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� � [摘要 ] � 目的 � 研究拓扑异构酶�抑制剂依托泊苷诱导白血病细胞 H L�60凋亡的分子机制。方法 � 细胞增殖和凋亡采

用四唑氮盐 (MTT )法和流式细胞仪测定, 基因芯片技术检测依托泊苷作用于 H L�60细胞 2 h后基因表达谱的变化。应用 Gen�

MAPP分析软件分析细胞内反应通路。结果 � 依托泊苷半数抑制浓度 ( IC50 )为 ( 30. 17  0. 26)�m ol/L。依托泊苷促进 HL�60

细胞凋亡, 凋亡百分率由对照组 4. 38%增加到药物处理组的 53. 96% , 能显著抑制细胞内蛋白酶体降解通路 ( Z! 3. 8), 抑制

蛋白酶体通路中的 PSMB5、PSMB7、PSMB8、PSM C3、PSMC5、RPN1和 HLA�A表达。结论 � 依托泊苷抑制 DNA拓扑异构酶 II

可通过抑制细胞内蛋白酶体相关基因表达导致细胞凋亡。
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[ Abstract] � Objective� To investigate them o lecu larm echan ism s of Topo isom erase II inh ibitor etopside( induced apoptosis on hu�

m an leukem iaHL�60 ce lls. M ethods� Cell g row th and apoptosis we re de term ined byMTT assay and flow cy tom etry. cDNA m icroarray

w as used to assess sens itive early gene expression pro files and Genmapp so ftwa rew as used to gene c luster and pathw ay ana lysis of the drug

response. R esu lts� E topside exhibited ce ll grow th inhibition by 50% at the concentrations o f ( 30. 17  0. 26) mo l/L and induced cell

apoptosis from 4. 38% to 53. 96% . Genmapp ana ly sis show ed tha t e topside sign ificantly inhibited ubiquitin- proteasome pathw ay ( Z! 3.

8) and decreased expression of genes invo lved in ubiquitin - proteasome pathw ay ( PSMB5、PSMB7、PSMB8、PSMC3、PSMC5、RPN1and

HLA ( A ). Conc lusion� Etoposide induces apoptosis v ia decreased expression of genes in ub iqu itin- pro teasom e pathw ay.

[ Key words] � etopside; leukem ia cells; pro teasom e; cDNA m icroarray

� � 依托泊苷 (鬼臼乙叉甙, etoposide, VP�16)是从
西藏鬼臼或美国盾叶鬼臼中提取的鬼臼毒素 ( podo�
phy llin)的半合成衍生物, 临床上用于治疗急性粒细

胞白血病、小细胞肺癌、淋巴瘤、睾丸肿瘤等多种恶

性肿瘤
[ 1]
。研究表明, 依托泊苷为 DNA拓扑异构酶

� ( topoisomerase �, Topo � )抑制剂,通过与 DNA

Topo �形成药物�Topo= DNA可裂性三元复合物,

导致细胞产生剂量依赖性的 DNA链断裂, 促使肿瘤

细胞凋亡
[ 2]
。虽然早在 20多年前人们就知道依托

泊苷的作用靶点为 DNA拓扑异构酶�,但是依托泊

苷与靶点作用后细胞内调控分子或反应通路仍未完

全清楚。由于药物都是直接或间接地通过影响基因

的表达及表达产物的功能而生效, 而基因芯片技术

具有高通量、大规模、平行性地分析基因表达的能

力, 对于药物作用分子机制研究具有很大的优

势
[ 3]
。本研究应用基因芯片技术分析依托泊苷作

用于人白血病细胞系 HL�60后的基因表达谱变化,

探讨其抗癌的分子作用机制。

1� 材料与方法

1. 1� 药品和试剂 � 依托泊苷 ( Sigma公司产品 )用

二甲亚砜配制。 RPM I 1640培养基、四唑氮盐

(MTT)购于 S igma公司, 胎牛血清购于 G ibco BRL。

ANNEXINV �FITC凋亡检测试剂盒购于 Pharm ingen

公司,其它化学试剂均为分析纯国产试剂。

1. 2� 细胞增殖实验 � HL�60细胞系购于中国科学
院上海细胞研究所,细胞用含有 10%胎牛血清 (美

国 G ibcoBRL)的 RPM I 1640培养液 (美国 S igm a公
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司 )传代培养。细胞增殖采用四唑氮盐 (MTT )法测

