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摘要　 目的　 探讨脂肪量和肥胖相关蛋白（ＦＴＯ）及其抑制

剂对弥漫大 Ｂ 细胞淋巴瘤（ＤＬＢＣＬ）利妥昔单抗耐药的影

响。 方法　 选取 ２ 种“双重打击”淋巴瘤衍生的细胞系，活
化 Ｂ 细胞样（ＡＢＣ 型）ＯＣＩ⁃ＬＹ８（ＬＹ８）和生发中心 Ｂ 细胞样

（ＧＣＢ 型）ＯＣＩ⁃ＬＹ１８（ＬＹ１８），采用梯度加药法构建利妥昔单

抗耐药细胞系（ＬＹ８Ｒ、ＬＹ１８Ｒ）；运用 ＣＣＫ⁃８ 法检测不同浓度

利妥昔单抗分别干扰亲本及耐药细胞后的细胞存活率并计

算半数抑制浓度（ＩＣ５０）值；ＡｎｎｅｘｉｎⅤ ／ ＰＩ 双染法检测亲本及

耐药细胞的凋亡率；ＲＴ⁃ｑＲＣＲ、免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

在耐药细胞株中去甲基化酶 ＦＴＯ 的表达情况；在耐药细胞

株中加入甲氯芬酸钠（ＭＡ）抑制 ＦＴＯ 表达，用 ＲＴ⁃ｑＲＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证抑制情况，并通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析抑制耐

药株中 ＦＴＯ 后，ｃ⁃Ｍｙｃ 和 ＣＥＢＰＡ 的表达情况。 结果 　 与亲

本细胞比较，在利妥昔单抗耐药的细胞株中，去甲基化酶

ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ 表达均增加，ＣＥＢＰＡ 表达降低，差异均有统计学

意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。 耐药细胞株经 ＭＡ 处理后，ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ 表

达降低，ＣＥＢＰＡ 表达增高，差异均有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 ＦＴＯ 在耐药株中表达明显增高，ＭＡ 可抑制 ＤＬＢＣＬ 耐

药细胞中 ＦＴＯ 表达，可能对利妥昔单抗耐药的 ＤＬＢＣＬ 患者

有治疗的潜能。
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　 　 弥漫大 Ｂ 细胞淋巴瘤（ｄｉｆｆｕｓｅ ｌａｒｇｅ Ｂ ｃｅｌｌ ｌｙｍ⁃
ｐｈｏｍａ，ＤＬＢＣＬ）是起源于生发中心的，是非霍奇金

淋巴瘤（ｎｏｎ⁃ｈｏｄｇｋｉｎ ｌｙｍｐｈｏｍａ，ＮＨＬ）中最常见的一

种类型［１］。 利妥昔单抗联合环磷酰胺、多柔比星、
长春新碱和泼尼松 （ ｒｉｔｕｘｉｍａｂ， ｃｙｃｌｏｐｈｏｓｐｈａｍｉｄｅ，
ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ｖｉｎｃｒｉｓｔｉｎｅ， ａｎｄ ｐｒｅｄｎｉｓｏｎｅ，Ｒ⁃ＣＨＯＰ） 方

案大约能治愈 ６０％ 的 ＤＬＢＣＬ 患者，其余患者则会

出现难治或复发［２］。 因此，研究利妥昔单抗获得性

耐药的机制具有重大意义。 ｍ６Ａ 是腺苷 Ｎ６ 位发生

甲基化，是一种转录后修饰，在癌症发生、发展及耐

药中发挥重要的作用［３］。 研究［４］表明，ＭＹＣ 基因易

位相关的 ＤＬＢＣＬ 与 Ｒ⁃ＣＨＯＰ 治疗的低生存率相

关，这表明 ＭＹＣ 可能与 ＤＬＢＣＬ 利妥昔单抗耐药存

在相关性。 脂肪量和肥胖相关蛋白（ ｆａｔ ｍａｓｓ ａｎｄ ｏ⁃
ｂｅｓｉｔｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ， ＦＴＯ ） 是 一 种 去 甲 基 化

