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摘要：目的　探究Ｏ６－甲基鸟嘌呤－ＤＮＡ甲基转移酶 （ＭＧＭＴ）干扰联合替莫
唑胺（ＴＭＺ）提高替莫唑胺对人耐药黑色素瘤细胞Ａ３７５／ＴＭＺ的治疗作用。方法
　将Ａ３７５／ＴＭＺ细胞随机分为对照组（正常培养）、ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组（２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ）、实验组（１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ）和联合组（转染 ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ后加
１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ）。培养２４ｈ后，用细胞计数试剂盒－８法分析细胞的增殖
情况，用蛋白印迹法检测细胞中多聚 ＡＤＰ核糖聚合酶（ＰＡＲＰ）、裂解的 ＰＡＲＰ
（ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ）、ＤＮＡ依赖性蛋白激酶催化亚基（ＤＮＡ－ＰＫｃｓ）和核因子 κＢ
（ＮＦ－κＢ）蛋白的表达水平，用免疫荧光法检测细胞中ＮＦ－κＢ蛋白的表达和分
布。结果　对照组、ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、实验组和联合组的细胞抑制率分别为０、
（３４５±１５３）％、（５１２４±２７３）％和（７０６９±４４８）％，ＰＡＲＰ蛋白相对表达水
平分别为０４５±００８、０４７±００６、０３３±００４和０１４±００３，ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ
蛋白相对表达水平分别为００１±００２、００１±００１、０１８±００３和０３６±００４，
ＤＮＡ－ＰＫｃｓ蛋白相对表达水平分别为００９±００３、００７±００２、０３２±００２和
０３９±００４，ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平分别是 ０３５±００４、０３６±００５、
０２０±００２和０１５±００２。联合组的上述指标与实验组或对照组比较，在统计
学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）。免疫荧光分析显示，对照组、
ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、实 验 组 和 联 合 组 的 ＮＦ－κＢ平 均 荧 光 强 度 分 别 为
（５２６±１０５）％、（７５８±１１８）％、（１０５６±１９９）％和（１５４７±２６１）％，联合
组与对照组和 ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组的细胞相比，ＮＦ－κＢ在肿瘤细胞核内明显增多，
在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１）。结论　ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ
可以进一步促进ＴＭＺ对耐药黑色素瘤Ａ３７５／ＴＭＺ细胞的增殖抑制和凋亡。
关键词：替莫唑胺；Ｏ６－甲基鸟嘌呤 －ＤＮＡ甲基转移酶；化疗耐药；恶性黑色素
瘤；细胞凋亡
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ＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ （ＭＧＭＴ） ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ （ＴＭＺ） ｃｏｕｌｄ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｅｃｔｏｆ
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ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ），ＭＧＭＴｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ（２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ），ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ（１６００μｍｏｌ· Ｌ－１ ＴＭＺ）ａｎｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ（ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＭＧＭＴｓｉＲＮＡｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｄｄｉｔｉｏｎｏｆ
１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ）Ａｆｔｅｒ２４ｈｏｆｃｕｌｔｕｒｅ，ｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｃｅｌｌｓ
ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８ｍｅｔｈｏｄＷｅｓｔｅｒｎ
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（ＮＦ－κＢ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＮＦ－κＢｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＲｅｓｕｌｔｓ　Ｃｅｌｌｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌ，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅ
０，（３４５±１５３）％，（５１２４±２７３）％ ａｎｄ（７０６９±４４８）％；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＡＲＰｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０４５±００８，０４７±００６，０３３±００４，０１４±００３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｈｅｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ００１±００２、００１±００１、０１８±００３ａｎｄ０３６±００４；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮＡ－ＰＫｃｓｐｒｏｔｅｉｎ
ｗｅｒｅ００９±００３，００７±００２，０３２±００２ａｎｄ０３９±００４；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＮＦ－κＢｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ
０３５±００４，０３６±００５，０２０±００２ａｎｄ０１５±００２Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｗｅｒｅａｌｌｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＮＦ－κＢｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｇｒｏｕｐｗｅｒｅ（５２６±１０５）％，（７５８±１１８）％，（１０５６±１９９）％ ａｎｄ（１５４７±２６１）％；ａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄＭＧＭＴｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐｓｈｏｗｅｄＮＦ－κＢｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅ
ｎｕｃｌｅｕｓｏｆｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００１）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ
ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＴＭＺｆｕｒｔｈｅｒｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｍｅｌａｎｏｍａＡ３７５／ＴＭＺｃｅｌｌｓ
ｂｙＴＭＺ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ；Ｏ６－ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅ－ＤＮＡｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ；ｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔ；ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ；
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　恶性黑色素瘤（ｍａｌｉｇｎａｎｔｍｅｌａｎｏｍａ，ＭＭ）是一种
起源于黑色素细胞的高度恶性肿瘤，近年来，其发病

