
书书书

　　 　

　　 　 　　　 　 　　　 　

第二军医大学学报 　２０１７年８月第３８卷第８期 　犺狋狋狆：／／狑狑狑．犪犼狊犿犿狌．犮狀

ＡｃａｄｅｍｉｃＪｏｕｒｎａｌｏｆＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ａｕｇ．２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．８

ＤＯＩ：１０．１６７８１／ｊ．０２５８８７９ｘ．２０１７．０８．１０３４ ·论　著·

［收稿日期］　２０１７０２３１　　　　［接受日期］　２０１７０６１１

［基金项目］　国家自然科学基金（８１３７２５８０），河北省自然科学基金（Ｈ２０１６２０６１７３），河北省卫生和计划生育委员会重点科技研究计划项目

（２０１５０３５２）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ （８１３７２５８０），ＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＨｅｂｅｉＰｒｏｖｉｎｃｅ

（Ｈ２０１６２０６１７３），ａｎｄＫｅｙＰｒｏｇｒａｍｏｆＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＨｅａｌｔｈａｎｄＦａｍｉｌｙＰｌａｎｎｉｎｇＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎｏｆＨｅｂｅｉ（２０１５０３５２）．

［作者简介］　贾　楠，硕士，主治医师．Ｅｍａｉｌ：１３５８２３４１７６８＠１６３．ｃｏｍ

通信作者 （Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｔｅｌ：０３１１８６０９５６７８，Ｅｍａｉｌ：ｌｉ＿ｙｏｎｇ＿ｈｂｔｈ＠１２６．ｃｏｍ

犘狅犽犲犿狅狀基因表达与胃癌耐药性的关系

贾　楠，李　勇，范立侨，檀碧波，刘　羽，张志栋

河北医科大学第四医院外三科，石家庄０５００１１

　　［摘要］　目的　探讨狆狅犽犲犿狅狀基因表达与胃癌细胞药敏性及耐药基因的关系。方法　取６０例胃癌组织和癌旁组

织石蜡标本，采用免疫组化技术检测组织中ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白及耐药相关蛋白Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）、多药耐药相关蛋白１（ＭＲＰ１）、

肺耐药蛋白（ＬＲＰ）、生存素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的表达，并分析ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白与其他４种蛋白的关系。采用磺酰罗丹明Ｂ（ＳＲＢ）蛋白

染色法检测５氟尿嘧啶（５ＦＵ）、顺铂（ＤＤＰ）、奥沙利铂（ＬＯＨＰ）对胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１、胃癌耐药细胞株ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ、

胃上皮细胞株ＧＥＳ１的抑制作用；ｑＰＣＲ及蛋白质印迹法检测上述３种细胞株中ｐｏｋｅｍｏｎ和耐药基因的表达。合成针对

狆狅犽犲犿狅狀的ｓｉＲＮＡ并转染ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞，检测转染前后ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞的化疗药敏性及耐药基因的变化。

结果　胃癌组织中ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的阳性表达率均高于癌旁组织 （犘＜０．０５）；ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白表

达与Ｐｇｐ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达间存在正相关关系（狉＝０．３８５２，犘＝０．００２；狉＝０．３４２４，犘＝０．００７）。Ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞株中的表达高于细胞株ＳＧＣ７９０１及ＧＥＳ１；ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞株的耐药性最强，

ＳＧＣ７９０１次之，ＧＥＳ１最弱（犘＜０．０１）。ＰｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ转染ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞后细胞中狆狅犽犲犿狅狀ｍＲＮＡ的表达明显受

到抑制；转染后化疗药物对细胞的抑制能力增强，Ｐｇｐ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达减弱（犘＜０．０５）。结论 Ｐｏｋｅｍｏｎ与Ｐｇｐ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ通

