
 

l 一t{ 

第虹卷 第2期 重庆医科大学学报 Vol21 No．2 

1996 ACTA UNIvERSITATIS SCIENTAE MEDICINAE CHONGQING 1996 

肿瘤细胞耐药性研究进展 

儿童医院外科 ：三 — 综述 金先庆 审校 

中圈分类号 R 3__36l 
- —  

— 一  

肿瘤细胞耐药是化疗失败的主要原因， 

它分为内在耐药性(intrinsin drug resist 

ance)和获得耐药性(acquired drug resist 

ance)两种．前者在化疗前因基因突变而存 

在化疗耐药．难于用抗癌药物治疗．预后极 

差。后者在化疗过程中．肿瘤细胞接触抗癌 

药物后 ．诱发癌细胞突l变成为对药物不敏感 

的细胞而获得耐药性．Chen等【 报道．在6至 

6对数杀伤细胞的药物环境 中，这种突变率 

估计在每细胞群 占1．8×10一 

获得耐药性分两种类型，一种是原药耐 

药性(Primary drug resistance)，另一种是 

多药耐 药性 (M ulti drug resistanCe， 

MDR1。原药耐药性是指肿瘤细胞克服某一 

种药物对其代谢途径的干扰而对这种药产 

生的耐药．特点为在结构不 同、作用机理不 

同的药物间无交夏耐药现象发生．可能的耐 

药机理包括：①减少药物运输人细胞．③药物 

活化代谢障碍．⑤加快药物失活．④增强肿 

瘤细腿修复机制。⑤改变靶分子结构。④改 

变细胞内核酸池以抗药物代谢，使药物活性 

降低．⑦补救旁路激活．以上各种药物机理 

常发生在数次使用抗癌荆后 ．多药耐药性 

是指肿瘤细胞一旦对一种抗癌药物产生耐 

药后，对其它结构，功能相异的抗癌药也产 

生的交叉耐药现象．这类抗癌药常为天然细 

胞毒药物倒如长春新碱、阿霉索和更生霉索 

等。具该属性的肿瘤细胞群．称为多药耐受 

肿瘤细胞．MDR机理主要包括：~Mdr 基因 

月‘产嘉 

扩 增而使其产物P_一糖蛋 白 (P-- glycopr． 

otein．Pgp)过度产生。有人研究认为蛋白激 

酶C(PKC)通过调节Mdr．基因表达和Pgp磷 

酸化而在MDR发生、发展中起作用。PKC具 

异质性 ．各亚型在MD 中作用有所不 同。② 

谷胱甘肽— 一转移酶 (GST~)的过度表达 

是导致烷化剂耐药的分子机理之一“ 。因为 

GST是谷胱甘肽氧化还原循环中的一个组 

成成份．它主要参与解毒作用。在MDR中的 

作用可能是对脂质过氧化的产物解毒。因此 

MDR细胞中GST 水平增高可能仅仅是一 

系列应激诱导的基因上调的反映⋯，而并非 

由它直接导致MDR。③许多药物能破坏 

DNA单链或双链结构．耐药肿瘤细胞修复 

受损DNA机制增强。④拓扑异构酶是细胞 

增殖的重要细胞棱酶类．已发现它是数种化 

疗 药物 的 靶酶 ，DNA拓 扑 异 构 酶 l a和 

ⅡBCroPo l 、ToPoⅡ )括性降低或古量 

减 

少，引起药物亲合力下降而耐药．⑤多药耐 

药相关蛋白(The multidrug resistance as 

so ciated protein。MRP1基因的过量表达． 

使分子量190000MRP含量增多．MRP届膜 

磷糖蛋白，与Pgp同样为 ATP 能量依赖性 

运输蛋 白。迄今 ．从体外诱导的细胞系中已 

研究发现三种类型的MDR固 经典MDR．或 

Pgp介导的MDR，其特点：细胞毒药物在细 

胞内的蓄积减少．Pgp过度表达．除烷化剂、 

铂类和抗代澍药外，对其他抗肿瘤化学药物 
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均耐药。@非典型MDR．其特点为：细胞毒药 

