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　　［摘要］　目的　研究分析野生型ＰＴＥＮ 基因对多柔比星（阿霉素，ＡＤＭ）耐药人红白血病细胞系 Ｋ５６２／ＡＤＭ 多药耐药

（ＭＤＲ）逆转的作用机制。方法　将携带野生型ＰＴＥＮ 基因的腺病毒载体（ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ）或空载体（ＡｄＧＦＰ）感染 ＡＤＭ
耐药的Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞，流式细胞术检测感染效率，在感染３ｄ内联合应用不同浓度的 ＡＤＭ、阿糖胞苷（ＡｒａＣ）或三氧化二

砷（Ａｓ２Ｏ３），通过ＭＴＴ法检测细胞增殖，流式细胞术检测细胞凋亡率，根据ＩＣ５０计算药物逆转倍数，观察ＰＴＥＮ 基因对上述化

疗药物 ＭＤＲ逆转作用。同时采用荧光定量ＰＣＲ检测ＰＴＥＮ、ＮＦκＢ、ＭＤＲ１、ＭＤＲ相关蛋白（ＭＲＰ）及凋亡相关基因Ｂｃｌ２、

ＢｃｌｘＬ 及Ｂａｘ水平变化，蛋白质印迹检测ＰＴＥＮ、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、Ｐ６５水平变化。结果　以感染复数为２００感染第３天后，

ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ感染与化疗药物联合作用组 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞增殖抑制率、凋亡率均高于 ＡｄＧＦＰ与化疗药物联合作用组

（Ｐ＜０．０５），ＰＴＥＮ 感染能增加Ｋ５６２／ＡＤＭ对ＡＤＭ、ＡｒａＣ、Ａｓ２Ｏ３的敏感性，逆转倍数分别为３．８０、２．６５、２．６４。与 ＡｄＧＦＰ
组相比，ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ感染Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞３ｄ后ｐＡｋｔ与Ｐ６５蛋白表达下调，ＮＦκＢ、ＭＤＲ１、Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ表达

下调，ＢａｘｍＲＮＡ表达上调。结论　野生型ＰＴＥＮ 基因可能通过抑制Ａｋｔ信号转导通路进一步调控下游信号分子，通过下
调ＮＦκＢ、ＭＤＲ１、Ｂｃｌ２及上调Ｂａｘ等多种信号分子逆转Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的多药耐药。
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　　肿瘤细胞的多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＭＤＲ）是导致化疗失败的主要原因，其耐药机制包

括：细胞内药物转运蛋白如Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）等表达

增加而导致细胞内有效药物浓度的降低，抑癌基因

的失活及癌基因的激活，信号转导通路的异常激活

等。研究表明，肿瘤细胞的ＭＤＲ是多因素综合作用

的结果［１３］。与张力蛋白同源的１０号染色体缺失的

磷酸酶（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇｄｅｌｅｔｅｄｏｎ

ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅｔｅｎ，ＰＴＥＮ）基因是一种具有蛋白磷酸
酶及脂质磷酸酶双特异性活性的抑癌基因，研究显

示ＰＴＥＮ 在包括造血系统肿瘤在内的多种肿瘤（如
肺癌、乳腺癌、白血病）中存在突变失活、表达降低

等，与肿瘤的不良预后密切相关［４６］。它可能通过调
控多种信号通路、信号分子发挥肿瘤抑制功能［４５］。

近来研究发现，ＰＴＥＮ 基因在实体肿瘤耐药中发挥
着重要作用［４］，而对白血病等恶性血液病是否能够

逆转 ＭＤＲ，其机制尚不清楚。

　　多柔比星（阿霉素，ＡＤＭ）耐药人红白血病细胞

系Ｋ５６２／ＡＤＭ高表达包括ＭＤＲ基因（ＭＤＲ１）在内
的多种耐药基因及蛋白，由于其细胞内存在磷脂酰

肌醇３激酶／蛋白激酶Ｂ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）信号的活化，

从而导致该细胞系对多种化疗药物交叉耐药［７］。本

研究将野生型ＰＴＥＮ 基因感染 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞
系，研究高表达ＰＴＥＮ 基因对多种化疗药物的敏感
性，探讨ＰＴＥＮ 逆转 ＭＤＲ可能的分子作用机制，为
研究白血病 ＭＤＲ逆转的新途径提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂及药物　反转录反应体系及引物（北