过相互调控而促进胃癌耐药性的形成。犘狅犽犲犿狅狀可能成为胃癌靶向治疗的候选基因。
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（犘＜０．０５）．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｋｅｍｏｎｗａｓｐｏｓｉｔｉｖｅｌｙｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈＰｇｐａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎ（狉＝０．３８５２，犘＝
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第８期．贾　楠，等．犘狅犽犲犿狅狀基因表达与胃癌耐药性的关系

ｂｙＳＧＣ７９０１，ａｎｄｔｈａｔｏｆＧＥＳ１ｗａｓｔｈｅｗｅａｋｅｓｔ（犘＜０．０１）．ＡｆｔｅｒＳＧＣ７９０１／ＡＤＲｃｅｌｌｓｗａｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｏｋｅｍｏｎ

ｓｉＲＮＡ，狆狅犽犲犿狅狀ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ，ｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰｇｐａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎ

ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄａｎｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙａｇｅｎｔｓｏｎＳＧＣ７９０１／ＡＤＲｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（犘＜０．０５）．

犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀 ＴｈｅｐｏｋｅｍｏｎｉｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｂｙｍｕｔｕａｌｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｗｉｔｈＰｇｐａｎｄｓｕｒｖｉｖｉｎ，

ａｎｄ狆狅犽犲犿狅狀ｍａｙｂｅａｃａｎｄｉｄａｔｅｇｅｎｅｆｏｒｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｔａｒｇｅｔｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ．

［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｓｔｏｍａｃｈｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ｐｏｋｅｍｏｎ；ｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ；ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ

