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摘 要!%目的& 比较卵巢上皮癌铂类耐药和非铂类耐药细胞间的基因表达差异" 并进行相
关基因的筛选和鉴定 ' %方法 & 采用人类全基因组表达谱芯片对卵巢癌铂类耐药细胞
+,-.'/01

和亲本细胞
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进行差异基因的筛选和分析# 用半定量逆转录聚合酶联反应
23456037

对部分芯片结果进行核对验证' %结果& 共分离筛选出差异基因
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经半定量
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验证"表明上述
'

个基因在耐
药细胞株中的表达的确高于敏感细胞株' %结论& 卵巢癌的多药耐药是一个多种基因参与的
复杂过程"
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化疗是治疗卵巢上皮癌的重要方法" 而耐药性

的产生则是导致卵巢上皮癌化疗失败的主要原因'

耐药的本质是肿瘤细胞在化疗药物对其产生生存压

力的情况下建立起来的一种适应过程" 其产生和维

持的机制错综复杂" 并以网络的形式相互作用并相

互制约" 从基因表达水平寻找耐药产生过程中具有

关键作用的分子改变" 对于全面了解耐药机制具有

重要意义' 基因芯片技术通过微处理技术在固体表

面合成大量探针"利用生物大分子
P<B

的结构及其

碱基配对原则" 实现了对核酸分子中基因片段的准

确(快速(大规模(高通量的检测"成为当前研究差异

表达基因的主要方法'目前"卵巢上皮癌的化疗是以

铂类药物为基础的联合化疗" 因此卵巢上皮癌铂类

耐药和敏感细胞间差异表达基因的研究对认识卵巢

专
题
报
道
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癌铂类耐药的机制有着重大的现实意义! 本实验采

用
</+,+*= >3?

人类全基因组表达谱芯片对卵巢

癌耐卡铂细胞株
@A39BC.D

及其亲本细胞株差异表

达基因进行了筛选和分析" 以求进一步从基因水平

探讨卵巢癌的铂类耐药机制" 并为卵巢癌多药耐药

的逆转治疗提供新的思路和方法!
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材料与方法
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细胞系

铂类敏感细胞系
@A39B

源于中国科学院上海

生物细胞研究所细胞库" 耐卡铂细胞株
@A39BC.D

乃本实验室模拟临床周期性化疗采用间断大剂量浓

度药物作用于亲代细胞建株自己诱导建立" 耐药指
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公司& 桥式水平电泳
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型稳压稳流电

泳仪购自北京六一仪器厂&
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凝胶成像

分析系统购自美国
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公司& 人类全基因组表

达谱芯片购自中国台湾华联生物工程公司
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细

胞的总
";?

"

#^
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" 用
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链做探针" 探针经变性处理后用于与基

因芯片杂交!芯片杂交和扫描均按试剂盒说明操作"

杂交膜经化学发光检测试剂盒处理后用
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片曝光!对
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细胞与
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检索和生物信息学的方法" 并根据现在已知的大量

研究结果"将找到的差异基因进行功能分类"筛选与

多药耐药关系最为密切的相关基因!
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采用凝胶电泳'
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软件分析各条带的灰

度值" 以各基因片段与
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片段灰度值的比值

作为其
LE;?

相对表达水平数值%
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述直接或间接涉及和参与了多药耐药的产生和调控

的
$?

条差异基因进行功能上的表达分类
W6'L1) #X

"
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差异表达基因
N9D?>C

!

JB&&O

和
F@B&=

在

;PHY=Z&F

中均高表达

电泳结果显示 #
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$!
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的
!C7

%
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%
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=

条带型清晰!并且
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条带的亮度高于
?C7

&亮度

比约为
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$!除此未见其它杂带!表明
B98

纯度高!

无
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%蛋白质%多糖或其它物质污染!符合标准'
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%

JB&&O

和
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在
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中均

高表达! 与基因芯片结果吻合! 说明芯片结果可靠

&
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!
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讨 论

既往研究认为导致卵巢癌细胞产生多药耐药的

原 因 主 要 与
A4B?

%

ABG

%

<BG

%

F&BG

%

I;MZI;6

的

高表达及
6+/+ !

活性的改变有关!但近年来大量研

究表明肿瘤细胞对化疗药物的易感性并不能被单因

素的标志物所决定! 单个机制的途径不能解释肿瘤

耐药的发生(

?