率和死亡率均呈快速上升趋势［１］。目前，化疗仍是

ＭＭ患者的主要治疗选择。然而，ＭＭ的治疗尚未取
得重大进展，主要原因是耐药性和化疗的药物不良反

应［２］。替莫唑胺（ｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ，ＴＭＺ）是一种新型的
烷基化药，由于其能够穿透血脑屏障，生物利用度高，

被许多国家推荐用于 ＭＭ的一线治疗［３］。ＴＭＺ可使
ＤＮＡ链甲基化，从而导致肿瘤细胞死亡。Ｏ６－甲基
鸟嘌呤－ＤＮＡ甲基转移酶（Ｏ６－ｍｅｔｈｙｌｇｕａｎｉｎｅ－ＤＮＡ
ｍｅｔｈｙｌｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，ＭＧＭＴ）是一种重要的 ＤＮＡ修复蛋
白，其通过将 Ｏ６－鸟嘌呤的甲基转移到半胱氨酸残
基上（Ｃｙｓｌ４５）来修复受损的鸟嘌呤核苷酸，从而消除
ＴＭＺ产生的致命ＤＮＡ损伤［４］。本研究旨在通过ＲＮＡ
干扰技术使ＭＧＭＴ失活，并通过一系列相关检测，来
评估 ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ对人耐药黑色素瘤
Ａ３７５／ＴＭＺ细胞的影响。

材料与方法

１　材料
细胞株　人黑色素瘤 Ａ３７５细胞系，购自中国科

学院上海细胞库；人黑色素瘤替莫唑胺耐药细胞系

（Ａ３７５／ＴＭＺ），购自江苏凯基生物科技有限公司。
药品与试剂　ＴＭＺ，规格：每瓶５ｇ，纯度：＞９８％，

批号：Ｔ２７４４，梯希爱 ＴＣＩ（上海）化成工业发展有限公
司生产。细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，
ＣＣＫ－８），徐州博立达生物科技有限公司生产；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎＴＭ２０００转染试剂，美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司生产；
ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ质粒及ＦＡＭｓｉＲＮＡ（绿色荧光标签空白
对照），均由上海吉玛生物科技有限公司生产；二喹啉

甲酸（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎａｔｅ，ＢＣＡ）蛋白定量试剂盒、第一链
ｃＤＮＡ合成试剂盒、聚合酶链反应（ｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓ
ｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ，ＰＣＲ）试剂盒、４′，６－二脒基 －２－
苯基吲哚（４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ，ＤＡＰＩ）
染色液，均由上海碧云天生物技术公司生产；抗核因

子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ，ＮＦ－κＢ）抗体，南京
凯基生物科技有限公司生产；抗 ＤＮＡ依赖性蛋白激
酶催化亚基（ＤＮＡ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃ
ｓｕｂｕｎｉｔ，ＤＮＡ－ＰＫｃｓ）抗体、抗多聚 ＡＤＰ核糖聚合酶
（ｐｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ，ＰＡＲＰ）抗体和抗裂解
的ＰＡＲＰ（ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ）抗体，均由南京百得科技有
限公司生产；辣根过氧化物酶（ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，
ＨＲＰ）标记的二抗，由北京安诺伦生物科技有限公司
生产；ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ增强型化学发光试剂（ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｃｅ，ＥＣＬ）化学发光试剂盒，美国Ｐｉｅｒｃｅ
生物技术公司生产。