［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１７，３８（８）：１０３４１０３９］

　　胃癌的治疗措施主要包括手术、化疗及靶向治

疗。化疗是胃癌综合治疗中的重要治疗措施，但由

于胃癌细胞对于化疗药物多存在较为明显的抵抗能

力，即多药耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ），常

导致化疗失败［１２］，造成患者肿瘤复发或转移。阐明

胃癌细胞耐药抵抗的机制并实现耐药性逆转对于改

善胃癌治疗效果有重要意义。但迄今胃癌ＭＤＲ的

机制还不完全明确，对胃癌 ＭＤＲ的逆转也没有实

现。研究发现ｐｏｋｅｍｏｎ与肿瘤的侵袭、转移、凋亡

有关［３４］，也与肿瘤的耐药形成有关［５］。为了解

ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌耐药形成中的作用，本研究检测了

胃癌及癌旁组织中ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白及耐药相关蛋白

Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）、多药耐药相关蛋

白 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１，

ＭＲＰ１）、肺耐药蛋白 （ｌｕｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ，

ＬＲＰ）、生存素（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）的表达，对胃癌细胞的体外

药敏性进行了检测，分析了ｐｏｋｅｍｏｎ与胃癌耐药性的

关系，并进一步应用ＲＮＡ干扰技术抑制人胃癌耐药

细胞株ＳＧＣ７９０１／耐阿霉素（ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ，ＡＤＲ）中

ｐｏｋｅｍｏｎ表达，检测了转染前后胃癌细胞耐药性的变

化，以期为探讨ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌耐药形成中的作用机

制提供依据。

１　材料和方法

１．１　临床标本来源　入组患者为２０１３年１月至

２０１４年１２月在河北医科大学第四医院外三科确诊

并行手术切除的胃癌患者６０例。其中男４２例、女

１８例；年龄３６～８０岁，平均（５７．５４±９．７３）岁，患者

术前均未接受过放化疗。每例均于术中取胃癌及癌

旁组织（距肿瘤边缘大于３ｃｍ，术后证实无肿瘤细胞

存在）标本各１块，每块大小约１ｃｍ×０．５ｃｍ×０．５

ｃｍ。标本分为２份，一份置于－８０℃保存用于胃癌

细胞体外药敏性检测；另一份置于４％多聚甲醛溶

液中固定，制备石蜡标本用于免疫组化检测。本研

究经河北医科大学第四医院伦理委员会审核批准，

入组患者均签署知情同意文件。

１．２　细胞株及主要试剂　人胃癌细胞株ＳＧＣ７９０１

由本院科研中心保种并传代，胃癌耐药细胞株

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ由第四军医大学消化病研究所樊代明

院士惠赠，胃上皮细胞株ＧＥＳ１购自中国科学院上海

细胞研究所。磺酰罗丹明Ｂ（ｓｕｌｆｏｒｈｏｄａｍｉｎｅＢ，ＳＲＢ）

为美国Ｓｉｇｍａ公司产品。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染

试剂盒为美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司产品；实时定量ＰＣＲ

（ｑＰＣＲ）试剂盒为美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司产品；目的基因

的ＰＣＲ引物、小干扰ＲＮＡ由生工生物工程（上海）

股份有限公司合成。Ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、ＬＲＰ、

ｓｕｒｖｉｖｉｎ及内参ＧＡＰＤＨ抗体均为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ

公司产品，免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥生物

技术有限公司。

１．３　细胞培养　细胞ＳＧＣ７９０１及ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ

复苏后置于含１０％胎牛血清及双抗的ＲＰＭＩ１６４０

培养液中常规培养、传代，待细胞处于对数生长期时

进行实验。其中ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞培养时加入

０．５μｇ／ｍＬ的ＡＤＲ维持其耐药表型，在实验前１周

停止添加ＡＤＲ。

１．４　免疫组化染色检测胃癌及癌旁组织中目的蛋

白的表达　石蜡标本进行连续４μｍ切片，切片在

６０℃恒温箱中烘烤２０ｍｉｎ后脱蜡水化，３％ Ｈ２Ｏ２

孵育１０ｍｉｎ后用蒸馏水冲洗、ＰＢＳ浸泡后抗原修

复。染色步骤严格按免疫组化试剂盒说明书操作。

每张切片在高倍（４００倍）视野下计数，每片随机取

５个镜下视野，每视野计数１００个细胞，计数阳性细

胞并计算阳性细胞率。Ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、

ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的阳性表现为在细胞核或细胞质

内出现黄色或棕色颗粒。结果计分标准：细胞内阳

性细胞数＜１０％记为阴性（－），１０％～５０％记为弱

阳性（＋），＞５０％记为强阳性（）。

１．５　ＳＲＢ蛋白染色法检测胃细胞株的化疗敏
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感性　各细胞株以５×１０４／ｍＬ密度接种于９６孔板，

每组设３个复孔。待细胞贴壁后分别加入胃癌常用

化疗药物５氟尿嘧啶（５ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ，５ＦＵ）、顺铂

（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）、奥沙利铂（ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ，ＬＯＨＰ），药

