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胆囊癌 ＧＢＣＳＤ细胞经顺铂处理后的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ
表达及意义

沈汉斌，郑启昌

（华中科技大学同济医学院附属协和医院 肝胆外科，湖北 武汉 ４３００２２）

　　摘要：目的　 探讨经顺铂（ＤＤＰ）处理胆囊癌细胞后 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达及其与肿瘤细胞耐药之间的关
系。方法　采用 ＭＴＴ比色法测定胆囊癌细胞对 ４种化疗药物的敏感性。ＲＴＰＣＲ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ的

表达。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达的变化。结果　ＧＢＣＳＤ细胞对化疗药物的敏感性从高到低

依次为 ＤＤＰ＞ＡＤＭ＞５ＦＵ＞ＭＭＣ。化学药物处理后的第 １天，３组胆囊癌细胞的 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达水

平均降低；其中 ０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ组下降了 １０％，３μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ组下降 ３６％，

６μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ组下降了 ２８％。第 ３天，０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组和 ３μｇ／ｍＬＤＤＰ组 ＧＢＣＳＤ细胞的

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达与第 １天比较，分别上升 ２２％和 ６４％，但 ６μｇ／ｍＬＤＤＰ组仍持续降低，仅为第 １天

的 ６６％。０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组和 ３μｇ／ｍＬＤＤＰ组作用 ３ｄ后的 ＧＢＣＳＤ细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白含量分别升高

了 １５％和 １２％，而 ６μｇ／ｍＬＤＤＰ组则下降了 ８０％。结论　低浓度的 ＤＤＰ即能诱导胆囊癌细胞内

ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达增加，这可能是胆囊癌细胞对化疗药物产生耐药性的因素之一。
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ＣＬＣｎｕｍｂｅｒ：Ｒ６５７．４　　　　　　Ｄｏｃｕｍｅｎｔｃｏｄｅ：Ａ

　　胆囊癌并非少见，患病率为消化道肿瘤的第

６位［１］。但胆囊癌早期症状不明显，诊断时多已

属晚期，往往失去手术 时机，预后非常差。据

ＡＪＣＣ（ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｉｎｔＣｏｍｍｉｔｔｅｅｏｎＣａｎｃｅｒ）报道，５年

