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的一些最新进展 ， 着重 阐明 GA、 ABA 等到

α一淀粉酶基因表达，生长萦剌激细胞生民以及

乙烯对成熟基因表达的阴节。生长素和乙烯诱

导专一基因表达的快速性可以解释"快反应" ，

表明植物激素初始作用可能包括对基因表达的

调节。
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癌细胞抗药性的分子基础

f尤 鼎 式

( 中国科学院上海细胞生物学研究所)

肿瘤化疗过程中的最大障碍之一， 乃癌细

胞产生抗药性。近年来， 关于癌细胞抗药机理

的研究已取得了重大进展， 一系列具有抗药性

的细胞突变株、 系已在体外建成[ l -5]，从 而促

进了对癌细胞抗药机理进 行广 泛而深入 的研

究。 由于近代分子生物学及基因工程的快速进
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展，已能在其因水平上探计癌细胞抗药性的分

子基础 。 H 前，从仓戚、小鼠及人的抗药细 tH飞

巾分离出抗药基FJz:l [ 卜 iO ] ， 并作了 DNA 序列分

析。抗药其因的产物 为 分子量 170 kDa 的膜

糖蛋白 (P 170)(11 ， 1 2 J 。 应用抗药基因作探针 ，

可探查到抗药细胞中抗药基因之扩增及高度表

达(1 3 -1 ~ J 。 藉基因转移术，进一步证明于人抗

药基因在小鼠受体细胞内表达并致使受体细胞

产生抗药表型( 1 6川] 。 晚i丘 ， 研究者的兴趣已

转向更广、更深层次的探索， I'l IJ有关抗药基因

产物 P 170 的作用机制以及抗药基因研究的临

床应用等。本文仅就晚近该方而工作的进展并

结合作者在美国罔立峡症研究所分子生物学实

验室工作期间所归得的一些结果， 作一概述。

抗药细 胞

为研究临床肿瘤的抗药性， 建立一系列具

抗药性的人前细胞 ， 无疑是有价值的。 为此 ，

选用人表皮恼 KB 细胞 ， ~~乙某 甲;皖磺酸盐

(EMS)处理后，分男IJ培养于含有各种不同化疗

药物如秋水{d l 素、长春花碱:r，;ç: 阿霉素的培养液

内一段时间， 可获得对上述药物具有不同梯度

抗性的细胞。 细胞的抗药性随选择时药物的浓

度递加而增加。例如， KB- C 6 即是生长于秋

水仙素 6 微克/毫 升培养 液中的细胞 ， 乃 至

KB- C 1 0( 秋水仙素 10 微克/毫 升 培 养 液)( 作

者未发表资料 ) ，而 亲 本 的 KB 细胞在秋 水

仙 京 1 纳克/毫 升 培养 液时， 仅半 数 存活

(LD50 = 1 纳克秋 水仙素/毫 升培 养液)。

KB-A 1.8 和 KB-V 1 分 另IJ 生长 于 问霉 素 1. 8

微克 、 长春花碱 1 微克/毫升培 养液的 KB 细

胞。 令人感兴趣的是 ， 这些各别分离出来的抗

药细胞 ， 尽管在选捧时采用的药物在结构和作

用方式上并不相 同(如阿霉素与长春花碱) ， 却

显示 I H交叉抗药性。 f免言之 ， 一个刘某一药物

具抗药性的细胞系'月1· 丁子j具有对多种药物的耐受

性或扩L 柱。因之 ， 对 这 一特征 ， 已称之为癌细

胞的多药 iílIt .豆'性 ( Multidrug Resistance , 缩写

MDR ) 。诚然 ， MDR J í:不是对 所有药物都是

耐受的，如抗秋水仙素的 KB 细胞可耐受长春

花碱和阿霉素 ， l r=l X、j 织甲 1比陀 、阿根f tjLiJ， 有二或地

寒米松等仍然是敏感的 。 此外， 若 将:MDR 细

胞置于无选悻压的培养液中培养一段时间后，