物浓度为血药峰值浓度［６］。继续培养４８ｈ。培养结

束后每孔加入预冷的５０％三氯醋酸（ＴＣＡ）５０μＬ，

４℃放置１ｈ。倒掉固定液，超纯水清洗５次，干燥后

每孔加入１００μＬＳＲＢ，室温避光１０ｍｉｎ。弃去ＳＲＢ，

用１％醋酸液漂洗、干燥，用非缓冲Ｔｒｉｓ碱液（ｐＨ１０．５）

溶解结合的ＳＲＢ，在酶标仪５４５ｎｍ处测定光密度（犇）

值（代表细胞活性），计算抑制率。

１．６　ｑＰＣＲ检测目的基因ｍＲＮＡ的表达　提取细

胞总ＲＮＡ，反转录合成ｃＤＮＡ。按ＰＣＲ试剂盒操作

说明建立ＰＣＲ反应体系，经过变性、退火、延伸反应，

共４５个循环，对目的基因的ｍＲＮＡ进行检测。各基

因引物序列如下：狆狅犽犲犿狅狀，Ｆ５′ＣＴＧＣＴＧＣＡＡ

ＧＡＣＣＴＣＧＴＣ３′，Ｒ５′ＣＧＴＣＣＴＣＧＴＣＣＴＴＡＡ

ＡＧＴＧＣＴ３′；犕犇犚１（Ｐｇｐ编码基因），Ｆ５′ＧＴＧ

ＧＧＧＣＡＡＧＴＣＡＧＴＴＣＡＴＴ３′，Ｒ５′ＴＣＴＴＣＡ

ＣＣＴＣＣＡＧＧＣＴＣＡＧＴ３′；犕犚犘１，Ｆ５′ＣＡＧＣＣＣ

ＴＴＣＣＴＧＡＣＡＴＡ３′，Ｒ５′ＧＴＧＧＣＣＴＣＡＴＣＣ

ＡＡＣＡＣ３′；犔犚犘，Ｆ５′ＡＣＣＡＡＣＣＣＴＧＡＣＧＡＣ

ＡＧＡＡＧ３′，Ｒ５′ＣＡＴ ＧＴＣＴＣＣＣＧＡＴＣＴＣＴＧ

ＧＴ３′；狊狌狉狏犻狏犻狀，Ｆ５′ＧＣＣＡＧＡ ＴＴＴ ＧＡＡ ＴＣＧ

ＣＧＧＧＡ３′，Ｒ５′ＧＣＡＧＴＧＧＡＴＧＡＡＧＣＣＡＧＣ

ＣＴ３′；犌犃犘犇犎，Ｆ５′ＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣ

ＡＡＣ３′，Ｒ５′ＣＧＣＴＣＣＴＧＧＡＡＧＡＴＧＧＴＧＡＴ

３′。ＰＣＲ结果经１．５％琼脂糖凝胶电泳检测鉴定，采

用２－ΔΔＣｔ法计算ｍＲＮＡ表达量，以所得数据代表目的

基因ｍＲＮＡ的相对表达强度。

１．７　犘狅犽犲犿狅狀 特异性小干扰 ＲＮＡ（ｐｏｋｅｍｏｎ

ｓｉＲＮＡ）的合成及转染　ＰｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ序列参考

文献［７］设计，序列为５′ＧＣＣＡＧＧ ＡＧＡ ＡＧＣ

ＡＣＴＴＴＡ Ａ３′，无关对照ｓｉＲＮＡ（ｎｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃ

ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ，ＮＳｓｉＲＮＡ）序列为５′ＣＣＣＵＵＣ

ＵＣＵＧＵＵ ＵＧＵ ＡＡＡ ＧＡＧ ＡＣＡ Ｕ３′。使用

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００采用脂质体介导法转染，按照

说明书将 ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ 或 ＮＳｓｉＲＮＡ 转 染

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞株，检测转染效果。

１．８　蛋白质印迹法检测各目的蛋白表达　提取各

样品总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法定量蛋白，取６０μｇ蛋白上

样，行１２％聚丙烯酰胺凝胶电泳（ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌ

ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＰＡＧＥ）分离，电转移至聚偏二氟乙

烯（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅ，ＰＶＤＦ）膜，用ＴＢＳＴ配

制的５％脱脂奶粉封闭１ｈ，分别用加入各目的蛋白

的一抗４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗后加相应辣根过

氧化物酶标记的二抗室温孵育１ｈ，化学发光法显

色，测定蛋白条带的积分光密度值，以目的蛋白与内

参积分光密度值的比值代表蛋白表达相对强度。

１．９　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１６．０软件对实验结

果进行分析，实验数据以珔狓±狊表示。采用χ
２检验比

较胃癌组织与癌旁组织中各蛋白的表达情况；

Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析计算胃癌组织中各蛋白之间的

关系；不同细胞对化疗药物的药敏性、ｓｉＲＮＡ转染

对狆狅犽犲犿狅狀及耐药基因表达的影响采用单因素方

差分析（ＡＮＯＶＡ），组间两两比较采用ＳＮＫ检验。

检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　胃癌与癌旁组织中目的蛋白的表达　免疫组

化染色结果见图１。胃癌组织中ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、

ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的阳性表达率分别为

８１．６７％（４９／６０）、８３．３３％（５０／６０）、７３．３３％（４４／

