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&&!摘&要"&目的&探讨抗肿瘤新药拓扑替康$R1R%对 R细胞淋巴瘤系 K1BM9\细胞株黑色素病抗原

$\9VW%基因表达的影响( 方法&以R细胞淋巴瘤系K1BM9\细胞株为研究对象)采用SRM1'S方法检测R1R作

用不同时间,不同浓度时对 K1BM9\细胞株 \9VW基因表达的影响( 结果&以 $7$D

$

/,6Oc) $7!$

$

/,6Oc)

$7!D

$

/,6Oc和 $7#$

$

/,6Oc终浓度的R1R作用于K1BM9\细胞)作用 !# (后检测\9VW/S89)随着R1R浓度的

增加)\9VWM= /S89和\9VWM> /S89的表达水平均明显下调)实验组与空白对照组相对表达量比较)在浓度为

$7!$)$7!D 和 $7#$

$

/,6Oc的 R1R作用后差异具有显著性意义$Cg$7$D%( 用浓度 $7!$

$

/,6Oc的 R1R作用于

K1BM9\细胞系)作用 >)")!#)!? ( 后检测 \9VW/S89)随着 R1R作用时间增长)\9VWM= /S89和 \9VWM>

/S89的表达水平明显下调( 作用 !# ( 和 !? ( 后)实验组与空白对照组相对表达量比较差异具有显著性意义

$Cg$7$D%( 结论& 拓扑替康能抑制K1BM9\细胞中\9VW/S89的表达)且呈剂量和时间依赖性(

!中国当代儿科杂志#!""##$$$%%&&U# '&%!"

!关&键&词"&\9VW#拓扑替康#K1BM9\细胞

!中图分类号"&S<==&&!文献标识码"&9&&!文章编号"&!$$" <""=$$#$$%%$" <$?@% <$>

W<<17/-</-E-/17*,-,A=NW+1,11;E01..)-,-<QFZO=A 7155.

