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【摘要】 目的用”Tc。·甲氧基异丁基异腈(MIBI)细胞摄取变化探测肿瘤细胞P-糖蛋白(P-

印)表达及多药耐药(MDR)逆转剂存在时P-印功能的变化。方法人类髓系白血病K562细胞及其

耐药细胞株K562／D(高度表达P．印)各2×106个，分别加入∞Tc。一MIBl 8 MBq，观察不同时间神Tc‘．

MIBI摄取清除情况，后在不同质量浓度MDR逆转剂环孢素A(CsA，0．1，0．2和0．4懈／m1)存在时，

观察K562细胞及K562／D细胞对”Tc”-MIBI摄取变化。2种细胞株间及采用逆转剂前后间比较采

用t检验，组间比较采用q检验。结果K562细胞及K562／D细胞”Tc。-MIBI摄取值分别为1．559±

0．529及O．107±0．036，K562细胞比K562／D细胞高15倍。不同质量浓度CsA作用下l(562细胞

对”Tc"-MIBI的摄取较不用逆转剂略有增加，但差异无统计学意义(t=0．25，0．55，0．24，P>0．05)；

K562／D细胞明Tcill．MIBI摄取均较不用逆转剂时明显增加，0．1，0．2和0．4．g／mi CsA作用后分别增

加106％，148％及163％(t=4．35，4．83，5．88，P<O．05)。结论以”Tc4-MIBI细胞内摄取变化可评

价P—gP的功能及逆转剂CsA作用。
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【Abstract l Objective Overexpression of multidrug resistance(MDR)is one of the meehaitisin8

that will lead to chemotherapy failure．Of the MDR pathways in tumor cells，P-glycoprotein(P—gp)encoded

by MDR genes is one of the key points．”Tc⋯．methoxyisobutylisonitrile(MIBI)i8 an imaging agent tlIat c柚

detect overexpression of MDR in tumor ceUs．The aim of this study was to observe the relationship between

”Tc⋯．MIBl uptake kinetics and P．gp levels in tumor cells．with or without MDR reversing agents．Methods

A totle of 2×100cells of human myelogeneous leukemia cellline I(562 and ib resistant subline(K562／D)

were incubated with 8 MBa”TclumMIBI respectively．9Tc⋯．MIBI accumulation and et]liix at various time inter-

vals aTld the似e difference诵th the presence of different cyclosporin A(0．1一O．4 ug／m1)were also oh-

served．Comparison of different cell lines or without and with cyclosofin A were perfomled with the t-test．and

the daa of different groups were咖咖J by q．test．Results”Tchi_MIBI uptake in I‘562 and K562／D ceU Iine

黼1．559±0．529 and 0．107±0．0日晒．”Tc。．MIBI uptake in K562 was fliteen times higher than K562／D．

As compared with l(562 cell line with no expression of P．gP．significantly inereased the”Tc”．MIBI uptake

of l(562／D to 106％．148％and 163％after treated with cyclosporia A(0．1，0．2．0．4 tLg／m1)was oh-

served(t=4．35．4．83，5．88，P<0．05)．Conclusion ”Tc。．MIBI uptake can reflect the P．gP level

and multidrug．resistance inhibitor may impact”Tc⋯．MIBI uptake iu P．gP overexpressing cells．
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肿瘤细胞对化疗药物的多药耐药(MDR)是导

致肿瘤化疗失败的主要原因。其中MDR基因

(mdrl)的过度表达是原因之一。mdrl编码的P一糖

蛋白(P—gP)在肿瘤耐药机制中起重要作用【l。21。有

研究证实99Tc”一甲氧基异丁基异腈(MIBI)为P．印

的转运底物，其在细胞内浓度与P—gP表达水平成反
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“3|。本研究旨在用钟Tc"-MIBI细胞内动力学研究

探测肿瘤细胞P—gp表达及MDR逆转剂存在时P-gP

功能的变化，从而寻找用一种简单有效的方法评价

肿瘤细胞的MDR，望能为临床恶性肿瘤化疗提供有

意义的实验依据，现报道如下。

材料与方法

1．细胞培养。1(562细胞及其耐药细胞株

K562／D均由中国医科大学肿瘤研究所肿瘤与药物

生物治疗研究室提供。将细胞放在含体积分数
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10％的小牛血清、12 U／ml庆大霉素的RPMI 1640