可获得 MDR 的返转细胞，如 KB-CI-Rl 仅保

留相 当低的抗药性， 这说明 MDR 细胞的抗药

表型是可逆现象，随着环境中的药物剂量之递

减而降低。 MDR 细胞系列及其返转细胞系的

建立， 为研究癌细胞抗药机理提供了理想的实

验模型。

MDR 细胞的遗传学特征

如上所述， 经一种药物选择获得的抗药细

胞往往可对另一些药物也产生抗性。这提示

MDR 基因可能是连销的， 并可能是一个单个

基因或一组调节基因表达的结果。 细胞杂交实

验指出 ， MDR 细胞与敏感细胞杂交后的子代

细胞是显性的， 进一步强化了上述看法。再-者 ，

JA人的 MDR 细胞 1I1IJ 备 基 因组 DNA ， 再以磷

酸钙沉淀洁转移到 对药 物敏感 的 小鼠

NIH 3 T 3 细胞中，则可获 得 MDR 的小 鼠转

化细胞。藉人的 Alu 探针证实在 小鼠 细 胞中

含有人的 DNA 顺序 ， 且随右i 药物边怪压的 增

高而扩增 。 反之 ， 若用对药物敏感的人细胞的

DNA 或将 MDR 细胞的 DNA 以机械法剪切 ，

则均无此 MDR 转化效应( 16] 。 上述结果提示 ，

细胞的抗药性与 MDR 的 基因(组〉有密切关

系 ， 且具基因是相当大的。

基因扩增

基因扩增现象已在一些抗药细胞 中观察

到(1 7- 20 J 。双微体( double minute chromosome) 

和同源染色区 (homogeneous stain ing region ) 

一般认为系基因扩增的细胞遗传牛特征。 经分

析 KB-MDR 细胞的染色休组成， 发现在高度

抗药性的 KB-C 2.5 细胞|人j存在科大遣 的 成对

1" 句微小染 色体片段， f-l IJ 双微体[21] ， 而在亲本细

胞及 MDR 返转系细胞 i h 则未出现这类双微体

结构。 Roninson 等 (2 2 J 在近年发展了凝胶 内复
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性 ( in gel renaturation)技术，可用来直 接探

查细胞 r!丁扩增的基因顺序。其方法是将须分韧

的基因细 DNA 以限制l 性内切酶叨割 ， 经 32p

标记后作l疑胶电泳。然后予以变性、 复性、 及

以单链专一性的 S 1 核酸酶消化。 由于扩增的

DNA 片段比单拷贝片段更有效地复性，因 而

可防止 Sl 核酸酶的消 化。 藉这一-技术探查到

KB-MDR 细胞基因组中扩增的 DNA 片段估计

在 80 kb 以上。进一步比较分析 KB-MDR 系

列中不同的抗药细胞系 ， 如抗秋水仙素、抗长

春花碱或抗问霉素等 KB 细胞 ， 发 现有一些扩

增的基因区带在这三系抗药细胞中是共同的 ，

而另一些扩增的区带则因细胞而异 ， 显示特异

性。 对这一结果的最简单的解释是， 相同的基

因扩增区代表了功能区，而另一些非共同的区

带则可能为伴性扩增。事实证明，从共同扩增区

中分离出的 DNA 片段可与 MDR 细胞的基因

组 DNA 有杂交反应， 而与对药物敏感的亲 本

细胆无反应。这一方法的建立不仅可用来探查

基因的扩增及扩增的基因区，并开拓了分离 目

标基因的新途径。应用这一技术， 从 KB-MDR

细胞中分离出 MDR 基因 ， 定名为 mdr-1 。

基因表达

应用 p mdr 1 探针对 KB-MDR 系列不 同

程度抗药细胞的 mRNA 进行 Northern 杂交 ，

可发现在 4 . 5 kb 区有-明显的杂交 区带。 i商

样稀释法杂交试验表明， mdr 1 表达 的程度与

细胞的抗药性强度成正相关。 KB-C G 细胞的

mdr-] 表达可为敏 感的亲本细胞之 1 1. 000倍 ;