仪器　ＶＡＲＩＯＳＫＡＮＬＵＸ酶标仪，美国赛默飞世
尔科技公司产品；ＩＸ７３倒置荧光显微镜，日本 Ｏｌｙｍ
ｐｕｓ公司产品；ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０实时荧光定量 ＰＣＲ系



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ５７　　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２３）

统，瑞士Ｒｏｃｈｅ公司产品。
２　实验方法
２１　细胞培养

Ａ３７５和Ａ３７５／ＴＭＺ细胞常规培养于含１０％ＦＢＳ
的ＤＭＥＭ培养液中，在３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度培养
箱中培养。

２２　细胞分组与处置方法
将Ａ３７５／ＴＭＺ细胞随机分为４组。对照组细胞

不做任何处理，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组用 ２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ处理 ２４ｈ，实验组用 １６００μｍｏｌ·Ｌ－１

ＴＭＺ处理 ２４ｈ，联合组用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００将
ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ转染至细胞后与 １６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ
共培养２４ｈ。
２３　荧光显微镜检测转染效率［６］

细胞以６×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１接种到６孔板上。用荧
光标记的阴性对照 ＦＡＭｓｉＲＮＡ转染 Ａ３７５／ＴＭＺ细
胞，２４ｈ后，磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗涤１次，甲醇固定３ｍｉｎ，ＰＢＳ再次洗涤，干燥。
用荧光显微镜分析细胞的转染效率，并分别在明场与

暗场中捕获图像。

２４　ＣＣＫ－８法检测细胞增殖情况［７］

取各组细胞制备 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞悬液，将约含有
１×１０４个细胞的悬液 １００μＬ加入 ９６孔板内，置于
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中静置培养１２ｈ以上后，加入
用ＤＭＥＭ配制的１０％ＣＣＫ－８混合液，避光孵育４ｈ，
酶标仪测定 ４５０ｎｍ下的光密度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，
ＯＤ）。细胞增殖率 ＝（实验组 ＯＤ值 －空白组 ＯＤ
值）／（对照组ＯＤ值－空白组ＯＤ值）
２５　实时荧光定量逆转录ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰＣＲ，ＲＴ－ｑＰＣＲ）检测 Ａ３７５和Ａ３７５／
ＴＭＺ细胞中ＭＧＭＴ的表达［８］

用 Ｔｒｉｚｏｌ法从 Ａ３７５和 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞中提取总
ＲＮＡ，通过ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒对总ＲＮＡ进行逆
转录得到ｍＲＮＡ，然后按照反应数配制ｑＰＣＲ混合液，
进行 ＲＴ－ｑＲＣＲ反应。结果用２－△△Ｃｔ法计算 ＭＧＭＴ
ｍＲＮＡ相对表达水平。
２６　免疫荧光法检测 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞中 ＮＦ－κＢ
蛋白的表达和分布［６］

当细胞汇合度达９０％左右时，取出培养基，然后
用 ＰＢＳ洗涤细胞 ３次。４％多聚甲醛固定细胞
２０ｍｉｎ，０１％ ＴｒｉｔｏｎＸ－１００渗透 １０ｍｉｎ，２％ ＢＳＡ
封闭４５ｍｉｎ，每孔加入稀释后的一抗１００μＬ，４℃孵
育过夜。用稀释后的二抗１００μＬ在３７℃下孵育细
胞１ｈ。最后清洗细胞，室温下每孔加 ＤＡＰＩ５０μＬ孵

育５ｍｉｎ，在免疫荧光显微镜下观察细胞。
２７　蛋白质印迹法检测凋亡相关蛋白的表达［７］

将细胞在冰上裂解，在 ４℃下以 １５×１０４

ｒ·ｍｉｎ－１离心２０ｍｉｎ，收集上清液，用 ＢＣＡ蛋白测定
法测定蛋白质浓度。样品在１００℃下变性５ｍｉｎ。等
量的蛋白质在１２％ ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶上样，然后转移
到硝酸纤维素（ｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｅｍｂｒａｎｅ，ＮＣ）膜上。接
着，用５％脱脂牛奶在室温下封闭２ｈ，然后用抗ＮＦ－κＢ、
抗ＤＮＡ－ＰＫｃｓ、抗 ＰＡＲＰ和抗 ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ的一
抗。在４℃下孵育过夜。随后，洗涤ＮＣ膜，并与ＨＲＰ
标记的二抗室温孵育２ｈ。最后，用 ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＥＣＬ
化学发光液检测免疫反应信号。