生存率 Ｉ期为 ６０％，ＩＩ期和 ＩＩＩ期分别只有 ５％和

１％［２］。治疗过程中胆囊癌细胞易对化疗药物产

生耐药性，是其治愈率低的主要原因。本文研究

胆囊癌 ＧＢＣＳＤ细胞对 ４种常用化疗药物的敏感

性，分 析 不 同 浓 度 顺 铂 处 理 ＧＢＣＳＤ 细 胞 后

ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ和蛋白水平的变化。企以探讨经顺

铂（ＤＤＰ）处理后的胆囊癌细胞引起 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达

的差异及其肿瘤细胞耐药之间的关系。

１　材料和方法

１．１　试剂与药品

人胆囊癌 ＧＢＣＳＤ细胞株购自上海生化细胞

所国家细胞库。化疗药物阿霉素（ＡＤＭ）产自浙

江海正药业股份有限公司、顺铂（ＤＤＰ）产自齐鲁

制药厂、５－氟脲嘧啶（５ＦＵ）来自上海徐东海普

公司、丝裂霉素（ＭＭＣ）产自日本协和发酵工业。

ＭＴＴ（四甲基氮唑蓝）用 ０．０１ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸盐缓冲

液（ＰＢＳ）稀释成 ５ｍｇ／ｍＬ，购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。

ＤＭＳＯ（二甲亚砜）产自北京化工厂。ＲＰＭＩ１６４０

培养基、新生牛血清、Ｔｒｉｚｏｌ试剂购自 Ｇｉｂｃｏ公司。

ＭＭＬＶ逆转录酶、ＲＮＡ抑制物为 Ｐｒｏｍｅｇａ公司产

品。ＤＮＡ聚合酶购自日本 ＴａＫａＲａ公司。兔抗人

ｓｕｒｖｉｖｉｎ多克隆抗体为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。辣根

过氧化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ购自北京中山生物

工程公司。βａｃｔｉｎ和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的引物由上海生工

生物工程技术服务有限公司合成。

１．２　药物试验浓度

待检测的化疗药物的试验浓度参考其血浆峰

浓 度 （ＰＰＣ）［３］：ＡＤＭ 为 ０．４μｇ／ｍＬ，ＤＤＰ 为

３．０μｇ／ｍＬ，５ＦＵ为 １０μｇ／ｍＬ，ＭＭＣ为 ３．０μｇ／ｍＬ。

试验前分别用生理盐水稀释至上述浓度。

１．３　细胞培养

ＧＢＣＳＤ细胞用含 １５％小牛血清的ＲＰＭＩ１６４０

培养液在 ３７Ｃ，５％ＣＯ２培养箱内培养。当细胞长

满瓶底 ８０％并贴壁后，用 ０．２５％胰酶消化，倒置

显微镜下见细胞间隙增大、胞质回缩时终止消化。

然后分瓶再培养，待进入对数生长期（细胞贴壁、

胞浆延展）约为传代后 ２４ｈ时，弃去原培养液，用

ＰＢＳ液冲洗后用于实验。用 １６４０培养液调整细

胞密度为 ２×１０５／ｍＬ，接种于 ９６孔板中，每孔体

积 １８０μＬ；然后再往其中加入上述浓度的化疗药

物 ２０μＬ。每组设 ５个复孔。空白对照孔只加培

养基，不加细胞。阴性对照只加细胞，不加药物。

振荡器上振荡混匀。

取对数生长期 ＧＢＣＳＤ细胞，按 ２×１０５／ｍＬ

的浓 度 接 种 于 ６孔 板，每 孔 ５ｍＬ；分 别 加 入

０．５μｇ／ｍＬ，３μｇ／ｍＬ，６μｇ／ｍＬ浓度的 ＤＤＰ。以不加

药 ＧＢＣＳＤ组为阴性对照，分别于培养的第 １天

和第 ３天收集细胞并用于后续试验。

１．４　ＭＴＴ法测定肿瘤细胞生长抑制率

将上述已经加入化疗药物的含有细胞的 ９６

孔板送细胞培养箱中培养 ４８ｈ后取出；每孔加入

ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ；加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ／孔，震

荡 １０ｍｉｎ，使紫蓝色甲
!

结晶完全溶解，即在酶标

仪（ＥＬＸ８００．ＵＳＡ）上测定各孔吸光度值 Ａ，检测

波长为 ４９０ｎｍ，空白对照调零。记录结果，计算

各种化疗药物下的细胞抑制率。抑制率＝（１－实

验孔 Ａ值／对照孔 Ａ值）×１００％。

１．５　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测

分别检测给药和不给药细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ

的表达。人类 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的 ＰＣＲ引物为 ５＇ＣＴＣＡＡＧ

ＧＡＣＣＡＣＣＧＣＡＴＣＴＣ３＇和 ５＇ＣＣＴＣＡＡＴＣＣＡＴＧＧＣＡＧＣ

ＣＡＧ３＇；合成产物为 ３９２ｂｐ；βａｃｔｉｎ作为内参照，

引物为 ５＇ＴＧＴＡＣＧＴＴＧＣＴＡＴＣＣＡＧＧＣＴ３＇和 ５＇ＣＴＣ

ＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡ３＇，合成产物为 ２４７ｂｐ。用

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞总 ＲＮＡ，紫外分光光度计检测

其浓度（公式：样品的 Ａ２６０值 ×４０×稀释倍数；

单位为 μｇ／ｍＬ）和纯度（样品的 Ａ２６０／Ａ２８０比

值），ＲＴＰＣＲ二步法进行合成。ＰＣＲ的总反应体

系为 ５０μＬ，其中 包括 ｃＤＮＡ３μＬ，１０×缓 冲 液

５μＬ，ＭｇＣｌ２１０μＬ，ｄＮＴＰ１．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．５μＬ，

ｓｕｒｖｉｖｉｎｐｒｉｍｅｒ各 ２μＬ， βａｃｔｉｎ ｐｒｉｍｅｒ各 １μＬ，

ｄｄＨ２Ｏ２４μＬ。反应条件为 ９４℃预变性 ５ｍｉｎ，然后

９４℃３０ｓ，５８℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ３０ｓ，循环 ３２次，最

０３１
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后 ７２℃延伸 １０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经 １．５％琼脂糖凝

