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ＥＰ联合方案耐药小细胞肺癌细胞株的构建及机制探讨
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　　［摘要］　目的　构建依托泊苷（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ，ＶＰ１６）联合顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）化疗方案（ＥＰ联合方
案）耐药的小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）细胞株 Ｈ４４６／ＥＰ，并进行耐药特性鉴定及机制探
讨。方法　以药物浓度递增法，使用 ＶＰ１６联合 ＤＤＰ处理 ＮＣＩＨ４４６细胞构建 Ｈ４４６／ＥＰ细胞株。以
Ｈ４４６／ＥＰ与ＮＣＩＨ４４６细胞为研究对象，ＭＴＴ法检测细胞活力，计算Ｈ４４６／ＥＰ细胞耐药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｉｎｄｅｘ，ＲＩ）；细胞克隆实验、Ｉｎｃｕｃｙｔｅ细胞增殖（无标记）法检测细胞增殖能力；转录组学测序后，对２种细
胞差异表达基因进行富集分析；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞耐药、ＤＮＡ损伤修复（ｒｅｐａｉｒｏｆＤＮＡｄａｍａｇｅ，
ＤＤＲ）、自噬标志分子的蛋白表达量。结果　ＭＴＴ结果显示，Ｈ４４６／ＥＰ细胞对ＶＰ１６、ＤＤＰ与ＤＯＸ的ＲＩ
分别为６．１４、３．４３与１．９６；细胞克隆实验与 Ｉｎｃｕｃｙｔｅ细胞增殖（无标记）法结果显示，Ｈ４４６／ＥＰ细胞增
殖能力显著高于ＮＣＩＨ４４６细胞（Ｐ＜０．０１）；转录组学测序、通路富集分析显示差异表达基因在肿瘤化
疗耐药、ＤＤＲ、自噬相关通路富集；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，相比 ＮＣＩＨ４４６细胞，Ｈ４４６／ＥＰ细胞 ＭＲＰ１、
ＢＣＲＰ、ＲＡＤ５１、γＨ２ＡＸ及 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ蛋白表达量显著升高，ｐ６２蛋白表达量显著降低（Ｐ＜０．０５）。
结论　ＥＰ联合方案耐药的ＳＣＬＣ细胞株Ｈ４４６／ＥＰ构建成功，增殖能力增强；细胞外排转运蛋白表达量
增加、ＤＤＲ及自噬水平升高可能是ＳＣＬＣ对ＥＰ联合方案产生耐药的机制。
　　［关键词］　小细胞肺癌；多药耐药；顺铂；依托泊苷
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　　肺癌在全球恶性肿瘤中的致死率居首位，且在
２０２２年中国恶性肿瘤中，肺癌的发病率和死亡率均为
第一［１－２］。小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）
占肺癌的１５％，其预后差，ＳＣＬＣ局限期患者的中位总
生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）为１７个月，广泛期患者仅
为１０～１２个月［３－４］。拓扑异构酶抑制剂联合铂类化合

物的双药化疗方案是 ＳＣＬＣ患者的一线化疗方案，如
依托泊苷（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ，ＶＰ１６）联合顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ）
的化疗方案（ＥＰ联合方案）［１］；但几乎所有ＳＣＬＣ广泛
期患者在完成治疗后几个月内都会复发并产生化疗耐

药［５－６］，ＳＣＬＣ患者对其耐药的机制尚未阐明。
　　临床肿瘤化疗方案以多药联合化疗为主，ＳＣＬＣ一
线化疗方案即为多药联合化疗。而当前肿瘤化疗耐药

机制的报道多为肿瘤对单个药物耐药的机制研

究［７－８］，并不足以反映临床化疗耐药的实际情况，因此

基于 ＳＣＬＣＥＰ联合方案多药耐药机制的研究十分
必要。

　　肿瘤耐药细胞株的构建是诱导肿瘤细胞对特定药
物产生耐药性的过程，肿瘤细胞产生耐药性后，化疗药

物对其药效大幅度下降。体外构建肿瘤耐药细胞株，

模拟临床肿瘤化疗过程中的获得性耐药是研究化疗多

药耐药机制的前提，可以为攻克临床肿瘤化疗耐药奠

定基础［９］。药物浓度递增法是常用的肿瘤耐药细胞

株构建方法［１０］，该方法中使用化疗药物的剂量循序增

大，细胞培养环境逐渐改变，使得肿瘤细胞可以对化疗

药物逐步产生耐受，模拟临床化疗过程中肿瘤逐步对

化疗药物产生耐药性的过程，构建成的耐药细胞状态

较好，但该方法的缺点是诱导过程耗时长。

　　本研究根据 ＳＣＬＣ一线 ＥＰ联合方案，联合使用

ＶＰ１６与ＤＤＰ，以药物浓度递增法历时１３个月构建成
ＥＰ联合方案耐药的ＳＣＬＣ细胞株Ｈ４４６／ＥＰ，并通过转
录组学测序寻找可能与 ＳＣＬＣ耐药有关的基因，初步
探讨其耐药机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
１．１．１　细胞　　ＮＣＩＨ４４６细胞购自ＡＣＴＴ细胞库。
１．１．２　主要试剂　　顺铂（ｃｉｓｐｌａｔｉｎ，ＤＤＰ），规格：
１００ｍｇ，ＣＡＳ号：１５６６３２７１，批号：１１５５８３；依托泊苷
（ｅｔｏｐｏｓｉｄｅ，ＶＰ１６），规格：２００ｍｇ，ＣＡＳ号：３３４１９４２０，
批号：１１３７４１；多柔比星（ｄｏｘｏｒｕｂｉｃｉｎ，ＤＯＸ），规格：
５０ｍｇ，ＣＡＳ号：２５３１６４０９，批号：１５６５１６，以上药物均
购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ公司；ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０
ｂａｓｉｃ培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＦＢＳ血清购自武汉
Ｐｒｏｃｅｌｌ公司；ＭＴＴ购自碧云天生物技术有限公司；
ＰＢＳ、ＴＢＳ均购自Ｂｉｏｓｈａｒｐ公司；封闭专用脱脂奶粉购
自北京普利莱基因技术有限公司；快速凝胶制备试剂