６０）、５８．３３％（３５／６０）、６８．３３％（４１／６０），而癌旁组织

中上述蛋白的阳性表达率分别为３８．３３％（２３／６０）、

３５．００％（２１／６０）、３６．６７％（２２／６０）、２１．６７％（１３／

６０）、４５．００％（２７／６０）。胃癌组织中ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、

ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的阳性表达率均高于癌

旁组织（犘＜０．０５）。

２．２　胃癌组织中ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白表达与 Ｐｇｐ、

ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ的关系　经Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分

析发现，ｐｏｋｅｍｏｎ蛋白表达与Ｐｇｐ和ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白

表达间均具有正相关关系（狉＝０．３８５２，犘＝０．００２；

狉＝０．３４２４，犘＝０．００７）；ｐｏｋｅｍｏｎ表达与ＭＲＰ１和

ＬＲＰ蛋白表达间未发现相关关系（狉＝０．２３４６，犘＝

０．０７１；狉＝０．２０５３，犘＝０．１１６）。

２．３　Ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在

各胃细胞株中的表达　Ｐｏｋｅｍｏｎ、Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、

ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白在细胞株ＳＧＣ７９０１、ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ中的

表达均高于ＧＥＳ１（犘＜０．０５），在ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ中

表达最高（犘＜０．０５）；而ＬＲＰ蛋白在这３种细胞株中

的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见图２。
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第８期．贾　楠，等．犘狅犽犲犿狅狀基因表达与胃癌耐药性的关系

图１　免疫组化染色检测胃癌组织中狆狅犽犲犿狅狀、犘犵狆、犕犚犘１、犔犚犘、狊狌狉狏犻狏犻狀蛋白的表达

犉犻犵１　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳狆狅犽犲犿狅狀，犘犵狆，犕犚犘１，犔犚犘犪狀犱狊狌狉狏犻狏犻狀犻狀犵犪狊狋狉犻犮犮犪狀犮犲狉狋犻狊狊狌犲狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犻犿犿狌狀狅犺犻狊狋狅犮犺犲犿犻狊狋狉狔

Ａ：Ｐｏｋｅｍｏｎ（＋＋）；Ｂ：Ｐｏｋｅｍｏｎ（＋）；Ｃ：Ｐｇｐ（＋＋）；Ｄ：Ｐｇｐ（＋）；Ｅ：ＭＲＰ１（＋＋）；Ｆ：ＭＲＰ１（＋）；Ｇ：ＬＲＰ（＋＋）；Ｈ：ＬＲＰ（＋）；Ｉ：

Ｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋＋）；Ｊ：Ｓｕｒｖｉｖｉｎ（＋）．Ｐｇｐ：Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；ＭＲＰ１：Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ＬＲＰ：Ｌｕｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ．

Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

图２　蛋白质印迹法检测狆狅犽犲犿狅狀、犘犵狆、犕犚犘１、

犔犚犘、狊狌狉狏犻狏犻狀蛋白在各胃细胞株中的表达

犉犻犵２　犘狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳狆狅犽犲犿狅狀，犘犵狆，犕犚犘１，犔犚犘

犪狀犱狊狌狉狏犻狏犻狀犻狀犵犪狊狋狉犻犮犮犲犾犾犾犻狀犲狊犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犠犲狊狋犲狉狀犫犾狅狋狋犻狀犵

Ｐｇｐ： Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ； ＭＲＰ１： Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ

ｐｒｏｔｅｉｎ１；ＬＲＰ：Ｌｕｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ

３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ；ＡＤＲ：Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ．犘＜０．０５ｖｓＧＥＳ１

