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摘 要 :【目的】探讨 MDR1 siRNA对结肠癌细胞多药耐药性的影响。【方法】设计合成两种针对 MDR1

mRNA的 siRNA双链分子( #4123 MDR1 siRNA和 #4029 MDR1 siRNA) , 并转染入 COLO 320DM和 HT- 29 结肠

癌细胞 , 观察其对结肠癌细胞 MDR1 mRNA和 P- gp 表达的影响。并分别与 5- FU、阿霉素和长春新碱等抗肿瘤

药联用 ,观察结肠癌细胞活力的变化。用阿霉素处理后 ,观察转染 MDR1 siRNA结肠癌细胞的细胞内阿霉素累积

浓度的变化。RT- PCR 检测细胞 MDR1 mRNA的表达 ,免疫印迹法检测细胞 P- gp 的表达 , MTT法检测细胞活力 ,

流式细胞术检测细胞内阿霉素累积浓度。【结果】 #4123 MDR1 siRNA和 #4029 MDR1 siRNA均可抑制 COLO

320DM结肠癌细胞 MDR1 mRNA和 P- gp 的表达 , 其最低有效浓度分别为 5 nmol/L和 25 nmol/L 。同时 MDR1

mRNA和 P- gp 表达的抑制伴随着抗肿瘤药( 5- FU、阿霉素和长春新碱)对 COLO 320DM结肠癌细胞毒性的增强

和细胞内阿霉素累积浓度的增加。而在对照 HT- 29 结肠癌细胞却观察不到此效应。【结论】MDR1 siRNAs能特异

逆转结肠癌细胞的多药耐药性 ,为 MDR1/P- gp 依赖的多药耐药性结肠癌的治疗提供了一条新的途径。
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Effect of MDR1 siRNA on Multidrug Resistance of Colon Cancer Cells
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Abstract: 【Objective】To investigate the effect of MDR1 siRNA on multidrug resistance (MDR) of colon cancer

cells. 【Methods】 Two siRNAs targeting to MDR1 mRNA (#4123 MDR1 siRNA and #4029 MDR1 siRNA) were

designed and chemically synthesized. MDR1 siRNAs were transfected into COLO 320DM and HT- 29 colon cancer

cells respectively. The expression of MDR1 mRNA and P- gp were observed. Cell viability of colon cancer cells were

measured after treatment of MDR1 siRNAs combined with 5 - FU, adriamycin, and vincristine, respectively.

Intracellular Adriamycin accumulation of colon cancer cells were assessed after being treated with MDR1 siRNAs and

Adriamycin. MDR1 mRNA expression was detected by reverse transcription polymerase chain reaction (RT- PCR). P- gp

expression was detected by Western blot. Cell viability of cell was measured by MTT assay. Intracellular Adriamycin

accumulation assay was performed by flow cytometry (FCM). 【Results】Both #4123 and #4029 MDR1 siRNAs were

capable of inhibiting MDR1 mRNA and P- gp of COLO 320DM colon cancer cells. The minimum concentration of

#4123 and #4029 MDR1 siRNA for COLO 320DM cell line were 5 nmol/L and 25 nmol/L, respectively. In the

meantime, inhibition of expression of MDR1 mRNA and P- gp was correlated with the increased cytotoxicity of the

antitumor drugs (5- fluorouracil, adriamycin, and vincristine) and the increased intracellular adriamycin accumulation.

Such effect could not be found in HT- 29 control cell line. 【Conclusion】 MDR1 siRNAs specifically reversed the

MDR of colon cancer cells, which demonstrates MDR1 siRNA may present a new approach for the treatment of

MDR1/P- gp- dependent MDR in colon cancer.
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结肠癌细胞多药耐药性 (multidrug resistance,

