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MDRI／MRP反义寡核苷酸逆转胃癌细胞耐药的研究 

李 玲，徐 曼，石 群 

(重庆医科大学基础医学院病理学教研室 ，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨 MDR1／MRP反义寡脱氧核苷酸(Antisense oligodooxynucleotide，ASODN)片段逆转人胃腺癌耐药细胞 

SGC7901／ADM多药耐药(Multidrugresistance，MDR)的作用。方法：经 MDR1或多药耐药相关蛋白(Multidrugresislance—asscociated 

protein，MRP)ASODN分别或联合转染SGC7901／ADM细胞后，采用RT-PCR法检测MDRlmRNA和MRPmRNA的表达，免疫细 

胞化学检测 SGC7901／ADM细胞内P一糖蛋白(P-glycoprotein，P—gP)、MRP的表达 ，流式细胞术检测瘤细胞内 Rh123的潴留状 

况，MTT法检测瘤细胞对阿霉素、卡铂等抗癌药的敏感性。结果：SGC7901／ADM 细胞经ASODN转染 12h后，MDR1和MRP 

mRNA的表达均降低，转染24h后下降最明显，48h后恢复至转染前水平。经转染ASODN48h后，SGC7901／ADM细胞 P-gp、 

MRP的表达显著下降，瘤细胞内Rh123的潴留量显著高于转染前，且联合转染MDR1和MRP ASODN后瘤细胞内Rh123的潴 

留量显著高于单纯转染组。SGC7901／ADM细胞在联合转染MDR1和MRP ASODN后对阿霉素、卡铂等化疗药物的敏感性明显 

高于单纯转染ASODN。结论：分别转染MDR1或MRP ASODN可部分逆转人胃腺癌耐药细胞SGC7901／ADM多药耐药，而联合 

转染 2种 ASODN则可显著提高瘤细胞耐药逆转效率。 
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Study On the reversaI effect Of MDR1 and MRP ASODN On 

drug．．．resistance gastric carcinoma cells 

LI Ling，et 

(Department of Pathology， of Basic Medicine，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To investigate the reversal effect of MDR1 and MRP antisense oligodooxynucleotide (ASODN)on 

adriamycin-resistant SGC7901／ADM cells．肘_e 0dls：SGC7901，ADM cells were transfected by MDR1 or MRP ASODNs or the 

combination of two．Then the mRNA expressions of proteins MDR1 and MRP were checked by RT-PCR，and the expressions of 

P-gp and MRP by immunocytochemistry；the intracellular fluorescence intensity of Rhodamine 123 in these cells were 

determined by flow cytometry；and the sensitivity of these cells to adriamycin，carboplatin and other anticancer drugs were 

determined  by MTr assay．Resets：Th e expression of MDRlmRNA and MRP mRNA in SGC7901，ADM cells decreased at 12h 

after transfection of ASODNs，decreased to the lowest level at 24h and returned  to the level before transfection after 48h．Th e 

expression of P-gp and MRP decreased significan tly at 48h after transfection with ASODNs compared with the control cells． 

Th e retention of Rhodamine 123 in SGC7901，ADM cells Was significan dy higher than that before transfection． and the 

intracellular fluorescence intensity significandy increased in ASODNs cotransfection SGC7901，ADM cells． compared with those 

transfected by MDR1 or MRP ASODNs respectively；In addition，the sensitivity of SGC7901／ADM cells to adriamycin， 

carboplatin an d other anticancer drags obviously increased after cotransfection of MDR1 and MRP ASODNs compared with 

transfection of MDR1 or MRP ASODN respectively．Conclusion：Th e transfection of MDR1 O1"MRP ASODN Can partly reverse 

the muhidrug resistance of gastric glan dular carcinoma ceils SGC7901／ADM，while cotransfection of MDR1 and MRP ASODNs 

Can significantly reverse drag-resistance of these tumor cells． 
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多数胃癌患者确诊时已为晚期，化疗常作为主 