培养液中，再置于37℃、含体积分数5％CO：的饱

和湿度培养箱中培养。每2～3 d传代1次。所有

实验用细胞均处于对数生长期。

2．药品与试剂。环孢素A(CsA，瑞士Sandoz公

司)于实验前用生理盐水(北京原子高科股份有限公

司)稀释，4℃保存。MIBI(江苏省原子医学研究所江

原制药厂)及孵Tc⋯o,-(中国原子能科学研究院同位

素研究所)按说明书制备，∞Tc"-MIBI放化纯>96％。

3．WesternBlot方法检测细胞内P—gp。收集上述

2种细胞株，置人Eppendorf管中，加入裂解缓冲液，

并用加样器反复混匀，匀浆，提取胞膜蛋白，分装后保

存于一700C环境。取40峭提取蛋白质，经120 g／L

十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，封闭，

加入抗人P-gpl70单克隆抗体标记后，iJa--抗保温，

3，3’二氨基联苯胺(DAB)染色，并用图像分析系统分

析，以P·go／13-actin作为P—gp表达的相对强度，并进

行半定量分析。

4．99Tcm-MIBI细胞内摄取及清除。摄取：37℃

时向含体积分数10％胎牛血清的RPMI 1640液中

加入2×106个K562(或K562／D)细胞、8 MBq

明Tc”．MIBI及不同质量浓度(0．1，0．2和0．4彬m1)
CsA，分别于0，lO，20，30，40，50和60 min时用5 IIll冰

PBS洗脱后离心(5 min，180×g，40C)，重复3次，最

后用1计数器(GCl200型，中国科技大学创新股份有

限公司中佳分公司)测孵Tc“．MIBI摄取情况。清除：

37℃时向含体积分数10％胎牛血清的RPMI 1640液

中加入2×100个K562(或K562／D)细胞及8 MBq

钟Tc“MIBl，保温30 min后用含体积分数10％胎牛血

清的RPMI 1640培养液洗脱，分别于0，10，20，30 min

时加入冰PBS洗脱后离心(条件同前)，重复3次，

后用^y计数器测放射性。

5．实验分组。(1)非耐药肿瘤细胞组：①K562+

鹎Tcm—MIBI；②I(562+99Tc“．MIBI+CsA(0．I oe,／m1)；③

K562+田Tc"-M1BI+CsA(0．2 LI∥m1)；④K_S62+田Tc。．

MIBI+CsA(0．4 tie,／m1)。(2)耐药肿瘤细胞组：①

K562／D+妇Tc“．~ⅡBI：⑦K562／D+唧Tc⋯．ⅧBI+CsA

(Q 1 tc,／m1)；(要)K569_／D+唧Tcm-MIBI+CsA(0．2“g／Ⅱ11)；

(垄)K562／D+99Tcm MIBI+CsA(0．4“g／rnl)‘4。。

6．统计学处理。摄取值用细胞内唧Tcnl-MIBI计数

彭加"Tc*-MIBI计数值表示，每组实验重复6次。
用SPSS 13．0进行统计学分析。结果均用孑±s表

示，2种细胞株间及逆转剂加入前后数据比较行配

对t检验，组间数据比较行q检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

结 果

1．K562及K562／D细胞内P-gp表达。Western

Bolt检测示K562／D细胞在相对分子质鼍为1．7×

105处出现_r宽带，K562细胞内未出现此现象(图

1)。K562细胞及K562／D细胞相对灰度值分别为

0．02±0．01及0．69±0．07，两者间差异有统计学意义

(￡=6．32，P<0．OI)。

图l 1(562细胞及K562／D细胞WesternBIot检测结果。a．SI、

s2为K562细胞组，Di、I)2为K562／D细胞组；b．参照物8一actin

2．K562细胞及K562／D细胞孵Tcm—MIBI摄取及清

除比较。K562及K562／D细胞在实验开始的30 min内

胪Tc⋯．MIBl摄取均呈线性上升，且在最初的10 min

内上升最快，30 min后达到平台期。60 min时，

K562及K562／D细胞对99Tc“一MIBI的摄取值分别为

1．559±0．529及0．107-I-0．036，K562细胞摄取值比

K562／D细胞高15倍。清除相中，K562及K562／D细

胞株均于最初10 min迅速下降，99Tcm-MIBl分别降到

摄取相60 min时的57．1％及44．0％，后逐渐减缓，至

清除相30 min时下降至48．4％及34．1％。

3．不同质量浓度逆转剂存在时K562及K562／D

细胞孵Tcm MIBI摄取变化。不同质量浓度CsA(0．1—

0．4彬Inl)作用时，K562及K562／D细胞对唧Tc⋯一MIBI
摄取比较见表1。l<562细胞在不同质量浓度逆转剂

存在时99Tcm—MIBI摄取略有增加，但与不加逆转剂组

差异无统计学意义(t=0．25，0．55，0．24，尸>

0．05)。K562／D细胞加入不同质量浓度CsA后

钾Tc⋯一MIBI摄取较不加逆转剂组明显增加(t=

4．35，4．83，5．88，P<0．05)。但不同质量浓度CsA

间，钟Tc“-MIBI摄取增加的差异无统计学意义(q=

1．67，0．66和2．33，P均>0．05)。

讨 论

目前P·gP是临床克服MDR主要的靶点和观察

指标。P—gP是由ABCBl基因编码相对分子质量为
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裹l不同质量浓度CsA对l(562和K562／D细胞