MDR)的产生是导致结肠癌患者化疗失败的主要原

因之一。肿瘤细胞经典的 MDR与一 170 ku的膜糖

蛋白 , P-糖蛋白( P- glycoprotein, P- gp)的过表达有

关 [1]。P- gp能将化疗药转运出细胞而降低细胞内化

疗药的累积浓度。以往的研究发现钙拮抗剂如维拉

帕米、反义寡核苷酸和锤头核糖酶等能部分逆转

MDR1/P- gp 依赖的多药耐药性。但钙拮抗剂存在

导致心衰及低血压等心血管副作用,而反义寡核苷

酸和锤头核糖酶的临床应用价值还未得到完全证

实。因此,仍有待寻找新的方法来逆转肿瘤细胞的

多药耐药性。近年发现的一种抑制特异基因表达的

新方法是采用小干扰 RNA ( small interfering RNA,

siRNA) [2]。siRNA是 21～23 nt 长度的双链 RNA分

子 , 能以序列特异的方式降解真核细胞内的

mRNA[3] ,从而抑制蛋白的产生。本研究采用两种人

工合成的 MDR1 siRNAs 转染结肠癌细胞 , 观察

MDR1 siRNAs 能否抑制结肠癌细胞 MDR1 mRNA

和 P- gp 的表达 ,并进一步观察转染 MDR1 siRNAs

及联合应用抗肿瘤药后,结肠癌细胞在细胞增殖及

细胞内药物累积浓度等方面的变化。

1 材料和方法

1.1 实验材料

人结肠癌细胞系 COLO320DM和 HT- 29 购自

美国 ATCC公司。10%胎牛血清、5-氟尿嘧啶 ( 5-

FU)、阿霉素 ( Adriamycin)、长春新碱 ( Vincristine)、

噻唑蓝 (Methylthiazoletetrazolium, MTT)、二甲基亚

砜 ( Dimethyl Sulfoxide, DMSO)均购自美国Sigma公

司。RPMI- 1640培养基购自美国Hyclone公司。Opti-

MEM! I无血清培养液、脂质体 LipofectamineTM

2000、RNA 提取试剂 TRIzol、cDNA 合成试剂盒购

自美国 Invitrogen公司。荧光染料 SYBR green I 及

FCD购自美国 Roche 公司。PCR 扩增引物均由美

国 IDT公司合成。鼠抗人 P- gp单克隆抗体( C219)

购自美国 Signet公司。鼠抗人β- actin 单克隆抗体

购自美国 Sigma 公司。羊抗鼠 HRP- IgG、BCATM蛋

白浓度检测试剂盒购自美国 Pierce公司。ECL化学

发光试剂盒购自美国 Amersham Biosciences公司。

1.2 siRNA的合成及转染

根据德国 Cenix Biosciences GmbH 公司推荐

的 siRNA设计原则 ,设计靶向 MDR1 基因(基因序

列号 NM_000927) 的 siRNA 序列。两种 siRNA

( #4123 MDR1 siRNA 和 #4029 MDR1 siRNA)、阳

性对照(β- actin) siRNA和阴性对照 siRNA均由美

国 Ambion 公司合成。#4123 MDR1 siRNA正义序

列为 5′- GGAUAUUAGGACCAUAAAUtt- 3′,反义序

列为 5′- AUUUAUGGUCCUAAUAUCCtg- 3′; #4029

MDR1 siRNA正义序列为 5′- GGAAAUUUAGAAG

AUCUGAtt - 3′, 反 义 序 列 为 5′- UCAGAUCUU

CUAAAUUUCCtg- 3′。根据厂家建议的方法采用

LipofectamineTM 2000 进行 siRNA的转染。为探讨

MDR1 siRNAs 对 COLO 320DM结肠癌细胞 MDR1

mRNA和 P- gp 表达的抑制作用 , COLO 320DM结

肠癌细胞接种于 24 孔板,两种 MDR1 siRNAs分别

以不同的浓度转染 COLO 320DM结肠癌细胞 , 未

经 任 何 处 理 的 细 胞 设 为 对 照 组 , 只 用

LipofectamineTM 2000 处理的细胞为脂质体对照组 ,

用 50 nmol/L β- actin siRNA处理的细胞为阳性对

照组 , 用与人类基因无同源性序列的阴性对照

siRNA处理的细胞为阴性对照组。转染后 72 h,收

集细胞。采用实时 RT- PCR 检测 MDR1 mRNA的

表达;采用Western blot检测 P- gp的表达。

1.3 实时 RT- PCR

细胞接种生长于 6 孔板。采用 TRIzol 试剂提

取细胞总 RNA。采用 Invitrogen公司的 cDNA合成

试剂盒反转录合成 cDNA。合成的 cDNA 采用美国

Bio- Rad 公司的 iCycle 实时 PCR 仪扩增 ,于 25 "L
反应体系中加入 1 "L cDNA 模板 , 2.5 "L 10 ×
PCR 缓 冲 液 , 2.5 U Taq polymerase, 10 pmol