定
[ 4]
。对数生长期白血病 HL�60细胞以 2 ∀ 10

4
个

细胞 ( 100 � l)加入 96孔培养板中, 实验组加入不同

浓度的依托泊苷 ( S igma公司 ) ,每孔 100 � ,l每一浓

度均设 5个平行孔,对照组加入 100 � l含等体积药

物溶剂 ( 0. 1 % M e2SO )的培养液。培养板置于

37# , 5% CO 2培养箱中继续培养 24 h后,用 MTT法

测定细胞数,即结束前 4 h弃去细胞培养上清, 每孔

加入 20 �lMTT溶液 (浓度为 5mg /m l) ,混匀, 再放

回培养箱内连续培养 4 h后,弃上清,每孔加入 100

� l二甲亚砜,振荡器上振荡 10m in,用 ELX800酶标

仪在波长 490 nm测定每孔的吸光度 (A )值,并计算

药物对细胞的生长抑制率。采用绘图软件 CurveEx�
pert 1. 3对细胞抑制率与给药浓度作图, 计算半数

抑制浓度 ( IC50 )。

1. 3� 细胞凋亡检测 � 按 ANNEX INV�FITC凋亡检

测试剂盒的操作进行。取对数生长期 HL�60细胞
( 1 ∀ 10

5
)接种于 6孔板, 加入依托泊苷使终浓度为

IC50,实验对照组为含等量 DMSO的培养液。细胞

用 ANNEX INV�FITC试剂盒的结合缓冲液悬浮细胞

( 10
6
细胞 /m l), 从中吸取 100 �l细胞悬液再加 5 �l

ANNEXTNV ( FITC试剂和 5 �l P I, 在室温反应 15

m in,再加入 400 � l结合缓冲液, 用流式细胞仪测细

胞凋亡率。

1. 4� RNA制备和芯片杂交 � 取对数生长期 HL�60
细胞 ( 1 ∀ 10

6
)接种于 9 cm平皿中加入药物使终浓

度为半数抑制浓度, 实验对照组为含等量药物溶剂

的培养液。细胞培养 2小时后,用异硫氰酸胍和酚

氯仿试剂一步法
[ 5]
抽提对照组和药物组细胞总

RNA,用 O ligotex mRNA K it ( Q iagen, G ermany)分离

mRNA,再用 R iboGreen RNA quantitation kit (M o lec�
u lar Probes, Eugene, OR )测定 mRNA含量。

药物及溶剂对照组 mRNA分别用 cDNA∃ ∃ ∃ 链

合成掺入荧光标记 dUTP ( C y5�dUTP /Cy3�dUTP)的

方法制备 cDNA探针, 混合后在密封仓内与 14400

型人 cDNA基因芯片 (Un ited G ene Ho ldings, L td. ,

PRC ) 42# 杂交 16 h。杂交结束后按 B ioDoo r洗片

技术进行洗涤和晾干。再用 ScanA rray 3000( Gener�
al Scann ing公司 )扫描芯片, 用 Im aGene 3. 0软件

( B ioD iscovery, Inc. , USA )分析 Cy3, Cy5两种荧光

信号的强度和比值。实验重复 3次。选择给药组与

对照组的基因表达差异相差 2倍以上 ( ra tio% 0. 5

或!2)的基因作为差异表达基因
[ 6]
。

1. 5� 药物反应通路分析 � 应用 G enMAPP分析软

件 ( http: / /www. genmapp. org / )对药物基因表达

谱进行分析, 得到药物反应通路
[ 7]