酶［５］，在急性髓系白血病（ ａｃｕｔｅ ｍｙｅｌｏｉｄ ｌｅｕｋｅｍｉａ，
ＡＭＬ）中 Ｒ⁃２⁃羟基戊二酸 （ Ｒ⁃２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｇｌｕｔａｒａｔｅ，Ｒ⁃
２ＨＧ） 通过靶向 ＦＴＯ ／ ｍ６Ａ ／ ＭＹＣ ／ ＣＥＢＰＡ 信号传导，
抑制了癌细胞增殖，发挥抗肿瘤作用［６］。 甲氯芬酸

钠（ｍｅｃｌｏｆｅｎａｍｉｃ ａｃｉｄ，ＭＡ）可结合 ＦＴＯ 的活性表

面，选择性抑制 ＦＴＯ 介导的 ｍ６Ａ 去甲基化，减少胶

质母细胞瘤干细胞的增殖［７］。 该研究旨在探讨

ＦＴＯ 及其抑制剂 ＭＡ 通过 ＭＹＣ、ＣＥＢＰＡ 影响 ＤＬ⁃
ＢＣＬ 利妥昔单抗的耐药机制。

１　 材料与方法

１． １　 试剂与仪器 　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、胎牛血清

（美国 Ｇｉｂｃｏ 公司）；健康人血浆（南通大学附属医

院健康体检者）；ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒、ＣＣＫ⁃８
试剂盒（日本 ＤｏｊｉｎＤｏ 公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双

染细胞凋亡试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公

司）；利妥昔单抗注射液（上海罗氏制药有限公司）；
兔抗人 ＦＴＯ 单克隆抗体（美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈ⁃
ｎｏｌｏｇｙ 公司）；兔抗人 ｃ⁃Ｍｙｃ 单克隆抗体、兔抗人

ＣＥＢＰＡ 单克隆抗体、兔抗人 ＧＡＰＤＨ 单克隆抗体

（美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司）；引物由广州

市锐博生物技术有限公司设计及合成；Ｔｒｉｚｏｌ 试剂

（南京诺唯赞生物科技股份有限公司）；酶联仪（美
国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司）；流式细胞仪（美国 ＢＤ 公司）；蛋白

免疫印迹电泳设备及化学发光成像系统（美国 Ｂｉｏ⁃
Ｒａｄ 公司）；ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ５ 荧光定量 ＰＣＲ 仪 （美国

Ｔｈｅｒｍｏｆｉｓｈｅｒ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞来源与培养　 选取 ２ 种“双重打击”淋
巴瘤衍生的细胞系，活化 Ｂ 细胞样（ＡＢＣ 型） ＯＣＩ⁃
ＬＹ８（ＬＹ８） 和生发中心 Ｂ 细胞样 （ ＧＣＢ 型） ＯＣＩ⁃

