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P鄄糖蛋白 1 对宫颈癌化疗耐药的影响及机制
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨 P鄄糖蛋白 1(P鄄gP)在宫颈癌细胞对依托泊苷耐药中的作用机制。 摇 方法摇 观察不同分

期宫颈癌组织和慢性宫颈炎组织中 P鄄gP 的表达差异。 取 Hela 细胞分别用 azithromycin 和 cyclosporine A 处理6 h
后,再与依托泊苷孵育不同时间,高效液相色谱(HPLC)检测细胞内依托泊苷含量。 将 Hela 细胞培养于培养皿或

transwell 小室中,用依托泊苷处理 30 min,再分别与 azithromycin 和 cyclosporine 共孵育,检测 transwell 下室培养液中

依托泊苷含量,同时检测各组细胞凋亡情况及凋亡相关因子 Bcl鄄2 和 Bax 的表达水平。 摇 结果摇 P鄄gP 在宫颈癌组

织中表达显著高于宫颈炎组织。 azithromycin 可增强依托泊苷对 Hela 细胞的损伤作用,并呈浓度依赖性地上调 Bax
表达,降低 Bcl鄄2 水平,而 cyclosporine A 则对 Hela 细胞有保护作用。 Transwell 培养实验发现,azithromycin 增加 Hela
细胞层对依托泊苷的通透性,而 cyclosporine A 则降低其通透性。 摇 结论摇 P鄄gP 促使 Hela 细胞泵出依托泊苷,减轻

细胞损伤,因此介导了宫颈癌对依托泊苷的耐药性。
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P鄄glycoprotein 1 Mdiated the Resistance of Cervical Cancer to Etoposide
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Abstract:摇 Objective摇 To investigate the roles of P鄄glycoprotein 1 on etoposide resistance of cervical cancer cells. 摇
Method摇 The expression of P鄄glycoprotein 1 in cervical cancer and chronic cervicitis tissue were observed at different peri鄄
ods. The hela cells were treated with azithromycin (P鄄glycoprotein 1 activator) or cyclosporine A (P鄄glycoprotein 1 inhibi鄄
tor) for 6 hours,then incubated with etoposide for different times. The content of etoposide in hela cells was detected by
HPLC. Hela cells were grown on a Transwell insert to obtain a tight monolayer and preincubated with etoposide for 30 mi鄄
nutes,then incubated for another 12h after addition of azithromycin,or cyclosporine in the apical reservoir,HPLC was used
to detect the content of etoposide in bottom reservoir. Hela cells were treated with azithromycin or cyclosporine for 24h after
preincubated with etoposide,the cell viability was determined by MTT assay,Western blot was used to analyze the expres鄄
sion of apoptosis related proteins Bcl鄄2 and Bax. 摇 Results摇 The expression of P鄄glycoprotein 1 was significantly higher in
cervical cancer tissues than in cervicitis,and its expression level was closely related with cancer staging. Azithromycin en鄄
hanced the cytotoxic effect of etoposide on hela cells,increased the expression of Bax,and decreased Bcl鄄2 in concentration鄄
dependent manner,while cyclosporine A played a protective role on hela cells,up鄄regulated the expression of Bcl鄄2,and in鄄
hibited the expression of Bax. Transwell culture experiment showed that,azithromycin increased the permeability of HeLa
cell layer to etoposide,but cyclosporine A prevented the passage of etoposide across cell layer. 摇 Conclusion摇 P鄄glycopro鄄
tein 1 promoted HeLa cells to pump out etoposide,and relieved its cytotoxic effect,which therefore mediated the resistance
of cervical cancer to etoposide.
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摇 摇 宫颈癌是女性常见的肿瘤之一,其死亡率居中

国恶性肿瘤死亡率第 4 位,女性癌症病死率第 2 位,
女性生殖器肿瘤病死率的第 1 位[1]。 近年来,随着

宫颈癌普查普治的开展,其病死率有所下降,但预后

仍不尽人意,多药耐药是化疗失败的主要原因。 依

托泊苷(etoposide)为细胞周期特异性抗肿瘤药物,
作用于 DNA 拓扑异构酶域(Type II topoisomerase),
形成药物鄄酶鄄DNA 稳定的可逆性复合物,阻碍 DNA
修复,导致 DNA 链断裂[2]。 由于肿瘤细胞分裂比正