mdr- 1 基因扩增为 80 倍 ， 见 表 1 。饶有兴趣

的是 ， 在早期阶段的低抗药性细胞 (KB-8 和

KR-g-5) 中， 尽管细胞巳呈抗药性，且 mdr-1

mRNA 之表达已为亲 *细 胞的 42 倍 ， 但未能

探查出基因扩增现象。这一结果提示 ， 早期阶

段的 MDR 细胞中很可能是转录基因之激活而

无基因顺序之扩增。 在一些其它的 哺乳类

MDR 细胞系中， Northern 杂交证明 mdr-1 的

mRNA 亦位于 4 . 5 kb 区带， 其表达程度 也与

细胞的抗药性有关， 反映了 mdr-1 基 因之表

达在各类 MDR 细胞系中是一共同特征。 DNA

介导的基因转移实验进一步证实 ， 获得人基因

组 DNA 的小鼠 MDR 转化 细胞中 可发现

4.5 kb mRNA 表达区。 应用克隆的 mdr一1 基

因表达载体所进行的 基因转移实验， 结果雷

同。

Ling 实验室[口， 24] 应用p-膜糖蛋白 (可通透

的膜糖蛋白，分子量为 170 kDa , ~p P 1 70 ) 抗体，

在仓鼠 MDR 细胞中分离 出 为 P 170 编码之

cDNA 。 其它实验室[衍， 26 ] 也相继 取得了类似

成就。所有这些 克 隆的 P 170 cDNA 均 能与

MDR 细胞所表达的 4 . 5 kb mRNA 杂交 ， 与我

们在人 KB-MDR 细胞中所得结果相吻合。这

表明 mdr-l 基因与 P 1 7 0 膜糖蛋白基因是同一

表 1 KB 细胞抗药性与 mdr-l 基因之扩增和表达'

相对抗 药 性 mdr-1 基因 mdr-l RNA 
细胞系. .

秋水仙素 阿霉素 长春花帧 相对扩增倍数 相对表达水平

KB-3-1 1 1 1 1 1 
KB-8 2.1 1. 1 1. 2 14 
KB-8一5 4 3 6 1 42 
KB-8一5- 11 40 23 5J 7 1100 
KB-Cl 260 160 96 10 3800 
KB-C6 2100 320 370 80 11000 
KB-C1-R1 ' 川 6 3 1 14 

' 资料取自 沈等[， ] 和 Pastan 等 [30] 。

"入 KB 细胞经秋水仙素选择培养J~i获得的抗药细胞系列。

… KB-CI -Rl 系 KB-Cl 的返转细胞系， 培养于无秋水仙素的培养液内。
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的或极}J i日似的。