.*54/) %"#$2,&14/') !"#$%/0'1)&,<=7>0?@A7'@&BC7D/0@?/EJ) $7'7?0F-&J>/@0F&BC7&>F7PJ./I7?0@/&' "?AG) R7/N/'(

!$$"D=)M3/'0 $%0'( 214) *A0/F*J,&U/'XG03&&<E&A%

&&=:./0*7/* >:?17/)@1&R,)*[.J-);3-.Z(.-(.4-,0,-.F3*) 3*,[.63*-)M-:/,43*;.*-) 2,Z*M4.;:63-.J;.*..H04.JJ),*

,Y/.63*,/33*-);.*M.*F,2)*;$\9VW% )* K1BM9\F.66J7A1/8-3.&\9VW/S89.H04.JJ),* ,YK1BM9\ F.66JZ3J

2.-.F-.2 GISRM1'S>) ") !# 3*2 !? (4J3Y-.42)YY.4.*-F,*F.*-43-),*J$$7$D) $7!$) $7!D 3*2 $7#$

$

/,6Oc% ,Y

-,0,-.F3* -4.3-/.*-7B1.45/.&\9VW/S89.H04.JJ),* ,YK1BM9\ F.66J2.F4.3J.2 Z)-( )*F4.3J)*;F,*F.*-43-),*J,Y

-,0,-.F3* !# (4J3Y-.4-4.3-/.*-7R(.\9VW/S89.H04.JJ),* ,YK1BM9\F.66J-4.3-.2 GI$7!$) $7!D 3*2 $7#$

$

/,6Oc

,Y-,0,-.F3* Z3JJ);*)Y)F3*-6I6,Z.4-(3* -(3-)* -(.G63*_ F,*-4,6;4,:0 $Cg$7$D%7\9VW/S89.H04.JJ),* ,YK1BM9\

F.66JZ3JJ);*)Y)F3*-6I4.2:F.2 )* 3-)/.M2.0.*2.*-/3**.43Y-.4$7!$

$

/,6Oc,Y-,0,-.F3* -4.3-/.*-7R(.\9VW/S89

.H04.JJ),* ,YK1BM9\F.66J-4.3-.2 GI$7!$

$

/,6Oc,Y-,0,-.F3* Z3JJ);*)Y)F3*-6I6,Z.4-(3* -(3-)* -(.G63*_ F,*-4,6

;4,:0 !# 3*2 !? (4J3Y-.4-4.3-/.*-$Cg$7$D%7C-,754.)-,.&R,0,-.F3* )JF303G6.,Y)*()G)-)*;-(..H04.JJ),* ,Y\9VW

/S89,YK1BM9\F.66J)* 3-)/.M3*2 2,J.M2.0.*2.*-/3**.47!C8),D C-,/12EF13)*/0) !""#) $$ $%%*&U# '&%!"

&&G16 9-03.*&\9VW# R,0,-.F3*# K1BM9\F.66

&&黑色素瘤抗原 $/.63*,/33*-);.*M.*F,2)*;)

\9VW%是第一个从黑色素瘤中发现的一组肿瘤相

关性抗原$-:/,4M3JJ,F)3-.2 3*-);.*)R99%

!!"

( 人类

\9VW基因家族编码的肿瘤排斥抗原$-:/,44.q.FM

-),* 3*-);.*)RS9%在细胞内经加工产生抗原肽)并

与Kc9MC类分子结合形成复合物)能诱导自体细胞

毒性R淋巴细胞$FI-,-,H)F)-IR6I/0(,FI-.)'Rc%特

异性识别)诱导其对相应肿瘤细胞的特异性杀伤(

\9VW基因在大多数肿瘤组织中都有较高表达)但

在正常组织中$睾丸和胚胎组织除外%均不表达)因

而它可以作为肿瘤特异性诊断和免疫治疗的理想靶

位( 目前已经有\9VWM!)\9VWM= 等疫苗试用于多

种肿瘤的临床治疗)并取得了较好的临床效果!#"

(

拓扑替康$-,0,-.F3*)R1R%是新一代的 U89拓扑异

构酶 C$-,0,)J,/.43J.C)R,0,C% 抑制剂)通过与

U89O拓扑异构酶 C聚合物形成稳定的共价复合物

来发挥其抗肿瘤作用( 它不仅具有较好的选择性和

独特的作用位点)而且抗癌谱广)不易产生多药耐

药!="

( 近来发现它对多种难治性实体肿瘤尤其对

部分血液系统肿瘤有效!>"

)单用 R1R治疗复发,难

+%@?+
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治非霍奇金淋巴瘤有效率达 >$Q

!D"

( 虽然 R1R在

治疗白血病,淋巴瘤等恶性血液病的临床实验中已

显示了明显的抗肿瘤活性)但对其作用的分子机制

尚不清楚( R1R对淋巴瘤细胞的作用及其与 \9VW

基因之间的关系有待探讨( 本研究旨在探讨 R1R

对淋巴瘤细胞株 K1BM9\的 \9VW基因表达的影

响)为进一步了解拓扑替康对肿瘤细胞的作用机制)

提高拓扑替康的临床疗效提供有意义的实验资料(

通过预试验我们检测出 K1BM9\细胞表面表达

\9VWM= 和\9VWM> 基因(

$H材料和方法

$7$H细胞培养

选取R细胞淋巴瘤细胞系 K1BM9\)用含 !$Q

胎牛血清$Y.-36F36YJ.4:/) '̀L%)!$$ nO/c青霉素)

!$$

$

;O/c链霉素的 S1\C!?>$ 培养基)于 =@l,

DQ 'b

#

饱和湿度恒温培养箱中培养)传代( 实验

用对数生长期细胞)台盼蓝拒染率在 %DQ以上(

$J!HFCB引物设计

\9VW引物根据文献!?"