, 设定 Fisher精

确检验计算出每条药物反应通路的 Z值显著性差

异标准 Z值! 2, 每个通路中 5条以上基因发生变

化作为药物反应通路分析标准。然后应用 NCB I

数据库 ( http: / /www. ncb .i n lm. n ih. gov)、B iocarta

数据库 ( http: / /www. biocarta. com / )和 KEGG数据

库 ( h ttp: / /www. genome. jp /kegg / )等对基因功能

及其通路注释。

2� 结果

2. 1� 依托泊苷对白血病 HL�60细胞增殖的影响 �
HL�60细胞与依托泊苷 ( 3. 13 ~ 200mo l/L )共同孵

育 24 h后,用四唑氮盐 (MTT)法检测药物对肿瘤细

胞生长的抑制作用,结果发现,依托泊苷能浓度依赖

抑制 HL�60细胞的增殖。采用绘图软件 CurveEx�
pert 1. 3对细胞生长抑制率与对数浓度作图, 得到

回归方程 Y= 20. 72lnx - 20. 59 ( r= 0. 99) (图 1),

计算半数抑制浓度 ( IC50 )为 ( 30. 17  0. 26 ) mol /L。

图 1� 依托泊苷对白血病 HL�60细胞增殖的影响
HL�60细胞 ( 2 ∀ 104) 加入不同浓度的依托泊苷孵育 2 4 h后,

用 MTT法测定活细胞数,计算细胞生长抑制率。采用绘图软件 C ur�

veExp ert 1. 3计算半数抑制浓度 ( n= 3,  x  s)。

2. 2� 依托泊苷对白血病 HL�60细胞凋亡的影响 �

用依托泊苷半数抑制浓度与 HL�60细胞孵育 2 h

后, 倒置显微镜下观察细胞形态未见变化,但药物作

用 24 h可见细胞破碎、数目减少, 流式细胞仪进一

步检测发现,细胞凋亡百分率由对照组 4. 38%增加

到药物处理组的 53. 96% (图 2)。

图 2� 依托泊苷对白血病 HL�60细胞凋亡的影响

2. 3� 依托泊苷对白血病 HL�60细胞基因表达谱的
影响 � 药物或溶剂对照处理细胞 2 h后, 分别提取

RNA标记探针后与 cDNA芯片杂交, 按照分析基因
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芯片的惯用标准,选择给药组与对照组的基因表达

差异相差 2倍以上 ( ratio !2)即 log2[ rat io]绝对值

! 1的基因作为差异表达基因。结果显示, 在依托

泊苷诱发的基因表达谱中,在 3张芯片均检测到的

基因总数为 8 296条,约占检测基因总数 14 112条

基因的 58. 78%。差异表达基因总数为 695条, 其

中上调 285条,下调 410条,表明依托泊苷能显著调

节基因表达。

2. 4� 依托泊苷对蛋白酶体降解通路的影响 � 将

差异表达基因数据输入 G enMAPP软件后, 进一步

分析药物反应通路。结果显示, 依托泊苷能显著

抑制细胞内蛋白酶体降解通路 ( Z! 3. 8)。基因芯

片检测蛋白酶体降解通路中的 43条基因, 依托泊

苷能显著调节其中的 8条基因表达 (表 1, 图 3)。

依托泊苷通过抑制表达蛋白酶体 26S组分 PSMC3

( PROTEASOME 26S SUBUN IT, ATPase, 3 )、

PSMC5和 20S亚单位 PSMB5、PSMB7以及盖子亚

单位 RPN1 ( ribophorin I) , PSMB8, HLA�A, 增加表
达 20S亚单位 PSMA1, 影响蛋白酶体降解细胞蛋

白通路, 但对泛素系统表达无影响。结果提示蛋

白酶体依赖的蛋白降解途径参与了依托泊苷抗瘤

作用机制。

表 1� 依托泊苷对蛋白酶体降解通路基因表达的影响

G ene ID G ene nam e Average rat io

H s. 422990 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) subun it, beta typ e, 5 ( PSM B5) , mRNA 0. 34

H s. 518244 H om o sap iens ribophorin I ( RPN1 ) , mRNA 0. 22

H s. 250758 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) 26S subun it, ATPase, 3 ( PSMC3) , mRNA 0. 44

H s. 79387 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) 26S subun it, ATPase, 5 ( PSMC5) , mRNA 0. 35

H s. 180062 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) subun it, beta typ e,
8 ( large m u lt ifunctional pept idase 7) ( PSMB8) , tran scrip t variant 1, mRNA