)

*

本实验中! 卵巢癌耐药细胞株
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中并

未见
A4B

+

ABG

%

<BG

%
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等基因的高

表达! 而与多药耐药的产生和调控直接或间接相关

的一系列基因群却呈现高表达改变! 这些基因包括

凋亡抑制基因%药物转运和代谢基因%信号转导和细

胞周期相关基因%
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转录与修复基因% 蛋白激酶

和磷酸酶基因等" 这一方面说明经典的多药耐药基

因并不是恒定地高表达在耐药细胞中! 或者其高表

达与细胞的生存环境有关&如,药物种类%剂量大小%

刺激方式等$-另一方面说明多药耐药的发生是一个

多基因%多途径%多层次共同作用过程!在这一过程

中可能某群基因或途径起主导作用! 或各种基因或

途径相互协同和支持*

在众多耐药机制中!肿瘤细胞的
498

损伤修复

及抗凋亡途径是耐药产生的两大重要机制* 本实验

所发现的与多药耐药相关的
$?

条差异基因中!
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损伤修复及抗凋亡相关基因就达到
!%

条!远远多于

其他类别的差异基因*

N9D?>C

及
JB&&O

均与
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损伤修复有关! 耐药细胞较亲本细胞分别上调了

?![O

倍及
??

倍*

F@B&=

基因与凋亡调控密切相关!

其在耐药细胞中上调了近
?O

倍* 因此!本实验选取

此
=

个基因进行
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验证* 结果证实上述
=

个基因

在耐药细胞株中的表达的确高于敏感细胞株! 其中

#$%&' ( )*+,-./+$& 0/1-0 /2 3'+'0 $00/,.$-'4 5.-6 41*3 1'0.0-$+,' .+ 789:;<=>

9+()

,

\

,

&+K/',27+3 L)(5))3 ;PHY=Z&F '3V ;PHY=

!

G#R[RO[

#$%&' ! #6' $+$&?0.0 1'0*&-0 /2 -6' 4.22'1'+-.$& '@A1'00'4

3'+'0 %? !#BC=!

"

!"0D

&'()*+,- N9D#>C JB&&O F@B&=

;PHY=Z&F R[O$$R[!E R[%E$R[=! R[==$R[##

;PHY= R[!!$R[#O R[!$$R[#> R[#%$R[#E

( =[#=

\

E[!O

\

=[O%

\

).3*1' ( E&',-1/A6/1'0.0 $+$&?0.0 /2 '@-1$,-'4 -/-$& FGH

A',]), ;PHY= ;PHY=Z&F

!C7

#C7

O7

O!>



肿瘤学杂志
!"#$

年第
!!

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!!7;':%

<;=#>?

属于锌指蛋白家族 ! 锌指蛋白 "

@0*4

-0*51) A)'B10*C

是由一系列锌指结构组成锌指结

构通过
<*

!D形成的短的可以自我折叠形成 #手

指$结构的稳定四面体!可以特异性地与
E;FG

H;F

位点结合!因此锌指蛋白在基因的表达调

控%损伤修复%细胞分化%胚胎发育等生命过程

中发挥重要作用& 国外的研究证实'细胞经紫

外线"

I9J

(辐射后!其胞内的
<;=8>?

表达水

平明显升高!证明
<;=8>?

的确参与了
H;F

损

伤的修复和调节)

!

!

K

*

&而国内也有学者在体外诱

导建立的人白血病耐阿霉素细胞株
LM$!GFHE

中发现有锌指蛋白
8$M

的表达升高)

N

*

& 紫外线和

阿霉素的
H;F

损伤机理与铂类的损伤机理相

似!即都以
H;F

为主要靶点!引起
H;F

链间

"链内(交联!或形成
H;F

与蛋白质的交联!干

扰
H;F

的复制和转录! 导致
H;F

断裂和误

码& 因此!我们推测铂类药物使卵巢癌细胞受

损后! 其胞内的
<;=#>?

表达升高并与损伤的

H;F

特异结合而进行修复!藉此介导多药耐药

的产生&

H;F

损伤修复能力增强!是导致卵巢癌顺

铂耐药的主要原因之一&

H;F

错配修复
OP02!

P+B4/ )1A+0)

!

QQEC

系统和核苷酸剪切修复机

制
O*(4,1'B0R1 1S4020'* )1A+0) 262B1P

!

;TEC

在这

一机制中扮演重要角色&

;TE

涉及到
UVF

%

UVJ

%

.WJ

%

TE..#

%

TE..M

等基因&尽管有学者

认为
TE..#

和
TE..N

才是核苷酸剪切修复机

制的主体)

M

*

!

