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摘 要!$目的% 探讨人血清白蛋白
-?@AB

联用顺铂
-CCDB

对
EFG%

细胞耐药的影响& $方法%

不同浓度
CCD

干预
EFG%

细胞
%!9

"

FFH$

检验细胞增殖抑制率& 选用
CCD

的
IF

0"

浓度分别
与

'"

'

!"!3>6JK ?@A

联用"进一步检测联合用药对
EFG%

细胞的增殖抑制率& 样品分为空白
对照组'顺铂组'

?@A

组'顺铂联合
?@A

治疗组!

'"

或
!"!3>6JK

(& 各组处理
EFG%

细胞
%!9

"

实时荧光定量
DFL -MLN+DFLB

和免疫印迹法检测
2LFF' 3LOA

和蛋白表达& $结果%

CCD

联用
')

或
!)!3>6JK ?@A

对
EFG%

的增殖抑制率分别为
P0"Q,%"#Q0*BR

'

P&0Q#0"!Q#)1R

"单独
用药组

CCD

对
EFG%

的增殖抑制率为
P00Q;)"0Q!)1R

&

MLN+DFL

和
S8TU8VW X6>U

检测表明
CCD

联用
?@A P!"!3>6YK1

显著增强
2LFF# 3LOA

和蛋白的表达& $结论%

CCD

联合使用高
浓度

?@A

可通过上调
2LFF#

表达诱导化疗药物耐药&
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#
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#
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#

8U 46Q

*

N98 G5VTU A``5654U8[ ?>Ta5U46 >` ?^W4W O>V346 bW5c8VT5U/

"

?^W4W DV>c5W=546 D8>a68

+

T ?>Ta5U46

"

F94W_T94 &#***!

"

F95W4

(

&(03:-.3

,$

D^Va>T8

%

N> 5Wc8TU5_4U8 U98 8``8=U >` 9^34W T8V^3 46X^35W

*

?@A

(

=>3X5W8[ 75U9 =5T!

a64U5W

*

CCD

(

>W U98 V8T5TU4W=8 >` EFG% =866TQ

$

E8U9>[T

%

EFG% =866T 78V8 5WU8Vc8W8[ 75U9 CCD 4U

[5``8V8WU =>W=8WUV4U5>WT

"

4W[ U98 5W95X5U5>W V4U8 >` =866 aV>65`8V4U5>W 74T 8.435W8[ X/ FFH$ 4`U8V

%!9 UV84U38WUQ N98 IF

0*

=>W=8WUV4U5>W >` CCD 74T T868=U8[ U> X8 =>3X5W8[ 75U9 #* >V !*!3>6JK

?@A V8Ta8=U5c86/

"

4W[ U98 5W95X5U5>W V4U8 >` EFG% =866 aV>65`8V4U5>W X/ =>3X5W8[ 4[35W5TUV4U5>W

74T `^VU98V [8U8=U8[Q N98 T43a68T 78V8 [5c5[8[ 5WU> X64Wd =>WUV>6 _V>^a

"

CCD _V>^a

"

?@A _V>^a

"

CCD =>3X5W8[ 75U9 ?A@

*

#* >V !*!3>6JK

(

UV84U38WU _V>^aQ 24=9 _V>^a UV84U8[ EFG% =866T `>V

%!9 4W[ U98 8.aV8TT5>W >` 2LFF# 78V8 [8U8=U8[ X/ V846!U538 M^4WU5U4U5c8 DFL

*

MLN+DFL

(

4W[

S8TU8VW X6>UQ

$

L8T^6UT

%

CCD =>3X5W8[ 75U9 #* >V !* ^3>6JK ?@A >W EFG% aV>65`8V4U5>W 5W95X5!

U5>W V4U8 78V8

*

0*Q,%"#Q0*

(

R 4W[

*

&0Q#0"!Q#*

(

R V8Ta8=U5c86/Q N98 5W95X5U5>W V4U8 >` CCD 46>W8

74T

*

00Q;*"0Q!*

(

RQ MLN+DFL 4W[ S8TU8VW X6>U 4TT4/T T9>78[ U94U CCD =>3X5W8[ 75U9 ?@A

*

!*!3>6JK

(

T5_W5`5=4WU6/ 8W94W=8[ 2LFF# 3LOA 4W[ aV>U85W 8.aV8TT5>WQ

$

F>W=6^T5>W

%

CCD

=>3X5W8[ 75U9 95_9 =>W=8WUV4U5>W >` ?@A =4W 5W[^=8 V8T5TU4W=8 U> =983>U98V4a8^U5= [V^_T X/ ^a!

