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摘要 目的 探讨 PJ34 对肺腺癌顺铂耐药( A549 /DDP) 细

胞多药耐药相关基因的影响。方法 将 A549 /DDP 细胞分

为对照组、顺铂单药组、PJ34 单药组、PJ34 联合顺铂组，ＲT-
PCＲ 法 检 测 细 胞 内 肺 耐 药 蛋 白 ( LＲP ) 、多 药 耐 药 蛋 白

( MＲP) 、P-糖蛋白( P-gp) 、谷胱甘肽-S-转移酶-π( GST-π) 、拓
扑异构酶Ⅱα ( TOPO-Ⅱα) mＲNA 转录水平。结果 除了

TOPO-Ⅱα 外，其余四种耐药相关基因 mＲNA 在 A549 /DDP
细胞内的转录水平明显高于 A549 细胞( P ＜ 0. 05) 。经 PJ34
处理后的 A549 /DDP 细胞内 MＲP、P-gp mＲNA 转录水平下

降( P ＜ 0. 05) ，且呈浓度及时间依赖性。结论 LＲP、MＲP、
P-gp、GST-π 可能参与了 A549 /DDP 细胞对顺铂的继发耐

药，PJ34 可能通过下调 MＲP、P-gp mＲNA 转录水平而间接增

加顺铂对 DNA 的损伤。
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中晚期肺癌患者无法行根治性切除术，以铂类

为主的联合化疗成为主要治疗手段，仅有 25% 患者

生存达到 5 年［1］，多药耐药的产生是治疗失败的主

要原因。聚腺苷酸二磷酸核糖聚合酶-1［Poly( ADP-
ribose) merase-1，PAＲP-1］是存在于多数真核细胞内

的蛋白核酶，其维持基因组稳定，调节基因转录［2］。
课题组前期研究［3］表明，PAＲP-1 在肺腺癌顺铂耐

药细胞株中表达明显上调，第三代 PAＲP-1 抑制剂

PJ34 可诱导细胞凋亡、抑制 DNA 损伤修复、增强肺

腺癌顺铂耐药细胞对顺铂的敏感性。研究［4 － 5］显示

肺耐药蛋白( LＲP) 、多药耐药相关蛋白( MＲP) 、P-
糖蛋白( P-gp) 、谷胱甘肽 S-转移酶-π( GST-π) 和拓

扑异构酶Ⅱ( TOPOⅡ) 在肿瘤的耐药中发挥重要作

用。该研究探讨耐药相关基因在肺腺癌顺铂耐药株

与野生株间的表达差异及 PJ34 对其表达的影响。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 肺腺癌顺铂耐药细胞 ( A549 /DDP)

株购自南京凯基生物科技发展有限公司; A549 细胞

株由安徽医科大学基础医学院惠赠，均培养于 37
℃、5% CO2 培养箱中，隔天换液，细胞长至 80% ～
90%传代。A549 /DDP 细胞初始加入含 500 ng /ml
DDP 的药物培养液，两代后加入终浓度为2 000 ng /
ml 的顺铂维持其耐药表型。
1． 2 试剂及器材 ＲPMI 1640 培养基购自美国 Hy-
clone 公司; PJ34 购自美国 Sigma 公司; 胎牛血清购

自杭州四季青公司; 顺铂注射液购自山东齐鲁制药

有限公司; ＲNA 提取 TＲIzol、cDNA 逆转录试剂盒、
SYBＲ Select Maser Mix 均购自美国 Thermo 公司;

PCＲ 基 因 扩 增 仪 MJ Ｒesearch PTC-100 购 自 美 国

BIO-ＲAD 公司; 实时荧光定量 PCＲ 仪 StepOne Plus
购自美国 Applied Biosystem 公司。
1． 3 方法

1． 3． 1 实验分组及处理 A549 /DDP 细胞分为对

照组、PJ34 单药组、PJ34 联合顺铂组，PJ34 组分为

0、3、6、12、24 mg /L 5 个浓度梯度，分别处理 24 h，另

取浓度为 3 mg /L 的 PJ34 分别处理 24、48、72 h;