MDR1 正向引物 (5′- AAAAAGATCAACTCGTAG

GAGTG - 3′), 10 pmol MDR1 反 向 引 物 (5′- GC

ACAAAATACACCAACAA - 3′), 0.63 "L SYBR
green I 和0.25 "L FCD。采用β- actin作为内参照 ,
β- actin 扩 增 的 正 向 引 物 为 5′- AACACCCCA

GCCATGTAC- 3′, 反向引物为 5′- ATGTCACG

CACGATTTCC- 3′。实时PCR反应条件为:先95 ℃热

变性5 min, 然后95 ℃变性30 s、55 ℃(MDR1)或

56 ℃(β- actin)退火30 s、72 ℃延伸30 s, 扩增40个

循环。根据荧光强度曲线,选取荧光强度呈指数增

长期的循环次数(MDR1 26个循环 ,β- actin 23个循

环)再进行常规PCR扩增。MDR1和β- actin扩增片断

分别为161 bp和254 bp。

1.4 免疫印迹法(Western blot)检测 P- gp

生长于 6 孔板的细胞去培养液 ,用冷 PBS洗 1
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次 , 加裂解液 ( 30 mmol/L Tris - HCl pH 7.4, 1%

SDS) 500 !L/孔 , 放置于冰上裂解 30 min 后 , 转移
至 EP管, 12 000 ×g 、4 ℃离心 15 min,取上清。采

用 BCATM蛋白浓度检测试剂盒测定细胞总蛋白含

量。取 5 ×g 细胞蛋白进行 7.5% SDS- PAGE 凝胶

电泳。100 V 2.5 h 电转膜至 PVDF 膜 , 10%脱脂牛

奶室温封闭 3 h, 加一抗 ( C219, 1 ∶100 稀释 , 室温

孵育过夜;β- actin, 1 ∶4000 稀释 , 室温孵育 3 h) ,

用 TBS- T洗膜液洗膜 6 次 ,每次 5 min。再加二抗

(羊抗鼠 HRP- IgG, 1 ∶6000 稀释)室温孵育 1 h,用

TBS- T洗膜液洗膜 6次, 每次 5 min。最后加 ECL

显影。

1.5 MTT 法检测细胞活力

为探讨 MDR1 siRNAs 能否逆转 COLO 320

DM 结肠癌细胞的多药耐药 性 , #4123 MDR1

siRNA 和 #4029 MDR1 siRNA 分别转染入 COLO

320 DM 和 HT- 29 结肠癌细胞 , 并分别用 5- FU、

Adriamycin及 Vincristine处理 3天,最后用 MTT法

检测细胞活力。细胞接种于 96 孔板, 每孔细胞数

1×104,生长24 h后转染MDR1 siRNAs, 4 h后加抗肿

瘤药。MDR1 siRNAs采用最低有效浓度 ( 5 nmol/L

#4123 MDR1 siRNA 和 25 nmol/L #4029 MDR1

siRNA)。在 COLO 320DM结肠癌细胞,抗肿瘤药5-

FU、Adriamycin 和Vincristine使用的终浓度分别为4

!mol/L、0.32 !mol/L和 0.0128 !mol/L;在HT- 29结
肠癌细胞,抗肿瘤药5- FU、Adriamycin 和Vincristine

使用的终浓度分别为 8 !mol/L、0.16 !mol/L 和
0.0016 !mol/L。细胞置于 37 ℃、5%CO2温箱内孵育
72 h。每孔加 30 !L 5 mg/mL MTT, 37 ℃孵育 4 h,
弃培养液 , 加 150 !L DMSO, 室温震荡 5 min, 在
Synergy HT酶联仪上以 570 nm波长读取 OD值。