胶电泳分析，紫外灯下 观察、摄相。试验重复

３次。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（免疫印迹）检测 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白

表达

不同浓度 ＤＤＰ处理的胆囊癌贴壁细胞经胰酶

消化后，将预冷至 ４℃的裂解缓冲液加至经 ＰＢＳ

漂洗 的 第 ３天 收 集 的 培 养 细 胞 中；冰 上 作 用

２０ｍｉｎ，２５００ｒ／ｍｉｎ离心 ２ｍｉｎ后，上清液保存于

－２０℃。采 用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法 测 定 蛋 白 质 浓 度。以

５０μｇ／孔上样，１２％蛋白质的 ＳＤＳ聚丙烯酰胺磷

胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）凝胶电泳分离，通过电转移法

将蛋白质从 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶转移至硝酸纤维素

膜；硝酸纤维素膜在含５％脱脂奶粉的 Ｔｒｉｓ缓冲盐

溶液（ＴＢＳ／Ｔ）中３７℃封闭９０ｍｉｎ；加入一抗（兔抗

人 ｓｕｒｖｉｖｉｎ多克隆抗体，稀释度为 １∶１０００）４℃孵

育过夜，ＴＴＢＳ充分漂洗（１０ｍｉｎ×３次）；加入二抗

（辣 根 过 氧 化 物 酶 标 记 的 羊 抗 兔 ＩｇＧ，稀释

度为 １∶１０００）３７℃ 作 用 ４０ｍｉｎ，ＴＴＢＳ充 分 漂 洗

（１０ｍｉｎ×３次）；化学荧光法（ＥＣＬ）显色，观察结果。

１．７　统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行数据处理。比较采

用 ｔ检验，结果数值用（ｘ±ｓ）表示。

２　结　果

２．１　化疗药物对 ＧＢＣＳＤ细胞生长的抑制作用

化疗 药 对 ＧＢＣＳＤ细 胞 的 抑 制 率：ＤＤＰ为

（０．７５６±０．０５４）％；５ＦＵ为（０．６８４±０．０７２）％；

ＡＤＭ为（０．７１６±０．０５６）％；ＭＭＣ为（０．５９８±

０．０８９）％。抑制的顺序为：ＤＤＰ＞ＡＤＭ ＞５ＦＵ＞

ＭＭＣ。ＤＤＰ与 ５ＦＵ、ＤＤＰ与 ＭＭＣ之间差异有显

著性（Ｐ＜０．０５）；其余各组间差异均皆无显著性

（均 Ｐ＞０．０５）。

２．２　ＤＤＰ处理细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ表达的变化

不同 浓 度 ＤＤＰ处 理 后 的 胆 囊 癌 细 胞，经

ＲＴＰＣＲ产物电泳分析表明，不管是何种浓度的

ＤＤＰ，第 １天 ＧＢＣＳＤ细胞中的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达全部

降低：０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组下降 １０％；３μｇ／ｍＬＤＤＰ

组下降３６％；６μｇ／ｍＬＤＤＰ组下降２８％。第３天，

０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组和 ３μｇ／ｍＬＤＤＰ组 ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达

较第 １天升高，分别上升 ２２％和 ６４％；６μｇ／ｍＬ

ＤＤＰ高浓度组胆囊癌细胞的表达仍然下降，仅为

第 １天表达量的 ６６％（图 １）。

２．３　ＤＤＰ处理细胞的 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白水平的变化

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测经不同浓度 ＤＤＰ干预后的第

３天胆囊癌细胞 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白表达，与对照相比，

０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组和 ３μｇ／ｍＬＤＤＰ组有不同程度

的 升 高，其 中 ３μｇ／ｍＬ ＤＤＰ 组 升 高 幅 度 较

０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组 为 小，６μｇ／ｍＬＤＤＰ组 则 降 低。

０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ组和 ３μｇ／ｍＬＤＤＰ组作用 ３天后

ＧＢＣＳＤ细胞中 ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白含量分别升高了 １５％

和 １２％，而６μｇ／ｍＬＤＤＰ组则下降了８０％（图２）。

! " # $ % &' (
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　　１：１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒ；２：ＧＢＣＳＤ；３～４：０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣ

ＳＤ第１，３天；５～６：１μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ第１，３天；７～８６μｇ／ｍＬ

ＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ第１，３天

图１　经３种浓度的ＤＤＰ作用后，ＧＢＣＳＤ细胞中ｓｕｒｖｉｖｉｎ的

表达情况

! " # $ %

　　１：蛋白 ｍａｒｋｅｒ；２：ＧＢＣＳＤ；３：０．５μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ；４：

３μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ；５：６μｇ／ｍＬＤＤＰ＋ＧＢＣＳＤ

图２　经３种浓度ＤＤＰ作用后ｓｕｒｖｉｖｉｎ蛋白的表达

３　讨　论

细胞凋亡是化疗和放疗介导杀伤肿瘤细胞的

主要机制。抑制细胞凋亡可促使肿瘤细胞的存

活力增强。肿瘤细胞逃避机体的免疫监视及细

胞毒性治疗引起的细胞死亡，是肿瘤形成、发展

和对化疗药物耐药的重要机制。事实表明，诱导

肿瘤细胞凋亡是化疗药物治疗的重要机制，而各

种细胞凋亡的阈值不同造成对治疗的反应有差

别。ＭＴＴ分子中的四氮唑环在活细胞线粒体酶

的作用下，被还原为不溶性紫蓝色的甲
!

化合
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物，经适当溶解后，通过分光光度计测得其产量；

甲
!

数量同活细胞数成正比［４］。对患者进行肿瘤

细胞药敏试验，旨在选择有效化疗药物，以便进

行针对性的化疗。本组针对 ＧＢＣＳＤ细胞的化

疗药敏试验与曾庆华等［５］针对肝癌细胞的化疗

药敏试验相比较，敏感性由高到低的次序大致相

同。然而本研究毕竟是体外试验，且是同一个细

胞系的，体内癌细胞增殖与宿主的代谢及与体内

药物的相互作用非常复杂，受到多种因素的影

响，故化疗药物的选择尚需结合临床情况全面考

虑。此外，随着对肿瘤发生、发展和转移机制的

深入研究，化疗药物的不断开拓和化疗方案的不

断更新，受试的药物也要不断更新，才能为临床

提供最佳的化疗药物和化疗方案。

细胞凋亡是基因调控下的细胞自杀行为，其

过程受凋亡促进因子 ｐ５３，Ｆａｓ等和凋亡抑制因

子如 ｂｃｌ，ＣＡＰ家族及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ等的共同调节。研

究表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ是迄今发现最强的凋亡抑制因

子。Ｉｎｇｏ等［６］研究证实：ｓｕｒｖｉｖｉｎ可抑制 Ｆａｓ，Ｂａｘ，

ｃａｓｐａｓｅ３，７诱导的细胞凋亡。ｓｕｒｖｉｖｉｎ也可抵抗

某些化疗药物（依泊多肽和紫杉醇）所诱导的凋

亡［７］。ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达和肿瘤的耐药有密切关系。

本试验中，低浓度的 ＤＤＰ对 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达是先

降低后上升的，说明与肿瘤耐药有关系。但高浓

度 ＤＤＰ时 ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达降低可能因浓度过高细

胞坏死，ｍＲＮＡ表达停止并降解。本结果表明，

ＤＤＰ对细胞生长具有浓度和时间依赖性。研究

表明，ｓｕｒｖｉｖｉｎ的表达和乳腺癌细胞凋亡丢失相

关，ｓｕｒｖｉｖｉｎ协同 ｂｃｌ２抑制细胞凋亡是乳腺癌不

良预后的重要参数。本研究表明，在胆囊癌细胞

系中，ｓｕｒｖｉｖｉｎ表达升高可能与化疗药物耐受有

关。ｓｕｒｖｉｖｉｎ反义核苷酸降低内源性ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ

的表达，诱导肿瘤细胞凋亡增强对化疗药物的敏

感性［８］。说明化疗辅以 ｓｕｒｖｉｖｉｎ为靶基因的基因

治疗可能提高化疗药物对肿瘤细胞的敏感性。
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