PJ34 联合顺铂组给予 3 mg /L PJ34 + 11 mg /L 顺铂

处理 24 h，A549 细胞作为对照组。每个处理组实验

重复 3 次。
1． 3． 2 ＲNA 提取和定量测定 步骤包括: ① 取处

理完毕后各组细胞，吸出培养液，6 孔板每孔内加入

1 ml TＲIzol 消化，然后移入无 ＲNA 酶的 EP 管中，室

温孵育 5 min; ② 1 ml TＲIzol 中加入 0. 2 ml 氯仿，剧

烈晃动 15 s，室温孵育 2 ～ 3 min; ③ 4 ℃、12 000 r /
min 离心 15min，溶液分为无色上清水相、中间层( 膜

状蛋白) 、下层红色苯酚氯仿层; ④ 吸取上层无色水

相至另一无 ＲNA 酶的 EP 管中，加入 500 μl 异丙

醇，4 ℃、12 000 r /min 离心 10 min( ＲNA，附着于管

底) ; ⑤ 移除上清液，加入 1 ml 75% 乙醇溶液，简单

振荡，4 ℃、7 500 r /min 离心 5 min，弃上清液; ⑥ 空

气干 燥 5 ～ 10 min，加 入 20 ～ 50 μl ddH2O 重 悬

ＲNA; ⑦ 55 ～ 60 ℃ 水浴 10 ～ 15 min; ⑧ 测 ＲNA 浓
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度及纯度; ⑨ 直接进行逆转录或储存于 － 80 ℃ 冰

箱中备用。
1． 3． 3 逆转录合成 cDNA 依据试剂盒说明书进

行操作，总 ＲNA 量为 1. 5 μg，总反应体积 20 μl，反

应条件; 25 ℃、10 min，37 ℃、120 min，85 ℃、5 min，

逆转录产物直接进行 PCＲ 扩增或储存于 － 20 ℃的

冰箱内备用。
1． 3． 4 PCＲ 扩增 GAPDH、LＲP、MＲP、P-gp、GST-
π、TOPO-Ⅱα 引物由上海生工生物公司合成，GAP-
DH 作为内参，其基因序列见表 1。QＲT-PCＲ 反应

体系 20 μl，包括 SYBＲ Select Master Mix 10 μl，上下

游引物各 1 μl，cDNA 模板 1 μl ，ddH2O 7 μl。反应

表 1 基因引物序列

基因 引物序列( 5'-3')
GAPDH F: GCTGTGAAGACCCAGGAGAG

Ｒ: AAGCACCAGGAAACCACTTG
LＲP F: AAGAGCAGCGAGGAGTGAAG

Ｒ: GCGTGGGTGAAGAGGTAGAG
MＲP F: GCTGTGAAGACCCAGGAGAG

Ｒ: AAGCACCAGGAAACCACTTG
GST-π F: CACTCAAAGCCTCCTGCCTA

Ｒ: TGCTGGTCCTTCCCATAGAG
P-gp F: GTTGACAGCATAGCCGACCT

Ｒ: CCACTTAGCCGAGCAGATG
TOPO-Ⅱα F: GATGCTAATGATGCTGGTGGT

Ｒ: TCCGTATCTGTCTCGTCCAA

参数设置: 50 ℃保温 2 min，95 ℃预热 2 min，95 ℃
变性 15 s，60 ℃ 退火延伸 1 min，40 个循环。通过

2 － ΔΔCT法分析基因的相对表达量。
1． 4 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

上述数据均重复 3 次，试验数据均以 珋x ± s 表示。计

量资料组间比较采用 t 检验，多组间比较采用单因

素方差分析。图表在 GraphPad Prism 5. 0 中生成。

2 结果

2． 1 A549 /DDP 细胞耐药相关基因 PCＲ 反应

PCＲ 反应扩增曲线见图 1。
2． 2 A549 与 A549 /DDP 细胞间耐药相关基因表

达 A549 /DDP 及 A549 细 胞 内 LＲP、MＲP、P-gp、
GST-π、TOPO-Ⅱα 均 有 表 达，但 LＲP、MＲP、P-gp、
GST-π 在 A549 /DDP 细胞内的表达水平明显高于