未经任何处理的对照组细胞活力设为 1,通过与对

照组比较计算其他各组细胞活力。

1.6 细胞内 Adriamycin 累积浓度测定

根据文献报导的标准方法 [4] , 转染 MDR1

siRNAs 后 , 细胞在 37 ℃、5%CO2 温箱内孵育 48

h, 加入 10 !mol/L Adriamycin 继续孵育 2 h 后,收
集细胞 ,用冷 PBS洗两次 , 置于冰上终止反应。采

用 FACSCaliburTM流式细胞仪测定细胞的荧光强

度,荧光强度的大小反映细胞内 Adriamycin 的累积

浓度。测定的激发光波长为 488 nm,接受光波长为

575 nm。

1.7 统计学分析

计量资料用均数±标准差表示, 多组之间计量

资料的比较采用析因设计的方差分析 , P 值< 0.01

为差异有统计学意义。采用 SPSS 11.5统计软件包

进行统计学分析。

2 结 果

2.1 结肠癌细胞 MDR1 mRNA和 P- gp 的表达

采用RT- PCR和Western blot检测COLO 320

DM和HT- 29 结肠癌细胞MDR1 mRNA和P- gp的表

达。如图1 A所示, RT- PCR分析表明COLO 320 DM

结肠癌细胞有MDR1 mRNA的表达, 而HT- 29结肠

癌细胞无MDR1 mRNA的表达。Western blot检测结

果与RT- PCR检测结果一致 , 如图1 B所示 , COLO

320DM结肠癌细胞表达P- gp, 而 HT- 29 结肠癌细

胞未检测到 P- gp的表达。

2.2 MDR1 siRNAs 对 COLO 320DM 结肠癌细

胞 MDR1 mRNA和 P- gp 表达的抑制

见图 2, 50 nmol/L、25 nmol/L、15 nmol/L 及

5 nmol/L 的#4123 MDR1 siRNA能完全抑制COLO

320DM结肠癌细胞MDR1 mRNA的表达 , 50 nmol/L

和 25 nmol/L 的 #4029 MDR1 siRNA 亦能完全抑

制 COLO 320DM结肠癌细胞 MDR1 mRNA 的表

达。Western blot 检测结果与实时 RT- PCR 检测结

果一致(图 2 B)。根据实时 RT- PCR和Western blot

检测结果可以发现 ,在 COLO 320DM结肠癌细胞 ,

#4123 MDR1 siRNA和 #4029 MDR1 siRNA的最低

有效浓度分别为 5 nmol/L和 25 nmol/L。

图 1 结肠癌细胞 MDR1 mRNA 及 P- gp 表达的检测

Fig.1 Detection of MDR1 mRNA and P - gp in colon

cancer cells

A: RT- PCR; 1: no cDNA template added; 2: COLO 320DM cell

line; 3: no cDNA template added; 4: HT- 29 cell line; B: Western

blot; 1:COLO 320 DM cell line; 2: HT- 29 cell line.

中山大学学报(医学科学版) 第 28 卷270



2.3 MDR1 siRNAs 增强 COLO 320DM 结肠癌

细胞对化疗药的敏感性

采用析因设计的方差分析表明 (表 1), #4123

MDR1 siRNA(A)和 #4029 MDR1 siRNA(B)本身均

不能抑制 COLO 320DM 和 HT- 29 结肠癌细胞的

生长 , 但 A与 5- FU联合处理 COLO 320DM结肠

癌细胞后 , 细胞活力较单用 5- FU降低更多 , 差异

有显著性 ( F=167.8, P< 0.01) ; 同样 , B与 5- FU 联

合处理 COLO 320DM结肠癌细胞后 , 细胞活力较

单用 5- FU亦降低更多 , 差异有显著性 ( F=106.4,

P < 0.01)。 当 A 与 Adriamycin 联 用 时 , COLO

320DM结肠癌细胞活力较单用 Adriamycin 降低更

明显,差异有显著性( F=262.3, P< 0.01) ;同样, B与

Adriamycin 联用时 , COLO 320DM结肠癌细胞活力

较单用 Adriamycin 降低亦更明显 , 差异有显著性

( F=134.5, P< 0.01)。在用 A或 B 与 Vincristine 联

合处理 COLO 320DM结肠癌细胞 , 亦可观察到类

似现象 , A与 Vincristine 联用时 , 细胞活力较单用

Vincristine 更低 , 差异有显著性( F=65.7, P< 0.01) ;

