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摘
!

要!肺癌耐药是化疗成功的主要障碍!因此肺癌细胞的耐药逆转研究具重要意义$实验通过流式细胞术检

测到对
C7

氟脲嘧啶"

C7Z-)(*()*,63-

!

C7Z9

#耐受的细胞系
P#K$

'

C7Z9

中的
5M

细胞含量较亲本细胞
P#K$

明显升高!

经丁酸钠诱导分化后!

P#K$

'

C7Z9

对
C7Z9

的敏感性增加!表现为细胞存活率降低!细胞凋亡率提高!而且这种改变

随着丁酸钠浓度的增加而增强$结果提示丁酸钠具备逆转肺癌耐药细胞系
P#K$

'

C7Z9

耐药的能力$

关键词!肺癌(丁酸钠(

5M

细胞(耐药逆转

中图分类号!

I&BB?&

!!!

文献标识码!

J

(

!

引
!

言

肺癌是危害人类健康的严重疾患$且随着环境

污染的加重而日趋增多$尽管新的药物和治疗方法

不断出现$全世界每年还是有近百万患者死于该

病&

%

'

%化疗是目前治疗肺癌必不可少的手段$肺癌

耐药是造成化疗失败的主要原因$因此人们期待着

寻找一种更加有效的治疗方法$来防止和逆转肺癌

对各种药物的耐受%

%""K

年
\((E1--

等&

!

'报道$经荧光染料
P(7

160;<BBB#!

标记的小鼠骨髓细胞用流式细胞仪

#$&+G

的紫外光源激发后$大部分细胞可同时发出两

种不同的荧光"

P(160;<T1E

和
P(160;<L-)1

#$此外

还存在着一小群
P(160;<BBB#!

低染的细胞$它们被

命名为
5M

"

;3E1

Y

(

Y

)-,<3(+

#细胞$以区别于主群细胞

"

G,3+

Y

(

Y

)-,<3(+

$

NM

#%后来的一些研究&

B7#

'发现肿

瘤细胞中也存在着
5M

细胞$它们带有多药耐药基因

JLU\

!

和
JLU\

B

$后者使得
5M

细胞具有可将外来

的染料)毒性药物等排出胞外的功能$从而导致它们

不易被
P(160;<BBB#!

着色$且对化疗药物耐受的特

性$这些研究还证实了
5M

细胞具有自我更新和增殖

分化的能力%在以往对于肺癌的研究中$已经发现耐

药肺癌细胞较亲本细胞含有更多的
5M

细胞&

C

'

%

丁酸钠是丁酸乙酯在体内水解生成的天然产

物$它和化疗药物联合应用治疗胃癌)肠癌)食管癌

和肝癌的研究已有报道&

K7D

'

%但通过添加丁酸钠逆

转肺癌耐药的相关研究目前尚无报道$因此笔者用

丁酸钠处理已建立的肺癌耐药细胞
P#K$

+

C7Z9

$检

测其对化疗药物
C7Z9

敏感性的影响%

!

!

材料与方法

%?%

!

材料与仪器

人肺癌耐药细胞系
P#K$

+

C7Z9

"

T[

为
B?"K

#为

本所建立并保存%细胞在
CH UX

!

$

B&Q

"培养箱

中#条件下培养$培养液为含
%$H

胎牛血清的

]NWN

培养基$内含青霉素
%$$9

+

GR

)链霉素
%$$

)

4

+

GR

)谷氨酰胺
!GG(-

+

R

)

P1

Y

1;%!?CGG(-

+

R

$

消化细胞用
$?!CH

的胰蛋白酶"以上均购自
\3̀6(

公司#%

PL55

液)荧光染料
P(160;<BBB#!

)碘化丙

啶"

M*(

Y

3E3)G3(E3E1

$

M[

#)二甲基亚砜"

]N5X

#)

N88

等试剂购自
53

4

G,

公司%化疗药物
C7

氟脲嘧

啶"

C7Z-)(*()*,63-

#购自齐鲁制药厂%



V]57%L

型倒置式生物显微镜"重庆光仪#$

PWMJURJ55%$$78PWTNX

型二氧化碳培养箱

"德国
P1*,1);

公司#$

LU]7!&&

"

__!DZ&K8[

#型冰

箱$

]_7D]

型电热恒温水槽"上海一恒科技有限公

司#$单人水平)

5O7U'7%ZL

垂直两用净化工作台

"苏州净化设备有限公司#$

Û7!K$R

冷藏柜"中科

美菱#$

ZJU5J*3,

型号的流式细胞仪购自
L]

公司$

各规格移液枪购自
W

YY

1+E(*.