京赛百盛生物工程公司）、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＲｅａｌＭａｓｔｅｒ

Ｍｉｘ（北京天根生化科技有限公司）；ＰＴＥＮ、Ａｋｔ、

Ｓｅｒ４７３ｐＡｋｔ、Ｐ６５鼠抗人单克隆抗体（ＳａｎｔａＣｒｕｚ），

辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗鼠二抗（北京

鼎国生物公司）；ＡＤＭ（浙江海正药业股份有限公

司，批号０７０３０１）、阿糖胞苷（ＡｒａＣ，比利时普强药

业，批号７５Ｇ０１０）、三氧化二砷（Ａｓ２Ｏ３，哈尔滨伊达

药业有限公司，批号２００６０６０３）。

１．２　腺病毒及细胞系　重组腺病毒 ＡｄＰＴＥＮ绿
色荧光蛋白（ＧＦＰ）和ＡｄＧＦＰ由上海吉凯生物公司

合成并鉴定，在人胚肾细胞系２９３Ａ细胞（河北医科

大学）中进行扩增及滴度测定。２９３Ａ细胞在含１０％
胎牛血清（ＦＢＳ）的高糖ＤＭＥＭ 中培养，ＡＤＭ 耐药

的Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞系（河北医科大学）用含１０％

ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养。Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞在含

ＡＤＭ１．７μｍｏｌ／Ｌ培养液中稳定生长，实验前２周

换用无 ＡＤＭ 的 ＲＰＭＩ１６４０培养；所有细胞均在

３７℃、５％ＣＯ２饱和湿度环境培养。

１．３　腺病毒感染和感染效率的测定　按感染复数

（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为２００，在１００μＬ
无血清培养液中加入含有ＰＴＥＮ 基因（ＡｄＰＴＥＮ

ＧＦＰ组）或空载体 （ＡｄＧＦＰ 组）的病毒液感染

Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞，在３７℃、含５％ ＣＯ２、无血清、无

抗生素的ＲＰＭＩ１６４０培养基中孵育２ｈ后，加入含

１０％ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０继续培养，４８ｈ后用流式细

胞仪检测表达ＧＦＰ的细胞比例，计算感染效率。

１．４　实验分组　分为以下几组：（１）对照组，未用

药物干预及未感染腺病毒；（２）ＡｄＧＦＰ组，细胞感

染空载体腺病毒；（３）ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ组，细胞感染
携带ＰＴＥＮ 基因的腺病毒；（４）未感染＋化疗药物
组，未感染细胞用相应化疗药物处理；（５）ＡｄＧＦＰ＋
化疗药物组，细胞在感染空载体腺病毒同时加相应

化疗药物处理；（６）ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ＋化疗药物组，
细胞在感染ＰＴＥＮ 基因同时加相应化疗药物干预。

　　所选用的化疗药物及终末浓度分别为 ＡＤＭ

１．７、８．５、１７、８５μｍｏｌ／Ｌ，ＡｒａＣ１、２、５、１０μｍｏｌ／Ｌ，

Ａｓ２Ｏ３１、２、５、１０μｍｏｌ／Ｌ。

１．５　ＭＴＴ法检测药物对肿瘤细胞的抑制作用　取

对数生长期Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞，在９６孔板中，每孔接

种５０００个细胞，每组设３个复孔，同时设立无细胞

的空白对照，在干预后０、１、２、３、４、５ｄ，每孔加入５

μｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２０μＬ，培育４ｈ后离心弃上清，

加入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）２００μＬ／孔，振荡数分钟，

酶标仪读取光密度（Ｄ４９０）值，计算细胞生长抑制率，
绘制生长曲线。细胞生长抑制率＝［对照组Ｄ 值－
实验组Ｄ值］／对照组Ｄ值×１００％。并计算药物的
半数抑制浓度（ＩＣ５０）。以上实验重复３次。逆转倍

数（ＲＦ）＝［药物与ＡｄＧＦＰ联合作用ＩＣ５０］／［药物与

ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ联合作用ＩＣ５０］。

１．６　细胞凋亡率的检测　收集感染腺病毒后第１、

２、３天的细胞，每组收集１×１０６个，７０％乙醇４℃固
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定过夜；ＰＢＳ洗涤３次后加入ＲＮＡ酶，３７℃水浴消