mdr- l 基因编码的 P一膜糖蛋白 (P 170 ) 之

结构

JTj mdr- 1 基因片段作为探针，可分 PJ 编

码整个 mdr一l 基因产物的 cDNA。应用高抗药 7

性的 KB-C 2 . 5 细胞 的 mRNA ， 市I J 备了一 个

cDNA 库 ， 并分内州为 整 个 mdr- l 基因 产 物

P一膜桩'蛋白在.;" J 7if1; 的交替的 cDNA 。 顺序分析表

明这种 P一柑蛋白含 有 1 280 个氨基酸。 DNA

顺序及其编码的蛋白质顺序之分析结果提供了

几个重要的线索 。 第一，阳dr一1 基因内有两个

大致相等的同源部分， 因而推测是来自一个较

小基因的复制。 第二 ， 该基因的两部分均编码

六个疏水的膜跨越区 ( hydrophobic membrane~ 

spanning domains)，因而总数为 12 个区域。

第三 ， 顺序所编码的两个核昔酸结合位点十分

类似于细菌转运蛋白的亚单位，后 者是 ATP

依赖性的。实验进一步证明 ATP 结合于 P一糖

蛋白 l ' 的 'Ji实 ， 提示核干~I‘酸结合在这些位点上

可能为转运过粮提供了能源。 类似的结构特征

亦已在小 F乱和仓鼠的 MDR 基因 中观察到。

尽管 mdr-1 基因的顺序分析仍不能阐明药

物结合的位置 ， 但鉴于这种 P一糖蛋白是由两

个相似但不完全等同的部分所组成 ， 即每一部

分具有各 自的核昔酸结合位置 ， 提示不同部分

的分子可能参与不同药物的转运之可能性。

根据 mdr- ] 基因产物 P17 0 糖蛋白 顺 序

的分析[山 ， 26 ] ， 提示了一个简单的多种药物抗

性的榄式 ， 见 l萄 1 。推测其功能起着象外流泵

(efflux pump ) ;样的作用。利用磷酸核音作为

能源 ， 将有奇的亲水性分子通过外流泵排出细

胞外。 若这一模式成立的话， 则 Verapamil 可

能会起到通过抑制细胞毒药物在外流泵上结合

的作用， 从而克服细胞对多种药物的抗性。

mdr- l 基因在人正常组织与肿瘤中的表达

为了评估临床肿 瘤 中 mdr-1 之表达， 有

必必、耍先了解各正，;lj盯J斗;

水平 。 FOjo 等 [ 27 J 曾检测 了大远的人正常组织，

发现在肾上1月~ ( 包拓髓质与皮质)、肾、 结肠 、

表 2

正常组织

t正常组织和目中捕中 mdr-1 RNA 

的表达水平·

肿 瘤

it íJ 前 化疗后产生抗药性

j:骂表达

肾上)跟 134神经节瘤 j，\lj神经节瘤
结Jl元 肾上腺皮质痛急.1生淋巴细胞白血病
肾 结肠癌 {!I t {;圣母细胞瘤

月r 肾 j;B
肺 (2 / 7 ) .. 

骨髓、Jl!41

皮肤 、皮下组织

肺 ( 5 / 7) 缮-
f骂-恪肌、心肌

前列腺

卵巢

霄

低表达

自 J(a.病
乳 制

卵巢癌

甲状腺癌
神经母细胞瘤

再IJ神经节癌

肾上腺j支质瘤

*资料取 自 Fojo 等 [ 27 )

空肠和肝等 组织中有很高或较高水平之 mdr-1

表达(表 2 )， 而在一些其它组织中，如脑、 骨

髓、牌、肺、 肌肉 、 皮肤、卵巢 、 胃、前列腺

等则呈现低或很低水平之表达。

临床肿瘤标本的测定结果表明 ， 肾上腺肿

瘤 、 肾癌 、 及结肠;高等亦具有与其相应的正常

组织之同等 mdr一1 RNA 含:堪 。 17癌与结肠癌

在临床上已知是十分耐受化疗因子的。这种内

源性的抗药性很可 能 即是归诸于这 些组 织中

mdr- 1 之高表达水平。

进一步比较分析一 些肿瘤在化 疗前后的

mdr一 1RNA 水平，已获得了有价值的证据。 在

4 例未经化疗的急性淋巴细胞白血病患者的癌

细胞中，全部呈低水平 mdr-1 表 达。然而 ，

1 例在化疗过程中复发， 嗣后死亡的患者 ， 其

mdr-1 表达水平是相 当高的 ， 提示该例白血病

患者在化疗过程中获得了抗药性。 在通常情况

下未经化疗的神 经细 胞瘤的 mdr-lRNA 含量

很低 ， 而在化疗一段时间后产生了抗药性 ， 经

检测其 mdr-1 表达水平有 明显增高。 横 纹肌

肉瘤的情况 雷同。 国!神 经节瘤显示高水平的

mdr- l 表达，推测系正常肾上眼皮质本身所具
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图 1 人 p-糖蛋白的模式( 12 j 

