ7LQLQQLQ6!m

$为

引物进行逆转录
G76ZLG

法#从分子水平上检测高

表达细胞株及其对照组中目的基因的表达差异&

'

!

结果与分析

$>%

!a

U&c%

,

JQE

X

重组载体的构建

+

$

ZLG

扩增得到
JQE

X

片段"图
%

$#电泳结果显

示#条带大小在
$"""\

a

左右#与预期大小相符&

c

!

MUAB""c+)d0)

%

%

+

$

!

JQE

X

ZLG

扩增产物

图
%

!

目的片段
JQE

X

的
ZLG

扩增电泳鉴定

\

$双酶切
ZLG

片段和
a

U&c%

质粒#经
7

A

M?Q

连接酶连接过夜#转化#涂布于固体
UO

培养基平板

上筛选单克隆#挑取单克隆进行菌落
ZLG

鉴定"图

$

$及提取质粒进行双酶切鉴定"图
!

$&图
$

结果显

示#条带大小在
c+)d0)

的
$B""\

a

与
%"""\

a

条

c

!

MU%B"""c+)d0)

%

%@A

!

JQE

X

的菌落
ZLG

扩增产物

图
$

!a

U&c%6JQE

X

的菌落
ZLG

鉴定

c

!

MU%B"""c+)d0)

%

%

!重组质粒
a

U&c%6JQE

X

双酶切电泳图

图
!

!a

U&c%6JQE

X

的双酶切鉴定
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带之间#与预期大小
$"""\

a

相符%图
!

结果显示#

条带大小分别在
c+)d0)

的
$B""\

a

和
%"""\

a

之

间#以及
%""""\

a

和
CB""\

a

条带之间#与预期大

小相符&综合上述结果#证明重组表达载体构建成

功#可用于后续细胞转染实验&

$>$

!

cL_6C

,

OLGZ

细胞株的构建结果

经病毒包装的重组表达载体侵染
cL_6C

细胞

后#用一定浓度的嘌呤霉素进行持续筛选#得到少量

存活的细胞#初步断定为
cL_6C

,

OLGZ

细胞&如图

A

所示#筛选后得到的
cL_6C

,

OLGZ

细胞与
cL_6C

相比#细胞形态变得更加扁平#饱满度有所下降&

"

+

$

cL_6C

%"

\

$

cL_6C

,

OLGZ

图
A

!

嘌呤霉素筛选侵染
a

U&c%6JQE

X

的
cL_6C

细胞

图
B

的
R0:;0)*6\,';

结果显示#

cL_6C

,

OLGZ

细胞株中
OLGZ

表达量明显高于野生型及空载体

转染的
cL_6C

细胞#该实验结果从蛋白质水平说明

OLGZ

高表达细胞株构建成功&

%

!

cL_6C

%

$

!

cL_6C

,

a

U&c%

%

!

!

cL_6C

,

OLGZ%

%

A

!

cL_6C

,

OLGZ$

图
B

!

R0:;0)*6\,';

结果

提取
cL_6C

,

OLGZ

及
cL_6C

细胞的总
G?Q

后进行半定量
G76ZLG

分析#结果显示"图
#

$#

OLGZ

c

!

MU$"""c+)d0)

%

%

!对照组
JQE

X

%

$

!实验组
JQE

X

%

!

!对照组
1

6+5;2*

%

A

!实验组
1

6+5;2*

图
#

!

G76ZLG

电泳结果

高表达细胞株中
JQE

X

的表达量"泳道
$

$明显高于

对照组
cL_6C

细胞中的表达量"泳道
%

$#片段大小

为
%DC\

a

#泳道
!

+

A

为
1

6+5;2*

#该实验结果从分子

水平上证实
OLGZ

高表达胞株构建成功&

$

!

讨
!

论

OLGZ

作为
QOL

超家族
S

家族的新成员#由于

其特殊的结构)

$

*以及重要生化特性)

F

*和生理功

能)

%"

*

#尤其在肿瘤的发生)

%%

*

+诊断)

%$

*

+治疗)

%!

*中潜

在的应用前景而越来越受到人们的关注#成为
QOL

转运蛋白结构与功能及其与多药耐药性相关研究的

重要热点之一&近
%"

多年来对
OLGZ

转运蛋白的生

理功能+转运机制+临床耐药机制及其耐药逆转的研

究虽然取得了一定进展#然而还有待于进一步深入&

目前#对
OLGZ

体内外功能研究方面已经取得

了较大的进展#确认了越来越多的底物和抑制剂#以

及
OLGZ

对这些外源性或内源性底物在吸收+排

泄+分布等方面发挥的重要作用&

OLGZ

不仅广泛

分布于人的多种正常组织中#是血脑屏障+胎盘屏

障+血睾屏障等重要生理屏障的组成部分#同时也高

表达于某些血液肿瘤和固体瘤中&而
OLGZ

在干

细胞的侧群细胞中的保守表达为干细胞提供了一种

保护功能#并可作为区分某些干细胞的标记物&因

此#通过对正常细胞与肿瘤细胞中
OLGZ

表达及功

能的差异点#以寻求合适的作用于肿瘤细胞及肿瘤

干细胞的药物靶点#可作为肿瘤治疗新的研究方向&

此外#

OLGZ

具有促进干细胞的增殖及阻止其分化

等特殊作用#这也揭示了
OLGZ

在干细胞治疗方面

具有潜在的应用前景)

%A

*

&

虽然人们早已意识到
OLGZ

在肿瘤细胞多药耐

药性中发挥重要作用#但是通过使用
OLGZ

的抑制剂

避免癌症患者对临床药物耐药性的治疗方法还未实

现&这就需要进一步开发高抑制效能+高特异性+低

毒的
OLGZ

抑制剂以及合理设计临床试验&此外#更

加深入全面地了解
OLGZ

的作用机制更为重要&例

如
OLGZ

如何识别底物以及其拥有广谱特异性底物

的决定因素5 如何转运底物以及在底物转运过程中

如何与
Q7Z

的水解相偶联5 对这些问题的答案仍未

清楚#迫切需要进行进一步地研究解决这些问题)

%B

*

&

相信随着新的实验技术方法的应用+药物基因

组学的发展+新突变位点的发现#必将有助于进一步

阐明
OLGZ

转运蛋白的生理功能及其转运机制&

本研究利用病毒转染优势构建的
OLGZ

高表

达细胞株
cL_6C

,

OLGZ

可为后续研究
OLGZ

的外

FCD

第
#

期 应
!

帅等!乳腺癌耐药蛋白
OLGZ

高表达细胞株的构建



排功能以及肿瘤细胞的耐药性提供细胞模型&
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