２８　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移和侵袭试验检测 Ａ３７５／ＴＭＺ细
胞的迁移和侵袭能力［９］

细胞植入上腔室，在下腔室中填充含有１０％ ＦＢＳ
的培养基。在３７℃、５％ ＣＯ２的条件下于培养箱中培
养１２ｈ后，用棉签去除上腔的细胞。滤网固定在甲醇
中，用结晶紫染色。用显微镜观察每个镜头的５个视
野中对迁移到下表面的细胞进行计数。对于侵袭性

检测，除了上室加入基质胶 Ｍａｔｒｉｇｅｌ涂层外其他操作
同迁移实验。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ１９０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，２组间比较用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多组间比较
用单因素方差分析。

结　　果

１　荧光显微镜检测转染效率
在荧光显微镜下，绿色荧光素标记的 ＦＡＭｓｉＲＮＡ

转染Ａ３７５／ＴＭＺ细胞２４ｈ后可见镜下７０％以上细胞
分布有荧光，表明转染方法可行且效率较高。

２　ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ对 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞生
长的影响

对照组细胞正常培养，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组细胞用２００
ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ处理，实验组细胞用 １６００
μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ处理，联合组细胞转染 ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ
后用１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ处理。

不同浓度 ＴＭＺ（２００、４００、８００、１６００、３２００和
６４００μｍｏｌ·Ｌ－１）处理 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞，不同时间
（２４、４８和７２ｈ）的细胞生长均有不同程度的抑制。
随着 ＴＭＺ浓度的增加，细胞抑制率增加，在统计学
上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００１），见表１。对
照组、实验组、ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、联合组的细胞抑制率
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　　表１　细胞计数盒８试剂检测不同时间点与不同浓度替莫唑
胺（ＴＭＺ）对Ａ３７５／ＴＭＺ细胞生长的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｓｏｆｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ（ＴＭＺ）ｏｎｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＡ３７５／ＴＭＺｃｅｌｌｓｂｙ
ｃｅｌｌｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８ａｓｓａｙ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（μｍｏｌ·Ｌ－１）
ｎ ２４ｈ（％） ４８ｈ（％） ７２ｈ（％）

０ ８ ０ ０ ０

２００ ８ １４５８±２５２ ２７１４±２８７ ３０３５±２７１

４００ ８ ２５０７±２０５ ３６７９±４２１ ４３１４±３１２

８００ ８ ４４４５±３３９ ５６２２±２６８ ６８２４±４０１

１６００ ８ ５１９４±４２３ ６４８３±２０２ ７１６６±１８７

３２００ ８ ６２７９±２５３７０４８５±１９６ ７５２７±５２３

６４００ ８ ７２５０±２０５ ８４１４±３０６ ８９４９±３９８

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０μｍｏｌ·Ｌ－１ｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１

分别为 ０、（５１２４±２７３）％、（３４５±１５３）％和
（７０６９±４４８）％，联合组细胞生长抑制率均显著高
于对照组和实验组，在统计学上差异均有统计学意义

（均Ｐ＜００５）。
３　Ａ３７５／ＴＭＺ细胞中ＭＧＭＴ的表达分析

Ａ３７５／ＴＭＺ和Ａ３７５细胞中 ＭＧＭＴｍＲＮＡ相对表
达水平分别为３３２±０２５和１０４±０２１，细胞间比
较，在统计学上差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
Ａ３７５／ＴＭＺ和Ａ３７５细胞的ＭＧＭＴ蛋白相对表达水平
分别为１２５±０３１和０８２±０２７，在统计学上差异有
统计学意义（Ｐ＜００１）。
４　 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞中 ＰＡＲＰ、ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ、
ＤＮＡ－ＰＫｃｓ和ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平的比较