0. 27

H s. 213470 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) subun it, beta typ e, 7 ( PSM B7) , mRNA 0. 50

H s. 102798 H om o sap iens p roteasom e ( prosom e, macropain ) subun it, a lpha typ e, 1 ( PSMA1) , tran scrip t variant 1, mRNA 2. 47

H s. 181244 H om o sap iensm ajor h istocom patib il ity comp lex, class I, A (H LA�A ) , mRNA 0. 35

图 3� 依托泊苷对蛋白酶体降解通路基因的影响
绿色和红色方框代表基因上调和下调,灰色方框为在芯片上的基因但药物无影响,白色方框为芯片上无此蛋白酶体通路基因。
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3� 讨论

目前普遍认为 DNA拓扑异构酶 II抑制剂依托

泊苷促使肿瘤细胞凋亡与其形成药物 �Topo�DNA可

裂性三元复合物, 导致细胞 DNA链断裂密切相关。

研究表明, 当去除药物后, 依托泊苷诱导的细胞

DNA断裂很快就重新连接起来, 而重新连接的断裂

DNA并不能阻止细胞的死亡
[ 8, 9]

, 说明依托泊苷诱

导细胞凋亡并不是 DNA链断裂的直接结果, 而是

DNA损伤引起某些细胞内通路变化最终导致细胞

凋亡。为进一步研究依托泊苷抗肿瘤作用机制,本

研究应用基因芯片技术研究依托泊苷诱导凋亡的早

期敏感反应基因表达谱, 并应用 G enm app分析软件

分析药物细胞内反应通路,结果发现,依托泊苷能显

著抑制细胞内蛋白酶体降解通路。

泛素 �蛋白酶体通路 ( ubiqu itin�pro teasome path�
way )是哺乳动物细胞内蛋白质选择性降解的重要

途径之一,参与了细胞内许多重要的生理生化过程,

如 DNA修复、细胞周期的运转、细胞凋亡、信号传

递、抗原的提呈、蛋白的跨膜定位等
[ 10 ~ 12]

。泛素 -

蛋白酶体通路由泛素结合系统和蛋白酶体组成。泛

素结合系统包括一系列酶: 泛素激活酶 ( E1)、泛素

结合酶 ( E2)、泛素连接酶 ( E3)和泛素水解酶。蛋

白酶体包括两种形式: 20S复合物和 26S复合物。

在高等真核生物中, 20S蛋白酶体是蛋白酶解的核

心成分, 7个 �亚单位和 7个  亚单位组成。 26S

复合物由 2OS复合物与 PA 700调节蛋白 ( 19S复合

物 )组成。PA700是一个较大的复合物, 由至少 18

个蛋白质组成。这些不同的亚基功能各异, 包含多

种 ATP酶及结合蛋白底物所必需的成分,在泛素化

蛋白质的选择性降解中起着重要作用。由于蛋白酶

体在细胞增殖和凋亡等生物学功能的重要调控作

用, 蛋白酶体系统已成为研制抗肿瘤药物的靶

点
[ 13]
。例如硼替佐米 ( bortezom ib, V alcade, PS341)

是哺乳动物细胞中 26S蛋白酶体糜蛋白酶样活性的

可逆抑制剂。体外试验证明硼替佐米对多种类型的

肿瘤细胞具有细胞毒性, 体内试验证明硼替佐米能

够延迟包括多发性骨髓瘤在内的肿瘤生长。治疗多

发性骨髓瘤已经进入临床试验阶段
[ 14 ]
。

本研究基因芯片结果显示, 依托泊苷对泛素系

统表达无影响,但能显著抑制 20S蛋白酶体  亚单

位 PSMB5和 PSMB7以及 PSMB8表达。此外, 依托

泊苷还抑制表达蛋白酶体 26S组分 PSMC3、PSMC5

和以及盖子亚单位 RPN1( ribophorin I)。文献报道,

HL�60细胞过表达 PSMB5可增加其它 20S蛋白酶

体  亚单位的表达, 增加蛋白酶体数量和活性, 减

轻细胞对氧化应激反应,增加细胞的存活率
[ 15]
。而

PSMB5过表达或基因突变则使蛋白酶体抑制剂硼

替佐米产生耐药性
[ 16, 17 ]