常细胞快,对 DNA 拓扑异构酶域的依赖性更大,因
此可促进肿瘤细胞凋亡。 依托泊苷常作为抗肿瘤药

用于肺癌、睾丸癌、淋巴瘤,淋巴细胞白血病等的治

疗[3],但是单用于宫颈癌的化疗效果并不明显,具
体机制还不清楚。 P鄄糖蛋白 1 ( P鄄glycoprotein 1,P鄄
gP),又名 ATP 结合盒蛋白 B 亚家族成员 11(ATP鄄
binding cassette,sub鄄family B 1,ABCB1),是一种分

子量 170 kDa 的跨膜糖蛋白,它具有能量依赖性“药
泵冶功能。 P鄄gP 既能与药物结合,又能与 ATP 结合,
利用 ATP 供能将细胞内药物泵出细胞外,减低了细

胞内的药物浓度使细胞产生耐药性,它介导了多种

肿瘤细胞的化疗耐药性。 本文探讨 P鄄gP 是否参与

了宫颈癌细胞对依托泊苷的耐受性及其耐药机制。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

摇 摇 所用到的组织样本来自南华大学附属第一医院

妇产科,选择 2011 年 1 月 ~ 2013 年 8 月收住院行手

术治疗的宫颈癌患者,术前均无化疗、放疗及其他治

疗史,所有患者不合并其他炎症性疾病,患者首次入

院后按国际妇产科联盟 2009 年的标准确定宫颈癌

的临床分期。 根据病理检查结果将研究对象分三

组,分别为宫颈癌 II 级(中分化鳞癌,非角化性大细

胞型)、宫颈癌 III 级(低分化鳞癌,小细胞型)和子

宫肌瘤合并慢性宫颈炎。 选取宫颈癌 II 级和宫颈

癌 III 级患者各 40 例,患者中位年龄 52 岁(31 ~ 69
岁)。 选择同期因子宫肌瘤合并慢性宫颈炎行全子

宫切除术的患者 40 例作为对照,年龄40 ~ 66 岁,中
位数年龄 52 岁,均经病理检查确诊。 所有患者均为

中国汉族人,无亲缘关系,并签署知情同意书。 收集

上述患者术后宫颈病变组织, - 70 益保存。 人宫颈

癌 Hela 细胞购自中国科学院上海细胞库。 兔抗

Bax 一抗和兔抗 Bcl鄄2 一抗及羊抗兔二抗购自美国

Santa Cruz 公司。
1. 2摇 免疫组织化学染色

采用免疫组化链菌素亲生物素———过氧化酶连

接法 ( Streptavidin鄄Peroxidase assay, S鄄P assay), S鄄P
即用型试剂盒及即用型抗 P鄄gP 单克隆抗体均购自

福州迈新公司。 将保存的癌组织和慢性宫颈炎组织

自然解冻,所有标本均经体积分数 10%的中性福尔

马林溶液固定,石蜡包埋,4 滋m 连续切片,常规脱

蜡、水化后,进行高温高压抗原修复,其它步骤按说

明书进行。 以 PBS 代替一抗作为阴性对照。 DAB
显色,苏木素复染,中性树胶封片。
1. 3摇 细胞培养

人宫颈癌 Hela 细胞培养环境为 37 益、5%
CO2,Hela 细胞培养于含体积分数为 10%胎牛血清、
100 U / mL青霉素和 100 U / mL 链霉素的 DMEM 完

全培养基中。 Transwell 系统细胞培养将 Hela 细胞

以 2 伊 105 /孔的密度种植到 transwell 内培养套皿上

(胶原包被的孔径为 0. 4 滋m 的可渗透膜),培养 4
天后可形成紧密细胞层用于实验[4]。
1. 4 摇 高效液相色谱(High鄄performance liquid chro鄄
matography,HPLC)检测细胞内和培养基中依托泊苷

含量

利用 MTT(3鄄[4,5鄄dimethylthiazol鄄2鄄yl]鄄2,5 di鄄
phenyl tetrazolium bromide,MTT)实验确定依托泊苷