TE..M

的作用微乎其微& 但
W/0'!

P0

等 )

$

*的研究证实 '如果把
TE..M

的
4H;F

转染到小鼠
I9

敏感细胞
UX!#$

后可恢复其

对紫外线的抵抗性! 而把
TE..M

的
4H;F

微

注射到体内!就可以修复
UVY

缺陷& 最近
X('

等)

%

*以类原始淋巴细胞系
ZL$

为体外模型!发

现在致癌物%突变剂和交联剂的作用下!细胞

内的
TE..M

表达水平显著升高& 以上研究均

表明
TE..M

参与了
H;F

的损伤修复)

%

*

& 因为

紫外线%交联剂对细胞或核酸的损伤机理和铂

类药物相似! 故我们认为耐药细胞株
WL39KG

.J

的
H;F

在受到铂类药物损伤后增强启动

了核苷酸剪切修复机制而使
TE..M

表达增

强& 国外学者的研究也证实
TE..M

与多种肿

$[[\A

M[[\A

N[[\A

K[[\A

![[\A

8[[\A

YFVH]!!!!!NK%\A

<;=8>? !!$\A

WL39KG.J WL39K Q+)^1)

$[[\A

M[[\A

N[[\A

K[[\A

![[\A

#[[\A

YFVH]!! NK%\A

TE..M K$?\A

WL39KG.J WL39K Q+)^1)

M[[\A

N[[\A

K[[\A

![[\A

M[\A

YFVH]!# !!!!M\A

J_E.K %[\A

WL39KG.J WL39K Q+)^1)
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瘤细胞的耐药有关!

&'()*

等"

+

#的研究表明对多柔比

星的耐药可能和
,-../

有关!其发现对多柔比星耐

药的神经母细胞瘤细胞系在经过伏立诺他的治疗后

出现了耐药性的逆转和
,-../

基因的表达下调!而

,-../

的单核苷酸多态性
012345

与多发性骨髓瘤和

慢性粒细胞白血病的多药耐药密切相关 "

6

$

#7

#

%

.'()

等 "

##

#发现携带
!%$89:;!/<

单体型的
,-../

直肠癌

细胞对奥沙利铂呈现耐药性& 其研究提示
,-../

在
!%$8

和
;!/

的启动子多态性是一个重要的化疗敏

感性预测因子% 进一步的研究表明&

,-../

基因表

达下调患者无进展生存期'

3=1

(明显延长&从而表

明
,-../

是一个新的卵巢癌进展和化疗效果预测

靶标"

>!

#

% 日本学者
1?@?ABCB

等"

#8

#利用
DE29

微阵列

分析了人卵巢癌敏感细胞株
F=

与顺铂
8

倍耐药细

胞株
F=G

及顺铂
87

倍耐药细胞株
F=G3!77

的差异

基因& 发现与敏感株相比
,-../

基因在
F=G

中表

达明显升高&但
F=G3!77

中未见其表达升高% 此结

论一方面肯定了我们的实验结果& 证实了我们关于

,-../

介导耐药机制的猜想) 另一方面& 又说明

,-../

的表达水平取决于细胞的耐药指数&但和耐

药指数并不成直线关系% 因此&综上所述&我们认为

,-../

在
E29

的损伤修复中发挥着重要作用&它

可以协同
,-..>

*

,-..H

等其它基因进行核苷酸剪

切修复&在某些条件下&它可能是进行
E29

修复的

主体基因甚至是唯一基因& 但其诱导细胞耐药的机

制及其表达水平和耐药程度的关系还需进一步的研

究和探讨%

IJ-.80K?DLMBNOG?M O)'OKOCBG ?PBPCB4O4 PGBC(O) G(!

P(?C!DB)C?O)O)* 85

又名
DJ93!

&其也是主要通过抑止

细胞的凋亡介导耐药的%

IJ-.8

是细胞凋亡抑制蛋

白家族
QO)'OKOCBG BR ?PBPCB4O4

&

J93S

的重要成员&其广

泛存在于真核细胞中% 氨基酸序列分析表明在它的

2

端有
8

个杆状病毒
J93

重复结构域&

.

端有一个

指环结构域%

IJ-.8

抑制细胞凋亡的机制有+

!

通过

抑制各种
D?4P?4(0

如
D?4P?4(8

*

%

*

6S

和
PGBD?4P?4(

的

激活和活性来阻止细胞凋亡的发生)

"

通过与肿瘤

坏死因子受体相关因子
T-9=>

及
T-9=!

