
!论
!!

著!

负载抗原
MR

与
RWS

共培养逆转肝癌细胞多药耐药性研究"

徐巧元#

!杨志祥!

#

!罗
!

阔!

"

#)

重庆市第五人民医院肿瘤科
!

%"""'!

'

!)

重庆市人民医院肿瘤科
!

%"""#&

#

!!

摘
!

要"目的
!

研究负载抗原的树突状细胞"

MR

#联合细胞因子诱导的杀伤细胞"

RWS

#对肝癌细胞株
C7

E

a!

%

/MO

多药耐药

性的逆转作用$方法
!

C7

E

a!

%

/MO

细胞冻融抗原冲击
MR

!联合
RWS

细胞与
C7

E

a!

%

/MO

细胞共培养!以未负载抗原的
MR.

RWS

作为阴性对照!以未经共培养处理的
C7

E

a!

%

/MO

细胞作为空白对照$采用流式细胞仪在细胞处理后不同时间点检测

C7

E

a!

%

/MO

细胞内罗丹明
.#!&

"

F.#!&

#浓度和阿霉素"

/MO

#浓度!采用
Z7<87=3>418

检测细胞内
U.

糖蛋白"

U.

AE

#水平$

结果
!

与
MR.RWS

共培养相比!负载抗原的
MR.RWS

共培养能够明显抑制
C7

E

a!

%

/MO

细胞内
F.#!&

的外排!提高细胞内
/MO

浓度!同时降低细胞内
U.

AE

水平"

!

$

")"$

#$结论
!

经抗原冲击的
MR

和
RWS

共培养可明显抑制
C7

E

a!

%

/MO

细胞内
F.#!&

的

外排!提高细胞内
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肝癌是消化系统最常见恶性肿瘤之一#具有复发率高'致

死率高等特点#严重威胁人类健康*目前#治疗肝癌的主要方

法包括手术结合放化疗和肝动脉介入化疗等#但疗效欠佳#可

能与肝癌细胞多药耐药性$

OMF

%有关*因此#探索如何逆转

肝癌细胞
OMF

十分重要*近年来#细胞介导的过继免疫治疗

已成为治疗肿瘤的重要辅助治疗方法#其中细胞因子诱导的杀

伤细胞$

RWS

%和树突状细胞$

MR

%应用最为广泛(

#

)

*研究报道#

阿霉素$

/MO

%耐药人白血病细胞株
S$'!
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/MO

来源的
MR

与
RWS

体外共培养后#能显著抑制耐药细胞株的增殖活力#提

高细胞内
/MO

含量#下调
U.

糖蛋白$

U.

AE

%及其编码基因

D:=.#

基因的表达#提示
MR.RWS

细胞免疫治疗可有效逆转肿

瘤细胞
OMF

#同时为解决肝癌化疗耐药问题提供了新的

思路(
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材料与方法
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细胞系
!

采集健康志愿者外周血#经多种细胞因子诱导

后制备
MR

及
RWS
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肝癌细胞株购自重庆医科大学分

子医学与肿瘤研究中心#以
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诱导制备多药耐

药细胞株
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培养液'

#"*

胎牛血清购自美国
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公司&人淋巴细胞分离液为购自英国
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公司&二甲基噻唑

二苯基四唑溴盐$

O00

%'罗丹明
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购自美国
/D7=7<@1

公

司&蛋白提取试剂盒'浓度检测试剂盒'十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳$
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%配胶试剂盒购自碧云天生物技术

有限公司&
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细胞贴壁生长于含有
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培养液中#置
&+Q

'

$*RP

!

培养箱中&消化'离心后#

用磷酸盐缓冲液$
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%将细胞悬液浓度调整为
#h#"

, 个"毫
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&+Q

反复冻融
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次#再于冰浴中超声波破碎细胞#
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#收集上清液#
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滤器过滤后存

%Q

保存备用*
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罗丹明
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后#收集上清#用流式细胞仪$激发波长
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#发射波

长
$%"

!

''"3D

%检测
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激发的荧光强度#以荧光强度值

表示细胞内
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浓度*
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检测
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提取各组细胞总蛋白#测定浓度

后进行
HMH.U/aY

电泳*将聚偏氟乙稀$
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0TH0

洗涤后加入辣根过氧化物酶$

CFU

%标记的二

-

,$+#

-

检验医学与临床
!"#'

年
'

月第
#&

卷第
#&

期
!

N2>O7:R4;3

!

G?4

5

!"#'

!

[14)#&

!

L1)#&

"

基金项目!重庆市渝中区科技计划项目$

!"#!"!!$

%*

!!

