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　　摘　要：目的　观察ＬＹ２９４００２对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ胃癌细胞长春新碱（ＶＣＲ）耐药的逆转作用，并探讨其可能机制。方法　通

过 ＭＴＴ法明确ＬＹ２９４００２可以逆转ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ对ＶＣＲ的耐药作用后，采用ＴＵＮＥＬ检测细胞的凋亡，高效液相法检测细胞

内药物浓度，ＲＴＰＣＲ法和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测细胞中 ＭＤＲ１、ｃａｓｐａｓｅ３和ＸＩＡＰ的基因和蛋白表达水平。结果　ＬＹ２９４００２

能明显提高ＶＣＲ的诱导细胞凋亡作用，明显增加细胞内ＶＣＲ的浓度，并可降低耐药细胞中 ＭＤＲ１、ＸＩＡＰ的基因和升高ｃａｓｐａｓｅ

３表达水平。结论　抑制ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路可逆转胃癌耐药，其机制可能与降低耐药基因 ＭＤＲ１的表达以及调控凋亡相关基因

ｃａｓｐａｓｅ３和ＸＩＡＰ的表达有关。
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　　肿瘤化疗过程中的一个主要问题是多药耐药（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＭＤＲ）的产生，其产生原因还不是很清楚，ＭＤＲ的

产生是一个复杂的过程，因药物作用使Ｐｇｐ转录激活是引起

肿瘤多药耐药的主要途径［１］。最近研究发现，抑制ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ

信号转导通路，可以降低Ｐｇｐ的表达水平，从而逆转肿瘤多药

耐药［２３］。因此通过抑制蛋白激酶信号途径逆转肿瘤多药耐药

是目前研究的热点。

ＬＹ２９４００２是ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂，研究已证实其对ＰＩ３Ｋ

及其下游靶点 ＰＫＢ均有抑制作用
［４］。本文旨在通过研究

ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路抑制剂ＬＹ２９４００２对胃癌多药耐药细胞的多

药耐药的影响，探讨逆转胃癌多药耐药的新途径。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞株　ＳＧＣ７９０１细胞购于中科院上海细胞所，

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ耐药细胞由第四军医大学樊代明院士惠赠。

１．１．２　主要试剂　长春新碱（ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ，ＶＣＲ）为深圳万乐有

限公司生产（批号０７０６Ｖ１）；ＬＹ２９４００２购于美国Ｃａｙａｍ公司，

用ＤＭＳＯ溶解；ＴＵＮＥＬ试剂盒购于美国Ｒｏｃｈｅ公司；甲醇和

乙腈均购于江苏汉邦科技有限公司；鼠抗人ｃａｓｐａｓｅ３一抗购

于北京中杉生物技术开发有限公司；羊抗人ＸＩＡＰ一抗购自美

国Ｒ＆ＤＳｙｓｔｅｍｓ；ＰＣＲ引物均由上海生物工程技术服务有限

公司合成；ＲＮＡ提取试剂购自美国Ｒｏｃｈｅ公司；逆转录试剂盒

购自日本ＴＯＹＯＢＯ公司。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　将ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞培养于含１．００