A549 细 胞，差 异 有 统 计 学 意 义 ( t = 69. 282，P ＜
0. 01; t = 110. 177，P ＜ 0. 01; t = 323. 916，P ＜ 0. 01; t
= 258. 287，P ＜ 0. 01 ) ，TOPO-Ⅱα 在两种细胞内的

表达差异无统计学意义( F = 4. 117，P ＞ 0. 05) ，见图

2。
2． 3 PJ34 对 A549 /DDP 细胞内耐药相关基因表

达的影响

2． 3． 1 PJ34 对 A549 /DDP 细胞内耐药相关基因表

达的量效关系 取对数生长期的 A549 /DDP 细胞，

图 1 PCＲ 扩增曲线

A: LＲP; B: MＲP; C: P-gp; D: GST-

π; E: TOPO-Ⅱα
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图 2 A549 细胞与 A549 /DDP 细胞耐药相关基因表达的差异

与 A549 细胞比较: * P ＜ 0. 05

加入不同浓度( 0、3、6、12、24 mg /L) PJ34 处理 24 h
后，A549 /DDP 细胞内 MＲP 表达水平下降，差异有

统计学意义( F = 1 756. 279，P ＜ 0. 05) ，P-gp 表达水

平下降，差异有统计学意义 ( F = 1 865. 031，P ＜
0. 05) ，且二者呈明显的浓度依赖性，而 LＲP、GST-
π、TOPO-Ⅱ表达量随 PJ34 浓度的增加未见明显变

化，见图 3。

图 3 PJ34 对 A549 /DDP 细胞内耐药相关基因表达的量效关系

与 0 mg /L 比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

2． 3． 2 PJ34 对 A549 /DDP 细胞内耐药相关基因表

达的时效关系 取对数生长期的 A549 /DDP 细胞，

加入 3 mg /L 的 PJ34 分 别 处 理 24、48、72 h 后，

A549 /DDP 细胞内 MＲP 表达量随给药时间的延长

逐渐下降，差异有统计学意义 ( F = 2 119. 237，P ＜
0. 05) ，P-gp 表达量随给药时间的延长逐渐下降，差

异有统计学意义( F = 2 639. 624，P ＜ 0. 05) ，呈明显

的时间依赖性，而 LＲP、GST-π、TOPO-Ⅱα 表达量随

时间延长未见明显变化，见图 4。
2． 3． 3 PJ34 联合顺铂后 A549 /DDP 细胞内 MＲP、
P-gp mＲNA水平的变 化 取 对 数 生 长 期 的A549 /

图 4 PJ34 对 A549 /DDP 细胞内耐药相关基因表达的时效关系

与 24 h 比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

DDP 细胞，分为对照组、顺铂 ( 11 mg /L ) 单 药 组、
PJ34( 3 mg /L) 单药组及 PJ34( 3 mg /L) 联合顺铂( 11
mg /L) 组，结 果 显 示: PJ34 单 药 组 较 对 照 组 MＲP
mＲNA 水平降低，差异有统计学意义( t = 83. 563，P
＜ 0. 05) ，P-gp mＲNA 水平降低，差异有统计学意义

( t = 79. 315，P ＜ 0. 05 ) ; PJ34 联合顺铂组较顺铂单

药组 MＲP mＲNA 水平降低，差异有统计学意义( t =
74. 253，P ＜ 0. 05) ，P-gp mＲNA 水平降低，差异有统

计学意 义 ( t = 69. 969，P ＜ 0. 05 ) ，PJ34 单 药 组 较

PJ34 联合顺铂组 MＲP、P-gp mＲNA 水平未见明显变

化。见图 5。

图 5 PJ34 联合顺铂对 A549 /DDP 细胞 MＲP、P-gp mＲNA 的影响

与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与顺铂单药组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