化１５～３０ｍｉｎ后加入碘化丙啶（ＰＩ），４℃存放１５ｍｉｎ
以上，流式细胞仪检测凋亡率。

１．７　靶基因的实时荧光定量ＰＣＲ检测　收集不同

处理组细胞，ＴＲＩｚｏｌ提取总 ＲＮＡ，电泳鉴定 ＲＮＡ
并定量，反转录合成ｃＤＮＡ。ＳＹＢＲ反应体系共２５

μＬ，反应条件为９４℃５ｍｉｎ，９４℃４５ｓ，６０℃１ｍｉｎ，

３０个循环，设空白对照。ＰＣＲ反应前３～１５个循环

的荧光信号作为荧光本底信号，调节基线至适当处，

各荧光曲线与基线交叉点的循环数即为Ｃｔ值。根

据ΔＣｔ＝Ｃｔ（目的基因）－Ｃｔ（βａｃｔｉｎ），ΔΔＣｔ＝２
－ΔＣｔ

计算检测基因ｍＲＮＡ相对表达量，每组重复３次取

平均值。ＰＣＲ引物序列见表１。

表１　荧光定量ＰＣＲ扩增引物序列

Ｔａｂ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ

Ｇｅｎｅ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅ（ｂｐ） Ａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＰＴＥＮ Ｆ：５′ＡＴＡＣＣＡＧＧＡＣＣＡＧＡＧＧＡＡＡＣＣ３′ １０１ ０００３１４

Ｒ：５′ＴＴＧＴＣＡＴＴＡＴＣＣＧＣＡＣＧＣＴＣ３′

ＮＦκＢ Ｆ：５′ＧＴＴＣＡＣＡＧＡＣＣＴＧＧＣＡＴＣＣＧＴ３′ ２４０ ＮＭ＿００３９９８

Ｒ：５′ＧＡＧＡＡＧＴＣＣＡＴＧＴＣＣＧＣＡＡＴＧ３′

ＭＤＲ１ Ｆ：５′ＣＡＧＣＡＡＡＧＧＡＧＧＣＣＡＡＣＡＴＡＣ３′ １４２ ＮＭ０００９２７

Ｒ：５′ＴＧＡＧＧＣＴＧＴＣＴＡＡＣＡＡＧＧＧＣＡ３′

ＭＲＰ Ｆ：５′ＡＴＡＴＴＣＣＴＧＧＣＣＣＣＡＧＴＧＴＴ３′ １０１ Ｌ０５６２８

Ｒ：５′ＧＡＡＣＴＣＣＣＴＴＣＣＴＣＣＴＣＴＣＣ３′

Ｂｃｌ２ Ｆ：５′ＣＡＴＧＴＧＴＧＴＧＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡ３′ ８３ ＮＭ＿０００６５７

Ｒ：５′ＧＣＣＧＧＴＴＣＡＧＧＴＡＣＴＣＡＧＴＣＡ３′

ＢｃｌｘＬ Ｆ：５′ＧＴＡＡＡＣＴＧＧＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧＴ３′ ８３ Ｚ２３１１５

Ｒ：５′ＴＧＣＴＧＣＡＴＴＧＴＴＣＣＣＡＴＡＧＡ３′

Ｂａｘ Ｆ：５′ＡＣＣＡＡＧＡＡＧＣＴＧＡＧＣＧＡＧＴＧＴＣ３′ １８５ ＮＭ＿１３８７６１

Ｒ：５′ＴＧＴＣＣＡＧＣＣＣＡＴＧＡＴＧＧＴＴＣ３′

βａｃｔｉｎ Ｆ：５′ＣＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴ３′ ３８２ ＮＭ＿００１１０１

Ｒ：５′ＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＧＣ３′

１．８　靶蛋白的蛋白质印迹检测　收集不同组

Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞，每组取１×１０７个细胞，分别按照

核蛋白提取试剂盒（北京鼎国生物公司）和浆蛋白提

取试剂盒（北京鼎国生物公司）说明提取蛋白。取上

清，用考马斯亮蓝试剂盒（北京鼎国生物公司）测定

蛋白浓度，分装后置－２０℃保存。取８０μｇ样品蛋

白质，加入等体积上样缓冲液，经５％浓缩胶和１０％

ＳＤＳＰＡＧＥ后，用水浴式电转仪转至硝酸纤维素膜

上。经５％ＢＳＡ３７℃封闭１ｈ，分别加入１５００稀

释的小鼠抗人ＰＴＥＮ、Ａｋｔ和ｐＡｋｔ、Ｐ６５单克隆抗

体，４℃培育过夜。Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳ）漂洗５ｍｉｎ×３
次，加入山羊抗小鼠 ＨＲＰ标记二抗，３７℃孵育１ｈ，