要治疗手段，但由于瘤细胞产生MDR，使抗癌药的 

疗效不佳。近年来的研究证实癌细胞产生 MDR与 

P—gP，MRP的高表达密切相关【l】，人的胃癌细胞也普 

遍存在 MDR1和 MRP基因和蛋 白质高表达的现 

象 习。我们设计了针对MDRlmRNA、MRPmRNA翻 

译起始区的反义寡脱氧核苷酸序列并进行硫代化 

修饰，经脂质体包裹后转染高表达 MDR1和 MRP 

的耐药胃癌细胞 SGC7901／ADM，分别从该细胞MDR1 

和 MRPmRNA及蛋白质的表达水平、细胞内 Rh123 

潴留状况以及瘤细胞对化疗药物敏感性的改变等 

方面，检测 MDR1或 MRP ASODN逆转瘤细胞多药 

耐药的效果。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养 

SGC7901／ADM(由重医病理学教研室提供，耐阿霉素浓 

度为 0．3 )于含 10％小牛血清及青霉素和链霉素的 

RPMII640培养基中，37oC、5％CO 饱和湿度培养箱中培养。 

1．2 硫代磷酸寡核苷酸(SODNs)的合成及脂质体包裹 

MDR1 SODN序列 为 5’一CCATCCCGACCTCGCGCTCC 

一 3’，对照的正义 SODN序列为 5’一GGAGCGCGAGGTCGGG 

ATGG-3’ ；MRP的 SODN序列为 5’-TGCTGTI'CGTG CCCC— 

CCGCCG--3’，对照的正义 SODN序列为 5’一CGGCGGGGGCA 

CGAACAGCA一3’[71，均己硫代磷酸化。 

ODN／LF复合物的制备：将 10 l的脂质体2000(Invit— 

rogen公司)和240 l转染液(未加血清及抗生素的RPMI1640) 

混匀后，再将0．1 l浓度的寡核苷酸( g)与脂质体2 000 

溶液( 1)以 1：2．5的比例轻轻混匀，室温下静置 30min。 

转染前 2周将 SGC7901／ADM在无 ADM的 RPMI1640 

的培养液中培养，将生长状态良好的对数生长期细胞接种至 

24孔板 、96孔板和 25ml培养瓶中培养。第 2d待细胞达到 

90％融合时培养液更换为转染液，将制备好的 ODN~F复合 

物加入各培养皿 ，37℃孵育 5h，滴加血清终止转染 ，继续孵 

育，实验备用。 

1．3 转染 ASODN后瘤细胞 MDR1或 MRP mRNA的表达 

分别在 转染 MDR1和 MRP的 ASODN后 12h、24h及 

48h收集细胞，用 TRIzol试剂提取总 RNA。MRP、MDR1引物 

分别由上海生 和上海鼎安科技有限公司合成 ，序列如下： 

MDR1(482bp)F 5’一 TATG一3’．R 5’一C 

ACCAATGATITCCCGTAGA一3’．MRP(241bp)F 5’一CTGCCTC 

3TCAGAATC3TAG一3’．R 5'-CCCAAG ITrGCAGGCTGGCC一3’． 

13-actin(38 1 bp)F 5’一CACACTGTGCCCATC n CGA一3’R 5’ 

一 TACAGGTCTITGCGGATGTC一3’。 

经逆转录后行 PCR扩增，以 13一actin作为内参照。扩增 

MDR1片段反应条件为 ：94％4min，94％45s、52％35s、72℃ 

40s，40循环后，72％延伸 5min；扩增 MRP片段反应条件为： 

94oC 4min，94℃ 45s，55℃ 45s，72℃ 30s，33循环后 ，72℃ 

延伸 5min。电泳结果用 Quantity One分析系统进行电泳条带 

光密度分析，计算 MDR1及 MRP产物与 13一actin产物的光 

密度积分比例，判断 MDRlmRNA、MRP mRNA相对表达水平。 

1．4 P—gP及 MRP的表 达 

以 1：2．5 ASODN~F转染 SGC7901／ADM细胞 48h后 ， 

进行免疫细胞化学 sP染色，阳性表达位于细胞浆及胞膜。 

1．5 细胞 内诺丹 明荧光强度检 测 

收集生长状 态 良好 的 SGC7901／ADM细胞及转染 A— 

SODN 24h、48h和 72h的SGC7901／ADM 细胞各 1 X 106个， 

PBS洗 2次 ，重悬于 150ng／ml诺丹明 123的无血清培养液 

中，37℃、5％CO2孵箱中孵育 30min，PBS洗 2次 ；加入 lml 

含 lO0％dx牛血清的培养液中继续培养 1h后进行流式细胞 

术检测，同时以 SGC7901细胞为对照。 

1,6 转染反义寡核苷酸后瘤细胞对化疗药物的敏感性 

实验设空白对照组、脂质体组 、正义寡核苷酸组(1：2．5 

SODN／LF)、反义寡核苷酸组(分为 MDR1／ASODN／LF、MRP／A— 

SODN~F和 MDR1／ASODN／LF+MRP／ASODN／LF3组 )。 以 

1：2．5 ASODN~F或 SOND~F转染 48h后 ，分别检测化疗药 

物 ADM、紫杉醇、卡铂和 5-FU对 SGC7901／ADM细胞抑制率 

的变化。以空白组吸光度值 A调零，以不含药物组作对照，抑 

制率=1一实验孑L A，对照孑L A X 100％。 

1．7 统计学处理 

所有数据均使用 SPSS12．0软件包进行统计学分析 ，数 

据用；±s表示，采用 t检验 和单因素方差分析(one way 

ANOVA)。 

2 结 果 

2．1 转染前后 SGC7901／ADM细胞 MDR1mRNA和 

表 1 转染 ASODN／LF后 MDRlmRNA、MRPmRNA的相对表达值(互±s。n=3) 

与空白对照组比较， <0．05，bp<o．05 
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与 MDR一1／SODN组比较 <0．05；与 MRP／SODN组比较 <0．05；与 MDR一1／ASODN组比较 <0．05；与 MRP／ASODN组比较 