结合抑制

凋亡)

#

白细胞介素
!>$

转化酶
0J.,S

可以介导细胞

的凋亡&其可通过抑制
J.,

减缓或抑制细胞的凋亡"

>H

#

)

%

当细胞接受了细胞内外的凋亡触发信号后&与

J93

作用的相关蛋白质如
1A?D

可通过结合
J93

而

消除凋亡的触发)

&

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导剂

0T-9JUS

是重要的抗肿瘤药物之一&而耐药性的出现

则限制了它的临床治疗效果%

IJ-.8

通过调节肿瘤

细胞对
T-9JU

的敏感性而介导细胞的耐药% 研究证

实&

IJ-.8

的降解可直接增加肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性"

>/

#

% 而这一过程可能又和
V2F

介导的自我

吞噬途径所激活有关"

>$

#

%如上述&

IJ-.8

正是靠着这

些彼此不同而又相互联系的机制来抑制凋亡介导耐

药的% 最近&

W(G)")X(Y!Z?G*?4

等"

>%

#在对吉西他滨耐

药的乳腺癌细胞中发现
2=!@?PP?I

和
IJ-.8

的活

性和表达水平升高&因为
IJ-.8

是
2=!@?PP?I

的靶

基因&故作者认为
IJ-.8

和
2=!@?PP?I

一起协同诱

导细胞耐药性的产生%

2BALG?

等"

>+

#研究了顺铂耐药

前列腺癌细 胞
U2.?3:.>

*

U2.?3:.!

和
U2.?3:.8

的
J93

表达情况 ,与顺铂敏感细胞
U2.?3

相比&三

者对顺铂的耐药倍数分别为
$[8

*

6[>

和
!![8

倍(&发

现
IJ-.8

*

\J93

和
4LGNONO)

的表达水平随着耐药倍

数的增加而增加&除
4LGNONO)

外其它
J934

均在细胞

内得到免疫印迹验证%除此&还发现顺铂耐药倍数最

高的
U2.?3:.8

细胞对阿霉素*

/!

氟尿嘧啶和足叶乙

苷存在明显的交叉耐药& 但对泰素或多西紫杉醇无

交叉耐药或较弱的交叉耐药% 因此&作者认为
J934

通过凋亡机制在前列腺癌细胞耐药中发挥了重要作

用%

W?')(

等"

>6

#发现对顺铂耐药的
9!%+7DO4

卵巢癌

细胞系中存在着抗凋亡基因的上调&尤其是
.J93!>

和
IJ-.8

的过表达&进一步的研究发现&耐药细胞

中
2F

细胞的细胞溶解效率较敏感株明显降低% 这

提示
.J93!>

和
IJ-.8

通过
2F

细胞介导免疫因素

也是细胞耐药的一个重要因素%

.B'()

等"

!7

#则发现&

采用顺铂化疗的卵巢癌患者中
JU!$

和
IJ-.8

的基

因及蛋白表达水平都显著升高%

](4C(G) KMBC

实验表

明加入
!JU!$

的抗体后
IJ-.8

的表达水平明显下降&

而使用
JU!$:IJ-.8

的抑制剂后可以增加卵巢癌细

胞对顺铂的敏感性%这提示
IJ-.8

通过充当
JU!$

的

靶基因介导了癌细胞的耐药%因而&作者认为顺铂化

疗时联合使用
JU!$:IJ-.8

的抑制剂可以提高化疗

患者的治疗效果%

J934

除了可以介导细胞的耐药&其还与患者的

预后密切相关%

2?@?*?^?

等"

!>

#以多药耐药多发性骨

髓瘤 ,

__

( 为模型应用
-T`3.-

研究了
IJ-.8

*

DJ93>

*

\J93

的表达水平和预后的关系&发现在化疗

/8>
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后
<=>8

或
?>@

表达升高的患者中!如果同时存在

AB>.C

和
4BD@8

的过表达!则其预后就相对较差"而

化疗后如果
<=>8

或
?>@

呈低表达! 则
AB>.C

和

4BD@8

的表达水平改变与患者预后好坏无相关性"

说明在
<=>8

或
?>@

过表达的前提下 !

AB>.C

和

4BD@8

的表达水平可以协助我们预测患者的化疗效

果和预后!以便制订合理化的治疗方案"

综上所述!

E;F8GH

#

I>..J

和
AB>.C

这
C

个基

因与卵巢癌的多药耐药密切相关! 尽管介导耐药的

机制还有待进一步研究!但为研究#治疗卵巢癌的多

药耐药提供了新的突破口和靶点"
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