ＴＢＳ漂洗５ｍｉｎ×３次。化学发光法检测后分析结

果。

１．９　统计学处理　采用ＳＡＳ８．０统计软件进行分

析处理，多组间计量资料进行方差分析，两组间进一

步比较采用ｑ检验，计数资料采用χ
２检验。检验水

平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　过表达ＰＴＥＮ 基因对 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞的增
殖抑制作用　当 ＭＯＩ为２００时，腺病毒感染Ｋ５６２／

ＡＤＭ细胞的效率为（８２．２±５．８）％，符合基因治疗

对载体的要求。ＭＴＴ法检测结果显示：在 ＭＯＩ＝

２００感染Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞后第１～３天，未感染组、

ＡｄＧＦＰ感染组和 ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ感染组细胞的
增殖抑制率差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；但第４～
５天，各组细胞的增殖抑制率出现差别，与 ＡｄＧＦＰ
组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，图１），Ａｄ
ＰＴＥＮＧＦＰ组细胞的最大生长抑制率出现在第５
天（３２．３％）。

２．２　ＰＴＥＮ 基因过表达对ＡＤＭ、ＡｒａＣ、Ａｓ２Ｏ３敏
感性的影响　以 ＭＯＩ＝２００感染Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞，
并以不同化疗药物干预３ｄ后，ＭＴＴ检测结果显示

ＰＴＥＮ 基因能够增加 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞对 ＡＤＭ、

ＡｒａＣ、Ａｓ２Ｏ３的敏感性，ＲＦ分别为３．８０、２．６５和

２．６４（表２）。
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图１　ＰＴＥＮ对Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞的增殖抑制曲线

Ｆｉｇ１　Ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆ

ＰＴＥＮａｇａｉｎｓｔＫ５６２／ＡＤＭｃｅｌｌｓ

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

表２　ＰＴＥＮ基因感染Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞后

对不同化疗药物逆转倍数

Ｔａｂ２　Ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｒｅｖｅｒｓａｌｆｏｌｄｓ（ＲＦ）ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｄｒｕｇｓａｆｔｅｒＫ５６２／ＡＤＭｃｅｌｌｓ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰＴＥＮｇｅｎｅ

Ｄｒｕｇ
ＩＣ５０ｃＢ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＡｄＧＦＰ ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ
ＲＦ

ＡＤＭ １３７９ ３６３ ３．８０
Ａｓ２Ｏ３ １．７５ ０．６６ ２．６５
ＡｒａＣ １７．７３ ６．７１ ２．６４

２．３　ＰＴＥＮ 基因过表达对不同处理组凋亡率的影

响　ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ感染联合１７μｍｏｌ／ＬＡＤＭ 、５

μｍｏｌ／ＬＡｒａＣ、１μｍｏｌ／ＬＡｓ２Ｏ３干预后３ｄ出现典

型的亚二倍体凋联亡峰，细胞凋亡率高于 ＡｄＧＦＰ
联合同种化疗药物干预组（Ｐ＜０．０５），结果见表３。

表３　不同处理组干预Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞后３ｄ细胞凋亡率

Ｔａｂ３　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｏｆＫ５６２／ＡＤＭｃｅｌｌｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ３ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％

Ｇｒｏｕｐ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅ

ＡｄＧＦＰ １．８±０．５
ＡｄＧＦＰ＋ＡＤＭ１７μｍｏｌ／Ｌ ３．７±１．２
ＡｄＧＦＰ＋ＡｒａＣ５μｍｏｌ／Ｌ １５．２±１．８
ＡｄＧＦＰ＋Ａｓ２Ｏ３１μｍｏｌ／Ｌ ２０．４±２．１
ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ ３．７±１．２
ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ＋ＡＤＭ１７μｍｏｌ／Ｌ １７．８±２．３

ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ＋ＡｒａＣ５μｍｏｌ／Ｌ ２８．６±２．９

ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ＋Ａｓ２Ｏ３１μｍｏｌ／Ｌ ６１．７±３．２

　Ｐ＜０．０５ｖｓＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｃｈｅｍｏｔｈｅｒａ

ｐｅｕｔｉｃｓ

２．４　腺病毒感染后Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞ＰＴＥＮ、Ａｋｔ、ｐ

Ａｋｔ表达结果　腺病毒感染Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞３ｄ后

ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ感染组ＰＴＥＮｍＲＮＡ（２５．４３±６．７７）

和蛋白（１．２４±０．２２）表达水平均高于ＡｄＧＦＰ感染

组的ＰＴＥＮ ｍＲＮＡ（０．４７±０．３２）和蛋白（０．１１±

０．０１）表达水平，也高于未感染对照组ＰＴＥＮｍＲＮＡ
（０．４８±０．２１）和蛋白（０．０７±０．０１）表达水平（Ｐ＜
０．０５）。感染野生型ＰＴＥＮ 基因后，总Ａｋｔ无明显改

变，而ｐＡｋｔ表达降低（Ｐ＜０．０５）。见图２。

图２　腺病毒感染Ｋ５６２或Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞后ＰＴＥＮ、

Ａｋｔ、ｐＡｋｔ及ＮＦκＢ／Ｐ６５表达

Ｆｉｇ２　ＰＴＥＮ，Ａｋｔ，ｐＡｋｔａｎｄＮＦκＢ／ｐ６５ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓ

ｉｎＫ５６２／ＡＤＭｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

　Ａ：Ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｄＰＴＥＮ

ＧＦＰｇｒｏｕｐ

２．５　ＰＴＥＮ 基因对白血病细胞ＮＦκＢ ｍＲＮＡ及

Ｐ６５蛋白表达的影响　腺病毒感染 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细

胞３ｄ后，在未感染组、ＡｄＧＦＰ组和 ＡｄＰＴＥＮ

ＧＦＰ组，ＮＦκＢ ｍＲＮＡ表达水平分别为１６．０８±

２．８５、１５．２０±２．０８和１．１７±０．０６，ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ
组较其他组低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。Ａｄ

ＰＴＥＮＧＦＰ组 ＮＦκＢ／Ｐ６５蛋白表达水平亦降低

（图２）。表明ＰＴＥＮ 基因可降低ＮＦκＢ 基因及蛋

白表达水平。

２．６　ＰＴＥＮ 基因对 ＭＤＲ１和 ＭＤＲ 相关蛋白
（ＭＲＰ）ｍＲＮＡ 表达的影响　腺病毒感染 Ｋ５６２／

ＡＤＭ 细胞 ３ｄ 后，未感染组、ＡｄＧＦＰ 组、Ａｄ
ＰＴＥＮＧＦＰ组中 ＭＤＲ１ｍＲＮＡ表达水平分别为

０．２５±０．０２、０．２４±０．０３ 和 ０．１３±０．０１，Ａｄ
ＰＴＥＮＧＦＰ组较其他组表达水平降低，差异有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）；ＭＲＰ ｍＲＮＡ表达水平分别为

０．４４±０．０７、０．４２±０．０７和０．４７±０．０９，３组间差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结果见图３。
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图３　感染或未感染野生型ＰＴＥＮ 基因后不同信号分子基因表达水平差异

Ｆｉｇ３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｆｔｅｒｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈｏｒｗｉｔｈｏｕｔｗｉｌｄｔｙｐｅＰＴＥＮｇｅｎｅ

Ｂｃｌ２ａｎｄＢｃｌｘＬｔｏｒｉｇｈｔｃｏｏｒｄｉｎａｔｅａｘｉｓ．ＭＤＲ１：Ｍｕｌｔｉｐｌｅｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ；ＭＲＰ：Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏ

ｔｅｉｎ．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐａｎｄＡｄＧＦＰｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．７　ＰＴＥＮ 基因对凋亡相关基因Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ、

ＢａｘｍＲＮＡ表达的影响　腺病毒感染３ｄ后，在未

感染组、ＡｄＧＦＰ 组、ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ 组中 Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ表达水平分别为０．０４０±０．０１３、０．０３６±