V8_^64U5>W >` 2LFF# 8.aV8TT5>WQ

;/< =5:>0

,

9^34W T8V^3 46X^35W

)

=5Ta64U5W

)

[V^_ V8T5TU4W=8

)

EFG%

)

2LFF#

中晚期乳腺癌患者推荐可用含顺铂
-=5Ta64U5W

"

CCDB

的联合用药方案进行辅助化疗 $

#

%

"然而顺铂可

通过多种机制导致耐药 & 人血清白蛋白
-9^34W

T8V^3 46X^35W

"

?@AB

常被误认为是滋补品"癌症患

者经常使用
?@A

增强自身免疫力&国内外调查研究

发现"临床
&*Re,*R

白蛋白的应用无科学循证证据

支持$

!

"

Z

%

& 过度使用
?@A

对化疗药物会产生何种影

响目前尚不清楚& 本文将探讨人血白蛋白联合化疗

药物
CCD

对乳腺癌细胞
EFG%

耐药的影响"为临床

合理用药提供参考&
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材料与方法

!"!

材 料

()*)

细胞培养基!胎牛血清!

+,

孔板!细胞培

养瓶!

,

孔板等均购于美国
-./01

公司" 人血清白蛋

白购自美国
2.345

公司# 顺铂购自江苏恒瑞制药有

限公司"

678

抽提试剂盒! 反转录试剂盒!

29:6

-;<<=

定量试剂盒均购自日本宝生物有限科技公

司#

><?? >1@=A.=3 B.AC>>B$D

!

()2E

!

2(2!F8-*

凝胶

快速配制试剂盒!

6GF8C

强
H

细胞裂解液!

:>8

蛋白定

量试剂盒!

I"2(2

蛋白上样缓冲液!

FJ(K

膜! 预染

蛋白质分子量标准液! 与辣根过氧化物酶偶联的羊

抗兔二抗!考马斯亮蓝染色液!丽春红染色液等均购

自碧云天生物试剂公司"

*6>>'

和
!!50A.=

兔抗人

抗体购于美国
8/054

公司"

*>L

试剂盒购自美国

F.<;0<

公司#氯化钠!十二烷基磺酸钠!氢氧化钠!异

丙醇等购自上海生物工程有限公司$ 冰醋酸! 叠氮

钠!

+IM

乙醇等购自国药集团化学试剂有限公司"

!"#

细胞培养

人乳腺癌细胞系
)>K%

购于上海中科院细胞

库 " 乳腺癌细胞系
)>K%

用含
#NM

胎牛血清的

()*)

培养基#同时加用
NON'43P4?

胰岛素#在
Q%#

恒温培养箱中通入
IM>E

!

培养"

!"$

细胞增殖抑制实验

收集对数生长期
)>K%

细胞#在
+,

孔板中每孔

加入
!"""?

细胞悬液#铺板使细胞密度为
I"""

个
P

孔"

IM>E

!

!

Q%$

条件下孵育
!&R

# 分别用不同浓度
((F

C"

!

"O,!I

!

'O!I

!

!OI

!

I

!

'""41?PLH

!

((FST28 C#N"41?PL

或
!N"41?PLH

干预
)>K%

细胞
%!R

# 按照说明书用

>>B$

检测顺铂及白蛋白对
)>K%

增殖抑制率的影

响"

!"%

荧光定量
F>6

检测
*6>>#

基因的表达

将
)>K%

细胞按每孔
I%#N

&

P4?

接种在
,

孔板#

按空白对照组!

((F

!

((FST28C#N"41?PL

或
!N"41?PLH

!

高浓度
T28 C!N"41?PLH

实验分组加药培养
%!R

"

8:G%INN

实时
F>6

系统检测
29:6 -;<<=

荧光实时

定 量
F>6

" 用 看 家 基 因
Q!

