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浙江蝮蛇蛇毒成分逆转多药耐药白血病
!"#$%&'( 细胞耐药性分析
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摘 要!$目的% 探讨浙江蝮蛇蛇毒提取物逆转
DEF!G&HA

细胞耐药的作用及机制&$方法% 通
过

AQQ

法检测不同浓度浙江蝮蛇蛇毒提取物对
DEF!G&HA

细胞阿霉素
R&HAS

的
T7

EP

影响"分
析其逆转耐药活性'通过实时定量

U72

法检测浙江蝮蛇蛇毒提取物对
DEF!G&HA

细胞
AH2#

及
LIQ!!

耐药基因表达的影响& $结果% 浙江蝮蛇蛇毒提取物呈浓度依赖性地降低
DEF!G

&HA

细胞对
&HA

的
T7

EP

&实时定量
U72

法检测结果显示"浙江蝮蛇蛇毒提取物作用后
DEF!G

&HA

细胞内
AH2#

及
LIQ!!

基因表达水平有下调趋势" 且随蛇毒提取物浓度增加下调趋势
逐渐明显& $结论% 浙江蝮蛇蛇毒提取物具有较强的逆转人白血病

DEF!G&HA

细胞多药耐药
活性作用&

关键词!蝮蛇蛇毒'
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细胞'逆转'多药耐药
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在白血病治疗中"化疗是目前最常用的手段"然

而" 化疗过程中产生的多药耐药
R8B)/,?4B= 41+,+!

/('61

"

AH2S

是化疗失败的最主要因素"严重困扰白

血病临床治疗&近年来的研究显示"蛇毒中含有各种

酶类和多种不同生理与药理活性的强碱性蛋白"对

多种肿瘤细胞系具有杀伤和抑制生长的作用$

$"W

%

& 因

此"蛇毒是一类非常有希望的肿瘤治疗药物&我们前

期已从浙江蝮蛇蛇毒中分离到一种高纯度的蛋白"

对
DEF!

白血病细胞的增殖有明显抑制作用$

E

%

&为分

析该纯化蛋白是否具备逆转肿瘤多药耐药活性"本

研究进一步分析其对阿霉素(

(?4,(8*6,'

"

&HA

#耐药

株
DEF!G&HA

细胞凋亡及
AH2

相关基因的影响"

为进一步开发肿瘤多药耐药逆转剂提供基础&

$

材料与方法

!"!

材 料

浙江蝮蛇鲜毒冷冻粉由义乌市蛇类研究所提

供"蛇毒成分的分离纯化参照文献 $

E

%

'

DEF!G&HAR

人

红白血病阿霉素耐药细胞株
S

购自中国医学科学院

血液病研究所'

2UAT!$FWP

培养基购自美国
L,[6-

公司'新生牛血清购自杭州四季青生物工程公司'盐

酸阿霉素)

(?4,(8*6,'

"

&HA

*购自浙江海正药业股份

有限公司+

AQQ

细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒购

自碧云天生物试剂有限公司&

Q4,\-)

试剂购自美国

T'3,/4-=1'

公司'

A!AC@

逆转录酶,

2K&

酶抑制剂,

-),=- ?Q

,

?KQU+

等购自
Q(>(4(

'

I]^2 A(+/148,:

购自

Q-*-[-

'引物由上海英骏生物技术有限公司合成+

!"# DEF!G&HA

细胞株的培养及耐药性测定

DEF!G&HA

细胞在常规培养液中加入
#"=G8)

的
&HA

以维持其耐药性+ 收集对数生长期的
DEF!G

&HA

细胞" 以
#VP##P

E

G8)

密度接种于
YF

孔培养板

中"每孔
#_P")

"

O%$

"

E`7a

!

培养箱中培养
$!0

后+

DEF!G&HA

细胞加 入
$P

,

!P

,

WP

,

_P"=G8)

,

$PP"=G8)

的不同浓度的
&HA

溶液" 空白对照组加入等体积

的
U^I

" 每一浓度设
O

个平行孔+ 细胞与药物作用

W_0

后 " 按说明书加入
AQQ

试剂 " 用酶标仪在

E%P'8

处测定吸光度值!

aH

值*+按下列公式计算细

胞抑制率!

,'0,[,/,-' 4(/1

"

T2

*"抑制率
R`Sb

!

$X

试验组

aH

值
G

溶剂对照组
aH

值*

#$PP`

"并求出
T7

EP

值+
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组别
&'()%*+,-

抑制率
(./

$0 0123!010!4 $%12!

!0 0132!01054 6!13%

50 0130!010)4 501)7

20 0156!01064 )%156

#00 016!!010)4 3216!

对照组
#106!0105 8

9':

!

!;8,<

"

!"#

蛇毒蛋白对
=)3!89':

细胞增殖抑制实验

收集对数生长期的
=)3!89':

细胞# 以
$1""

$"

)

8,<

密度接种于
73

孔培养板中 # 每孔
$3"!<

#

6%#

#

).>&

!