处理后细胞存活率能达到 80%时的最低浓度,以此

浓度用于后续实验。 观察 azithromycin(5 mg / L) 或

cyclosporine A (0. 05 滋mol / L) 处理后对 Hela 细胞

内依托泊苷含量的影响。 实验 3 组:对照组直接用

10 滋mol / L 依托泊苷处理;azithromycin 组先用 az鄄
ithromycin 处理细胞 6 h 后,换 10 滋mol / L 依托泊苷

继续孵育;cyclosporine A 组先用 cyclosporine A 处理

细胞 6 h 后,换 10 滋mol / L 依托泊苷继续孵育,分别

于 0、30 min、1 h、3 h、6 h 根据陆基宗等[5]文献中方

法测定依托泊苷含量。 待细胞处理结束后,弃去培

养基,PBS 洗 3 遍,加入 0. 1 mol / L NaOH 500 滋L,反
复冻融 3 次裂解细胞,8 000 伊 g 离心 10 min,留上清

进行细胞内依托泊苷含量检测,BCA 试剂定量蛋白

后,以 200 滋L 最低浓度组的蛋白量为各组蛋白量标

准,其他各组补齐体积至 200 滋L,7. 2%三氯乙酸沉

淀蛋白,以苯妥英钠为内标并作标准曲线测定细胞

内依托泊苷含量。
将 Hela 细胞培养于 transwell 套皿中并形成紧

密细胞层,根据处理因素不同将实验分为四组,分别
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为空白组、对照组、azithromycin 组和 cyclosporine A
组。 空白组未作任何处理,在对照组、azithromycin
组和 cyclosporine A 组加入终浓度为 10 滋mol / L 的

依托泊苷使细胞摄取依托泊苷,孵育 30 min 后分别

在 azithromycin 组和 cyclosporine A 组上层套皿中加

入 azithromycin 或 cyclosporine A,继续孵育 12 h,取
套皿下层培养基检测依托泊苷含量。 直接从 tran鄄
swell 培养体系中取200 滋L培养基用于细胞外依托

泊苷含量检测。 在200 滋L待测液中加入苯妥英钠

至终浓度 40 滋g / mL,加 1 mol / L HCL 0. 1 mL 混匀,
再加氯仿(内含 8% 异丙醇) 2. 5 mL,振荡 3 min,
8 000 rpm离心 10 min,取出下层,于 45 益水浴中用

氮气流吹干,加 200 滋L 流动相复溶,进样。
1. 5摇 MTT 法测定细胞活性

向 96 孔板分别加入 100 滋L 新鲜的 DMEM 培

养基,加入依托泊苷使终浓度分别为 5、10、20、40、
80 滋mol / L,对照组加入等体积的 DMEM 培养基。
药物作用 24 h 后,加入 MTT 储存液( 5 mg / mL)
10 滋L / 孔。 37 益、5% CO2 培养箱中孵育 4 h。 弃

掉各孔内培养液,加入二甲基亚砜 100 滋L / 孔,振
荡器振荡 5 min 至细胞内和周围的颗粒充分溶解,
室温放置数分钟,用全自动酶标仪测定每孔吸光度

值(490 nm) 。 取 3 孔平均值计算细胞存活率。
1. 6摇 Western blot

将 Hela 细胞分为四组,分别为空白组、对照组、
azithromycin 组和 cyclosporine A 组。 在对照组、az鄄
ithromycin 组和 cyclosporine A 组 Hela 细胞中加入

10 滋mol / L 依托泊苷处理 30 min 后,将 azithromycin
组和 cyclosporine A 组 Hela 细胞分别用 azithromycin
或 cyclosporine A 继续孵育 24 h,检测各组细胞凋亡

情况及凋亡相关因子 Bcl鄄2 和 Bax 的表达水平。 在

处理后的细胞中加入三去污剂裂解缓冲液进行细胞

裂解,于 4 益离心 10 min,弃除沉淀。 BCA 法进行

蛋白质定量,取 70 滋g 蛋白质用于聚丙烯酰胺凝胶

电泳,转 PDVF 膜,封闭液封闭 2 h,按 1颐 1 000 加入

一抗,4 益孵育过夜,TBST 洗 3 次,按 1 颐 1000 的稀

释倍数加入辣根过氧化物酶标记二抗,室温孵育

1 h,TBST 洗 3 次,暗室显影,结果用凝胶成像分析

系统分析,以目的蛋白带与 茁鄄actin 灰度值的比值进

行比较和半定量分析。
1. 7摇 统计学处理

采用 SPSS 13. 0 统计学软件,结果以 x 依 s 表示。
计量和计数资料比较分别采用 t 检验和 字2 检验,
P < 0. 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 P鄄gP 在宫颈癌和宫颈炎组织中的表达差异