ｃｅｌｌｓ；△犘＜０．０５ｖｓＳＧＣ７９０１ｃｅｌｌｓ．狀＝３，珔狓±狊

２．４　不同细胞株对５ＦＵ、ＤＤＰ、ＬＯＨＰ的药敏

性　ＳＲＢ蛋白染色结果显示，在３种细胞株中，

５ＦＵ、ＤＤＰ、ＬＯＨＰ对ＧＥＳ１细胞株的抑制作用最

强，ＳＧＣ７９０１次之，对ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ的抑制作用

最弱（犘＜０．０１）。见表１。

２．５　ＰｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ转染ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞对

狆狅犽犲犿狅狀基因表达的影响　以ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ或

ＮＳｓｉＲＮＡ分别转染ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞。结果发

现，ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ对狆狅犽犲犿狅狀ｍＲＮＡ的抑制呈

时间剂 量 依 赖 性。犘狅犽犲犿狅狀 ｍＲＮＡ 表 达 随

ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ剂量增大、时间延长而减弱。见

图３。实验中发现ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ以４０ｎｍｏｌ／Ｌ

的浓 度 转 染 ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ 细 胞 株 ４８ｈ 对

狆狅犽犲犿狅狀ｍＲＮＡ表达有明显的抑制作用，故以４０

ｎｍｏｌ／Ｌ及４８ｈ进行后续实验。

表１　化疗药物对犛犌犆７９０１／犃犇犚、犛犌犆７９０１、

犌犈犛１细胞株的抑制作用

犜犪犫１　犐狀犺犻犫犻狋狅狉狔犲犳犳犲犮狋狅犳犮犺犲犿狅狋犺犲狉犪狆犲狌狋犻犮犱狉狌犵狊狅狀

犛犌犆７９０１／犃犇犚，犛犌犆７９０１，犪狀犱犌犈犛１犮犲犾犾犾犻狀犲狊

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｃｅｌｌｌｉｎｅ ５ＦＵ ＤＤＰ ＬＯＨＰ

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ ３０．３８±４．０３ ２５．５２±３．６６ ３７．５８±４．８９

ＳＧＣ７９０１ ４３．５６±５．７１ ３２．６４±４．９７ ５４．２８±７．０４

ＧＥＳ１ ７３．６６±５．４９ ６４．２８±８．２０ ８１．３５±８．２３

犉ｖａｌｕｅ １６８．２４１ １０９．１８ ９３．３１１

犘ｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　５ＦＵ：５Ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ；ＤＤＰ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ＬＯＨＰ：Ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ；

ＡＤＲ：Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ

图３　犘狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃转染对犛犌犆７９０１／犃犇犚细胞中

狆狅犽犲犿狅狀犿犚犖犃表达的影响

犉犻犵３　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅狀狆狅犽犲犿狅狀

犿犚犖犃犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀犻狀犛犌犆７９０１／犃犇犚犮犲犾犾狊

ＡＤＲ：Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ．犘＜０．０５ｖｓ２４ｈ，Δ犘＜０．０５ｖｓ０ｎｍｏｌ／Ｌ

ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ．狀＝３，珔狓±狊
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２．６　抑制胃癌细胞ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ中狆狅犽犲犿狅狀表

达对药敏性的影响　转染 ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ 的

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ 细 胞 与 转 染 ＮＳｓｉＲＮＡ 的

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞相比，其药敏性明显增强（犘＜

０．０１）。见表２。

２．７　抑制ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ细胞株中狆狅犽犲犿狅狀表达

对耐药相关基因的影响　转染４８ｈ后，转染

ｐｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ 的 ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ 细胞与转染