) \9VWM= 序列为

L.*J.*DiMRVV9VV9''9V9VV'''''M=i)3*-)M

J.*J.*DiMVV9'V9RR9R'9VV9VV''RV'M=i

$@#D G0%#\9VWM> 序列为*J.*J.*DiMV9V'9V9'9

VV''99''VM=i)3*-)J.*J.*DiM99VV9'R'RV'V

R'9VV'M=i$>>? G0%#内参照V91UK$甘油醛M=M磷

酸脱氢酶%引物根据文献设计!@"

)序列为*J.*J.*DiM

RV'9''9''99'RV'RR9V'M=i)3*-)J.*J.*DiM

VV'9RVV9'RVRVVR'9RV9VM=i$"@ G0%)均由

北京赛百盛公司合成(

$JIHVFV对 QFZO=A 细胞 A=NW基因 2BX=

表达的影响

取对数生长期的 K1BM9\细胞悬浮于含 !$Q

B̀L血清)不含抗生素的S1\C!?>$ 培养液中)接种

于 %? 孔培养板中( 每组设 > 个平行孔)每孔 #$$

$

c$含 D m!$

> 个细胞%)置 =@l)DQ 'b

#

孵箱培养

#> (( 实验组分别加入浓度为 $7$D

$

/,6Oc)$7!$

$

/,6Oc)$7!D

$

/,6Oc)$7#$

$

/,6Oc的 R1R)空白对

照组加入等量的培养基)=@l) DQ 'b

#

孵育箱内培

养细胞( 分别于加药后 >)")!# 和 !? ( 离心收集培

养的细胞)以 $7" /cRSC],6R\ S.3;.*-$C*[)-4,M

;.*% 按说明书提取细胞总提取 S89)溶于 #$

$

c

UW1'水中)紫外分光光度计测定浓度和纯度( 在

#D

$

c逆转录体系中加入 S89D

$

;) "$l水浴

D /)*) =@l !7D ()取 #

$

c为模板行1'S扩增( 反

应条件为\9VWM=*%>l预变性 > /)*)%>l ! /)*,

@#l)# /)*,@#l)# /)*)=$ 个循环)@#l !$ /)*#

\9VWM>* %>l预变性 > /)*) %>l ! /)*, ?"l

! /)*,@#l)! /)*)=$ 个循环)@#l !$ /)*( 取1'S

产物行 #Q琼脂糖凝胶电泳)溴化乙锭染色)紫外凝

胶成像系统$BCbMS9U 6̀,:4MLR\\:6-)/3;.4%下检

测,照相)并用其附带处理软件 \:6-)M3*36IJ-做量化

统计分析) 测定各阳性电泳条带的1'S平均光密度

值)以 \9VWOV91UK的 1'S光密度值作为 \9VW

基因/S89水平相对值(

$7MH统计学方法

应用 L1LL !$7$ 统计软件进行统计学处理)统

计学数据用均数f标准差$TfJ%表示( 两样本均数

的比较采用独立样本的 @检验)多样本均数的比较

采用单因素方差分析( 重复 !$ 次独立试验)检验水

准以Cg$7$D 为差异有显著性(

!H结果

!J$ H不同 VFV浓度对 QFZO=A 细胞 A=NW

2BX=表达的影响

以 $7$D) $7!$) $7!D) $7#$

$

/,6Oc终浓度的

R1R作用于 K1BM9\细胞)!# ( 后分别检测细胞

\9VW/S89表达水平的变化( 结果显示)随着

R1R浓度的增加)\9VWM= /S89和\9VWM> /S89

的表达水平均明显下调( 浓度为 $7!$)$7!D 和

$7#$

$

/,6Oc的 R1R作用后)实验组与空白对照组

相对表达量相比较)差异具有显著性$Cg$7$D%( 表

明R1R抑制K1BM9\细胞中\9VW/S89的表达具

有浓度依赖性( 作用相同时间)R1R对\9VW/S89

的抑制作用呈现较好的剂量M效应关系$图 !)#%(

!
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&&图 $H不同VFV浓度对QFZO=A细胞A=NWOI 2BX=

