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反义mdrl对鼻咽癌细胞放射敏感性的影响 

任庆兰 ，吴永忠 ，陈晓品 ，李少林 3 

(1．重庆医科大学附属第一医院肿瘤科，重庆 400016；2．重庆市肿瘤医院放疗科 ，重庆 400030； 

3．重庆医科大学基础医学院放射医学教研室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨用反义技术抑制多药耐药基因 1(Muhidrug resistance gene 1，mdrl基因)对鼻咽癌细胞CNE放射敏感性的 

影响。方法：设立空白组 、脂质体组(仅加入等量的脂质体)和 mdrl正义寡核苷酸组作对照，用 RT—PCR检测鼻咽癌细胞转染反 

义 mdrl前后 mdrl表达水平的变化。用集落形成试验检测各实验组照射后人鼻咽癌 CNE细胞株的集落形成率 ，免疫组织化学 

法测定甲基鸟嘌呤甲基转移酶(Methylguanine—methyhransferase，MGMT)的表达。结果：mdr1反义寡核苷酸能有效抑制 mdr1基 

因的表达。mdrl反义寡核苷酸 + c0 射线照射组 ，其集落形成率较正义寡核苷酸组及单纯照射组明显下降，MGMT蛋白的表 

达也显著下调，与各对照组比较有显著差异(P<0．05 o结论：mdrl反义寡核苷酸通过抑制 mdrl基因降低了人鼻咽癌 CNE细胞 

放射抗性。其辐射增敏作用可能与mdrl反义寡核苷酸下调照射后鼻咽癌细胞MGMT蛋白表达有关。 
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Effect of inhibiting mdrl On radiOSenSitiVity in nasopharyngeal 

carcinoma celI line 

REN Qing-lan，et Ql 

(Department of Orwology，the First Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of inhibiting mdrl by antisense technology on radiosensitivity in n&sopharyngeal 

carcinoma cell line(CNE)．Methods：There were four groups in the study：control group，lipofectin group，sense oligodexynucleotides 

(SODN)group，and antisense oligodexynucleotides(ASODN)group．Th e expression of mdrl was detected by RT-PCR．Cellular 

response to irradiation was evaluated by the colony forming test．Methylguanine—DNA methyhransferase(MGMT)protein expression 

was determ ined by immunohistochemical staining．Results：ASODN group could significantly decrease the proliferation rate and 

downregulate the expression of MGMT of irradiated nasopharyngeal carcinoma cells(VS lipofectin group or SODN group．P<O．05)． 

Conclusion：mdrl antisense oligodexynucleotides sensitize the CNE to ionizing irradiation through decreasing the expression of 

mdrl，which might be related to decreasing the expression of MGMT． 

【Key words】Nasopharyngeal carcinoma cell line；mdrl；Radiosensitivity 

放疗是治疗鼻咽癌的重要手段。mdrl基因编码 

的磷酸糖蛋白P—gP，它的过度表达是产生化疗多药 

耐药(Muhidrug resistance，MDR)的重要机制。本文 

利用反义技术抑制 mdrl基因，观察它对鼻咽癌细胞 

CNE放射敏感性的影响，同时检测试验各组细胞 

MGMT表达变化，现将实验结果报道如下。 

1 材料与方法 

作者介绍：任庆兰(1972一 )，女，博士， 

研究方向：肿瘤辐射增敏。 

基金项目：重庆医科大学科研课题基金资助(2006—12 o 

1．1 实验分组 

设立空白组 、脂质体组(加入等量脂质体)、mdrl正义寡 

核苷酸组(SODN)作为对照组 ，mdrl反义寡核苷酸组 (A— 

SODN)为实验组。 

1．2 寡核苷酸 

mdrl正 义寡核苷 酸序列为 ：5’一CCATCCCGACCTCGC 

GCTCC一3’。 

mdrl反义 寡核苷 酸序 列为 ：5’一GGAGcGcGAGGTcG 

GGATGG一3’。 

皆经全硫代修饰，由上海生物工程公司合成。 

1．2 细胞培养 

鼻咽癌细胞株 CNE购自湖南医科大学湘雅医院。用含 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报2008年第33卷第 6期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No．6) 一 71 3—  