有的水平。 七述结果表明 ， 在化疗过程中某些

肿瘤具有抗药性或有 1-1: 疗过程中产生了抗药

性 ， 与 mdr一1 表达水平 之增高有相应关系。

进一步扩大对各类肿 瘤 、 特别是化疗前后的

mdr一1 表达水平之枪测 ， 无疑将有助于对该一

问题的深入了解。

至于为何在一些正常组织，如肝、 肾、结

肠及肾上腺中 mdr一1 基 因呈高水平表达， 共

机理，推测可能是由于 mdr-l 基因产物是一药

物转运蛋白，因而很可能有助于肝、 肾等组织

把食物中的有毒物质扣-出。然而，人肾上腺皮

质和髓质中的高水平 mdr一1 RNA 量，则仍是

一个谜 ， 也许与这些细织中的疏水代谢物的转

运有关。

临床应用与展望

七述资料表明 ， 组织培养细胞抗药性的产

生与 mdr-1 基因及 其产 物药物转运蛋白

一-P 17υ 之表达有关，在一些临床肿瘤标本

中也可探查到内 源性及获得性的 mdr一1 过量

表达。若进一步广泛分析临床手术或活检肿瘤

标本之 mdr-l RNA 水平 ， 将对临床决定采用

何种化疗方案有指导意义。此外， 若研究某些

能克服细胞抗药性的化合物， 亦将会增加临床

化疗的成功率。晚i丘 Fojo 与作者等[ 28 ] 曾应用

钙离子通道阻遏物 Verapamil 和1 Quinidine 观

察了对 4 例 mdr一 l 基因表达中等水平的人肾

癌细胞 HTB-4 4 、 -45、一46 、 和一47 之抗药性的

逆转作用。 发现这两种化合物均能明显增加一

些化疗药物如秋水仙素 、 长春花础及阿霉素等

对一些已具有抗药性的细胞之杀伤力。 这一证

据表明 ， 藉某些钙离子通道阻遏剂可有效地防

止癌细胞的内源的或获得的抗药性。关于

Verapamil 和 Quinidine 的作用机理，很可能

系阻止药物与 P-糖蛋白之结合，从而阻断了

P~ï槽蛋白所起的外流泵作用 [ 2 9 ] 。上述 结果如

能进一步降低 Verapamil 或 Quin id ine 的 自 身

毒性 ， 或者采用某些类似的化合物能致使化疗

药物在癌细胞内滞留积聚 ， 从而增加抗癌药物

的杀伤为 ， 这将在临床化疗是有前途的。

结 i吾

综上所述， 近年来有关癌细胞抗药机理的

研究已取得了令人鼓舞的成就。业已阐明 ， 细

胞的抗药性与细胞内的抗药基因 mdr- l 之扩

增与表达有关。抗药基因的产物为可通透的膜

糖蛋白 (分子量 ] 7 0 kD时， 其功能可能起着外

流泵的作用 ， 把药物排出细胞外。然而， 一些

基本的科字t问题仍有待深入探索 。 一个单个蛋

白何以能结合许多不同结构的化合物， 且具有

相当高的亲和 jnP- 糖蛋白是否具有一个以上

的药物结合位置 ?或者是否须要有多种的 P一糖

蛋白来提供广谱的结合专一性?是否还涉及其

它的蛋白在抗药表型中起调节作用?又是否来

自 于同一的 mdr-l 基因而通过不同 的 mRNA

切割事件或者还涉及 mdr 基因簇中其它基因之

表达? 这些问题之澄清不仅可深化对细胞抗药

机理的了解，且在分子细胞生物学的基础研究

中也具有重要意义。

摘 要

在分子水平上研究肿瘤细胞的抗药机理业
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已取得重大进展。抗药基因的分离成功及其产

物 p-膜糖蛋白之阐明，在抗药基因的结构与

功能研究方而已进入了一个新阶段， 且引向临

床应用之探索。本文仅就抗药细胞之选择 、 遗

传学特征、 抗药基因的顺序分析及 P一膜糖蛋

白的结构以及基因的扩增 、 表达与转移等诸方

面作了概述。对抗药基因研究之临床应用可行

性亦作了探讨。
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人类特定染色体 DNf\ 文库的建立和利用

M. A. Van Dilla , L. L.Deaven 辛苦

DNA 文库的建立放具应用于基因主位的 时.能H

芮先 {f某因何i较小的生物(如果蝇) J.j:J得到 l币，实。 向于

:ì!i)ì二米1Ji ω44 囱-就l 手I!丘陵杂交 ， ~il1的 λ 克|渥载体J;)

及体夕|、包装系统等的发展 ， 对于具有较复杂的基因组

的生物 (包括哺乳动物) 也进行了基因文j芹的建立和筛

j在工作。已经建立了人类胚胎 DNA ) r段的文阵 ， 打 分
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