·０６７· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２３ Ｍａｙ；５８（５）



ＬＹ１８（ＬＹ１８），均购自中国科学院细胞库上海保藏

中心。 取生长状态良好的细胞系，培养于含 １０％ 胎

牛血清、１％ 青霉素 － 链霉素的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培

养基中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２、１００％饱和湿度的培养

箱中培养，观察细胞培养基颜色及显微镜下密度，及
时换液和传代。
１． ２． ２　 耐药细胞株模型的建立　 采用梯度加药法

诱导 ＤＬＢＣＬ 细胞系的耐药，分别将处于生长对数期

的细胞系 ＬＹ８、ＬＹ１８ 以 ０. ５ × １０６个 ／ ｍｌ 的密度接种

于含 １０％新鲜人血浆的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中，加入

０. ５ μｇ ／ ｍｌ 利妥昔单抗，１２ ｈ 后换正常完全培养基

培养至细胞状态恢复正常（约 ４ ～ ５ ｄ），在下个周期

将利妥昔单抗浓度提高到前 １ 个周期的 ２ 倍，按此

方式重复 ９ 个周期后，得到对 １２８ μｇ ／ ｍｌ 利妥昔单

抗耐药的细胞株（ＬＹ８Ｒ、ＬＹ１８Ｒ）。
１． ２． ３　 ＣＣＫ⁃８ 法检测细胞存活率　 将亲本及耐药

细胞株分别接种于 ９６ 孔细胞培养板中，每孔细胞 ５
×１０４ 个，分别加入浓度为 ０、２、１０、５０、１００ μｇ ／ ｍｌ 利
妥昔单抗，每个平行样本 ３ 个副孔，孵育 ４８ ｈ 后按

所提供的实验步骤在酶联仪上测 ４５０ ｎｍ 波长处的

吸光度值，计算细胞存活率。 将耐药细胞株及经

ＭＡ［根据药物说明书 ＭＡ 的半数抑制浓度 （ ｈａｌｆ
ｍａｘｉｍａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０ ）为 ５. ６ × １０ － ６

ｍｏｌ ／ Ｌ］处理后的耐药细胞株分别接种于 ９６ 孔细胞

培养板中，每孔细胞 ５ × １０４ 个，每个平行样本 ３ 个

副孔，孵育 ４８ ｈ 后，按实验步骤在酶联仪上测 ４５０
ｎｍ 波长处的吸光度值，计算细胞存活率。
１． ２． ４　 流式细胞术检测调亡　 将亲本及耐药细胞

株均分为 ２ 组： ０ μｇ ／ ｍｌ 和 ５０ μｇ ／ ｍｌ 利妥昔单抗

组，每组 ３ 个复孔，于细胞培养箱内，４８ ｈ 后收集细

胞，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ， ＰＢＳ 洗 ３ 次， Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 重悬细胞，分别加入 ＦＩＴＣ⁃ＡｎｎｅｘｉｎＶ 和 ＰＩ 各 ５
μｌ，避光孵育 ２０ ｍｉｎ。 ＢＤ 流式细胞仪检测细胞凋亡

率， ＦｌｏｗＪｏ 软件进行统计分析。
１． ２． ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 测定 ＦＴＯ 表达　 收集 ２ × １０６ ～ ３
× １０６ 个细胞，提取总 ＲＮＡ，参照逆转录试剂盒说明

书合成 ｃＤＮＡ，采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测各组 ＦＴＯ 的表达

情况，引物序列由广州锐博生物技术有限公司设计

及合成，引物序列见表 １ 。
１． ２． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 　 收集亲本及耐药细胞，
提取总蛋白，并进行 ＢＣＡ 蛋白定量分析。 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 电泳，随后将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上，转膜结束

后用 ５％ 脱脂牛奶封闭 ２ ｈ。 分别加入 ＦＴＯ 抗体

（１ ∶ １ ０００）、 ｃ ⁃ Ｍｙｃ抗体 （１ ∶ １ ０００）、 ＣＥＢＰＡ抗体

表 １　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 引物序列

引物名称 序列（５′⁃３′）
ＦＴＯ⁃Ｔ ＧＣＣ ＣＧＡ ＡＣＡ ＴＴＡ ＣＣＴ ＧＣＴ Ｇ
ＦＴＯ⁃Ｒ ＴＧＣ ＴＣＣ ＴＴＣ ＴＡＧ ＧＧＴ ＴＴＴ ＧＣＴ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｆ ＧＧＴ ＣＡＣ ＣＡＧ ＧＧＣ ＴＧＣ ＴＴＴ ＴＡ
ＧＡＰＤＨ⁃Ｒ ＧＧＡ ＴＣＴ ＣＧＣ ＴＣＣ ＴＧＧ ＡＡＧ ＡＴＧ