B 与 Vincristine 联 用 时 , 细 胞 活 力 较 单 用

Vincristine 亦更低 , 差异有显著性 ( F=40.3, P<

0.01)。但在对照 HT- 29 结肠癌细胞 , 两种 MDR1

siRNAs 与 5- Fu、Adriamycin 或 Vincristine 联用对

细胞生长的抑制作用与各自单用抗肿瘤药相比无

显著差异。

2.4 MDR1 siRNAs 处理后 COLO 320DM 结肠

癌细胞内 Adriamycin 累积浓度的变化

为探讨 MDR1 siRNAs能否增加细胞内抗肿瘤

药的累积浓度,进行细胞内 Adriamycin累积浓度分

析 (表 2)。在 COLO 320DM结肠癌细胞 , 单用

Adriamycin 处理后荧光强度为 194, 但与 #4123

MDR1 siRNA(A)联用后, Adriamycin荧光强度增加

至 405,差异有显著性( F=195.7, P< 0.01) ;与 #4029

MDR1 siRNA(B)联用后, Adriamycin 荧光强度增加

至 375, 差异有显著性( F=367.8, P< 0.01)。但在对

照 HT- 29 结肠癌细胞 , Adriamycin 与两种 MDR1

siRNAs 联 用 后 , Adriamycin 荧 光 强 度 较 单 用

Adriamycin无显著增加。

图 2 不同浓度 MDR1 siRNAs 对结肠癌细胞 MDR1

mRNA及 P- gp 表达的影响

Fig.2 Influence of different concentrations of MDR1

siRNAs on expression of MDR1 mRNA and P- gp in colon

cancer cells

A: real time PCR; B: Western blot; 1: 1 nmol/L #4029 MDR1

siRNA; 2: 5 nmol/L #4029 MDR1 siRNA; 3: 15 nmol/L #4029 MDR1

siRNA; 4: 25 nmol/L #4029 MDR1 siRNA; 5: 50 nmol/L #4029

MDR1 siRNA; 6: 1 nmol/L #4123 MDR1 siRNA; 7: 5 nmol/L #4123

MDR1 siRNA; 8: 15 nmol/L #4123 MDR1 siRNA; 9: 25 nmol/L

#4123 MDR1 siRNA; 10: 50 nmol/L #4123 MDR1 siRNA; 11: β-

actin siRNA positive control; 12: negative control; 13: liposome

control; 14: control

表 1 转染 MDR1 siRNAs 及分别与抗肿瘤药联用后结肠癌

细胞的细胞活力

Table 1 Cell viability of colon cancer cells after MDR1

siRNAs transfection combined with antitumor drugs

respectively

Control

Liposome only

A

B

5- FU

Liposome +5- FU

A+5- FU

B+5- FU

Adriamycin

Liposome+Adriamycin

A+Adriamycin

B+Adriamycin

Vincristine

Liposome+Vincristine

A+Vincristine

B+Vincristine

COLO 320DM

100.0 ±1.2

98.4 ±2.2

97.8 ±3.1

98.8 ±2.8

84.3 ±2.7 1)

83.3 ±3.9 1)

62.4 ±4.1 1 ), 2)

65.7 ±5.6 1), 2)

83.2 ±2.7 1)

81.9 ±3.7 1)

63.4 ±1.7 1), 3)

61.6 ±5.6 1), 3)

84.3 ±6.5 1)

82.1 ±4.5 1)

59.8 ±7.1 1), 4)

62.6 ±9.9 1), 4)

HT- 29(%)

100.0 ±4.3

99.8 ±4.0

97.6 ±4.1

96.8 ±9.5

80.1 ±4.5 1)

79.5 ±4.8 1)

79.1 ±4.9 1)

