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!!'摘要(!目的!诱导培养对顺铂耐药的人宫颈癌细胞株#并进一步研究针对宫颈癌细胞耐药的机制和相应的

治疗方法)方法!采用浓度梯度递增法使用顺铂处理人宫颈癌细胞.,--4#诱导出顺铂耐药细胞株.,--4.MJ7后#

通过 567869:;<=8检测铜离子转运蛋白!M=CC6989K:7C=9869!#.1)!"的表达改变#使用顺铂耐药细胞株.,--4.MJ7

建立肿瘤皮下荷瘤模型#使用转染有6#O%!基因的腺病毒注射液!KI,6#O%!"并联合顺铂给药#观测肿瘤体积的

改变#并在最后一次注射!%I后处死小鼠#通过免疫组化方法检测肿瘤组织中.1)!的表达)结果!浓度梯度递

增法诱导出的耐药细胞株.,--4.MJ7较亲代细胞.,--4对顺铂引起的细胞毒性敏感性下降#顺铂的半致死剂量浓

度!*.W%"由!!#T$d%#%T"$2=<.F提升至!T#!!d%#"!"$2=<.F)567869:;<=8结果显示耐药细胞.,--4.MJ7中

.1)!的表达降低)利用顺铂耐药细胞株.,--4.MJ7建立的皮下瘤模型#在给予KI,6#O%!后#肿瘤组织内可检测

到.1)!表达增高&对荷瘤鼠给予腺病毒转染#O%!联合顺铂给药后#肿瘤体积增长受到抑制)结论!腺病毒转染

#O%!联合顺铂给药可能提高耐药性宫颈癌的治疗效果)

'关键词(!宫颈癌!顺铂!铜离子转运蛋白!腺病毒转染
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" 国家自然科学基金!3=#T"-%!"W%"和四川省科技厅项目

!3=#"%!&GX1%WT,"%!&+]%%%!"资助

# 通信作者#L,2KJ<$@R#MKJ!NK@==#M=2

!!子宫颈癌是女性生殖系统中最常见的恶性肿瘤

之一#其发病率和致死率在女性肿瘤疾病中位居第

"位
+! ",)目前临床上根治性手术仍是宫颈癌患者

的首选治疗方案#且患者通常在手术前后会采用放
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化疗等方法进行辅助治疗)化疗的效果主要取决于

肿瘤细胞对化疗药物的敏感性#在目前针对宫颈癌

患者 的 化 疗 中#顺 铂 !MJ7C<K8J:#MV//"-卡 铂

!MK9;=C<K8J:"-奥沙利铂!=QK<JC<K8J:"等铂类药物

!V//7"在联合治疗方案或单药治疗方案中#均作为

一线药物得到了广泛的应用#其中顺铂的联合用药

治疗方案阳性反应率可达"AZ0-$Z#单药治疗阳

性率也有!-Z0!UZ&然而#在接受化疗的过程中#

宫颈癌细胞#尤其是复发性宫颈癌的癌细胞#容易对

化疗药物产生耐药性#并最终导致化疗的失败+- &,)

近年来的多项研究表明#人类铜转运蛋白!

!@E2K:M=CC6989K:7C98=9!#@.1)!"不但是铜离

子进入细胞的重要转运分子#对铂类药物在肿瘤细

胞中的摄取也有重要影响
+W $,)本研究通过浓度梯

度递增法诱导出对顺铂耐药的人宫颈癌细胞 .,

--4.MJ7后#观 察 重 组 人 6#O%! 腺 病 毒 !KI,

6#O%!"联合顺铂对.,--4.MJ7耐药细胞的治疗效

果#期望能为宫颈癌铂类药物耐药性的机制研究提

供新的实验依据)

1!材料与方法

1#1!材料

)/>*,!$&%培养基-胎牛血清-青,链霉素-磷酸

盐缓冲液!/'+"-胰蛋白酶购自 BNM<=:6&铜离子转

运蛋白!!.1)!"抗体购自3=SE7&二抗-L.F发光

试剂购自 1@692=+MJ6:8JOJM7&)*/4 细胞裂解液#

19J7缓冲液!1'+#CBiA#&"#1R66:,"%#V4'显色

剂购于北京碧云天公司&..G,T活性细胞检测试剂

盒购自日本同仁化学!上海"&顺铂注射液!有效质量

浓度W2H.2F"购自江苏豪森药业&KI,6#O%!注

射液由上海吉凯基因公司生产)

1S/!细胞培养及耐药细胞株:P;;G!$#?的建立

人宫颈癌细胞.,--4购自中国医学科学院基

础医学研究所细胞资源中心#按培养说明使用

)/>*,!$&%培养基#添加!%Z 胎牛血清-!%%?.