（１ ∶ １ ０００）及 ＧＡＰＤＨ 抗体（１ ∶ １ ０００） ４ ℃孵育过

夜。 ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次，每次 １０ ｍｉｎ，结束后分别加入

ＨＲＰ 标记的羊抗兔 ＩｇＧ 二抗（１ ∶ ５ ０００）室温避光孵

育 ２ ｈ，ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次， ＥＣＬ 化学发光法显影，Ｉｍ⁃
ａｇｅ Ｊ 测量条带灰度值。
１． ２． ７　 免疫荧光检测　 将亲本及耐药细胞用 ＰＢＳ
清洗 ３ 次，４％ 多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，
０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温透化 ５ ｍｉｎ，封闭 １ ｈ，ＰＢＳ 洗

３ 次，４ ℃ 过夜孵育荧光一抗 ＦＴＯ，ＰＢＳ 洗 ３ 次、室
温避光孵育荧光二抗 ２ ｈ，ＤＡＰＩ 染核 ５ ｍｉｎ、滴加抗

淬灭液后拍照。
１． ３　 统计学处理 　 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ８. ０ 软件

进行统计分析，实验数据采用 �ｘ ± ｓ 表示。 组间比较

用 ｔ 检验，以 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计意义。

２　 结果

２． １　 利妥昔单抗耐药 ＤＬＢＣＬ 细胞株鉴定 　 将亲

本及耐药细胞株分别重悬于 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养

基及含 １０％新鲜人血浆 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基中，观察

细胞存活率。 结果显示在 ０、２、１０、５０、１００ μｇ ／ ｍｌ 的
利妥昔单抗作用下，ＬＹ８ 及 ＬＹ８Ｒ 细胞的 ＩＣ５０ 分别

为 ０. ５４、４７. １５ μｇ ／ ｍｌ，耐药指数为 ８７. ３１；ＬＹ１８ 及

ＬＹ１８Ｒ 细胞的 ＩＣ５０分别为 ４７. ９０、２２７. ０ μｇ ／ ｍｌ，耐药

指数为 ４. ７４，差异均有统计学意义 （ ｔ ＝ ６８. １２、
７. ４２５，均 Ｐ ＜ ０. ００１）。 见图 １。
２． ２　 利妥昔单抗处理亲本与耐药细胞株的凋亡差

异　 与对照组（０ μｇ ／ ｍｌ 利妥昔单抗组） 比较，５０
μｇ ／ ｍｌ 利妥昔单抗组和 ＤＬＢＣＬ 耐药株 （ ＬＹ８Ｒ、
ＬＹ１８Ｒ）组细胞凋亡差异均无统计学意义，而亲本细

胞株组 （ ＬＹ８、 ＬＹ１８ ），差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ００１）。 见图 ２。
２． ３ 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测 ＦＴＯ 在亲本与耐药 ＤＬＢＣＬ
细胞株中的表达情况 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显示，
ＦＴＯ 在耐药细胞株中表达明显升高，表明 ＦＴＯ 可能

与 ＤＬＢＣＬ 利妥昔单抗耐药存在相关性。 见图 ３。
２． ４　 免疫荧光检测 ＦＴＯ 蛋白在亲本与耐药 ＤＬ⁃
ＢＣＬ 细胞株中的表达情况 　 免疫荧光结果显示，
ＦＴＯ 在耐药细胞株中表达明显升高，表明 ＦＴＯ 可能
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图 １　 ＣＣＫ⁃８ 法测定细胞存活率

与 ＤＬＢＣＬ 利妥昔单抗耐药存在相关性。 见图 ４。
２． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ、ＣＥＢＰＡ 蛋白

在亲本与耐药 ＤＬＢＣＬ 细胞株中的表达情况 　
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示 ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ 在耐药细胞

株 ＬＹ８Ｒ、ＬＹ１８Ｒ 中表达升高，ＣＥＢＰＡ 表达降低，由
此可见，ＦＴＯ 可能通过 ｃ⁃Ｍｙｃ、ＣＥＢＰＡ 影响 ＤＬＢＣＬ
对利妥昔单抗的耐药。 见图 ５。
２． ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测经抑制剂 ＭＡ 处理后 ＦＴＯ 在