ｍｇ／Ｌ的ＶＣＲ及含１０％新生小牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基

中维持耐药，实验前２周改用无ＶＣＲ的培养基。

１．２．２　ＭＴＴ法　将ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞分为空白对照组、

ＶＣＲ组、ＬＹ２９４００２组及 ＶＣＲ＋ＬＹ２９４００２组４组，以５×１０３

个／孔细胞密度接种于９６孔板，每组设４个复孔，分别加入不

同终浓度ＶＣＲ（０～１０ｍｇ／Ｌ）和ＬＹ２９４００２（０～８０μｍｏｌ／Ｌ），刺

激７２ｈ后，加入 ＭＴＴ继续培养，４ｈ后加入ＤＭＳＯ，以５７０ｎｍ

波长检测每孔吸光值（Ａ），并参照夏曙和于世英
［５］的方法求出

细胞对ＶＣＲ和ＬＹ２９４００２的中效浓度（ＩＣ５０）。

１．２．３　ＴＵＮＥＬ法　将ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞分为空白对照

组、ＶＣＲ组、ＬＹ２９４００２组及 ＶＣＲ＋ＬＹ２９４００２组４组，其中

ＶＣＲ终浓度为１．００ｍｇ／Ｌ，ＬＹ２９４００２为２０μｍｏｌ／Ｌ，培养７２ｈ

后收集细胞，用４％多聚甲醛进行固定１ｈ后，按ＴＵＮＥＬ试剂
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盒说明书依次加入ＴＵＮＥＬ反应液，反应完成后，加入配好的

ＤＡＢ进行显色，复染，光镜下观察。

１．２．４　高效液相法　将细胞分为 ＶＣＲ及ＬＹ２９４００２＋ＶＣＲ

两组，ＬＹ２９４００２的终浓度为２０μｍｏｌ／Ｌ，ＶＣＲ的浓度分别为

９０、１２０、１８０ｍｇ／Ｌ，分别培养１、３、６ｈ后收集细胞，留取细胞外

液，同时以１×１０７个／ｍＬ将细胞悬浮于生理盐水中，－２０℃

反复冻融至镜下观察细胞完全破碎，１６０００ｒ／ｍｉｎ离心１５

ｍｉｎ，上清液用高效液相色谱仪测定 ＶＣＲ的含量，并采集色

谱图。

１．２．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 　 制备胃癌 ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ 和

ＳＧＣ７９０１细胞的总蛋白质，并用ＢＣＡ法测定蛋白浓度，取５０

μｇ蛋白量上样于ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶进行电泳分离，转膜，封闭，

然后依次结合 ＭＤＲ１、ＸＩＡＰ和ｃａｓｐａｓｅ３多克隆抗体及 ＨＲＰ

标记的二抗，ｇｏｌｄｎｖｉｅｗ显色，数据分析测定条带的面积和灰度

值，得出积分灰度值以代表蛋白表达量。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ　根据Ｇｅｎｂａｎｋ基因序列设计引物，ＭＤＲ１：

上游引物５′ＣＴＣＧＡＧＧＡＡＴＣＡＧＣＡＴＴＣＡＧ３′，下游引

物５′ＡＧＡＴＣＴＣＴＴＴＧＡＧＣＴＴＧＧＡＡＧＡＧＣ３′，片断大

小１７３ｂｐ；ＸＩＡＰ：上游引物５′ＴＧＧＣＡＣＧＡＧＣＡＧ ＧＧＴ

ＴＴＣＴＴＴ３′，下游引物５′ＴＧＧＣＡＣＧＡＧＣＡＧＧＧＴＴＴＣ

ＴＴＴ３′，片段大小４０４ｂｐ；ｃａｓｐａｓｅ３：上游引物５′ＡＡＧＣＧＡ

ＡＴＣＡＡＴＧＧＡＣＴＣＴＧ３′，下游引物５′ＧＡＣＴＴＣＴＡＣ

ＡＡＣＧＡＴＣＣＣＣＴＣ３′，片段大小３８３ｂｐ，以βａｃｔｉｎ为内参。

琼脂糖凝胶浓度为２％，以０．５×ＴＢＥ为电泳缓冲液，恒压５

Ｖ／ｃｍ，３０ｍｉｎ，电泳结束后，将电泳凝胶置于ＧｅｌＤｏｃ２０００型凝

胶图像分析系统中进行紫外扫描并图像分析。以目的产物电

泳带面积吸光度与内参照βａｃｔｉｎ的电泳带面积吸光度比值作

为相对表达值。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１０．０统计软件，采用 ＡＮＯＶＡ

分析，计量资料以狓±狊表示，计数资料用χ
２ 检验。

２　结　　果

２．１　ＬＹ２９４００２对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ胃癌细胞ＶＣＲ耐药的逆转

作用　ＶＣＲ对细胞ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ的抑制作用呈时间和计量

依赖性，在４８ｈ内各浓度对细胞的抑制作用变化明显，仅在７２

ｈ时 抑 制 作 用 呈 线 性 关 系 （图 １、２）；并 且 ＬＹ２９４００２ 对

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞７２ｈ的ＩＣ５０为（５８．５６±１．２５）μｍｏｌ／Ｌ，所