2F青,链霉素#于体积分数WZ .(" 培养箱中培

养)细胞培养至对数生长期时#使用体积分数

%e"WZ 胰蛋白酶,LV14消化传代)浓度梯度递增

法诱导耐药细胞株
+A,$.,--4细胞消化后接种于含

有%#"$2=<.F顺铂的培养基中持续培养#每"&@

洗去死亡细胞并更换新的含顺铂培养基#显微镜下

观察活细胞的形态#细胞形态与亲代无明显变化#且

培养基清澈无明显杂质#视为该代细胞诱导成功)

待存活细胞稳定增殖传代后#每!%代逐渐增加顺铂

剂量至%#W-!#%-"#%-W#%$2=<.F)检测诱导后.,

--4.MJ7细胞在顺铂处理后的存活率来计算细胞对

顺铂的耐药性#取不同顺铂浓度诱导后的对数生长

期.,--4.MJ7细胞按照![!%&.孔接种于U$孔板

中#培养过夜后#加入%#!-%#"-%#W-!-"-W-!%-"%-

W%-!%%$2=<.F的顺铂孵育&T@)弃掉含药物培养

基后#每孔加入!%%$F新鲜)/>*,!$&%培养基及

!%$F..G,T试剂#继续培养&@后#使用酶联免疫

检测仪检测&$%:2 波长处吸光值!4&$%"并使用

/9J72W#%软件计算出顺铂药物对.,--4.MJ7细胞

致死曲线及药物半致死剂量)最终得到的符合.,

--4细胞形态学特征且可耐受最高浓度药物的细

胞#命名为.,--4.MJ7并用于后续实验)

1S;! ,̂?>,B(H=C>检测%:D81的表达

使用)*/4缓冲液分别裂解%-%#W-!#%-"#%-

W#%$2=<.F顺铂诱导后稳定生长的.,--4细胞并

提取总蛋白#&p.条件下!%%%%[,离心!W2J:后

收集上清备用)+V+,/4DL电泳时每孔道按-%$H

总蛋白量上样#电泳完毕后将蛋白湿法转膜印至醋

酸纤维素膜#使用含WZ脱脂牛奶的%#WZ 1'+,

1R66:"%!1'+1"室温封闭"@#.1)!一抗&p.孵

育过夜#1'+1 洗涤-次后#加入二抗孵育!@#

1'+1洗涤#加入L.F发光液孵育W2J:后#进行

显影定影并拍照记录)内参蛋白为D4/VB)

1#3!小鼠荷瘤动物模型的建立及给药

所有相关动物实验操作均符合四川大学动物伦

理委员会要求)'K<;.M雌性裸鼠"%只#&0W周龄#

体质量!W0!TH#购自北京维通利华实验动物技术

有限公司#饲养于四川大学华西医院+/Y级动物中

心)取对数生长期的.,--4.MJ7细胞使用体积分数

%#"WZ 胰蛋白酶,LV14消化后#使用/'+重悬至

细胞密度为"[!%A 2Fb!)每只裸鼠背部皮下接种

%#! 2F .,--4.MJ7细胞悬液#待肿瘤生长至约

W22[W22后开始给药)给药时将荷瘤小鼠随

机分为&组!+iW"$实验组给予瘤体内注射纯度为

"[!%!%
COE.2F 的KI,6#O%!腺病毒液W%$F#

"&@后按!%2H.2
"
剂量通过尾静脉给予顺铂注射

液!W2H.2F"#每隔"&@给药一次#连续给予-次

顺铂&!号对照组给予瘤内注射"[!%!%
COE.2FKI,

6#O%!液体W%$F&"号对照组尾静脉给予!%2H.

2"
剂量的顺铂注射液-次&-号空白对照组瘤内注

射/'+W%$F后#尾静脉给予等同顺铂注射液剂量

的生理盐水-次)第一次注射前和注射后第"-&-

$-T-!%天时测量肿瘤体积#最后一次注射!%I后处

W-



四川大学学报!医学版" 第&U卷

死小鼠收集肿瘤组织备后续检测)