耐药细胞株中的表达情况 　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测结果显

示，经抑制剂 ＭＡ 处理后，ＦＴＯ 在耐药细胞株中的表

达明显降低。 见图 ６。
２． ７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测经抑制剂 ＭＡ 处理后，
ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ、ＣＥＢＰＡ 蛋白在耐药细胞株中的表达

情况　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示，经抑制剂 ＭＡ 处

理后 ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ 在耐药细胞株中表达明显减少，而
ＣＥＢＰＡ 在耐药细胞株中明显增多。 见图 ７。
２． ８　 经抑制剂 ＭＡ 处理后耐药细胞对利妥昔单抗

耐药性的影响 　 ＣＣＫ⁃８法结果显示，经ＭＡ处理后

图 ２　 利妥昔单抗处理亲本细胞株与耐药细胞株的凋亡差异

ａ：ＬＹ８；ｂ：ＬＹ８ ＋ 利妥昔单抗；ｃ：ＬＹ８Ｒ；ｄ：ＬＹ８Ｒ ＋ 利妥昔单

抗；ｅ：ＬＹ１８；ｆ：ＬＹ１８ ＋ 利妥昔单抗；ｇ：ＬＹ１８Ｒ；ｈ：ＬＹ１８Ｒ ＋ 利妥昔

单抗；与 ＬＹ８ 组比较：∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＬＹ１８ 组比较：＃＃＃ Ｐ ＜
０. ００１
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图 ３　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测去甲基化酶 ＦＴＯ 在亲本与

耐药 ＤＬＢＣＬ 细胞株中的表达情况

与 ＬＹ８ 组比较：∗∗∗∗Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 ＬＹ１８ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

图 ４　 免疫荧光检测 ＦＴＯ 蛋白在亲本与耐药

ＤＬＢＣＬ 细胞株中的表达情况 × ４００
ａ：ＬＹ８；ｂ： ＬＹ８Ｒ； ｃ： ＬＹ１８； ｄ： ＬＹ１８Ｒ；与 ＬＹ８ 组比较：∗∗ Ｐ ＜

０. ０１；与 ＬＹ１８ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１

的 ＬＹ８Ｒ 和 ＬＹ１８Ｒ 在 ０、２、１０、５０、１００ μｇ ／ ｍｌ 的利妥

昔单抗刺激 ４８ ｈ 后，细胞活力明显低于对照组，差
异有统计学意义（ ｔ ＝ １６. ３７、１１. ９６，均 Ｐ ＜ ０. ００１），
这表明抑制剂 ＭＡ 可能影响了 ＤＬＢＣＬ 对利妥昔单

抗的耐药性。 见图 ８。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ 及 ＣＥＢＰＡ
在亲本及耐药 ＤＬＢＣＬ 细胞株的表达

与 ＬＹ８ 组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１；与 ＬＹ１８ 组比较：＃＃Ｐ ＜ ０. ０１，＃＃＃Ｐ ＜
０. ００１

图 ６　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测经抑制 ＭＡ 处理后 ＦＴＯ 在

耐药细胞株中的表达情况

与 ＬＹ８Ｒ 组比较：∗∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ０００ １；与 ＬＹ１８Ｒ 组比较：＃＃＃ Ｐ ＜
０. ００１

３　 讨论

　 　 常规化疗和靶向治疗是大部分肿瘤的一线治疗

方法，大多数早期肿瘤患者能取得完全或部分缓解，
而晚期肿瘤患者往往治疗效果不佳，肿瘤细胞可通

过多因素的耐药机制逃避化疗和靶向治疗［８］。 肿

瘤耐药的机制包括药物代谢改变、药物转运失调和

靶蛋白 ／受体改变等，这些都影响药物与其靶标的有

效结合，也是抗癌药物疗效不佳的主要原因［９］。 利

妥昔单抗作为治疗 ＤＬＢＣＬ 的一线药物，在临床治疗

上发挥重要作用，但耐药是患者最大的治疗障碍，尽
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图 ７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测经 ＭＡ 处理后，ＦＴＯ、ｃ⁃Ｍｙｃ、
ＣＥＢＰＡ 蛋白在耐药细胞株中的表达情况