LＲP 是人类穹窿体的重要组成部分，其参与阿
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霉素、长春新碱、顺铂等多种药物的耐药。研究［6］

显示 LＲP 高表达的非小细胞肺癌患者较低表达患

者对顺铂的敏感性降低。MＲP 是一种 ATP 依赖性

膜转运蛋白，其在肺癌的继发耐药中起重要作用，参

与非小 细 胞 肺 癌 对 顺 铂 的 继 发 耐 药［7］。P-gp 是

ATP 结合转运蛋白家族的主要成员之一，其可作为

肺腺 癌 对 顺 铂 产 生 耐 药 性 的 一 个 预 测 因 子［8］。
GST-π 属于Ⅱ相代谢酶，与多种肿瘤的化疗耐药密

切相关。非小细胞肺癌细胞株 GST-π mＲNA 水平

高于小细胞肺癌细胞株，导致小细胞肺癌比非小细

胞肺癌细胞株对顺铂更敏感，对顺铂耐药的非小细

胞肺癌患者中 GST-π 的表达明显增高［9］。TOPO-Ⅱ
是催化 DNA 结果的基本核酶，细胞内 TOPO-ⅡmＲ-
NA 水平及活性与以其为靶点的相关药物的耐药密

切相关，TOPO-Ⅱ的表达增加可增加肺癌细胞对表

柔比星的敏感性，TOPO-Ⅱ表达下降，肺癌细胞对

VP-16 的敏感降低。本实验研究显示 LＲP、MＲP、P-
gp、GST-π mＲNA 在 A549 /DDP 细胞内的水平明显

高于 A549 细胞，提示 LＲP、MＲP、P-gp、GST-π 在肺

腺癌对顺铂的继发耐药中发挥重要作用，这与上述

研究结果一致，而 TOPO-ⅡαmＲNA 在两种细胞内未

见明显差异，与肺腺癌对顺铂的继发耐药无关，这可

能因为顺铂为非 TOPO-Ⅱ靶点药物。
PAＲP-1 是 PAＲP 家族中含量最多、功能最重要

的亚型。目前，国内外将 PAＲP-1 作为疾病治疗的

新靶点，已研制出多种 PAＲP-1 抑制剂，并显示出良

好的治疗效果。PAＲP-1 抑制剂增强 EＲCC1 低表达

的非小细胞肺癌对顺铂的敏感性，在顺铂耐药的睾

丸 生 殖 细 胞 肿 瘤 中 也 显 示 出 来 良 好 的 治 疗 效

果［10 － 11］。PJ34 是新一代选择性 PAＲP-1 抑制剂，较

传统 PAＲP 抑制剂，无论口服还是注射都显示出较

高的生物利用度。研究［12］显示在急性创伤性脑损

伤，PJ34 维持血脑屏障的完整性，减轻脑组织水肿

及炎症反应。PJ34 还可通过降低 FANCD2、BＲCA2
和 ＲAD51 蛋白和 mＲNA 表达水平，下调 FA /BＲCA
通路活性增加对骨髓瘤细胞的杀伤作用，部分逆转

对美法兰的耐药［13］。本研究结果显示，PJ34 可降低

多药耐药相关基因 MＲP、P-gp 的表达水平，并且具

有浓度及时间依赖性。PJ34 联合顺铂组与单药顺

铂组比较表现出协同降低 MＲP、P-gp 的表达水平，

差异有显著性，而与单药 PJ34 比较未见明显差异，

推测其可能原因为顺铂作为细胞周期非依赖性化疗

药物其主要作用机制为直接诱导细胞 DNA 的损伤，

对细胞内 MＲP、P-gp 的表达无影响。

综上所述，本研究提示 A549 细胞顺铂继发耐

药与 LＲP、MＲP、P-gp、GST-π 过表达相关，PJ34 可通

过下调 MＲP、P-gp mＲNA 的水平，部分逆转 A549 /
DDP 对顺铂的耐药。这为 PJ34 在铂类耐药非小细

胞肺癌患者的应用提供一定的理论基础。
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Effect of PJ34 on the expression
of multidrug resistance related gene in A549 /DDP cells

