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CXCR4阳性 Lewis肺癌细胞耐药实验研究 
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f摘 要] 目的 研究 CXCR4阳性 Lewis肺癌细胞(Lewis lung carcinoma，LLC)原发性耐药机制。方法 激光共聚焦检测小 

鼠移植瘤组织内 CXCR4阳性 LLC；以 CXCR4作为磁珠分选细胞的表面标志，应用 CCK-8法检测 CXCR4阳性和阴性 LLC对顺铂的 

敏感性，RT—PCR检测两者 ABCG2、IGF1R mRNA表达情况。结果 小 鼠移植瘤组织内散在分布胞膜呈红色荧光的 CXCR4阳性 

LLC；CXCR4阳性与阴性 LLC比较，具有更强的增顺铂抗拒性 (P<0．05)；CXCR4阳性 LLC的 ABCG2 mRNA表达(0．5240± 

0．0078)明显高于 CXCR4阴性 LLC(0．3870±0．0066)，相差显著(P<0．O1)；CXCR4阳性 LLC的 IGF1R mRNA表达(0．4209±0． 

0074)明显高于CXCR4阴性LLC(0．1848±0．0066)相差显著，(P<0．01)。结论 Lewis肺癌细胞中的CXCR4阳性亚群具有更强 

上调 ABCG2、IGF1R表达的能力 ，具有顺铂抗拒性。 
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Chemoresistance of CXCR4 positive cells in Lewis lung carcinoma cell line 
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ical University，Chongqing 400037，China) 

Abstract：Objective To explore the chemoresistance mechanism of the CXCR4 positive cells in Lewis lung c~cinoma cell line 

(LLC)．Methods CXCR4一positive LLC were observed by laser scanning con~eal microscope(LSCM)．Isolated by magnetic cell sorting， 

CXCR4一positive and CXCR4一negative LLC were planted in 96一well plates，and cisplatin was added in a concentration gradient．CCK一8 cell 

viability assay was used to determine theirs chemotherapy sensitivity to cisplatin．RT．PCR was perform ed to analyze ABCG2 and lGF1 R mR． 

NA express in CXCR4·positive and CXCR4一negative populations．Results Red immunofluoreseent staining cells scattered in LLC growing 

tumor tissue．The chemotherapy sensitivity to cisplatin of CXCR4一positive LLC were lower than of CXCR4一negative LLC(P<0．05)．The ex- 

pression of ABCG2 mRNA in CXCR4一positive LLC(0．5240±0．0078)was higher than that in CXCR4一negative LLC(0．3870±0．0066)． 

The expression of IGF1 R mRNA in CXCR4一positive LLC(0．4209 ±0．0074)was higher than that in CXCR4一negative LLC(0．1 848± 

0．0066)．Conclusion CXCR4一positive LLC exhibite higher resistance to chem0therapeutic dmgs than CXCR4一negative LLC．The drug—re- 

sistance machanism may be relate to the over expression of ABCG2 and IGF1 R． 
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病灶完全切除的非小细胞肺癌 (non．small cell 

lung cancer，NSCLC)患者接受顺铂为主辅助化疗后将 

有一定程度的获益，但由于肺癌细胞对化疗的抗拒性 

制约了其疗效  ̈。现已有研究表明E3-4 3，肿瘤干细胞 

(cancer stem cells，CSCs)与癌细胞化疗抗拒性的关系 

十分密切，CXCR4是高侵袭性肿瘤干细胞亚群的重要 
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标志之一，同时其表达程度与 NSCLC患者预后高度相 

关。本研究从小鼠Lewis肺癌细胞株(Lewis lung car- 

cinoma，LLC)中，分离出具有肿瘤干细胞部分特性的 

CXCR4阳性 LLC细胞，初步探讨其原发性耐药机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 

DMEM培养基、优等胎牛血清购自美国 Hyclone公司；小鼠 

Easy Sep磁珠分选系统购 自Stem Cell公司；PE标记大鼠抗小 

鼠 CXCR4单克 隆抗体 ，PE标记 的 IgG同型对照购 自 eBio— 

science公司。 

1．2 细胞株和动物 

小鼠 Lewis肺癌细胞株 由四川大学细胞 中心提供；健康 

C57BL／6小鼠，4～6周，雌性，由第三军医大学动物所提供；激 
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来自于将水分子从靶分子的沟槽中取代出来，这些 

沟槽主要存在于受体与配体的结合位点或活性部 

位 。③亲和筛选中回收的噬菌体均是与筛选配基 

结合牢固且能耐受漂洗过程的噬菌体。因此，通过筛 

选所获得的结合肽具有一定的特异性和亲和力。 

筛选出的结合肽种类较少，可能的原因是：①由于 

P-糖蛋白胞外段分子较小，其蛋白序列中的免疫活性 

表位可能较少；②随筛选轮次的增加，使筛选到序列完 

全一致的肽的几率增加；③所用肽库经过几次扩增，可 

能使其中的某些序列丢失。 

亲和筛选中，即使经过多轮筛选，也不能排除非特 

异性噬菌体克隆的存在，因而进一步挑取单个克隆，确 

定它与筛选配基的特异性吸附是实验必不可少的步 

骤。通常采用的确定 阳性克隆的方法有：micropan 

ning、ELISA、噬斑分析及膜印实验等  ̈；其中，ELISA 

能半定量测定筛选配基与噬菌体克隆问的结合常数， 

是最为常用的方法。实验中，我们应用该方法筛选阳 

性克隆，采用不含 P一糖蛋白的 GST蛋白作为对照，以 

GST—Pgp A 铀／GST A45o>2．5作为阳性结果判定标准， 

避免了由于噬菌体用量过大所可能造成的假阳性，所 

获得的实验结果较为可靠。本研究 Bio—NP．12肽免疫 

细胞化学分析结果表明，筛选获得的结合肽具有一定 

的亲和力，可与特定的肿瘤细胞结合，表现出一定的肿 

瘤特异性。 

P 糖蛋白特异性结合肽的筛选，为人膀胱癌多药 

耐药的靶向逆转研究提供了导向载体。可以利用该合 

成短肽，联接化疗敏感药物或毒素，进行膀胱灌注给 

药，这样在获得治疗效果的同时，可避免对正常膀胱粘 

膜细胞的损伤。另外，通过构建重组 P-糖蛋白结合肽 

免疫毒素，能更有效的应用于多药耐药的靶向逆转。 
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