等公司%

%?!

!

方法

%?!?%

!

流式细胞术检测耐药细胞中的
5M

细胞含量

取
%h%$

K个处于对数生长期的
P#K$

+

C7Z9

细

胞$

$?!CH

胰蛋白酶消化制备成单细胞悬液$然后用

%GR

已在
B&Q

预热过的含
!H

血清的
]NWN

培养

液将细胞重悬$加入终浓度为
C

)

4

+

GR

的染料
P(7

160;<BBB#!

$放入密闭的
B&Q

的水浴中孵育
"$

G3+

$每隔
%CG3+

轻轻摇晃一次以防止细胞染色不

均匀$染色结束后离心弃上清$并用
%GR

含
!H

血

清已预冷的
ML5

重悬细胞$上流式细胞仪检测前
C

G3+

加
M[

"浓度为
!

)

4

+

GR

#以区别死细胞$用
#$&

+G

的紫外光源激发待测细胞检测其
5M

细胞含量%

%?!?!

!

N88

法检测细胞对化疗药物的敏感性

取对数生长期的
P#K$

+

C7Z9

细胞$以
Dh%$

B个

细胞+孔接种于
"K

孔板中$

B&Q

$

CHUX

!

条件下培养

过夜%次日待细胞贴壁后加入不同浓度的丁酸钠溶

液"

$

)

!?C

)

C

)

%$GG(-

+

R

$每个浓度设
C

个平行孔#继

续培养
!#0

和
#D0

后弃培养液$分别加入终浓度为

$?C

)

4

+

GR

的
C7Z9

$再次放入培养箱培养$

#D0

后弃

上清$分别加入无血清培养液
%D$

)

R

和
CG

4

+

GR

的

N88

溶液
!$

)

R

$

B&Q

孵育
#0

$弃上清$加入
]N5X

%C$

)

R

$室温振荡
%$G3+

使其充分溶解$用酶标仪测

#"$+G

处吸光值"

X]

值#%用以下公式计算细胞存

活率!细胞存活率
g

"加药组
X]

值
A

空白对照组
X]

值#+"对照组
X]

值
A

空白对照组
X]

值#

h%$$H

%

%?!?B

!

流式细胞术检测细胞凋亡

取对数生长期的
P#K$

+

C7Z9

细胞$将其分为两

组!

C7Z9

细胞组与丁酸钠诱导分化后再加
C7Z9

细胞

组%

$?!CH

胰蛋白酶消化后接种于
%!

孔板中$放入

培养箱$

B&Q

$

CHUX

!

条件下培养过夜%待细胞贴壁

后取出$倒掉上清%用
ML5

将细胞洗两遍$将上清倒

去%胰蛋白酶消化为单细胞悬液后$

%$H]NWN

对

其终止消化$离心
%$$$*

+

G3+

$弃上清$收集细胞%使

用
L3+E3+

4

L)..1*

对细胞进行重悬$洗一遍$弃上清%

之后在每管内装
!$$

)

RL3+E3+

4

L)..1*

$加
J++1c3+>7

Z[8U!

)

R

$室温下避光染色
%CG3+

%将细胞分装入

WM

管中$加
C

)

4

+

GRM[C

)

R

$室温下放置
CG3+

$然

后用流式细胞仪进行检测%

'

!

结
!

果

!?%

!

流式细胞术检测肺癌细胞
P#K$

和
P#K$

+

C7Z9

中
5M

细胞含量

!!

P#K$

和
P#K$

+

C7Z9

细胞经
P(160;<BBB#!

染

色后进行流式细胞仪检测$染料
P(160;<BBB#!

经

#$&+G

的紫外光源激发后可同时发出两种不同的荧

光$因为
5M

细胞具备将进入细胞核的荧光染料排出

胞外的功能$所以不被
P(160;<BBB#!

着色%实验结

果显示"图
%

#$

P#K$

细胞系中
5M

细胞所占比例为

!BH

$而
P#K$

+

C7Z9

细胞系中
5M

细胞所占比例为

CKH

$肺癌耐药细胞中
5M

细胞的含量明显升高%

图
%

!

P#K$

和
P#K$

+

C7Z9

细胞中
5M

细胞所占的比例

!?!

!

丁酸钠对
P#K$

+

C7Z9

细胞耐药性的影响

P#K$

+

C7Z9

细胞在分别加入不同浓度的丁酸钠

诱导
!#0

和
#D0

后$再加入终浓度为
$?C

)

4

+

GR

的

C7Z9

处理
#D0

$

N88

法检测细胞存活率%结果显示

$%K
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丁酸钠诱导以后$

P#K$

+

C7Z9

细胞对
C7Z9

的敏感性

明显增加$细胞存活率降低$而且这种改变随着丁酸

钠作用时间和作用浓度的增加而增强"如图
!