。 PSMC3, 又称 human im�
munodefic iency v irus Tat�binding prote in�1 ( TBP�1 ),

是蛋白酶体 26S蛋白酶体 19S调节亚基的核心组

分, PSMC3过表达可增加 P53蛋白和活性, 促进细

胞增殖
[ 18]
。因此,依托泊苷抑制蛋白酶体相关基因

可能是其抑制细胞生长, 甚至最终导致细胞死亡的

原因,结果也提示依托泊苷抑制 DNA拓扑异构酶 II

诱导细胞 DNA损伤可能部分通过抑制蛋白酶体通

路变化最终导致细胞凋亡。抑制蛋白酶体通路是依

托泊苷抗瘤作用的重要机制。
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有一例复方甘草口服溶液引起咽部水肿的病

例,就是由临床药师直接问诊发现的。该患者因

(慢性结石性胆囊炎 )于 2009年 4月 10日行胆囊切

除术。主诉无药物食物过敏史, 4月 15日服用复方

甘草口服溶液 10 m l后,患者出现喉咙痒, 主动向药

师询问有没有药物治疗喉咙痒。药师没有简单地给

予用药建议,而是仔细询问了患者食物与药物过敏

史及目前的用药情况, 患者回忆起儿时吃甘草桃肉

后曾出现类似症状,从此不敢吃甘草桃肉,但患者不

知食用的甘草和药用的甘草是否为同一类。因此,

在临床医师问诊时没说起有甘草过敏史。药师得知

这一情况后立即建议患者停药,医师采纳,停药后第

二天患者上述症状好转。

3. 2� 周查房记录 � 我们简化了药历, 并将其列入

∗周查房记录 +中, ∗周查房记录+是医师药师共同制

定的另一项记录文件, 内容包括: 药品不良反应监

测、重点关注的病人简明药历分析、本周所涉及的临

床知识与药学知识的学习讨论、中外文献检索等。

使药师在日常实践中有针对性地学习、由点及面,加

强基础医学、药学理论知识的学习,做到温故知新。

3. 3� 师生交流� 每周末药师将∗药学问诊表+和∗周

查房记录+以电子邮件方式发送至带教医师、住院医师

及其他临床药师邮箱中,带教医师评价后再以电子邮

件的形式反馈给学员,并安排在下周一治疗组内讨论。

对大家感兴趣的专题,药师做好课件给医师讲课。如

住院患者中有 1例病人因中药黄药子引起药物性肝损

伤,临床药师及时查阅相关文献并作专题讲座,临床药

师全面系统地讲解了药物性肝损伤的机制、易患因素、

常见的引发肝脏损害的药物、诊断标准、预防等,医师、

药师双方都得到了学习和提高。

4� 讨论

通过一年多的学习与培训, 临床药师能够在模

拟药学会诊中大胆提出问题并提供药物治疗方案、

能够为患者提供出院带药治疗的建议。临床药师不

仅得到了医师的信任,更得到了患者的信任,医师从

排斥药师到接纳临床药师, 患者从不明白临床药师

为什么要查房到主动向临床药师询问药物治疗相关

的问题,所有这些变化与医师和药师的共同努力是

分不开的。

在我国,如果以 1981年卫生部在 ∗医院药剂工

作条例+及 1982年卫生部在 ∗全国医院工作条例 +

中列入临床药学内容为标志, 国内临床药学的发展

已经有 20多年的历史
[ 3]

, 20年来医院药师为走出

药房,直接面对患者做出了不懈的努力,临床药师队

伍在不断壮大,药师的职责从药品保障逐步向药学

服务转变。同时,作为医师, 我们应当诚心接纳临床

药师加入我们的治疗团队, 在临床药师具备了承担

专科工作基本能力后,还可以进一步邀请临床药师

参与到临床回顾性研究和前瞻性研究中,使临床药

师加入到临床医学教育和科研的行列。总之, 临床

医师参与到培养临床药师的教学中, 与药师共同探

索和实践现阶段临床药师在职培养的模式, 有利于

临床药师在短期内融入临床, 尽快成为临床治疗团

队中的一员。
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