表达的影响H浓度分别为 $7$D)$7!$)$7!D)$7#$

$

/,6Oc的R1R作

用于K1BM9\细胞!# (后)实验组的\9VWM= /S89的表达随浓度的

增强而减低( 当浓度为 $7!$)$7!D 和 $7#$

$

/,6Oc作用后)实验组与

空白对照组比较差异具有显著性( 3*与空白对照组比较) Cg$7$D

+$"?+
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&&图 ! H不同 VFV浓度对 QFZO=A 细胞 A=NWOM

2BX=表达的影响H浓度分别为 $7$D)$7!$)$7!D)$7#$

$

/,6Oc

的R1R作用于K1BM9\细胞)作用 !# (后)实验组的\9VWM> /S89

的表达随浓度的增强而减低( R1R浓度为 $7!$)$7!D 和 $7#$

$

/,6Oc

后)实验组与空白对照组比较差异具有显著性( 3*与空白对照组比

较)Cg$7$D(

同一时间点不同浓度的 R1R$$7$D)$7!$)$7!D)

$7#$

$

/,6Oc%对K1BM9\细胞\9VW基因的抑制作

用)随浓度的升高而增强)浓度
#

$7!$

$

/,6Oc后与空

白对照比较差异具有显著性意义$Cg$7$D%(

!J!HVFV作用不同时间对 QFZO=A细胞 A=NW

2BX=表达的影响

用浓度 $7!$

$

/,6Oc的 R1R作用于 K1BM9\

细胞系)>)")!# 和 !? ( 后检测 \9VW/S89表达

水平的变化)结果显示)随着 R1R作用时间增长)

\9VWM= /S89和 \9VWM> /S89的表达水平明显

下调)与空白对照组相对表达量相比较)作用 !#)!?

(后)差异具有显著性意义$Cg$7$D%( 表明 R1R

抑制K1BM9\细胞中 \9VW/S89的表达具有时

间依赖性( 作用浓度相同)R1R对 \9VW/S89的

抑制作用呈现较好的时间M效应关系$图 =)>%(

相同浓度R1R在不同时间点$>)")!#)!? (%对

K1BM9\细胞\9VW/S89的抑制作用随作用时间

延长而增强)作用 !# (和 !? (后与空白对照比较差

异均有显著性意义$Cg$7$D%(

IH讨论

本实验用SRM1'S方法在/S89水平检测R1R

对K1BM9\细胞株\9VW基因表达的影响)同一时

间点不同浓度的R1R$$7$D)$7!$)$7!D)$7#$

$

/,6Oc%

对K1BM9\细胞\9VW基因的抑制作用)随浓度的

升高而增强)与实验前比较差异具有显著性意义#同

一浓度R1R在不同时间点$>)")!#)!? (%对 K1BM

9\细胞\9VW基因的抑制作用随作用时间延长而

!"#$%!&
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&&图 IHVFV作用不同时间对 QFZO=A细胞 A=NWOI

2BX=表达的影响H半定量 SRM1'S方法检测浓度为 $7!$

$

/,6Oc的R1R作用 >)")!#)!? ( 后)实验组\9VWM= /S89的表达

随时间的延长而减低( 作用 !#)!? (后)与空白对照组比较)差异具

有显著性( 3*与空白对照组比较)Cg$7$D

!
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&&图 MHVFV作用不同时间对 QFZO=A细胞 A=NWOM

2BX=表达的影响H半定量 SRM1'S方法检测浓度为 $7!$

$

/,6Oc的R1R作用 >)")!#)!? (后\9VWM> /S89的表达随时间的

延长而减低( 作用 !#)!? ( 后)与空白对照组比较)差异具有显著

性( 3*与空白对照组比较)Cg$7$D(

增强)与实验前比较差异均有显著性意义( 因此

R1R抑制 K1BM9\细胞 \9VW基因呈剂量和时间

的依赖性(

免疫治疗是肿瘤的辅助治疗方法之一)肿瘤免

疫治疗的关键是发现并利用肿瘤特异抗原( \9VW

基因现在正被作为这一类抗原试用于临床上(

\9VW抗原经加工后)产生 " N!# 个氨基酸的抗原

肽)可与Kc9C类分子结合形成抗原肽MKc9C类分

子复合物)递呈到细胞表面)活化自体 R淋巴细胞)