联合组的 ＮＦ－κＢ蛋白相对表达水平显著低于
　　

表２　各组细胞中聚ＡＤＰ核糖聚合酶（ＰＡＲＰ）、裂解的ＰＡＲＰ（ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ）、ＤＮＡ依赖性蛋白激酶催化亚基（ＤＮＡ－ＰＫｃｓ）和核
因子κＢ（ＮＦ－κＢ）蛋白表达水平的比较（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐｏｌｙＡＤＰ－ｒｉｂｏｓｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（ＰＡＲＰ），ｃｌｅａｖｅｄＰＡＲＰ（ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ），ＤＮＡ－ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｃａｔａｌｙｔｉｃｓｕｂ
ｕｎｉｔ（ＤＮＡ－ＰＫｃｓ）ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａ－Ｂ（ＮＦ－κＢ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ３７５／ＴＭＺｃｅｌｌｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ ＰＡＲＰ ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ ＤＮＡ－ＰＫｃｓ ＮＦ－κＢ

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８ ０４５±００８ ００１±００２ ００９±００３ ０３５±００４

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ ８ ０４７±００６ ００１±００１ ００７±００２ ０３６±００５

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ８ ０３３±００４ ０１８±００３ ０３２±００２ ０２０±００２

Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ８ ０１４±００３＃＃ ０３６±００４＃＃ ０３９±００４＃＃ ０１５±００２＃＃

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｎｏｒｍａｌｃｕｌｔｕｒｅ；ＭＧＭＴｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ：２００ｎｍｏｌ·Ｌ－１ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ；Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ：１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ；Ｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐ：

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ＋１６００μｍｏｌ·Ｌ－１ＴＭＺ；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００１；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｇｒｏｕｐ，＃＃Ｐ＜００１

对照组，联合组的ＤＮＡ－ＰＫｃｓ蛋白和 ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ
蛋白相对表达水平均显著高于对照组或实验组，在统

计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００１），见表２。
５　免疫荧光法检测 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞中 ＮＦ－κＢ蛋
白的表达和分布

对照组、ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、实验组和联合组的
　　

图 １　核因子－κＢ（ＮＦ－κＢ）蛋白在细胞细胞核内的表达和分
布（×２００）
Ｆｉｇｕｒｅ１　 ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ
（ＮＦ－κＢ）ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｔｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ（×２００）
Ｒｅｄｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：ＮＦ－κＢ；Ｂｌｕｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ：４′，６－ｄｉａｍｉｄｉｎｏ－２－ｐｈｅ

ｎｙｌｉｎｄｏｌｅ（ＤＡＰＩ）．

ＮＦ－κＢ平均荧光强度分别为（５２６±１０５）％、
（７５８±１１８）％、 （１０５６ ± １９９）％ 和

（１５４７±２６１）％。联合组的 Ａ３７５／ＴＭＺ肿瘤
细胞的细胞核中 ＮＦ－κＢ的表达最多，对照组的
细胞的细胞核中 ＮＦ－κＢ的表达最少（图 １），联
合组与实验组相比，细胞核中的ＮＦ－κＢ表达显
著增 多，在 统 计 学 上 差 异 有 统 计 学 意 义

（Ｐ＜００１）。
６　细胞迁移和侵袭试验

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、实验组和联合组的划痕迁移
率分别为（８０７１±２９４）％、（５２１１±３５２）％和
（３１４５±２１０）％，联合组与实验组相比，细胞迁
移能力显著下降，在统计学上差异有统计学意义

（Ｐ＜００５）。ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组、实验组和联合组的
细 胞 侵 袭 率 分 别 为 （８１５３±４６２）％、
（５０２９±２１８）％和（３０８６±１９３）％，联合组与
实验组相比，细胞侵袭能力显著下降，在统计学上