物在细胞内的蓄积不减少，无Pgp过度表达， 

ToPo 1I活性下 降或结构异常．对蒽环类和 

表鬼臼毒素类药耐药，对生物 碱类药物敏 

感。③非Pgp介导的MDR．其特点与经 典 

MDR相同，但：~Pgp过度表达 。现 已发现 

其可 由MRP过度表达所致“ 。随着机理研究 

的深入．可能还会发现其他类型的MDR。其 

中最主要是Mdr 基因的过量表达引起的经 

典型MDR。“ ，下面就此进行概述。 

1 Mdr。基因及其蛋 白质产物 

人类Pgp基因家族包含两种高亲豫性基 

因，而小鼠及仓鼠Pgp基因家族包含三种基 

因。Victor Ling根据这些基因3 靖 非转译 

区的序列相似将不同种属的Pgp基因家族成 

员归类(表1) 。 

寰1 PgP基因寒攘成员 

基 因转染 显示 引起M DR 

’基因转染显 示未引起MDR 

与MDR相关 的Mdr 基因位于第7号染 

色体长臂的q21．1带 ，用基因克隆及核酸分 

析 技术 已揭 示 了Mdr 基 因全序 列 “ 。 

Ro~linson报道人类Mdr 基因包含28+$b显 

子。 其所有 的内含子一外显 子 (intro． 

n—exon1结构很相 似，Mdr 基 因转录为4．5 

Kb mRNA．Mdr eDNA编码分子量为17 

OKD~Pgp。 

1％ 

Pg1)由1280个氨基酸排列成两同源部份 

构成 每部份具有6个跨膜区和1个核苷酸结 

合位点，共有l2个潜在的跨膜 区和2个核苷 

酸结合位点[Ii]t其氨基酸序列和结构相似于 

很多膜交联运输蛋白。Pgp的结构区具能量 

介导和药物特异性。基因转染系统和体外诱 

变试验已用于研究Pgp作为药物输出泵的分 

子机理。Pgp cDNA序列在不同类型细胞 的 

转染和表达均导致MDR表型产生。Igor Ro． 

ninson利用人类Mdr 基因eDNA序列转染 

研究，他们诱变、调节Mdr 基因的ATP交联 

位点．在433或1076ATP交联位点上．以蛋氨 

酸残基代替赣氨酸，结果这种结构的基因产 

物Pgp虽然仍然能交联ATP．但表达MDR 

表型能力几乎完全丧失。ATP交联位点的调 

节，使Pgp分子结构失活。这似乎是Pgp分子 

两部分结构的相互作用和两部分结构都具 

备的功能。这些研究证实Pgp；~Sl起MDR的 

分子基础“ 。 

肿瘤细胞长期接触抗癌药物．Mdr。基因 

被诱导扩增几十甚至上百倍．Pgp：~量表达 ． 

寰2 RT—PCR反应原理图 

细胞Mdr 基因 

转录 I 

产物 
4．5Kb mRN A — — 170kd PgP 

台成 j逆转 录酶．随机引物 

f 

cDNA 

I }
一

对特定 引物 

I内参 照引物 

PCR扩增该Mdr 特异cDNA序列 ．30~PCR循环的 

每细胞扩增拷贝数反应细胞Mdr 基因的Mdr 

mRNA表达水平 

’̂ fdr，特异引静：正义链 CCATCA~ CAATAGCAGG 

反 义链 GTTCAAACTTCTCCTCCTCA 

扩增片 陵k度为 l67bp． 
‘ ‘ 

r ★ _曩自{呐 ：正里链 

反旦链 

片且长瞳为 u 
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后者具有。药泵 功能，除结合药物分子外． 