ＮＳｓｉＲＮＡ的ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ 细胞相比，犕犇犚１、

狊狌狉狏犻狏犻狀表达减弱（犘＜０．０５），而犕犚犘１、犔犚犘的变

化并不明显（犘＞０．０５）。蛋白质印迹分析结果与

ｑＰＣＲ相符。见图４。

表２　犘狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃转染对胃癌细胞

犛犌犆７９０１／犃犇犚药敏性的影响

犜犪犫２　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅狀

犱狉狌犵狊犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔狅犳犛犌犆７９０１／犃犇犚犮犲犾犾狊

％，狀＝３，珔狓±狊

Ｇｒｏｕｐ ５ＦＵ ＤＤＰ ＬＯＨＰ

ＰｏｋｅｍｏｎｓｉＲＮＡ ５７．５０±４．３８ ４８．２５±５．０８ ６５．６２±５．６６

ＮＳｓｉＲＮＡ ２６．８２±３．４１ ２８．７４±４．１２ ３５．０６±３．７３

狋ｖａｌｕｅ １３．５４ ７．３１ １１．０４

犘ｖａｌｕｅ ＜０．００１ ＜０．００１ ＜０．００１

　　ＮＳｓｉＲＮＡ：ＮｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ．５ＦＵ：５Ｆｌｕｏｒｏｕｒａｃｉｌ；

ＤＤＰ：Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ；ＬＯＨＰ：Ｏｘａｌｉｐｌａｔｉｎ；ＡＤＲ：Ａｄｒｉａｍｙｃｉｎ

图４　犘狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃转染对犛犌犆７９０１／犃犇犚细胞中犘犵狆、犕犚犘１、犔犚犘、狊狌狉狏犻狏犻狀的犿犚犖犃和蛋白表达的影响

犉犻犵４　犈犳犳犲犮狋狅犳狆狅犽犲犿狅狀狊犻犚犖犃狋狉犪狀狊犳犲犮狋犻狅狀狅狀犿犚犖犃犪狀犱狆狉狅狋犲犻狀犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狊狅犳犘犵狆，犕犚犘１，犔犚犘，犪狀犱狊狌狉狏犻狏犻狀犻狀犛犌犆７９０１／犃犇犚犮犲犾犾狊

Ａ：ＲｅｓｕｌｔｏｆｒｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲ；Ｂ，Ｃ：ＲｅｓｕｌｔｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．ＮＳｓｉＲＮＡ：ＮｏｎｓｐｅｃｉｆｉｃｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ．Ｐｇｐ：Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ；

ＭＲＰ１：Ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１；ＬＲＰ：Ｌｕｎｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｐｒｏｔｅｉｎ；ＧＡＰＤＨ：Ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ．犘＜