1SM!免疫组化标本检测肿瘤组织中%:D81的表达

.1)!的免疫组化检测参考文献中的方法完

成
+T,)肿瘤组织经体积分数&Z多聚甲醛固定"&@

后#石蜡包埋#切片为W$2.片#$%a烘片&W2J:#

二甲苯脱蜡-次#切片经!%%Z 0A%Z乙醇进行梯

度脱水后#%#!Z 19J8=:,g 的 /'+清洗"次&在

%e%!2=<.F的柠檬酸钠缓冲液!CBi$#%"进行微

波热修复"次&%#-Z B"(" 封闭-%2J:去除内源

性过氧化物酶&%#!Z 19J8=:,g的/'+清洗"次

后#按照抗体说明书进行染色操作及V4'显色步

骤)染色完毕封片晾干后#由专业病理科人员在每

张切片上随机选取&个区域进行观察).1)!阳性

染色为棕黄色#视野内未见染色定义为阴性!b"#可

见细胞染色根据棕黄色细胞比例定义为弱阳性!\"

!!%Z0"WZ"#阳性!\\"!"WZ0W%Z"#强阳性

!\\\"!W%Z以上")

1#N!统计学方法

各组小鼠肿瘤体积数据比较采用双尾D检验#

L%%#%W为差异有统计学意义)

/!结果

/S1!顺铂耐药细胞株:P;;G!$#?的建立

%#W0W#%$2=<.F顺铂诱导的耐药细胞呈多边

形上皮样生长#细胞形态与原亲代细胞没有明显区

别&进一步提高顺铂药物浓度至!%#%$2=<.F时#

.,--4存活细胞的形态发生了显著改变!图!")但

!%#%$2=<.F顺铂处理下存活的耐药细胞接种至裸

鼠皮下后#不能成长为实体肿瘤&因此我们后续研究

所使用的.,--4.MJ7细胞均为耐受W#%$2=<.F顺

铂的细胞株)..G,T法测得.,--4.MJ7细胞经耐药

诱导后#顺铂对细胞的半致死浓度!*.W%"由!!eT$d

%#%T"
$2=<.F提升至!T#!!d%#"!"

$2=<.F#相比

亲代.,--4细胞出现了明显的顺铂耐受!图"").,

--4.MJ7细胞在无顺铂培养基中培养W%代以上#通

过定期检测其对顺铂的*.W%#我们发现该细胞稳定

保持了对顺铂的耐药性)

/S/!:P;;G细胞耐药前后:D81蛋白的表达

567869:;<=8结果显示!图-"#随着诱导药物顺

铂的浓度增加#稳定传代的诱导后.,--4细胞中

图1!显微镜下观察0!G"-M!6"-10!EC=!X!:"$YOO处理后稳定生长的:P;;G细胞形态

U#<1!+CBA%C=C<#$'=#(*,?>#<'>#C(CR:P;;G$,==?H,RCB,!G"'(-'R>,BM!6"CB10!EC=!X!:"$YOO#(-&$>#C(

图/!M!EC=!X$YOO诱导的:P;;G!$#?细胞与亲代:P;;G细胞的

顺铂致死剂量曲线比较

U#</!$YOO-C?,B,?AC(?,$&B*,?CR:P;;G'(-:P;;G!$#?$,==?

.1)!的 表 达 水 平 开 始 降 低 #"#%$2=<.F和

图;! ,̂?>,B(H=C>检测不同浓度顺铂诱导的耐药细胞:P;;G!$#?中

:D81的表达

U#<;!.@AB,??#C(CR:D81#(:P;;G$,==?H,RCB,'(-'R>,B$#?A='>#(

#(-&$>#C(

W#%$2=<.F诱导组的.,--4.MJ7细胞中的 .1)!

蛋白表达明显低于其亲代细胞)

/S;!'-P<#=%1和顺铂对肿瘤生长的影响

.1)!蛋白表达一般定位于细胞膜与细胞质#

从免疫组化检测结果!图&"中可以看到#接受KI,

$-
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6#O%!注射液的两组裸鼠!实验组和!号对照组"

肿瘤组织中#.1)!的染色为阳性或强阳性!\\或

\\\"#而未转染病毒组!"号对照组和-号对照

组"的肿瘤组织中.1)!的染色为阴性!b"或弱阳

性!\"#表明腺病毒成功转染了#O%!基因进入.,

--4.MJ7肿瘤细胞中并有蛋白表达)

图3!瘤内腺病毒转染'-P<#=%1对各组小鼠肿瘤组织中:D81表达的影响

U#<3!D%,#(>B'>&ECB'=#(I,$>#C(CR'-P<#=%1#EABC*,?,RR,$>CR$#?A='>#(>B,'>E,(>C(:P;;G!$#?>&ECB

4$M=:89=<H9=EC&'$MV//896K86IH9=EC&.$KI,6#O%!89K:7O6M86IH9=EC&V$KI,6#O%!89K:7O6M8J=:C<E7MV//896K86I.,--4.MJ7H9=EC

!!进一步的肿瘤抑制实验结果!图W"表明#由顺

铂耐药细胞株.,--4.MJ7建立的小鼠皮下移植肿

瘤#对于MV//具有较明显的耐受能力#单独给予顺

铂组或单独给予KI,@.1)!组的肿瘤体积与对照组

各时点肿瘤体积差异无统计学意义!L&%#%W"&而

KI,@.1)!联合顺铂给药-次后能有效抑制顺铂耐

药.,--4.MJ7皮下肿瘤体积增长#给药!%I后实验

组肿瘤体积与-个对照组之间差异有统计学意义

!L%%#%W")