０．０１０、０．０１１±０．００４，ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ 组 Ｂｃｌ２

ｍＲＮＡ水平低于未感染组和 ＡｄＧＦＰ 组 （Ｐ＜

０．０５）；未感染组、ＡｄＧＦＰ组、ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ组中

ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ 表达水平分别为０．００７±０．００３、

０．００８±０．００３、０．００４±０．００１，ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ组

ＢｃｌｘＬ ｍＲＮＡ 水平低于未感染组和 ＡｄＧＦＰ组

（Ｐ＜０．０５）；未感染组、ＡｄＧＦＰ组、ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ

组中ＢａｘｍＲＮＡ表达水平分别为０．１２９±０．０２８、

０．１４１±０．０１８、０．４３２±０．０７１，ＡｄＰＴＥＮＧＦＰ组

Ｂａｘ ｍＲＮＡ 水 平 高 于 未 感 染 组 和 ＡｄＧＦＰ 组

（Ｐ＜０．０５）。见图３。

３　讨　论

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是细胞内重要的信号转导通

路，在促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、诱导肿瘤细胞

ＭＤＲ等方面发挥重要作用，在包括白血病在内的多

种肿瘤中存在此信号通路的异常活化［３］。有研究表

明ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２和磷脂酰肌醇类似物

（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌｅｔｈｅｒｌｉｐｉｄａｎａｌｏｇｕｅｓ，ＰＩＡｓ）

可以增加白血病细胞对依托泊苷（ＶＰ１６）、ＡｒａＣ和

Ａｓ２Ｏ３等传统化疗药物的敏感性［８９］。ＰＴＥＮ蛋白

通过其磷酸酶活性抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路，

影响细胞增殖、凋亡、血管新生及 ＭＤＲ，发挥抑癌作

用［１２，１０１１］。研究发现在实体肿瘤中过表达ＰＴＥＮ

基因可以增加对ＡＤＭ、紫杉醇、顺铂等多种化疗药

物的敏感性［１２１３］。本实验将ＰＴＥＮ 基因感染与多

种化疗药物联合作用 Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞后显示，

ＰＴＥＮ 基因能增加对ＡＤＭ、Ａｓ２Ｏ３及ＡｒａＣ的敏感

性，表明 ＰＴＥＮ 基因能够逆转造血系统肿瘤的

ＭＤＲ。

　　核转录因子 ＮＦκＢ为ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ下游信号转

导分子，可以被ｐＡｋｔ激活，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂能够

降低ＮＦκＢ转录因子的活性［１］。有研究表明 ＮＦ

κＢ抑制剂亦可降低白血病 ＨＬ６０ＡＲ细胞对Ａｓ２Ｏ３

的耐药，增加对 ＡｒａＣ及 ＶＰ１６等化疗药物对白血

病细胞的敏感性［１４］。本研究发现感染野生型

ＰＴＥＮ 基因后ｐＡｋｔ表达降低，ＮＦκＢ ｍＲＮＡ及

蛋白水平亦明显下调，推测野生型ＰＴＥＮ 基因能够

抑制Ｋ５６２／ＡＤＭ 细胞中 Ａｋｔ的磷酸化水平，继而

可能进一步调控其下游信号分子 ＮＦκＢ的表达。

ＮＦκＢ活化后能够进一步促进凋亡抑制基因Ｂｃｌ２、

ＢｃｌｘＬ 表达，抑制促凋亡基因Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ表达，在

促进细胞增殖、抑制细胞凋亡、诱导肿瘤细胞 ＭＤＲ

等方面发挥重要作用［１，１４］。我们研究发现在ＰＴＥＮ

抑制ＮＦκＢ表达后Ｂｃｌ２、ＢｃｌｘＬ 表达降低，Ｂａｘ表

达增高，从而支持凋亡相关分子在ＰＴＥＮ 介导的

ＭＤＲ逆转中的作用。

　　ＭＤＲ的经典途径是由ＭＤＲ１基因编码的Ｐｇｐ
介导的。有研究表明 Ａｋｔ磷酸化及 ＮＦκＢ均可以

促进ＭＤＲ１基因的转录，增加Ｐｇｐ蛋白表达［１，１４］。

本研究发现高表达ＰＴＥＮ 基因的Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞

ＭＤＲ１亦有不同程度受抑，而 ＭＲＰ无明显变化，
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ＭＤＲ１基因受抑制程度与ｐＡｋｔ及 ＮＦκＢ受抑程

度不成比例，推测ＭＤＲ１基因可能只是部分参与了

ＰＴＥＮ 介导的 ＭＤＲ。

　　 本研究发现 ＰＴＥＮ 基因可以增加白血病

Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞对多种化疗药物的敏感性，ＰＴＥＮ
基因抑制Ｋ５６２／ＡＤＭ细胞增殖、逆转其 ＭＤＲ的分

子生物学机制不仅与多种信号转导通路的激活相

关，也与经典的 ＭＤＲ途径密切联系，从而形成了复

杂的调控网络，这为研究白血病 ＭＤＲ逆转的新途

径提供了理论依据。
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