以在进一步实验中将 ＬＹ２９４００２的浓度定为２０μｍｏｌ／Ｌ；２０

μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２可以显著增加ＶＣＲ对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ的生

长抑制作用，逆转细胞对 ＶＣＲ的耐药性，逆转倍数为４．７倍

（图２）。

２．２　ＬＹ２９４００２协同ＶＣＲ促凋亡作用　ＬＹ２９４００２＋ＶＣＲ组

细胞凋亡率明显高于 ＶＣＲ、ＬＹ２９４００２组（犘＜０．０１），说明

ＬＹ２９４００２和 ＶＣＲ 具有协同促凋亡作用，分别为（８２．２±

４．１）％、（１９．２±１．８）％、（２０．１±１．６）％，空白对照组为（７．８±

１．０）％，见封２图３。

２．３　ＬＹ２９４００２对细胞内 ＶＣＲ浓度的影响　通过 ＨＰＬＣ分

析显示，ＶＣＲ的最低检测限为０．０４μｇ／ｍＬ；当 ＶＣＲ浓度为

９０、１２０μｇ／ｍＬ时，在各时间点均未检测出细胞内药物浓度；在

ＶＣＲ浓度为１８０μｇ／ｍＬ、时间点为６ｈ时，仅 ＬＹ２９４００２＋

ＶＣＲ组可以检测出细胞内药物浓度为（０．１６９±０．００９５）μｇ／

ｍＬ。

２．４　ＬＹ２９４００２对细胞内蛋白表达的影响　ＬＹ２９４００２作用

ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞７２ｈ后，ＭＤＲ１和ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达水