80 例宫颈癌组织中,P鄄gP 染色阳性 18 例,阳性

率为 22. 5 % ,40 例宫颈炎组织中,P鄄gP 染色阳性 3
例,阳性率为 7. 5 % (图 1),P鄄gP 在宫颈癌中阳性比

例明显高于宫颈炎(P < 0. 05),并且 P鄄gP 在晚期肿

瘤组织中比早期肿瘤表达量更多。

图 1摇 免疫组化检测宫颈癌和宫颈炎组织中 P鄄gP 的表达(SP 伊20) 摇 A:宫颈癌(II 级)组织;B:宫颈癌(III 级)组织;C:子宫肌瘤合并

慢性宫颈炎组织

2. 2摇 P鄄gP 对 Hela 细胞内依托泊苷含量的影响

经 MTT 实验观察到依托泊苷浓度为 10 滋mol / L
时,细胞存活率仍可达到 80% ,因此使用此浓度用

于后续实验。 先用 azithromycin (5 mg / L) 或 cyclos鄄
porine A (0. 05 滋mol / L) 处理细胞 6 h,加入终浓度

为 10 滋mol / L 的 依 托 泊 苷 继 续 培 养, 分 别 于

0、30 min、1 h、3 h、6 h 检测细胞内依托泊苷含量。
发现 30 min、1 h 时细胞内依托泊苷含量没有明显差

异,随着时间延长,azithromycin 组和对照组细胞内

依托泊苷含量逐渐下降(图 2),cyclosporine A 组细

胞内依托泊苷含量变化较小(P < 0. 05)。 P鄄gP 对

Hela 细胞摄取依托泊苷的过程影响较小,后期细胞
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内依托泊苷含量的减少可能是由于细胞排出依托泊

苷所致。

图 2摇 P鄄gP 激活剂和抑制剂对 Hela 细胞内依托泊苷含量的

影响摇 与对照组比较,*:P < 0. 05

2. 3摇 P鄄gP 对 Hela 细胞排出依托泊苷的能力的影响

将 Hela 细胞培养于 transwell 套皿中并形成紧

密细胞层,加入终浓度为 10 滋mol / L 的依托泊苷使

细胞摄取依托泊苷,孵育 30 min 后分别加入 azithro鄄
mycin 或 cyclosporine A,继续孵育 12 h,取套皿下层

培养基检测依托泊苷含量。 结果显示,对照组套皿

下层培养基中依托泊苷含量为加入的依托泊苷总量

的 43% ,用 P鄄gP 激活剂 azithromycin 处理后,依托泊

苷透过 Hela 细胞层的量增加至 62% ,而经 P鄄gP 抑

制剂 cyclosporine A 处理则抑制依托泊苷通过 Hela
细胞层。
2. 4摇 P鄄gP 对依托泊苷促凋亡作用的影响及其对凋

亡相关蛋白表达的调节

在对照组、azithromycin 组和 cyclosporine A 组

Hela 细胞中加入 10 滋mol / L 依托泊苷处理30 min
后,将 azithromycin 组和 cyclosporine A 组 Hela 细胞

分别用 azithromycin 或 cyclosporine A 继续孵育 24
h,检测各组细胞凋亡情况及凋亡相关因子 Bcl鄄2 和

Bax 的表达水平。 结果显示,依托泊苷导致 Hela 细

胞凋亡发生,cyclosporine A 进一步促进凋亡,而 cy鄄
closporine A 能拮抗依托泊苷所导致的细胞凋亡(图
3)。 同时发现 cyclosporine A 处理后,凋亡相关基因