与 ＬＹ８Ｒ 组比较：∗∗ Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗ Ｐ ＜ ０. ００１；与 ＬＹ１８Ｒ 组比

较：＃＃＃Ｐ ＜ ０. ００１，＃＃＃＃Ｐ ＜ ０. ０００ １

图 ８　 ＣＣＫ⁃８ 法测定细胞存活率

管现如今对利妥昔单抗耐药机制尚不清楚，但越来

越多的研究表明 ＲＮＡ ｍ６Ａ 甲基化修饰促进了肿瘤

的发生发展与耐药，如 ＦＴＯ 通过作用于 Ｇ６ＰＤ ／
ＰＡＲＰ１，促进结直肠癌进展和化疗耐药，靶向抑制

ＦＴＯ 能抑制癌细胞生长并提高化疗敏感性［１０］。
ＦＴＯ 通过信号转导因子和转录激活因子 ３ （ ｓｉｇｎａｌ
ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒｓ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒｓ ｏｆ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ３，ＳＴＡＴ３）参
与乳腺癌对阿霉素耐药过程，ＦＴＯ 启动子区域存在

ＳＴＡＴ３ 结合位点，能激活乳腺癌细胞 ＳＴＡＴ３ 信号，
而 ＳＴＡＴ３ 的过度激活与乳腺癌耐药相关，因此过表

达 ＦＴＯ 会引起乳腺癌细胞对阿霉素的耐药［１１］。
ＭＹＣ 是研究最广泛的致癌基因之一，其参与调

节细胞生长、细胞周期、分化、凋亡、ＤＮＡ 修复、蛋白

质翻译、免疫反应和干细胞形成等过程［１２ － １３］。 ＭＹＣ
基因扩增与卵巢癌、食管癌、鳞状肺癌、乳腺癌等预

后不良相关［１４］。 ＭＹＣ 染色体重排已被确定为 ＤＬ⁃
ＢＣＬ 患者预后不良因素之一［１５］，这提示 ＭＹＣ 的异

常参与了 ＤＬＢＣＬ 耐药过程。 研究［６］ 发现， Ｒ⁃２ＨＧ
可通过抑制 ＦＴＯ 来促进 ＭＹＣ ／ ＣＥＢＰＡ 的甲基化水

平并促进 ｍ６Ａ 依赖的 ｍＲＮＡ 降解，从而在 ＡＭＬ 中

发挥抑癌作用。 ＤＬＢＣＬ 利妥昔单抗耐药机制中是

否与代谢通路相关，尤其是糖酵解通路等，有待进一

步研究。
本研究采用梯度加药法构建利妥昔单抗耐药细

胞系，并用流式细胞术检测细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
证明去甲基化酶 ＦＴＯ 在耐药株中表达升高，ｃ⁃Ｍｙｃ
表达也增高，ＣＥＢＰＡ 表达降低，此外，耐药株经 ＭＡ
处理后，ＦＴＯ 表达下降且 ｃ⁃Ｍｙｃ 表达也降低，ＣＥＢＰＡ
表达升高，这提示其可能通过 ＦＴＯ ／ ｃ⁃Ｍｙｃ ／ ＣＥＢＰＡ
轴发挥利妥昔单抗抗性作用。 ＣＣＫ⁃８ 法结果显示，
耐药株经 ＭＡ 处理后，细胞活力降低，表明 ＭＡ 可能

影响 ＤＬＢＣＬ 对利妥昔单抗的敏感性。 目前对于利

妥昔单抗耐药尚无相关药物进入临床使用，关于利

妥昔单抗耐药机制仍需进一步深入研究。
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