10％~b牛血清 ，青 一链霉素各 100 ／ml的 RPMI1640培养 

液，置于 37℃、饱和湿度、5％CO 孵箱中无菌培养。 

1_3 用脂质体介导转染寡核苷酸 

将数目为 2 X 10s的细胞接种于6孔培养板上，大约 24h 

后 ，细胞有 40％一60％融合，参照 LipofectamineT'2000的转染 

策略进行转染。转染时用无血清，无抗生素的 RPMI1640培 

养液。6h后，去除含脂质体 一寡核苷酸的转染液，换用含 20％ 

小牛血清的 RPMI1640培养液继续培养48h。 

1．4 RT—PCR检测转染寡核苷酸前后 CNE细胞的 mdr1表 

达 

用 Trizol提取转染寡核苷酸前后 CNE细胞的总 RNA。 

用分光光度计对溶解于 DEPC的 RNA定量 ，并将 3 gRNA 

进行 1．2％琼脂糖凝胶电泳，检测 RNA的完整性。取 5 gR— 

NA为模板，逆转录合成 cDNA，用 mdrl的特异引物(Primerl： 

5’一CCCATCATTGCAATAGCAGG一3’；Primer2：5’一CTTCAAA 

cTTcTGcTccTGA一3’)及 内参照 B—aetin(肌动蛋 白)引物 

(Primerl：5’一GCGGGAAATCCTGCCTGACATT一3’；Primer2： 

5’一GATGGAcTTGAAGcTAG1T1TrcGTG一3’)，在 Taq酶作用 

下进行 PCR扩增：94℃预变性 5min后进入循环。循环参数 

为 94℃X 35s，54℃X40s，72℃ X 7min，30个循环。然后 72℃ 

X 7min。取 PCR产物 10 LLl进行 1．5％琼脂糖凝胶电泳 ，在 

Doc Gel 2000(美国 Bio—Rad公司产品)凝胶成像系统下成 

像并以Bio—Image Analysis System进行半定量检测 ，结果以 

A值 X面积(S)表示。mRNA相对含量 =(A目的基因X S)／ 

(AB—aetin X S) 

1．5 a~Co,,／射线照射 

收集处理后活细胞，将其悬浮于新鲜培养液中，在室温 

下行 ôy射线照射，平均剂量率为 62．89eGy／min，按实验 

要求给予照射剂量(0Gy、2Gy、4Gy、6Gy)。 

1．6 集落形成试验 

照射后立刻制成单细胞悬液 ，调整细胞浓度为 1 X 10 

个 ／ml，以每孔 300 l接种于6孔板上(设 2个复孔 )，7—14 

d后，终止培养，细胞固定、染色。在显微镜下计数含有／>50 

个细胞的集落，计算集落形成率。重复实验 3次，取 3次实验 

结果做统计学处理。 

集落形成率 =计数集落形成数 ／300 X 100％ 

集落形成率下降率 =(脂质体集落形成率 一实验组集落 

形成率 )／脂质体集落形成率 X 100％ 

1．7 免疫组织化学法测定 MGMT蛋白的表达 

取照射前和 2Gy照射后各组细胞涂片，进行 SP法免疫 

细胞化学染色。鼠抗人 MGMT(MT3l1)单抗(Neomarkers公 

司)使用浓度为 1：100。结果判定：采用双人双盲法用显微 

镜观察，以细胞核黄色或棕黄色为阳性标记。随机选择 10个 

视野，高倍镜下观察 500—800个细胞，计数阳性细胞。表达强 

度标准如下 ：阴性(一)：没有阳性细胞；弱阳性(+)：阳性细胞 

数占所观察细胞数的 20％以下；中等强度(++)：阳性细胞数 

占所观察细胞数的 20％一50％；强阳性(+++)：阳性细胞数 占 

所观察细胞数的 50％以上。 

1．8 统计学处理 

用 SPSS 10．0 for windows统计软件处理。检测数据以均 

数 ±标准差互±s表示 ，计数资料采用 x 检验，计量资料采 

用 t检验 ，P<0．05则表示有显著差异性，P<0．01表示有极 

显著差异性。 

a b e d 

mdrl(161bp) 