Bax 表达上调,而抗凋亡因子 Bcl鄄2 表达降低,az鄄
ithromycin 的作用正好相反(图 4)。

3摇 讨摇 摇 论

宫颈癌是最常见的女性肿瘤死亡原因之一[6]。
宫颈癌常规的治疗方法是手术、放疗或者两者结合

应用,虽然近10余年来手术技巧、放疗设备和技术

图 3摇 P鄄gP 激活剂和抑制剂对依托泊苷介导的细胞凋亡的

影响摇 1:空白组;2:对照组;3:azithromycin 组;4:cyclosporine A 组.
与 control 组比较,*:P < 0. 05

图 4摇 P鄄gP 激活剂和抑制剂对 Hela 细胞内凋亡相关因子表

达的影响 摇 1:空白组;2:对照组;3:azithromycin 组;4:cyclosporine
A 组

在不断改进,但宫颈癌的治疗效果并无根本性提高。
5 年生存率停留在 40% 左右[7]。 近年来,宫颈癌发

病年龄趋于年轻化,年轻患者对保留卵巢及性功能

的要求也较高,更倾向于接受化疗。 由于宫颈癌对

化疗不敏感,尤其是宫颈鳞癌属于对化疗相对不敏

感的肿瘤,化疗仅用于晚期与复发患者的姑息治

疗[8]。 肿瘤化疗失败的主要原因是细胞耐药的产

生。 细胞耐药既是正常细胞维持自身稳定的防御机

制之一,也是引起肿瘤化疗失败及肿瘤复发的主要

原因。 易使肿瘤细胞产生多药耐药的药物多为天然

的分子量较大的亲脂性药物,如蒽环类、长春花碱

类、鬼臼类、紫杉烷类等。 肿瘤多药耐药的机制十分

广泛,P鄄gP 是耐药相关机制研究最早最深入的机制

之一[9鄄10]。 它于 1976 年首先在对秋水仙碱耐药的

中国仓鼠卵巢癌细胞上分离出来[11]。 P鄄gP 是 ATP
结合盒式结构超家族成员,具有 ATP 依赖性的药物

外排泵功能,能将药物泵出细胞膜外而降低胞内药

物浓度[12]。 P鄄gP 的表达与肿瘤的耐药及预后密切

相关,有研究者提出,膀胱癌患者 P鄄gP 表达与阿霉

素耐药明显相关,且化疗后残留肿瘤的 P鄄gP 表达比

未经治疗的肿瘤高 5. 7 倍[13]。 而晚期鼻咽癌患者

P鄄gP 阳性者,则预示全身化疗后总生存率较低[14]。
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本文 P鄄gP 在宫颈癌组织中表达显著高于宫颈

炎组织,并且其表达水平与癌组织的分期密切相关。
说明 P鄄gP 可能是宫颈癌产生化疗耐药的分子机制

之一。 实验中利用鬼臼类抗肿瘤药依托泊苷来探讨

宫颈癌细胞化疗耐药的分子机制,发现将 Hela 细胞

与依托泊苷共孵育短时间内可增加细胞内药物含

量,抑制或增强 P鄄gP 活性并不影响此过程,提示 P鄄
gP 并不影响依托泊苷的摄入过程,但是随着时间的

延长,细胞内药物含量逐渐下降,当抑制 P鄄gP 作用

时,可维持细胞内药物浓度,通过 transwell 培养实验

进一步证实 P鄄gP 参与依托泊苷的泵出过程。 同时也

证实抑制 P鄄gP 功能确实增加了 Hela 细胞的凋亡。
由此证实 P鄄gP 可能是宫颈癌化疗耐药的重要机制。

针对 P鄄gP 的耐药机制,可以通过抑制 P鄄gP 的

表达和活性来逆转其引起的耐药反应。 有研究[15]

利用 P鄄gP mRNA 的反义寡核苷酸成功抑制了 P鄄gP
的表达,同时提高了恶性胶质瘤细胞系 U鄄87 MG 细

胞内阿霉素的浓度。 抗肿瘤药与 P鄄gP 抑制剂的联

用也可能增强抗肿瘤作用,研究证实 cyclosporine A
可与 P鄄gP 相互作用并抑制 P鄄gP 的泵出功能,当 cy鄄
closporine A 与 P鄄gP 合用可显著增加细胞毒性[16]。
近年来越来越多的多药耐药逆转药物已经在临床试

验中显示了良好的疗效。 随着肿瘤耐药机制的研究

深入,肿瘤的耐药性问题将逐渐得到解决。
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