０．０５ｖｓＮＳｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．狀＝３，珔狓±狊

３　讨　论

胃癌具有较强的 ＭＤＲ能力
［８９］，与治疗效果及

预后密切相关。本研究通过对细胞株的检测发现胃

癌细胞对不同机制的化疗药物５ＦＵ、ＤＤＰ、ＬＯＨＰ

的敏感性低于胃上皮细胞株ＧＥＳ１，胃癌耐药细胞

株ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ对药物的抵抗能力更强。胃癌

ＭＤＲ的机制复杂，多种分子、通路都参与其中
［１０１２］，

实现 ＭＤＲ逆转将提高胃癌化疗效果、改善预后。

虽然胃癌ＭＤＲ的研究已开展多年，但尚未取得突

破，ＭＤＲ机制一直是研究的热点。近年来转录因子

ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌中的作用受到了关注。犘狅犽犲犿狅狀

基因定位于人染色体１９ｐ１３．３，包括６个外显子，全

长１９６９９８ｂｐ。研究表明狆狅犽犲犿狅狀具有原癌基因特

征，对肿瘤的多种恶性生物学行为有促进作用。

Ｌｉ等
［３］研究发现抑制前列腺癌细胞中狆狅犽犲犿狅狀表

达可以抑制肿瘤的生长并诱导肿瘤细胞凋亡。本课

题组前期研究发现，ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌组织中高表达，

其表达强度与胃癌的发生和发展、侵袭及转移等生

物学行为有关［４］，这与Ｌｉ等
［３］的研究结果相符。本

研究发现胃癌组织和胃癌细胞株中ｐｏｋｅｍｏｎ表达

增强，提示ｐｏｋｅｍｏｎ可能参与了胃癌的进展。还有研

究发现，在乳腺癌细胞中Ｐｇｐ与ｐｏｋｅｍｏｎ存在调控

关系，这种调控作用通过影响ｐ５３的表达实现
［５］，这

一结果提示ｐｏｋｅｍｏｎ可能参与了肿瘤的耐药形成，但

ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌耐药网络中的位置及具体作用还不

明确，故本研究在此方面进行了初步研究。结果发现

ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌组织表达比癌旁组织增强，在胃癌细

胞株中表达也高于胃上皮细胞株；在耐药细胞株中

ｐｏｋｅｍｏｎ表达最强，在普通胃癌细胞株中次之，在胃

上皮细胞株中表达最低，这一结果与各细胞株的耐药

性趋势一致，提示ｐｏｋｅｍｏｎ与胃癌细胞的耐药有关，

可能在胃癌ＭＤＲ形成中发挥了作用。

为探讨ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌 ＭＤＲ中的作用机制，

本研究进一步检测了与胃癌ＭＤＲ关系密切的蛋白

质Ｐｇｐ、ＭＲＰ１、ＬＲＰ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达情况。Ｐｇｐ、

ＭＲＰ１通过药泵作用可将药物排出细胞外而产生耐

药［１３１４］；ＬＲＰ通过胞吐作用可将进入细胞的药物排

出［１５］；ｓｕｒｖｉｖｉｎ则通过增强胃癌细胞的凋亡抵抗能

力而导致胃癌细胞对铂类药物产生耐药［１６］。本研

究结果显示，胃癌组织中ｐｏｋｅｍｏｎ表达与Ｐｇｐ、

ｓｕｒｖｉｖｉｎ存在正相关性，提示ｐｏｋｅｍｏｎ可能通过与
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Ｐｇｐ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ相互调节而参与胃癌 ＭＤＲ。研究发

现在乳腺癌细胞中 Ｐｇｐ可通过ｐ５３途径调节

ｐｏｋｅｍｏｎ的转录功能
［５］，本研究也发现ｐｏｋｅｍｏｎ与

Ｐｇｐ存在调控关系，但结果显示在抑制ｐｏｋｅｍｏｎ的

表达后 Ｐｇｐ表达明显降低，这与以往报道的

ｐｏｋｅｍｏｎ与Ｐｇｐ的调节关系
［５］存在差异。我们分

析认为ｐｏｋｅｍｏｎ作为一种转录因子，很可能与Ｐｇｐ

之间存在相互调控，但具体的分子机制还有待深入

研究。还有研究发现 ｐｏｋｅｍｏｎ可以通过上调

ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达而促进乳腺癌的进展
［１７］，本研究在

胃癌中也发现ｐｏｋｅｍｏｎ与ｓｕｒｖｉｖｉｎ在胃癌组织中

存在正相关，抑制耐药细胞中ｐｏｋｅｍｏｎ的表达后

ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达也明显降低，这说明ｐｏｋｅｍｏｎ与

ｓｕｒｖｉｖｉｎ之间的调控关系在胃癌细胞和乳腺癌细胞

中类似，但具体分子调控机制还应进一步探讨。

为证实ｐｏｋｅｍｏｎ在胃癌ＭＤＲ中发挥的作用，本

研究应用 ＲＮＡ干扰技术抑制胃癌耐药细胞株

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ 中 狆狅犽犲犿狅狀 的 表 达，结 果 发 现，

ＳＧＣ７９０１／ＡＤＲ的药物抵抗特性明显得到逆转，同时

Ｐｇｐ、ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达减弱，这证明了ｐｏｋｅｍｏｎ与Ｐｇｐ、

ｓｕｒｖｉｖｉｎ之间具有调控作用，共同参与了胃癌ＭＤＲ。

但这些分子之间的直接调控功能还有待更为深入的

研究予以证实。
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