C=【=z=z=】 13-aetin(2s4bp) 
a．mdrl ASODN组 ；b．mdrl SODN组 ；e．脂质体组 ； 

d．空白组 

图 1 MDR1 RT-PCR琼脂糖凝胶电泳结果 

2 结 果 

2．1 RT—PCR检测转染 mdr1寡核苷酸前后 CNE 

的 mdr1表达 

见图 1。由图 1可见，空白组、脂质体组、正义寡 

核苷酸组 mdrl基因的表达变化不明显。转染反义寡 

核苷酸后，CNE细胞 mdrl基因的表达较对照组明 

显减弱。半定量分析显示，其转录水平仅为空白组 

的 50％。 

2．2 集落形成试验结果及集落形成下降率的比较 

由表 2可见照射前，脂质体组 、正义和反义寡 

表 1 CNE细胞经6~Co7射线照射后的集落形成率(％。互±s) 

和空白组比较，P>0．05； 和空白组 、脂质体组及正义寡核苷酸组比较，P<O．05 
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单独转染反义寡核苷酸组 6．45±1．93 一 一 

单独照射组 一 19．02±2．56 36．89±2．67 50．37±3．12 

转染反义寡核苷酸后照射组 一 35．5 1±2．84 52．25±2．42 66．35±2．98 

和空白组比较，P>0．05； 和空白组、脂质体组及正义寡核苷酸组比较，P<0．05 

核苷酸组的形成率都较空白组有所下降，但无统计 

学显著性差异(P>0．05)；但照射后 ，转染 mdrl反义 

寡核苷酸组集落形成率明显下降，与对照组比较有 

统计学显著性差异(P<0．05)，而且由表 3可见其集 

落形成下降率大于单独转染反义寡核苷酸组与单 

独照射组集落形成下降率之和(2Gy：35．5 l>19．02+ 

6．45；4Gy：52．25>36．89+6．45；66．35>50．37+6．45)， 

因此转染 mdrl反义寡核苷酸对鼻咽癌 CNE细胞具 

有辐射增敏作用。 

2．3 免疫组织化学法测定MGMT蛋白的表达 

MGMT阳性表达主要位于细胞核和部分细胞 

浆。由上表可见照射前后空白组、脂质体组和正义 

寡核苷酸组 MGMT蛋白的表达变化不大；各组细胞 

照射后，mdrl反义寡核苷酸组肿瘤细胞 MGMT表 

达明显下调 ，与其它各组比较皆有统计学显著性差 

异(P<0．05) 