磷 酸 甘 油 醛 脱 氢 酶

C-8F(TH

作为内标"

*6>>#

上游引物为
I&! >8U>-!

>>->8U>88-8-8!Q&

#下游引物为
I& !UU----U!

>U>8--UU-U-UUU !Q &

"

-8F(T

上游引物为
I & !

-U>UU>8>>8>>8U--8-88--!Q&

#下游引物为
I&!

-->8--U>8--U>>8>>8>U-8!Q&

" 用
!

V!!>U 计算

4678

相对
-8F(T

表达情况"

!"& W<XA<;= /?1A

试验

将
)>K!%

细胞按每孔
I%#N

&

P4?

接种在
,

孔板#

按上述分组干预
%!R

" 倒掉培养基#

&$

预冷
F:2

冲

洗
!YQ

遍# 按照说明书的操作加入强细胞裂解液

C6GF8H

#在使用前数分钟内加入
F)2K

#使
F)2K

的

最终浓度为
#441?PL

" 在冰上放置
!N4.=

#使裂解液

和细胞充分接触#然后用细胞刮剥离细胞#裂解细胞

获得细胞总蛋白"

#N NNNY#& NNN3

离心
QYI4.=

#取

上清#用碧云天
:>8

蛋白浓度检测试剂盒绘制蛋白

浓度标准曲线并定量" 加入
I%

蛋白上样缓冲液混匀

后
#NN$

煮沸
I4.=

#期间震荡混匀
!YQ

次$以初始电

压为
$JP04

进行
2(2!

聚丙烯酰胺凝胶电泳#样本进

入分离胶后#电压增至
#IJP04

继续电泳#在目的蛋

白泳动至距胶下缘时结束电泳$电泳结束后#取下分

离胶#在转膜缓冲液中浸泡
#N4.=

左右#从负极到正

极依次放置海面垫!滤纸!凝胶!

FJ(K

膜!滤纸!海

面垫#放置好后
%NJ

恒流压转膜
#R

" 转膜结束后用

丽春红染色
I4.=C

于脱色摇床上摇
H

#观看转膜效果#

裁剪目的蛋白和内参所在位置的膜# 清水洗去丽春

红" 清水洗后的
FJ(K

膜放入含
IM

脱脂奶粉的

U:2U

中室温下封闭
!R

# 用含
!M

脱脂奶粉的
U:2U

对
*6>>#C#'!NNNH

和内参
!!50A.=C#(#NNNH

进行稀释#

&$

摇床过夜$

U:2U

洗膜
Q

次#每次
#N4.=

#洗膜结

束后
U:2U #(INNN

稀释二抗# 室温孵育
#R

$

U:2U

洗

膜
Q

次#每次
#N4.=

#进行化学发光检测#等体积混

合化学发光试剂
8

和
:

# 与
FJ(K

膜共孵育
I4.=

"

然后将膜移至另一保鲜膜上#去尽残液#包好#放入

Z

光片夹中" 在暗室中#将
'%

显影液和定影液分别

放入塑料盘中$在红光中取下
Z

光片#打开
Z

光片

夹#将
Z

光片放在
FJ(K

膜上#在暗盒内曝光根据

情况选择曝光时间#显影过程密切关注条带情况#满

意即停止显影#清水漂洗胶片后放入定影液中#清水

漂洗后晾干胶片$ 扫描胶片后用凝胶图像分析系统

分析
*6>>'

和内参
!!50A.=

的光密度值#以
*6>>'P

!!50A.=

的比值作为目的蛋白的表达量"

!"'

数据统计分析

所有参数均用均数
)

标准差
C!)XH

表示#用
2F22

!!O"

软件进行处理组与对照组间独立样本
A

检验#

用
-;5[RF5\ F;.X4 I

软件画图"

F]"O"I

表示有统计

论 著Q'%
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!!78*9)
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"
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9
(
)
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A
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6
'
'
#

B(*?

!

C

!

."4<4D<

学差异"

!

结 果

!"#

单独
--.

和
--.

联用
012

对
E'F%

细胞增殖抑制的影响

不同浓度
--.G4H#4"I(,JKL

对
E'F%

细

胞 增 殖 具 有 抑 制 作 用 #

--.

的
M'

D"

值 为

D"I(,NK

" 选用
D"I(,NK --.