Han Ke，Hao Jiqing
( Dept of Oncology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the impact of PJ34 on human pulmonary carcinoma cell line A549 /DDP-relat-
ed multiple drug resistance genes． Methods A549 /DDP cells were divided into 3 groups : negative control，DDP-
treated group ，PJ34-treated group，PJ34 and DDP-treated group． The mＲNA transcription levels of LＲP，MＲP，P-
gp，GST-π，TOPO-Ⅱα were quantified in each group by ＲT-PCＲ． Ｒesults The mＲNA transcription levels of
LＲP，MＲP，P-gp，GST-π in A549 /DDP cells were significantly higher than those in the A549 cells( P ＜ 0. 05) ．
The mＲNA transcription levels of MＲP，P-gp in A549 /DDP cells dramatically decreased in a time and dose-de-
pendent manner after PJ34 treatment( P ＜ 0. 05) ． Conclusion LＲP，MＲP，P-gp，GST-π are probably involved in
secondary drug resistance of DDP in A549 /DDP cells． PJ34 sensitizes DNA to DDP damage by indirectly downreg-
ulating mＲNA levels of MＲP and P-gp．
Key words pulmonary adenocarcinoma ; PAＲP-1 inhibitors ; cisplatin; tolerance; multidrug resistance gene
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TSC1 在肝纤维化中的表达及基因甲基化
陈 晨1，2，黄 成1，2，孟晓明1，2，李 俊1，2

摘要 目的 通过检测在大鼠肝纤维化模型及转化生长因

子-β1 ( TGF-β1) 刺激的大鼠肝星形细胞 ( HSC) T6 中结节

性硬化症( TSC) 相关蛋白错构素 ( hamartin) 的表达，并检测

HSC T6 细胞 TSC1 基因启动子甲基化状态，探讨肝纤维化疾

病治疗的新靶点。方法 构建大鼠肝纤维化模型，培养 HSC
T6 细胞。利用 Western blot 法检测 hamartin 蛋白表达，利用

焦磷酸测序检测 TSC1 启动子甲基化。结果 与正常对照组

比较，肝纤维化模型组 TSC1 蛋白表达量较小( P ＜ 0. 01) ，且

TSC1 基因启动子甲基化程度较高。结论 TSC1 可能与肝

纤维化形成有一定关联。
关键词 TSC1; 肝纤维化; 甲基化
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过渡阶段，其中有 25% ～ 40% 最终发展成为肝硬

化，更严重的发展为肝癌。肝脏的细胞外基质( ex-
tracellular matrix，ECM) 的合成和降解不平衡，而导

致纤维结缔组织的过度沉积，是肝纤维化的主要病

理表现［1］。HSCs 的激活与增殖是肝纤维化发生发

展其中的中心环节 ［2］。肝纤维化的形成是受各类

因素网路调控的，目前的研究［1］表明其涉及多种相

关细胞因子以及诸多信号转导通路。结节硬化症

( tuberous sclerosis complex，TSC) 是一种罕见的常染

色体显性遗传病，其发病机制是由于 TSC1 和 TSC2
基因中任何一个发生变异。TSC1 基因定位 9q34，

TSC2 基因定位于 16p13. 3，TSC1 和 TSC2 编码的基

因产物分别为错构素 ( hamartin ) 和 结 节 素 ( tu-
berin) ，蛋白分子量大小为 130 ku 与 200 ku［3 － 4］。
研究［5］显示 TSC1 在肾纤维化模型中低表达，并且

敲除 TSC1 基因的转基因小鼠可以显示出肾间质纤

维细 胞 的 激 活 以 及 肾 纤 维 化。该 研 究 旨 在 探 讨

TSC1 是否在肝纤维化中有表达变化。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 HSC T6 细胞株来自安徽医科大学
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