形成细胞毒性R淋巴细胞$'Rc%)识别并杀伤肿瘤

细胞)从而发挥抗肿瘤作用( 以 \9VWM= 为基础的

肿瘤免疫治疗效果已被体内外实验证实( 了解化疗

药物和机体自身肿瘤免疫之间的相互关系对于临床

治疗具有积极的意义( 本实验正是基于此目的)了

解临床抗肿瘤新药 R1R与肿瘤特异性抗原 \9VW

/S89表达之间的关系( 从试验结果来看)随着

+!"?+
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R1R的浓度增加)\9VW/S89的表达减少#随着

R1R作用时间的延长)\9VW/S89的表达也是减

少的)两者呈负性相关( 进一步提示我们)化疗可能

会抑制机体自身的肿瘤免疫作用( 基于 \9VW基

因这一类的免疫治疗如何与化疗有效的联合运用还

需要进一步研究(

目前)以 \9VW基因O抗原为基础的肿瘤免疫

治疗途径主要有以下几种*

!

抗原递呈细胞途径*即

用\9VW抗原肽孵育自体抗原递呈细胞)再将其制

成疫苗接种到表达 \9VW蛋白及相应 Kc9MC类分

子的肿瘤细胞内)诱导特异性 'Rc应答!""

(

"

黑色

素瘤细胞接种途径)即将表达 \9VW蛋白的黑色素

瘤细胞制成疫苗接种肿瘤患者(

#

基因转染途径(

&

树突细胞接种途径(

'

\9VW抗原肽接种途径)

即将\9VW抗原肽直接接种到肿瘤患者体内( 并

取得了一定的成果( 其中抗原递呈细胞途径,基因

转染途径,树突细胞接种途径和 \9VW抗原肽接种

途径都是可以考虑运用到淋巴瘤治疗中的方法(

\9VWM=

!?"M!@?

肽段由 Kc9M9! 分子呈递给 'Rc

发挥抗肿瘤作用早己应用于临床研究)并取得了很

好的疗效( \9VWM= 在淋巴瘤细胞上高表达给淋巴

瘤的抗原递呈细胞途径治疗提供了前提条件( 由于

Kc9M9#$ o%人群的比例最高$全球为 >%Q)我国为

D=Q%)而且\9VWM=,\9VWM> 都能由Kc9M9# 分子

呈递)因而由Kc9M9# 分子呈递的肿瘤抗原 'Rc表

位在淋巴瘤免疫治疗中可能具有重要的应用价值(

但是Kc9M9# 分子呈递 'Rc发挥的抗肿瘤作用在

临床运用效果欠佳( 分析原因)虽然一些淋巴瘤患

者表达\9VWM=) \9'WM> 抗原)但是其在体内肿瘤

细胞表面的表达量不足)可能达不到足以刺激机体

免疫细胞增殖的程度)因而仍然能逃避免疫系统的

监视)所以)适当浓度的 \9VWM=) \9VWM> 抗原蛋

白可以作为淋巴瘤的疫苗)用于激活淋巴瘤患者的

免疫细胞)增强其特异性免疫应答能力( 有研究表

明)\9VW基因的特异性表达可能由其启动子区域

的甲基化O去甲基化机制调控!%"

( 人们发现一种

U89甲基转移酶抑制剂---DM氮M#iM脱氧胞苷$DM

9]3M2.,HIFI-,FI-)2)*.)U9'%能够上调\9VW基因表

达并增加'RcJ识别( 如将U9'与肿瘤细胞一起孵

育)可使肿瘤细胞的 \9VW基因表达率增高!!$"

)从

而扩大特异性免疫治疗的范围( 今后可以试用

U9'培育淋巴瘤细胞)看是否能够上调 \9VWM=)

\9'WM> 基因的表达)减弱化疗药物的影响作用)为

进一步临床试验提供条件(
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