同时其核苷酸结合位点连上ATP，ATP水解 

后释放的能量使药物转移到细胞外，使细胞 

内药物浓度始终维持在较低水平．肿瘤细胞 

由此获得耐药性．Pgp在一些正常人体细胞 

也有表达，例如肾上腺、肝胆小管内皮细胞、 

妊 娠 子 宫、脑 和 睾丸 毛细 血 管 内皮细 胞 

等 。因此有^认为Mdr 基因及其产物是细 

胞的正常 防御系统，可将进^细胞的一些有 

害物质排出胞外，保护细胞免遭伤害。 

Mdr，基因产物也是一种糖蛋白，其功能 

与耐药性无关。 

2 Mdr 基因表达及其产物的检 
测 

2．1 逆转录一多聚酶链反应(reverse tran． 

scriptase-polymerase Chainreaction， 

RT—PCR)技术检测Mdr 基因mRNA表达 

水平。 

Noonan~ 采用RT—PCR法，并以 2 
一 傲球蛋白基因作为 内参照，柱测了正常人 

体组织、300多例临床肿瘤标本和肿瘤细胞 

株，证实此方法为RNA水平上柱测基因表达 

的一种新 型而十分有效的方法，克服 了 

Northern blot，Slot blot等传统检测M出 

基因表达方法不够灵敏 ，不能柱测 出极低水 

平Mdr 表达的特点，具有快速、灵敏度高、特 

异性强、定量、无假阴性或候阳性的优点，特 

别适用于极其傲量样品中RNA的柱测，用未 

经纯化的细胞质RNA同样能得到很好的结 

果(表2)． 

某结果显示Mdr 表达水平从高到低分 

别为：①正常组织依次为肾上滕、肾脏、结肠、 

肝脏，肺脏、食管、脾脏、胃、肌肉、膀胱、乳 

腺、脂肪、骨髓．②肿瘤细胞株依次为结肠 

癌、小细胞肺癌 、类癌瘤、非小细胞肺癌、膀 

肮癌、白血病。@肿瘤组织依次为骨肉瘤、卵 

巢 癌、软组织肉瘤、急性非淋巴细胞性白血 

病、成釉细胞瘤、软骨 肉瘤、其它 良性肿瘤。 

尤文氏瘤无表达。刘炳仁等“ 用RT～PCR 

检测25例急性血病患者骨髓细胞 中Mdr 基 

因的表达。发现复发和未缓解患者中Mdr 表 

达 增高 者 占90．9 ，而 初 治患 者 中仅为 

2l-4 ，Mdr 表达增高者临床观察化疗教 果 

差。认为此检测可作为判断MDR的指标，可 

以检 出化疗后微小残 留的MDR细胞 ，对l临 

床选择化疗方案和估计预后有参考价值。杨 

骅等 用RT—PCR检测 以长春新碱诱导的 

耐药 细胞K562和阿霉素诱 导的耐药细胞 

K562及敏感细胞K562，经30个循环扩增，耐 

药细胞检测出Mdr，和口2一微球蛋白基 因的 

扩增产物，而敏感细胞无Mdr 基因扩增产 

物。结果提示，本方法可用以区分耐药和敏 

感细胞。可成为临床个体化疗敏感性预测的 

重要指标。 

2．2 PgP的检测 

Chan等 采用免疫组化法检测儿童软 

组织 肉瘤PgP表达与预后关系。用Pgp特异 

鼠单克隆抗体C219和C494．这两种单抗特 

异地识别存在于细胞膜的Pgp特异抗原决定 

簇。C494仅对人类M dr 和仓 鼠Pgpl~l类 

Pgp异构体具有基因特异性。C219识别 一种 

极保守氨基酸序列，包括在人体种类 【和 

Ⅲ(Mdr ，Mdr1)，仓 鼠种类 【．Ⅱ和Ⅲ(Pgpl， 

Pgp2，Pgp3)~l鼠种类 Ⅱ和ITI(Mdr ．Mdrz)的 

Pgp异构 体，这种免疫组化法测肿瘤 标本 

Pgp水平具有简便、快速、半定量、灵敏等特 

点。结果显示Pgp有无表达作为判断肿瘤病 

人耐药性、肿瘤复发的预后因子具有显著统 

计学意义。汤文英等 应用ABC免疫组织化 

学方法对92例肝细 胞肝癌标本进行耐药基 

因产物Pgp柱测。结果术前未治疗的76例肝 

细胞肝癌中．癌与癌周肝Pgp组化染色阳性 

率分别为60．5 与69．7 ：由导向综合治疗后 

切除的16例标本中．其癌与癌周肝分别为31． 

2 与73．3 。表明导向综 台治疗有助于克服 
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肝细胞肝癌耐药。 

3 小结 

肿瘤细胞耐药机理有多种形式 ，各种机 

理间有一定联系。Mdr 基因过量表达研究最 

多，从常规的Northera blot、slot blot等 目 

前高效的RT—PCR法检测M出 基因表达水 

平。大量实验研究证实此表达与临床化疗耐 

药关系确切，使临床检测化疗前、后Mdr 基 

因的表达水平作为判断预后指标成为现实， 

结合Pgp检测，提高了判断化疗疗效、预后情 

况的可靠性。为克服耐药，依据抗癌药物敏 

感试验设计给药方案，避免耐药产生的方法 

已逐渐应用于临床。进一步的研究方向是调 

控Mdr 基因表达【 ．目前抑制Mdr 基因表 

达产物Pgp功能的药物研究较多 ，例如维拉 

帕米等 “ 这些药物可与化疗药物竞争 

Pgp位点，从而使化疗药物作用不受Pgp影 

响。但由于这类药物的心血管毒性及免疫抑 

制剐作用 ，临床上难以获得理想抑制作用的 

剂量，有待于研究发掘新的副作用小的抑制 

PgpZJ3能的药物。另一方面．有人试验利用 

Mdr 基 因转化人骨髓细胞，使骨麓细胞对抗 

癌药物的耐受性增加，从而克服化疗中骨麓 

抑制的毒性作用。他们将携带人Mdr．基因的 

逆转录病毒导人小鼠骨麓 ，已得到小鼠骨髓 

细胞Mdr 基因稳定，选择性表达及耐受化疗 

药物骨麓抑制的结果 。利用Mdr．基因保护 

正常组织，防御化疗毒副作用，增大化疗剂 

量的基因治疗也是克服耐药的一种方法。 
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