图M!不同处理方式后:P;;G!$#?的肿瘤生长曲线

U#<M! WBCL>% $&B*,?CR :P;;G!$#??&H$&>'(,C&?>&ECB?'R>,B

>B,'>E,(>

"L%%e%W#S7#=8@69H9=EC7

;!讨论

肿瘤细胞耐药性的产生仍是目前临床肿瘤化疗

的主要障碍和导致治疗失败的重要原因)顺铂是宫

颈癌治疗的临床一线化疗药物#在宫颈癌的临床治

疗中具有重要作用#然而肿瘤细胞耐药性的产生严

重限制了顺铂的抗肿瘤效果)建立体外肿瘤耐药细

胞株#能为宫颈癌耐药性机制及抗药性逆转的研究

提供重要的手段和模型)我们参考文献中的方

法
+A,#通过浓度梯度递增法处理人宫颈癌细胞 .,

--4#成功诱导出了具有顺铂抗性的耐药细胞株.,

--4.MJ7#其对顺铂的耐药性是亲代细胞的&倍以

上#可用于宫颈癌细胞铂类化疗药物耐药性产生的

机制研究)

顺铂分子具有较高的极性#因此难以依靠自身

直接扩散穿过脂质细胞膜#因此需要依靠一类特殊

的药物转运载体来携带药物分子进入肿瘤细胞)体

外实验证实#肿瘤细胞株对顺铂耐药的一个关键步

骤#是通过调控顺铂药物在细胞中的摄取#来影响肿

瘤细胞对顺铂的药物敏感性)随着对肿瘤药物运输

分子机制研究的不断深入#研究者发现#6.1)!不

对铂类药物在肿瘤细胞中的摄取也有重要影响)

B=R6<<小组的研究报道称#敲除.1)!基因后#体

外细胞模型和动物体内模型上均可导致卵巢癌

+G(f-细胞对顺铂产生耐药性
+U !!,&余乐等+A,

诱

导食管鳞状癌细胞 BGL+.,!.MJ7产生顺铂耐药性

后也发现#.1)!的2)34水平与蛋白表达水平较

亲代细胞出现了明显降低)本研究结果也显示#在

顺铂诱导的宫颈癌耐药.,--4.MJ7细胞中#.1)!

的基因表达出现了明显降低#与上述结果基本一致)

但值得注意的是#我们在耐药诱导过程中#发现.,

--4细胞对顺铂耐药存在阈值#这可能和细胞本身

的特性有关#但其具体原因尚待进一步阐明)

而将@.1)!的基因功能性转染到肿瘤细胞

后#细胞对顺铂的摄取率可出现明显提升)+(3D

A-
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+!",
报道#将@.1)!的MV34功能性转染到小细

胞肺癌细胞株+.F.和+)"后#细胞对顺铂的摄取

率 分 别 上 升 了 "%Z 和 W%Z) 进 一 步 利 用

!%%$2=<.F铜螯合剂处理肿瘤细胞后#其顺铂吸收

率可上升近U%Z#顺铂引起的肿瘤细胞*.W%从

!%$2=<.F下降到-#T$2=<.F)以此为基础的3期

临床结果显示#利用铜螯合药物曲恩汀!89J6:8J:6"

与卡铂联合使用后用于W例恶性卵巢癌治疗#也取

得了较好的疗效
+!- !&,)本研究利用瞬时转染效率

更高的腺病毒来将6#O%!基因转染进入宫颈癌耐

药细胞株.,--4.MJ7形成的实体瘤组织细胞#经免

疫组化证实该方法可确实有效地提高.1)!基因

在瘤组织中的表达&而进一步联合顺铂治疗结果显

示#肿瘤体积的生长受到了明显抑制)

本研究通过浓度梯度递增法诱导出了顺铂耐受

的宫颈癌.,--4.MJ7细胞#其中的.1)!表达较亲

代细胞出现明显降低&对该细胞株接种形成的皮下

实体瘤#通过瘤内注射腺病毒转染.1)!基因联合

顺铂给药#可提高针对此种耐药性宫颈癌的肿瘤抑

制效果)
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