3 讨 论 

鼻咽癌是我国最常见的恶性肿瘤之一，据 WHO 

估算，全世界 80％以上的病例发生在中国。由于鼻 

咽腔周围解剖关系复杂、手术对病人容貌的破坏以 

及周围组织对射线的耐受性尚可等因素决定了放 

射治疗是治疗鼻咽癌的重要手段。鼻咽癌综合治疗 

后 5年生存率高达 50％以上 ，而放射性颌骨炎、骨 

坏死、放射性脑脊髓病和放射后张口困难等放疗副 

反应，严重影响了患者的生存质量。因此研究鼻咽 

癌的辐射增敏一直是放射肿瘤学者关注和研究的 

课题。 

MDR是指肿瘤细胞对一种抗肿瘤药物产生耐 

药性的同时，对结构和作用机制完全不同的抗肿瘤 

药物产生交叉耐药性。由mdrl基因编码的分子量为 

170ku的磷酸糖蛋白P—gP，它的过度表达是产生多 

药耐药的重要机制。目前国内外研究较多的是 mdrl 

基因或 P—gP与化疗的关系 。通过检测治疗前 mdrl 

基因的表达，可预测患者的预后和肿瘤化疗的疗效i41。 

研究表明抑制 mdrl基因或 P—gP能有效提高恶性肿 

瘤化疗的疗效l51。肿瘤细胞对放疗和化疗的反应性 

存在某些关联，一般而言，对化疗不敏感的肿瘤细 

胞对放疗也不甚敏感。B[~mdrl基因与放疗的关系 

呢?Zubova SG等报道转染 mdrl基因的 K一562细胞 

对放疗具有抵抗 I~I'J。Maier P等 用基因芯片技术 

发现：mdrl基因过度表达可导致肿瘤细胞辐射抗 

拒相关蛋白如 ALDHIA，UNC13增加，前凋亡蛋白 

CASPI，NALP?下调，而抗凋亡基因AKT3过度表达。 

众多实验结果说明：mdrl基因的过度表达可抑制肿 

瘤细胞的凋亡和引起辐射抵抗。本研究利用反义技 

术抑制 mdrl基因，使其在鼻咽癌细胞中的基因表达 

率下降近 50％。抑制 mdrl基因后，受照鼻咽癌细胞 

集落形成率较正义寡核苷酸组及单纯照射组明显 

下降，而且其下降率大于单独转染 mdrl反义寡核苷 

酸组与单独照射组集落形成下降率之和，提示转染 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


重庆医科大学学报 2008年第 33卷第 6期 (Journal of Chongqing Medical University 2008．Vo1．33 No，6) 一 715 一  

mdrl反义寡苷酸对鼻咽癌 CNE细胞具有辐射增敏 

作用，降低了肿瘤细胞的辐射抗性。 

本实验 同时使用 免 疫组织 化学 测定 各组 

MGMT蛋白。受照射后 mdrl反义寡核苷酸组肿瘤 

细胞的 MGMT蛋白阳性率为 30．9％，而脂质体组 

和mdrl正义寡核苷酸组分别为 61．8％、60．5％，表明 

抑制 mdrl后，肿瘤细胞的 MGMT蛋白的表达明显 

低于其它各组。MGMT基因位于染色体 10q26上， 

基因组 DNA全长 170kb，含有 5个外显子，编码207 

个氨基酸的蛋白质，分子量约 22ku。MGMT是机体 
一 种非常重要的修复蛋白，在维持整个基因组的稳 

定性、预防肿瘤发生中起重要作用。MGMT主要修 

复由烷化剂、电离辐射等诱变剂造成的 DNA损伤[81。 

有研究表明DNA链的断裂是诱导 MGMT表达的最 

终信号，电离和紫外线辐射可以诱导 MGMT的表达。 

MGMT蛋白可作 为肿瘤预后预测因子和治疗靶 

点[9l。国外学者研究表明使用替莫唑胺(Temozolo 

mide)来抑制 MGMT可以增加脑胶质瘤的放疗疗 

效[101。本实验结果表明抑制 mdrl后 ，肿瘤细胞的 

MGMT蛋白的表达明显低于其它各组 ，提示抑制 

mdrl基因后照射细胞存活率下降与 MGMT基因表 

达下调有关。因为MGMT基因表达下调使照射后细 

胞的损伤修复减少，从而抑制了肿瘤细胞的增殖。 

深入研究抑制 mdrl后使肿瘤放射增敏机制可 

能对肿瘤治疗带来突破性进展，因其能为有关 mdrl 

在化疗领域的最新成果运用于肿瘤的放射治疗或 

放化疗综合治疗领域提供实验室基础，由于放射增 

敏机制可能还涉及细胞周期、放射损伤修复、辐射 

信号转导等还多方面，我们将会进行进一步深入研 

究。 
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