培养箱中培养
$!?

后分组$ 单纯
9':

组%蛇毒抽提物
@9':

组及空白对照组& 单纯
9':

组$加入
$

%

5

%

$3

%

35

%

!)3!;8,<

不同浓度的
9':

'蛇

毒抽提物
@9':

组$ 设
3

个浓度!

"1$

%

"1!

%

"15

%

"12

%

$13

%

61!!;8,<

"蛇毒提取物#每个浓度组分别加入终

浓度为
$!;8,<

%

5!;8,<

%

$3!;8,<

%

35!;8,<

%

!)3!;8,<

的
9':

'空白对照组加入等体积的
ABC

& 给药体积

均为
!0!<

#每一浓度设
6

个平行孔& 细胞与药物作

用
52?

后#加入
:DD

试剂检测
&')%0+,

吸光度值#

并计算抑制率及
E>

)0

值& 实验独立重复
6

次&

!"$ :'F$

及
GCD

基因表达分析

收集不同处理的
=)3!89':

细胞# 按
DHIJK<

试

剂说明书提取总
FL9

#

'MA>

处理过的蒸馏水溶解&

采用德国
MAAML'&FN

公司分光光度仪
OBIKP?K$

QK,RQRH/

检测
FL9

溶液
&'!3" %&'!2"

吸光值#计算

FL9

浓度和纯度#

&'!3" %&'!2"

比值
S$&2

方可用

于检测&

$'

琼脂糖变性凝胶电泳检测
FL9

的完整

性 &

!!;

总
FL9

以
K<I;K TD

将
,FL9

逆转录成

U'L9

# 以
"$VUQI+

作为内参#

FRV<$QI,R A>F

分析目

的基因表达& 相关引物见表
$

& 以
$)!<

反应体系进

行
FRV<$QI,R

定量
A>F

&

FRV<$QI,R

定量
A>F

检测反

应体系包括$

$!< FD

产物#

$"CWBF GHRR+ # :VX$

QRH,IY

#

01) !:

特异前向引物#

01) !:

特异反向引

物&

FRV<$QI,R

定量
A>F

条件为$

7)(> $0 ,I+

'

7)(>

$) X

#

30(> $ ,I+

#

50

循环&

FRV<$QI,R

定量
A>F

使用

9PP<IRT BIKXZXQR,X %)00

仪器进行& 所有反应均设
6

复孔& 记录每个反应管中的荧光信号到达所设定的

阈值时所经历的循环数即
>Q

值# 以
"$VUQI+

作为内

参照#采用定量
A>F

中的相对定量法#以
!$

!!>Q 表

示处理组目的基因的表达相对于对照组的变化倍

数#其中
!!>Q[

!

>Q 目的基因\>Q 内参 -处理组\ !

>Q 目的基因\

>Q 内参-对照组 &

!"%

统计学处理

采用
CACC $310

统计软件计进行数据处理#方

差齐性的数据比较采用
Q

检验及方差分析# 方差不

齐数据采用非参数
:V++$]?IQ+RZ ^

检验 !两组"和

=H_X`V<$]V<<IX a

检验!多组"#

Ab010)

为差异有统计

学意义&

!

结 果

&"! =)3!89':

细胞耐药表型分析

:DD

法检测不同浓度
9':

对
=)3!89':

细胞

的细胞毒作用结果见表
!

& 经计算
9':

对
=)3!8

9':

细胞的
E>

)0

的均数为
)$1$%!$!163!;8,<

# 说明

=)3!89':

细胞株是具有多药耐药表型的稳定耐药

细胞株&

&"&

蝮蛇蛇毒提取物逆转
=)3!89':

耐药效应分析

以
01$)61!!;8,<

的蛇毒提取物分别与
9':

联

用后#结果显示#联用蛇毒提取物后#

=)3!89':

细

胞对
9':

的
E>

)0

随蛇毒提取物浓度增加而逐渐递

减&

01$!;8,<

浓度蛇毒提取物即可使
9':

的
E>

)0

降

低到
$313%!;8,<

#当蛇毒提取物浓度达
012!;8,<

时#

9': E>

)0

降低到
3106!;8,<

#提示蝮蛇蛇毒提取物可

不同程度地逆转
=)3!89':

细胞株对
9':

的耐药

性& 见图
$

%表
6

&

&"#

蛇毒提取物对
=)3!89':

细胞
:'F$

及
GCD$$

表达的影响

以
"$VUQI+

为内参建立的
FRV< QI,R A>F

分析

:'F$

及
GCD$$

表达# 如图
!

所示#

:'F$

%

GCD$$

及
"$VUQI+

的
FRV<$QI,R A>F

产物溶解曲线均为单

峰#电泳显示
A>F

产物为单一条带#说明
A>F

能特

引物 序列!