<0．05 

细胞对阿霉素的敏感性增强 ，转染前 Ic∞为 16．82 

，单纯转染或联合转染组瘤细胞 Ic∞均明显 

降低，MDR1／ASODN组和 MRP／ASODN组 Ic50分别 

为 2．66 g／ml和 2．91 g／ml，联合转染组 Ic50为 

2．34 g／ml，各单纯转染组或联合转染组与转染前 

瘤细胞的 Icm均存在明显差别。 

ASODN／LF转染 SGC7901／ADM细胞后，瘤细胞 

对卡铂、5一氟尿嘧啶、紫杉醇 3种抗癌药物的敏感 

性明显高于 SODN／LF转染组(-p<0．05，bp<0．05)； 

MDR一1-4-MRP／ASODN联合转染较单纯MDR一1或 

MRP ASODN转染组瘤细胞对抗癌药物的敏感性显 

著提高( <0．05，dp<0．05)。结果见表 3。 

3 讨 论 

肿瘤细胞耐药的机制包括多个方面，如细胞内 

药物的隔离外排、药物靶分子的改变、代谢解毒、细 

胞凋亡调节失控等，但瘤细胞膜上转运蛋白，P—gP、 

MRP等的过表达导致的抗癌药外排是瘤细胞多药 

耐药的重要原因【8，91。 

人类多药耐药基因 MDR1基因编码产物 P—gP 

是细胞膜上的一种药物泵，能在 ATP参与下将药物 

单向转运出细胞，从而降低药物对癌细胞的毒性作 

用；同时还可直接结合化疗药物，使药物无法进入 

细胞发挥作用【ll。 

MRP基因产物 MRP1在 ATP的参与下 ，通过 

识别和转运与谷胱甘肽(GSH)耦合的底物(如阿霉 

素、长春新碱、鬼臼乙叉甙等)，使瘤细胞内药物浓 

度降低或分布改变【lol。 

本实验利用 MDR1和 MRP mRNA翻译起始区 

的反义寡脱氧核苷酸，经硫代化修饰和脂质体包裹 

后转染高表达 MDR1和 MRP的耐药细胞 SGC7901／ 

ADM。RT—PCR结果显示 MDR1和 MRP两种 A— 

SODN分别转染 SGC7901／ADM后均能 明显降低 

MDR—lmRNA、MRP mRNA的表达。在转染 ASODN 

12h后 ，瘤细胞的 MDR1和 MRP mRNA水平开始 

降低，24h降至最低 ，但 48h后 mRNA水平基本恢 

复到转染前水平。提示 ASODN转染可短期下调 

SGC7901／ADM细胞 MDR 1和 MRP mRNA的水平 ， 

但ASODN的作用是短暂而可逆的，这可能与ASODN 

在细胞内的稳定性和浓度改变有关 ，因为 ASODN 

进入瘤细胞后可能被核酸酶(RnaseH)降解，或通过 

其他机制使其细胞内浓度下降[1il。因此，如何有效的 

增强 ASODN在细胞内的稳定性并维持有效浓度还 

有待进一步深入研究。 

免疫细胞化学结果也证实ASODN转染SGC7901／ 
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ADM 48h后，瘤细胞表达 P—gP、MRP较转染前明显 

减弱，偶见部分细胞呈阴性表达。FCM检测结果显 

示 SGC7901／ADM细胞在 ASODN转染前对 Rho— 

damine123具有很强的泵出功能，细胞 内潴留量很 

少 ；但 ASODN转染后 48h瘤细胞内 Rhodamine123 

潴留量明显增多，间接反映了瘤细胞对药物的泵出 

能力下降。 

在 MDR1和MRP 2种 ASODN分别转染 SGC 

7901／ADM细胞 48h后 ，阿霉素对瘤细胞的抑制作 

用明显增强 ，且 SGC7901／ADM细胞对卡铂 、紫杉 

醇、5一Fu等化疗药物的敏感性也有所提高；2种 A— 

SODN联合转染后，SGC7901／ADM细胞对卡铂、紫 

杉醇等化疗药物的敏感性显著提高；提示联合转染 

两种 ASODN后 SGC790l／ADM细胞内药物的蓄积 

明显增加，从而发挥更强的细胞毒作用。罗华友等 

的实验结果也证实联合抑制 MDR1和 MRP基因能 

更有效地逆转肝癌耐药细胞的耐药表型，癌细胞对 

阿霉素和柔红霉素的敏感性提高了 47．8和 21．6 

倍【 21。 

本实验结果证实 MDR1和 MRPASODN可抑制 

其基因的表达，从而降低 P—gP和 MRP1蛋白水平， 

有效逆转了 SGC7901／ADM细胞的耐药表型，联合 

转染 2种 ASODN较单纯转染明显提高了瘤细胞的 

耐药逆转效率。肿瘤的耐药与多个耐药基因高表达 

有关，因此同时抑制多个基因能发挥更大的耐药逆 

转作用，本实验的结果也充分证实了基因联合治疗 

的有效性。 
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