78.8 ±4.5 1)

80.1±5.0 1)

80.4 ±4.7 1)

78.8 ±3.2 1)

78.9 ±4.8 1)

82.7 ±7.1 1)

83.9 ±7.4 1)

82.1 ±5.4 1)

82.7 ±6.3 1)

1)compared with control, P< 0.01; 2) compared with 5- FU, P<

0.01; 3)compared with Adriamycin, P< 0.01; 4) compared with

vincristine, P< 0.01

表 2 转染 MDR1 siRNAs后结肠癌细胞 Adriamycin 荧光强度

Table 2 Fluorescence intensity of Adriamycin of colon cancer

cells after MDR1 siRNA transfection

Control

Adriamycin control

Adriamycin liposome control

Adriamycin+A

Adriamycin+B

COLO 320DM cell line

4±0

194±24

202±13

405±41 1)

375±22 1)

HT- 29 cell line

8±1

248±18

262±5

272±14

253±9

1) compared with Adriamycin control, P< 0.01

夏忠胜 ,等. MDR1 siRNA对结肠癌细胞多药耐药性的影响第 3 期 271



3 讨 论

3.1 MDR1 siRNAs 能特异抑制结肠癌细胞的

MDR1 mRNA和 P- gp 的表达

COLO 320DM是人结肠癌多药耐药细胞系,对

包括 Adriamycin、Vincristine 及 5- FU 等在内的多

种抗肿瘤药具有抗药性。COLO 320DM结肠癌细胞

表达 P - gp, 因此 COLO 320DM结肠癌细胞是

MDR1/P- gp依赖的结肠癌多药耐药细胞 [5]。而 HT-

29 结肠癌细胞是非 MDR1/P- gp 依赖的结肠癌多

药耐药细胞,因为 HT- 29结肠癌细胞不表达 P- gp,

其多药耐药性的产生与 MRP (multidrug resistance

protein, MRP) 的表达有关 [6]。本研究采用 COLO

320DM 和 HT - 29 结 肠 癌 细 胞 来 探 讨 MDR1

siRNAs 对 MDR1/P- gp 依赖的结肠癌多药耐药细

胞 MDR 的干扰效应。在另外两个有关结肠癌和

MDR的 RNA干扰实验的报道中 [7, 8] ,结肠癌细胞的

MDR1 mRNA和 P- gp 的表达均可经 RNA干扰而

降低, 但在此两个报导中均未设既具有 MDR 特性

又不表达 P- gp 的对照细胞 , 因此无法判断针对

MDR1 mRNA 设计的 MDR1 siRNAs 是否对既有

MDR特性又不表达 P- gp 的结肠癌细胞的 MDR 特

性具有调节作用。本研究发现, MDR1 siRNAs能抑

制COLO 320DM结肠癌细胞的MDR1 mRNA和P- gp

的表达 ,而且 MDR1 siRNAs 还能增强抗肿瘤药 5-

FU、Adriamycin 及 Vincristine 对 COLO 320DM 结

肠癌细胞的细胞毒作用。但在对照HT- 29结肠癌细

胞 , MDR1 siRNAs 不能增强这些抗肿瘤药对 HT-

29 结肠癌细胞的细胞毒作用 , 表明作用于 MDR1

mRNA 靶点的 MDR1 siRNAs 的干扰效应是特异

的。

3.2 MDR1 siRNAs 在 COLO 320DM 结肠癌细

胞的最小抑制浓度

本研究显示 #4123 MDR1 siRNA 和 #4029

MDR1 siRNA均能抑制 COLO 320DM结肠癌细胞

的 MDR1 mRNA和 P- gp 的表达 , 但对 β- actin 的

表达无影响。而β- actin siRNA能抑制β- actin

mRNA 和β- actin的表达,但对MDR1 mRNA和 P- gp

的表达无影响 , 这些都进一步说明 MDR1 siRNAs

对 MDR1 mRNA和 P- gp表达的抑制是特异的。本