所示#%

!?B

!

丁酸钠提高
C7Z9

诱导的
P#K$

+

C7Z9

细胞

凋亡

!!

P#K$

+

C7Z9

细胞中分别加入不同浓度的丁酸

钠诱导不同的时间$

C7Z9

作用
#D0

后$流式细胞仪

进行检测结果发现$经过丁酸钠诱导的细胞$再经

C7Z9

作用后$细胞凋亡的数目占所取区域中细胞总

数的百分比明显高于未经丁酸钠诱导的细胞组"如

图
B

所示#$而且这种改变随着丁酸钠作用时间和作

用浓度的增加而增强%

!!!

图
!

!

丁酸钠处理提高
P#K$

+

C7Z9

细胞对

C7Z9

的敏感性

图
B

!

丁酸钠提高
C7Z9

诱导的
P#K$

+

C7Z9

细胞凋亡率

"

J

#

P#K$

+

C7Z9

细胞经
C7Z9

作用
#D0

后细胞凋亡率*"

L

#

CGG(-

+

R

丁酸钠诱导
!#0

$再用
C7Z9

作用
#D0

后的细胞凋亡率*"

U

#

%$

GG(-

+

R

丁酸钠诱导
!#0

$再用
C7Z9

作用
#D0

后的细胞凋亡率*"

]

#

CGG(-

+

R

丁酸钠诱导
#D0

$再用
C7Z9

作用
#D0

后的细胞凋亡率

$

!

讨
!

论

!$$%

年$
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'通过一系列研究发现不同

组织来源的
5M

细胞均表达
J8M

结合转运蛋白

JLU\

!

+

LUTM%

%

JLU\

!

首先在乳癌细胞中被发

现$其功能是参与肿瘤细胞的多药耐药性&

%$7%%

'

%他

们用逆转录病毒将
JLU\

!

+

LUTM%

基因导入正常

小鼠骨髓细胞$培养
%!E

以后$

5M

细胞数量明显增

加$约占细胞总数的
K$H

%而
JLU\

!

+

LUTM%

基因

敲除的小鼠$骨髓和骨骼肌中的
5M

细胞都显著减

少%利用抗
JLU\

!

的单抗结合流式细胞技术分析

表明$

JLU\

!

+

LUTM%

的表达与
5M

细胞表型呈强
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第
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+
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肺癌细胞耐药性的研究



相关$是
5M

细胞能泵出
P(160;<

荧光染料的一个

保守特性%通过本文对
5M

细胞含量的测定$发现$

耐药细胞中的
5M

细胞含量远远高于亲本细胞%耐

药细胞中的
5M

细胞通过其细胞膜上的蛋白泵

JLU\

!

将进入膜内的化疗药物排出胞外$从而使得

药物无法进入细胞并在细胞内发生作用&

#

'

%

U*)+;<;3+

等&

%!

'报道丁酸钠会引起细胞核内多

种变化$包括组蛋白的超乙酰化)

]@J

的甲基化及

非组蛋白的
PN\

"

03

4

0G(̀3-3<

=4

*()

Y

#修饰%其

中以组蛋白的超乙酰化最为重要$与基因表达和抑

制细胞生长有关%

560b,*<;

报道$丁酸钠能诱导

T̀

蛋白去磷酸化$

Y

%K

基因表达及大肠癌细胞生长

抑制&

%B

'

%丁酸钠作为去乙酰化酶的抑制剂$使组

蛋白超乙酰化后$激活一些转录因子$使转录因子

结合并激活某些基因&

%!

'

$最终可抑制细胞生长$又

诱导细胞分化%丁酸钠诱导肿瘤干细胞分化为成熟

细胞$使其表面失去高表达
JLU\

%

)

JLU\

!

等泵耐

药分子的能力$从而失去将细胞内的药物泵出的能

力$提高细胞对药物的敏感性$使得肿瘤药物发挥最

佳的效果&

&

'

%

本文研究结果显示$丁酸钠诱导后$耐药肺癌细

胞
P#K$

+

C7Z9

对
C7Z9

的敏感性明显增加$细胞存

活率降低$凋亡率明显提高$而且这种改变随着丁酸

钠作用时间和作用浓度的增加而增强%这表明丁酸

钠提高了耐药细胞对化疗药物的敏感性$为肿瘤细

胞耐药逆转的研究提供了很好的依据$也为临床的

肿瘤治疗带来了新的希望%
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