作者简介!徐巧元#女#副主任医师#主要从事肿瘤综合治疗的研究*

!

#

!

通讯作者#

Y.D2;4

!

5

69;K;23

A

#!!

%

81D)@1D

*



抗#室温孵育
#9

#底物化学发光显色后进行曝光显影*经

R97D;M1@VFH

化学发光成像系统检测#计算相对吸光度!相

对光密度值$
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值%
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值"
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.2@8;3PM

值*
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统计学处理
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采用
HUHH#+)"

软件进行数据分析*计量

资料以
O_<

表示#两组间均数比较采用
2

检验#多组间均数比

较用单因素方差分析#
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为差异有统计学意义*
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检测结果见图
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细胞内
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浓度高于
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共培养组比较#
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和
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细胞内
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浓度的影响
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检测
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各时间点
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检测结果见图
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*相同时间点
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细胞内
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AE
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MR.RWS

共培养

组$
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注!图
/

为
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.MR.RWS

共培养组细胞内
U.

AE

检测结果&图
T

为

MR.RWS

共培养组细胞内
U.

AE

检测结果&

#

为空白对照#
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为处理
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为处理
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图
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.MR.RWS

共培养对
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水平的影响
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肿瘤化疗疗效受药物药代动力学'肿瘤细胞分裂和增殖方

式#以及肿瘤微环境等因素影响#其中肿瘤细胞
OMF

是导致

治疗失败的最主要原因(

&

)

*

OMF

的形成与药物转运'药物代

谢'药物靶点'凋亡基因等因素的异常改变有关*

D:=.#

基因

编码的
U.

AE

能将细胞代谢产物'外源性脂溶性物质等泵出细

胞外#维持细胞内环境稳定#但
U.

AE

水平升高也可导致肿瘤患

者化疗效果差'预后差'复发率高(

%.$

)

*

U.

AE

属于跨膜蛋白#是

三磷酸腺苷$

/0U

%结合盒式蛋白$

/TR

%转运蛋白超家族成员#

能够将亲脂类化疗药物泵出细胞外#从而诱导细胞产生耐药

性#因此寻找有效的
OMF

逆转剂一直是研究的热点(

'

)

*

肝癌是严重危害人类健康的常见恶性肿瘤#目前主要的治

疗手段包括手术'放疗和肝动脉介入化疗等#但由于受肝癌细

胞
OMF

的影响#化疗的疗效不尽人意#因此寻求新的治疗策

略以逆转肝癌细胞
OMF

十分重要*目前#逆转肿瘤细胞

OMF

的方法包括化学药物抑制剂处理'胶体微粒给药'生物免

疫途径'基因治疗'中药治疗等#其中细胞免疫治疗近年来成为

研究热点(

+

)

*

RWS

具有强大的广谱杀瘤效应#

MR

具有强大的

抗原呈递作用#可有效诱导细胞因子的生成*

MR

与
RWS

共培

养可通过细胞毒性作用与分泌细胞因子#激活获得性免疫系

统#进而杀伤肿瘤细胞(

,

)

*

U.

AE

具有
/0U

依赖性生物膜泵功

能#能将细胞内的药物泵至细胞外而诱导细胞
OMF

的产生*

研究表明#

MR

可竞争性抑制
U.

AE

#

MR.RWS

共培养后分泌的多

种细胞因子可改变细胞膜脂质结构#从而影响
U.

AE

功能#抑制

药物外排#逆转耐药性*

F.#!&

为阳离子荧光染料#常用于检

测耐药细胞对药物的转运功能(

(

)

*本研究结果显示#相较于

MR.RWS

共培养组#

/

A

.MR.RWS

共培养可明显抑制
C7

E

a!

"

/MO

细胞内
F.#!&

的外排#提高细胞内
F.#!&

浓度$

!

$

")"$

%#亦即提高细胞内
/MO

浓度#逆转了耐药性*

Z7<87=3

>418

检测结果显示#经抗原冲击的
/

A

.MR.RWS

共培养能明显

降低细胞内
U.

AE

水平$

!

$

")"$

%#说明细胞内
F.#!&

荧光强度

增加#

/MO

浓度增加与
U.

AE

水平降低有关*

目前#肿瘤疫苗成为肿瘤治疗的研究热点*负载有特异性

抗原的
MR

与
RWS

共培养#可通过分泌多种细胞因子#调节免

疫系统而杀伤肿瘤细胞(

#"

)

*本研究采用抗原致敏的
MR.RWS

降低肝癌细胞内
U.

AE

的表达'增加细胞内
/MO

浓度#进而逆

转
OMF

#为肝癌的综合治疗指出了新的研究方向*
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