研究发现 #4123 MDR1 siRNA 完全抑制 COLO

320DM结肠癌细胞 MDR1 mRNA和 P- gp 表达的

最小浓度为5 nmol/L,而#4029 MDR1 siRNA的最小

浓度为25 nmol/L(图2)。该浓度均低于其他作者报

导的MDR1 siRNAs的最适浓度( 200 nmol/L) [9, 10] ,这

可能是由于不同研究中采用的 MDR1 siRNAs序列

不同所造成的,也可能是由于采用的细胞系不同所

造成。但我们知道,太高浓度(通常>100 nmol/L)的

siRNA会导致非特异的基因沉默现象 [11]。因此 ,本

研究中 MDR1 siRNAs的抑制效应更可信。

3.3 MDR1 siRNAs 能增强抗肿瘤药对结肠癌细

胞的细胞毒作用

将 5 nmol/L #4123 MDR1 siRNA和 25 nmol/L

#4029 MDR1 siRNA 分别转染入 COLO 320DM和

HT - 29 结 肠 癌 细 胞 , 4 h 后 分 别 加 5 - FU、

Adriamycin或 Vincristine处理细胞。MTT法检测细

胞活力显示 #4123 MDR1 siRNA 和 #4029 MDR1

siRNA本身对 COLO 320DM和 HT- 29 结肠癌细胞

的 增 殖 均 无 作 用 , 但 与 5 - FU、Adriamycin 或

Vincristine 等抗肿瘤药联用后与单用抗肿瘤药相

比,能杀死更多 COLO 320DM结肠癌细胞。但在对

照 细 胞 , #4123 MDR1 siRNA 和 #4029 MDR1

siRNA与5- Fu、Adriamycin或Vincristine等抗肿瘤药

联用与单用抗肿瘤药相比 ,却不能杀死更多HT- 29

结肠癌细胞, 表明两种 MDR1 siRNAs均能增强化

疗药对 MDR1/P- gp 依赖的结肠癌多药耐药细胞的

细胞毒作用, 但对非 MDR1/P- gp 依赖的结肠癌多

药耐药细胞无此作用。因此, MDR1 siRNAs介导的

细胞毒增强作用是特异的。

3.4 MDR1 siRNAs 能增加 COLO 320DM 结肠

癌细胞内 Adriamycin 累积浓度

细胞内 Adriamycin 累积浓度分析显示 #4123

MDR1 siRNA 和 #4029 MDR1 siRNA 均能增加

COLO 320DM结肠癌细胞内 Adriamycin累积浓度,

但不能增加 HT- 29 结肠癌细胞内 Adriamycin 累积

浓度。此结果与 MTT法检测细胞活力的结果一致,

表明 MDR1 siRNAs 能抑制 MDR1/P- gp 依赖的结

肠癌多药耐药细胞 P- gp 的功能 , 但不能抑制非

MDR1/P- gp 依赖的结肠癌多药耐药细胞药物转运

泵的功能。

3.5 本研究的不足及将来的研究方向

本研究的结果是基于 MDR1 siRNAs瞬时转染

所得到的,但瞬时转染方法的不足之处在于基因表

达的暂时抑制 , 不能长期抑制 , 因此 , RNA干扰效

应通常仅持续几天 [12]。而且,本研究 MDR1 siRNAs
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[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

对 COLO 320DM结肠癌细胞 MDR1 mRNA 和 P-

gp 表达的抑制作用是在体外实验观察得到的。因

此,将来需要构建 MDR1 siRNA表达载体来观察长

期稳定的 RNA干扰效应, 而且有必要在体内观察

此效应。此外,临床应用中还需考虑另外一个问题:

因为 MDR1基因产物 P- gp不仅存在于恶性肿瘤细

胞,同时也存在于一些正常组织如外周血和骨髓中

的造血干细胞。因此,在临床上, MDR1 siRNA表达

载体应仅作用于 MDR1/P- gp 表达的多药耐药肿瘤

细胞,而对表达 MDR1/P- gp的正常细胞无作用。最

近报道一种复制子缺陷的 E1A-突变型腺病毒载体

仅选择性地在经典的多药耐药肿瘤细胞中复制 [13] ,

这一病毒载体可能为多药耐药肿瘤细胞特异性的

基因治疗提供了一种新的方法。
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