联合
012

进行

下一步实验" 结果发现
D"I(,NK --.

联用

O""I(,NK 012

对
E'F%

的 增 殖 抑 制 率 为

PD4:Q%##:D4RS

$

D"I(,NK --.

联用
!4"I(,NK

012

对
E'F%

的增殖抑制率是
P&D:OD#!:O4LS

$

联合用药组的增殖抑制率明显低于单独用

药组
--.PDD:;4#D:!4LSPF9TU+? OL

%

!"! V6W X.'6

检测单独
--.

及高浓度

012

!

--.

联用
012

对
E'F%

细胞
56''O

I6B2

表达的影响

顺铂联用
!4"I(,NK 012

可显著促进

56''O I6B2

的表达$与空白对照组相比达

!

倍以上$具有统计学差异
P."4:4DL

" 顺铂联

用
O4"I(,NK 012

也可轻度上调
56''O I6B2

的表达$但是未达到统计学差异" 单独应用

--.

及高浓度
012

对
56''O

的表达无显

著影响
PF9TU+? !L

"

!"$ Y?@*?+) Z,(*

检测单独用
--.

及高浓度

012

!

--.

联用
012

对
E'F%

细胞
56''#

表达的影响

顺铂联用
!4"I(,JK 012

可显著上调
56''#

蛋

白表达$与空白对照组相比具有统计学差异
P."4<4DL

"

顺铂联用
#4"I(,JK 021

& 单独应用顺铂及高浓度

012

对
56''#

的蛋白表达无显著影响
PF9TU+? [L

"

B(*?

!

--.\012 O4

!

M'

D4

8()8?)*+7*9() (A --. 8(IZ9)?] ^9*_ #4"I(,JK 012

'

--.\012 !4

!

M'

D4

8()8?)*+7*9() (A --. 8(IZ9)?] ^9*_ !4"I(,JK 012<

%&'()* ! +,,*-. /, 001

"

2&'2 -/3-*3.)4.&/3 /, 567 438 001

-/9:&3*8 ;&.2 567<=>!9/?@A /) !>!9/?BAC /3 9DE7 *FG)*HH&/3

/, +DII=!&3 JI%K -*??H

#

!!H

"

3L$

$

%&'()* = 1)/?&,*)4.&/3 &32&:&.&/3 *,,*-. /, 8&,,*)*3. -/3-*3.)4.&/3H /,

001 438 001 -/9:&3*8 ;&.2 567 /3 JI%K -*??H

#

!!H

"

3L$

$

--.

--.\012 #4

--.\012 !4

4 D #4 #D
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讨 论

人血清白蛋白
()*+,

这一血浆制品应用于临床

已有
$-

多年的历史!主要用于抢救危重症患者因失

血过多"创伤和大面积烧伤等引起的休克"脑水肿及

大脑损伤导致的颅内压增高! 防治低蛋白血症以及

肝硬化或肾病引起的水肿和腹水" 癌症术后恢复等

疾病#

&

!

.

$

% 根据美国医院联合会的&人血白蛋白"非蛋

白胶体及晶体溶液使用指南'!只有严重低蛋白血症

(!!-/01,

"血容量不足合并低蛋白血症"全身严重浮

肿! 尿量偏少且利尿效果不理想的条件下才有指征

补充
)*+

#

2

$

% 但是!

)*+

的滥用现象普遍存在% 在大

多数情况下
)*+

常被误认为是滋补品用于癌症或

者重症患者% 由于白蛋白从血浆中提取! 安全风险

高!价格昂贵!频繁使用
)*+

增加了药物不良反应!

也增加了患者的经济负担#

%

$

%

顺铂为金属铂类络合物! 属周期性非特异性抗

肿瘤药%在细胞低氯环境中迅速解离!以水合阳离子

的形式与细胞内生物大分子结合(主要靶点为
34+

)形

成链间" 链内交联或蛋白质
34+

交联! 从而破坏

34+

的结构和功能% 根据药品说明书!化疗药物顺

铂与人血白蛋白结合率可高达
5-6

% 胡文兵等#

$

$报

道!在体外模拟生理条件下!顺铂与血清白蛋白反应

既能形成链内交联复合物!又能诱导二硫键的断裂%

化疗药物顺铂和
)*+

联合使用可能会发生相互作

用!进而导致顺铂在体内的吸收"分布"代谢和排泄

过程中的一个或若干个环节发生改变#

5

$

% 并且顺铂

和
)*+

结合后!可对铂类药物的药效"耐药性产生

显著影响#

#-

$

%

对化疗药物的多药耐药是乳腺癌治疗失败的主

要原因% 据报道!在修复顺铂*

34+

复合物中切除修

复交叉互补基因
(789:;:<= >7?@:> 9><;; 9<A?B7A7=C:=/#

!