)*$6*

" 产物!

cP

"

:'F$

正向
>>> 9D> 9DD G>9 9D9 G>9 GG !)3

反向
GDD >99 9>D D>D G>D >>D G9

GCD$$

正向
G9>9D>99>>9G>>99GD99> $62

反向
>9G>9>>D>>9D>>9G999

"$VUQI+

正向
>DD >D9>99DG9G>D G>G DG $%3

反向
D>9DG9GGD9GD >9G D>9GG

表
$

相关引物序列

表
!

不同浓度
9':

对
=)3!89':

细胞的抑制作用

d

$与对照组比较#

A

﹤
010)

&
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异扩增目的基因 ! 以相对定量法检测

&'($

及
)*+!!

表达"结果显示"

,-#"./01

蛇毒提取物即可明显下调细胞内
&'(#

及
)*+!!

基因表达水平"与对照组相比有

显著性差异" 且呈剂量依赖性下调
234!5

6'&

细胞中
&'($

及
)*+!!

基因的表

达! 见表
7

!

8

讨 论

多药耐药
90:1;<!=>:. >?@<@;ABC?

"

&'(D

是造成肿瘤化疗失败的主要原因!近年来"

国内外对蛇毒抗肿瘤的研究日趋重视 #

4

$

"

已证实许多蛇毒具抗肿瘤效应#

%"$,

$

"但较少报道逆转

耐药的效应! 我们前期从浙江蝮蛇蛇毒中分离出一

种高纯度的蛋白" 已证实其对
234!

白血病细胞的

增殖有明显抑制作用#

3

$

! 本研究进一步分析该蛇毒

提取物是否具备逆转白血病细胞耐药作用!

我们选择的
234!56'&

耐药细胞系是由
234!

细胞经过长期的
6'&

诱导和筛选而建立起来的

典型的耐药细胞系"不仅对诱导药物
6'&

有很强

图
$

不同浓度蛇毒提取物联用
6'&

对
234!56'&

细胞的抑制作用

对照组
,-$".501

$-!".501

,-7".501

,-E ".501

$-4".501

8-!".501

对照组
$".501 7".501 $4".501 47".501 !34".501

6'&

浓度

$!,

$,,

E,

4,

7,

!,

,

抑
制

率
%

F

&

蛇毒提取物浓度
G"./01D

6'& HI

3"

J0.5KL

;

M

N

值 M

对照组
3#-#%##!-84 O O

,P$ $4P4%$$PQ!M 7P%% "P"Q

"P! $!P88$$P88M 3P7$ "P"4

"P7 QPE4$!P!"M 3P4% "P"3

"PE 4P"8$$P%!M 4P!% "P"8

$P4 3P43$$P%%M 4P8$ "P"8

8P! 3P!4$$P%!M 4P8% "P"8

表
8

不同浓度蛇毒提取物对
6'&

的
HI

3"

影响

M

'与对照组比较!

图
! &'($

!

)*+!!

及
#!AC;<B

溶解曲线及
NI(

产物电泳图

$ ! &

%3"RS

3,,RS

!3,RS

$,,RS

$ ! &

%3,RS

3,,RS

!3,RS

$,,RS

$ ! &

%3,RS

3,,RS

!3,RS

$,,RS

#!AC;<B &'($ )*+!!

论 著38$



中国肿瘤
!"#!

年第
!$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/14

的耐药性! 而且对其它抗肿瘤药物也具有交叉耐

药性 "

$$

#

$本研究结果显示!蛇毒提取物处理后!

&'(!)

*+,

细胞对
*+,

的
-.

'/

随蛇毒提取物浓度加大而

逐渐递减$

"01!2345

蛇毒提取物可使
*+,

的
-.

'/

从

'#0#%!2645

降低到
(789!2)45

!提示蝮蛇蛇毒提取物

可逆转
&'(!)*+,

细胞对
*+,

的耐药性$

在众多的
,+:

形成机制中! 由
,+:$

基因编

码产物%%%跨膜转运糖蛋白 &

;!25<=>?@>ABCD

!

;!2?

'

是最具代表性(发现最早!也是研究最为深入的 "

$!

#

$

EFG

尤其是
EFG!"

其耐药作用已在多种实体瘤中

得到证实"

$9

#

$ 通过
:BH5!AC4B ;.:

!本研究进一步探

讨蝮蛇蛇毒提取物逆转耐药的机制! 结果发现蛇毒

提取物对
&'(!3*+,

细胞
,+:$

及
EFG!"

基因表

达呈剂量依赖性下调效应! 提示蛇毒提取物可能通

过下调
,+:$

及
EFG!"

基因表达逆转
&'(!3*+,

耐药$上述结果提示!浙江蝮蛇蛇毒提取物在白血病

治疗!尤其是耐药白血病治疗方面的作用!具有较好

的药用价值$
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