差异有统计学意义（Ｐ＜００５）。



ＣｈｉｎＪＣｌｉｎＰｈａｒｍａｃｏｌ 　 ５９　　　

Ｖｏｌ４１Ｎｏ１Ｊａｎｕａｒｙ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４２３）

讨　　论

ＭＧＭＴ是一种重要的 ＤＮＡ修复酶，在多种肿瘤
细胞中过表达，包括结肠癌、胶质瘤、黑色素瘤等，从

而限制了烷基化剂在治疗这些肿瘤中的作用。因此，

抑制ＭＧＭＴ在黑色素瘤细胞中的表达，将有助于克服
肿瘤细胞对 ＴＭＺ的耐药性，增强化疗药物对肿瘤细
胞的杀伤作用。

本研究将ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ质粒载体转染耐药黑色素
瘤细胞后，有效降低ＭＧＭＴ蛋白的表达水平。蛋白质
印迹结果显示，联合组与对照组相比，ＰＡＲＰ和
ＮＦ－κＢ蛋白表达显著下调，而 ＤＮＡ－ＰＫｃｓ和 ＰＡＲＰ
的小分子裂解形式表达显著上调。免疫荧光结果显

示，联合组的肿瘤细胞核中 ＮＦ－κＢ的表达高于对照
组或ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ组。同时，ＣＣＫ－８细胞增殖实验
表明，联合组对细胞增殖的抑制率显著高于对照组。

ＥＲＩＣＥ等［１０］研究发现，ＭＧＭＴ介导的肿瘤细胞对
ＴＭＺ诱导的ＤＮＡ损伤的抗性依赖于ＰＡＲＰ。ＰＡＲＰ是
一种ＤＮＡ修复酶，当细胞受到损伤或遭受致命刺激
时，ＰＡＲＰ可被 Ｃａｓｐａｓｅ－３等酶水解为小分子
ｃｌｅａｖｅｄ－ＰＡＲＰ，从而阻碍修复过程并破坏染色质结
构，最终引发细胞凋亡。ＬＡＶＯＮ等［１１］研究发现，

ＮＦ－κＢ可诱导 ＭＧＭＴ蛋白的表达，参与 ＤＮＡ的修
复，从而导致细胞系对烷基化剂产生耐药性。

ＮＦ－κＢ是一种重要的核调控因子，可通过多种途径
抑制细胞凋亡。静息状态下，ＮＦ－κＢ与抑制蛋白
ＩκＢ结合呈无活性状态分散在细胞质中，当细胞受到
外界刺激后，活化的ＮＦ－κＢ通过核孔复合物进入细
胞核。通过提取 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞质蛋白进行蛋白质
印迹，发现ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ处理组的 ＮＦ－κＢ
表达较单独 ＴＭＺ处理的实验组进一步降低，减弱了
其抑 制 凋 亡 的 作 用。而 免 疫 荧 光 结 果 显 示，

ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ的处理介导了的 ＮＦ－κＢ活
化，增加了 ＮＦ－κＢ在细胞核的积累。上述结果表
明，ＮＦ－κＢ在 Ａ３７５／ＴＭＺ细胞凋亡中可能具有双向
的调节作用，具体机制还需进一步探索。以上结果表

明，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合ＴＭＺ可以进一步增强ＴＭＺ对黑
色素瘤细胞的生长抑制和凋亡，同时使其对 ＴＭＺ的
敏感性增强。然而，也有研究表明，抑制 ＭＧＭＴ表达
可能导致正常细胞的修复能力丧失，增加骨髓抑制，

却不能延长患者的生存时间［１２－１３］。本研究也通过抑

制ＭＧＭＴ的表达来提高 ＴＭＺ对黑色素瘤的疗效，但

不同的是，本研究通过ｓｉＲＮＡ质粒瞬时表达载体抑制
黑色素瘤细胞中ＭＧＭＴ基因的表达，在干扰质粒作用
消失后，ＭＧＭＴ基因的表达可以恢复。因此，这种表
现可以减轻长期抑制 ＭＧＭＴ基因表达所引起的骨髓
抑制。然而，减少或缓解对骨髓抑制作用的程度仍有

待于动物实验的验证。

本研究提示，ＭＧＭＴｓｉＲＮＡ联合 ＴＭＺ的治疗策略
具有良好的耐药黑色素瘤治疗潜力。
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