DEFFG,

表达水平与肿瘤细胞中顺铂耐药水平密切

相关% 该基因的表达及其编码的蛋白表达变化可提

示肿瘤对
33H

的敏感程度! 对以铂类为基础化疗

的三阴性乳腺癌患者的预后具有显著的预测作

用 #

GG

!

G!

$

%

DEFFG

的表达增高与用铂类化疗治疗乳腺

癌患者的不良结局具有显著相关性! 可作为个体化

用药的生物标志物#

GG

$

%

本研究发现顺铂联合人血白蛋白对乳腺癌细胞

IFJ%

增殖抑制作用减弱! 并且白蛋白剂量依赖性

增强顺铂对
IFJ%

的抑制作用+顺铂与
!-!A<B01

白

蛋白共同作用于
IFJ%

细胞
%!K

! 耐药基因
DE!

FFGAE4+

和蛋白表达均增高! 与对照组相比具有

统计学差异% 这提示顺铂与过量白蛋白的联合使用

可使
IFJ%

对化疗药物敏感性降低!

DEFFG

表达上

调导致乳腺癌细胞
IFJ%

对顺铂耐药%

L@=/

等#

G'

$也

发现过量人血白蛋白可减弱顺铂对非小细胞肺癌的

化疗作用!人血白蛋白联用顺铂可上调
DEFFG

% 此

外研究发现! 顺铂可能通过
M4N

等蛋白磷酸化导

致耐药#

#&

$

% 当然这需要在临床进一步观察和验证%

综上所述! 由于国内目前缺少基于循证医学依

据的白蛋白使用指南作为指导! 临床上在实际使用

中存在很大的随意性!带来一系列安全隐患%顺铂联

合高浓度白蛋白治疗中晚期乳腺癌患者! 可能通过

上调
DEFF#

表达!导致治疗失败% 因此临床使用人

血清白蛋白应严格把握指征! 以避免药物不良反应

发生或治疗失败!降低医疗费用负担%
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!中国肿瘤"编辑部关于启用稿件远程处理系统的通知

本刊已启用稿件远程处理系统!该系统包括作者在线投稿
!

查询"主编办公"专家审稿"编辑

办公等功能!通过网上投稿"网上查稿"网上审稿!实现作者"编辑"审稿专家的一体化在线协作处

理!从而构建一个协作化"网络化"角色化的编辑稿件业务处理平台# 对于广大作者而言!该系统

最大的优点是支持在线投稿!方便作者及时了解稿件处理进程!缩短稿件处理时滞$

使用过程中具体注意事项如下%

&

"

'第
"

次使用本系统投稿的作者!必须先注册!才能投稿$ 注册时各项信息请填写完整$ 作

者自己设定用户名和密码!该用户名密码长期有效$

&

#

'已注册过的作者!请不要重复注册!否则将导致查询稿件信息不完整$ 如果遗忘密码!可以

致电编辑部查询$

&

$

'作者投稿请点击(作者登录)!登录后按照提示操作即可$投稿成功后!系统自动发送回执

邮件!作者投稿后请随时关注邮箱提示!也可随时点击(作者登录)!获知该稿件的审理情况"处理

进展"审稿意见等$

&

%

'网上投稿成功
"

周内!请将以下文件邮寄至编辑部%

!

单位介绍信*

"

文章若属于基金项

目资助!附上基金项目批文的复印件$ 编辑部收到上述文件后!稿件将进入审稿程序$

稿件远程处理系统启用后!我刊只接受网上投稿!不再接收电子邮件投稿和纸质稿$

!中国肿瘤"网址#
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如有任何问题!请与编辑部联系+ 联系电话%
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