平均明显下降（犘＜０．０１），ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ表达水平明显升

高（犘＜０．０１），处理前后 ＭＤＲ１相对表达强度由０．３４±０．０４

降至０．０９±０．０１；ＸＩＡＰ由０．９２±０．０７降至０．５５±０．０６；

ｃａｓｐａｓｅ３由０．５３±０．０４升高到０．９１±０．０３，见图４。

图１　　ＶＣＲ对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞生长的抑制作用

图２　　ＬＹ２９４００２对细胞的耐ＶＣＲ的逆转作用

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＬＹ２９４００２处理组。

图４　　ＬＹ２９４００２对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞 ＭＤＲ１、ＸＩＡＰ和

ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

２．５　ＬＹ２９４００２对细胞内基因表达的影响　同样ＬＹ２９４００２

ＭＤＲ１和ＸＩＡＰｍＲＮＡ的表达水平均明显下降（犘＜０．０１），

ｃａｓｐａｓｅ３ｍＲＮＡ 表达水平明显升高（犘＜０．０１），处理前后

ＭＤＲ１相对表达强度由０．４６±０．０５降至０．１６±０．０１；ＸＩＡＰ

由０．９±０．０７降至０．５８±０．０４；ｃａｓｐａｓｅ３由０．５４±０．０２升高

到０．８９±０．０２，见图５。

　　１和２，３和４，５和６，７和８为复孔，Ｍ：ｍａｒｋｅｒ；１、２、５、６：对照组；

３、４、７、８：ＬＹ２９４００２组。Ａ：ＭＤＲ１；Ｂ：ＸＩＡＰ；Ｃ：ｃａｓｐａｓｅ３。

图５　　ＬＹ２９４００２对ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ细胞 ＭＤＲ１、ＸＩＡＰ和

ｃａｓｐａｓｅ３基因表达的影响
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３　讨　　论

目前胃癌仍是消化道最常见的恶性肿瘤［６］，很多胃癌患者

就诊时已属中晚期，失去手术机会［７］，对于这类胃癌患者，化疗

仍是其治疗的主要手段，而且有效的化疗也为胃癌患者争取手

术切除创造机会。因此胃癌细胞对化疗药物是否敏感将直接

影响患者预后，而胃癌细胞对化疗药物产生耐药是目前导致化

疗失败的一个重要原因。

肿瘤细胞耐药的产生是一个复杂的过程，其确切的机制尚

不清楚。目前认为耐药的产生可能与耐药相关膜蛋白

（ＭＤＲ１、ＭＲＰ、ＬＲＰ等）的高表达
［１，８］、酶蛋白（ＧＳＴ、ＴＯＰＯ

Ⅱ）的异常表达以及肿瘤细胞对凋亡耐受等多种因素有关。最

近研究发现，通过抑制生存信号转导通路，如ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号

转导通路，可降低Ｐｇｐ的表达水平
［２３］，促进细胞凋亡，从而增

加肿瘤细胞对化疗药物的敏感性［９］，但其确切机制尚不清楚。

ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ信号通路调节细胞凋亡、增殖、分化、血管生成

和代谢等，在此通路中，催化亚基Ｐ１１０被激活后使３磷酸肌

醇磷酸化生成产物４，５二磷酸肌醇（ＰＩＰ２）和３，４，５三磷酸肌

醇（ＰＩＰ３），后者与ＰＫＢ的ＰＨ（ｐｌｅｃｋｓｔｒｉｎｈｏｍｏｌｏｇｙ）域结合，使

ＰＫＢ的构象发生变化，磷酸化并得以激活。ＰＫＢ活化后继而

磷酸化ＧＳＫ３、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３等一系列下游靶点来调节细胞

生长代谢等；ＰＫＢ在肿瘤细胞中可被化疗药物激活
［１０］，使细胞

获得抗凋亡的能力，应用ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路抑制剂可以增加肿

瘤细胞对化疗药物的敏感性，因此认为ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路在调

节肿瘤细胞对化疗药物的耐药性上有重要的作用。

ＬＹ２９４００２是 ＰＩ３Ｋ 的特异性抑制剂，研究已证实其对

ＰＩ３Ｋ及其下游靶点ＰＫＢ均有抑制作用
［１１］，通过抑制此通路

从而抑制肿瘤生长。最近研究证实ＰＩ３Ｋ特异性抑制剂渥曼

青霉素（ｗｏｒｔｍａｎｎｉｎ）
［１２］、ＬＹ２９４００２

［２］可以逆转由Ｐｇｐ介导肿

瘤多 药 耐 药。而 且 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ 通 路 的 特 异 性 抑 制 剂

ＬＹ２９４００２也可通过促进 ＶＣＲ诱导耐药细胞Ｌ１２１０／ＶＣＲ的

凋亡，激活耐药细胞中的ｃａｓｐａｓｅ３，从而逆转肿瘤细胞的多药

耐药［２］。在本研究中，作者观察到ＬＹ２９４００２可以在蛋白和基

因水平上抑制耐药细胞中的抗凋亡因子ＸＩＡＰ和 ＭＤＲ１的表

达，增加凋亡因子ｃａｓｐａｓｅ３的表达，从而增加 ＶＣＲ的细胞毒

性，诱导细胞凋亡，增加肿瘤细胞内 ＶＣＲ的聚集，从而使胃癌

的耐药性得到逆转。

综上所述，ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ通路参与胃癌细胞ＳＧＣ７９０１／ＶＣＲ

的多 药 耐 药 过 程，应 用 ＰＩ３Ｋ／ＰＫＢ 通 路 特 异 性 抑 制 剂

ＬＹ２９４００２可以通过抑制耐药基因 ＭＤＲ１和调节凋亡相关基

因的表达来逆转胃癌多药耐药，为克服肿瘤多药耐药提供了新

的思路和实验依据。
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