摄取穆Tc“．MIBI的影响比较

注：不同质最浓度CsA组各测6次。1062细胞株，与不加逆转

剂相比‘P>O．05；K562／D细胞株．与不加逆转剂相比“P<O．05

1．7 X 105的糖蛋白。当转运蛋白的底物如抗肿瘤

药物与P-gP跨膜结构域结合后，P·印蛋白的2个

ATP结合位点靠近并与ATP结合，P·gP构象发生变

化，在其中部形成通道，可使中性或阳离子疏水性药

物直接通过并排出细胞外p】。∞Tc。-MIBI是一种亲

脂性阳离子复合物，其在肿瘤细胞浓聚主要依靠胞质

膜及线粒体膜电位，通过Na+／H+反转运系统进入线

粒体。肿瘤细胞由于代谢加快，负性电位加大，故可

摄取更多的辨Tc=-MIBI【4J。但由于P—gP作用，鹎Tc。．

MIBI并不在所有的肿瘤组织中浓聚。啊Tc。．MIBI可

作为P．gP的转运底物，肿瘤细胞对卿Tc“．MIBI的摄

取与肿瘤细胞所含P-gp的量呈反比p J。

本研究中，l(562细胞在摄取实验60 ndn时又护Tc。．

MIBI的摄取值比K562／D细胞高15倍，这与其他学者【6】

的研究结果一致。在本研究的摄取相中，最初30 ndn

内四Tc4一ⅦBI摄取最快，呈直线匕升，且60％～70％的变

化发生在最初10 min内，提示孵Tc”-MIBI能迅速进

入细胞并浓聚于线粒体中达到平衡。有研究表明，

K562细胞与P-gp介导的耐药细胞株早期摄旷Tc‘．
MIBI的速率相同，其最终细胞浓度的差异来自于P-gp

泵的外排作用，且这一作用在最初10 min内已经开始

出现。K562细胞及K562／D细胞中孵Tc。-MIBI摄取的

差异与P．gP的表达相关，因此可胛Tcm-MIBI的摄取
量反映细胞P—gP的表达情况。

本研究l(562细胞株中加入不同质量浓度的P．

印逆转剂CsA后99Tc=-MIBI摄取略有上升，但与不

加逆转剂时差异无统计学意义。K562／D细胞中加

入不同质量浓度的P—gP逆转剂CsA后99Tc。-MIBI

摄取明显上升，与不加入逆转剂时差异均有统计学

意义。但不同质量浓度CsA组间孵Tc4·M1BI摄取差

异无统计学意义，这可能与逆转剂质量浓度梯度较

小或该细胞株对CsA摄取存在阔值相关。增大逆

转剂的质量浓度梯度可能会得到不同结论，这需进

一步实验验证。研究表明P一印发挥能量依赖性外

排泵的作用对象无特异性，即对化疗药物以外的许

多非细胞毒性化合物，P．印也能将其从细胞内转运

到细胞外。因此，当胞膜上的P-gP含量恒定时，化

疗药物与其他非细胞毒性化合物同P．gP的结合就

存在竞争。CsA就是通过与P—gP发生竞争性结合，与

P-gp相互作用，减弱P-gp药物泵功能，减少舻Tc。-
MIBI的外排作用，以增加细胞内孵Tcm-MIBI的摄取[7]。

理论上，逆转剂存在时K562／D细胞摄取99Tc=-MIBI的

量应该与K562细胞系一致，但本研究结果显示，逆转

剂能增加K562／D细胞田Tc。．MIBI的摄取，摄取率仍低

于K562细胞，这可能与下述两方面原因相关：首先逆

转剂的质量浓度不够，并不是所有P．gP泵的功能均能

被抑制；其次除P-gp以外还存在其他的因素可引起细

胞MDR，这种作用并不能被CsA所抑制。还应该注意

的是使用不同的细胞株或逆转剂及铂Tc=-MIB!浓度不

同时，细胞对田Tc“．MIBI摄取变化很大。

K562细胞及K562／D细胞中孵Te"-MIBI摄取的

差异与P-gP的表达相关，因此可用孵Tc“-MIBI的摄

取量反映细胞P-gP的表达情况；MDR逆转剂CsA能

增加MDR细胞对孵Tc"-MIBI摄取，因此可用99Tc。一

MIBI在细胞内浓度变化间接反映逆转剂逆转MDR

的效果，提供化疗方案选择依据。但本实验仅对体外

细胞培养得出上述结论，体内微环境复杂，能否得到

和体外实验相同的结论有待进一步研究。
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