盒购自上海雅酶生物医药公司；ＢＣＡ蛋白浓度测定试
剂盒购自碧云天生物技术有限公司；βａｃｔｉｎ（鼠抗，货
号：４７９０）、ＭＲＰ１／ＡＢＣＣ１（ＭＲＰ１，兔抗，货号：７２２０２）、
ＡＢＣＧ２（ＢＣＲＰ，兔抗，货号：４２０７８）、ＲＡＤ５１（兔抗，货
号：８８７５）、ＳＱＳＴＭ１／ｐ６２（ｐ６２，兔抗，货号：５１１４）、
ＬＣ３Ａ／Ｂ（ＬＣ３，兔抗，货号：１２７４１）单克隆抗体均购自
美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ；ＡｎｔｉｇａｍａＨ２Ａ．Ｘ抗体
（γＨ２ＡＸ，兔抗，货号：ａｂ８１２９９）购自美国 Ａｂｃａｍ公
司；辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 ＩｇＧ（货号：
ＺＢ２３０１）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗鼠 ＩｇＧ（货
号：ＺＢ２３０５）均购自中国中杉金桥公司。
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１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　ＮＣＩＨ４４６及 Ｈ４４６／ＥＰ细胞常
规培养于含 １０％ ＦＢＳ的 ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０ｂａｓｉｃ完
全培养基中，在 ３７℃、５％ ＣＯ２的恒温培养箱中进行
培养。

１．２．２　药物浓度递增法构建Ｈ４４６／ＥＰ细胞株　　采
用浓度递增的 ＶＰ１６、ＤＤＰ构建耐药细胞株（两药浓
度梯度依次均为０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、１．２μｍｏｌ／Ｌ）：
在培养瓶中稳定培养 ＮＣＩＨ４４６细胞，当传至第３代，
待细胞密度达到 ８０％，使用终浓度 ０．２μｍｏｌ／Ｌ的
ＶＰ１６联合ＤＤＰ处理细胞２４ｈ，后按１∶２比例正常传
代，使用不含药完全培养基进行培养。待细胞再次生

长至８０％，使用下一个更高梯度浓度 ＶＰ１６联合 ＤＤＰ
处理细胞２４ｈ，重复上述操作。每次正常传代后待
细胞密度至 ８０％，使用下一个更高梯度浓度 ＶＰ１６
联合 ＤＤＰ处理细胞 ２４ｈ，再进行常规培养。构建周
期为１３个月。
１．２．３　ＭＴＴ法检测细胞活力并计算耐药指数　　取
对数生长期的细胞，调整细胞密度为每毫升２×１０４个
细胞，按每孔１８０μＬ将单细胞悬液接种于９６孔培养
板中，过夜待细胞贴壁后，分别加入不同终浓度 ＶＰ１６
（０．７８、１．５６、３．１３、６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００、
１００．００μｍｏｌ／Ｌ）、ＤＤＰ（０．３９、０．７８、１．５６、３．１３、６．２５、
１２．５０、２５．００、５０．００μｍｏｌ／Ｌ）及 ＤＯＸ（０．７８、１．５６、
３．１３、６．２５、１２．５０、２５．００、５０．００μｍｏｌ／Ｌ）处理细胞，每
组设置３个复孔。４８ｈ后每孔加入ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）
２０μＬ，继续培养 ４ｈ，吸出上清，每孔加入 ＤＭＳＯ
１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ摇匀，使用酶标仪在波长５７０ｎｍ
下检测每孔光密度值。

　　细胞活力＝（实验组光密度值－空白组光密度
值）／（对照组光密度值－空白组光密度值）。
　　耐药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＲＩ）＝Ｈ４４６／ＥＰ细胞药
物ＩＣ５０值／ＮＣＩＨ４４６细胞药物ＩＣ５０值。
　　耐药标准：２≤ＲＩ＜５，细胞呈轻度耐药；５≤ＲＩ＜１５，
细胞呈中度耐药；ＲＩ≥１５，细胞呈高度耐药。
１．２．４　细胞克隆检测细胞增殖　　取对数生长期的
细胞，按每孔１×１０３个将细胞接种于１２孔细胞培养板
中，细胞过夜贴壁后，加入终浓度为 ０．１２５、０．２５０、
０．５００μｍｏｌ／Ｌ的 ＶＰ１６联合 ＤＤＰ处理细胞 １４ｄ，每
２ｄ更换含有相应浓度药物的新鲜完全培养基。１４ｄ
后，弃上清，每孔用１ｍＬＰＢＳ清洗细胞２～３次后，加
入１ｍＬ４％多聚甲醛固定细胞１ｈ后弃去多聚甲醛，
ＰＢＳ清洗 ２～３次，每孔加入 １ｍＬ结晶紫溶液染色
１ｈ，弃去结晶紫溶液，使用纯水清洗１２孔板２～３次，
置于干燥处自然晾干后拍照。

１．２．５　Ｉｎｃｕｃｙｔｅ细胞增殖（无标记）法检测细胞增殖
　　调整细胞密度为每毫升２．５×１０４个细胞，按每孔
１８０μＬ将 ＮＣＩＨ４４６、Ｈ４４６／ＥＰ单细胞悬液接种于
９６孔培养板中，分别设置不加药组与加药组，每组设
置３个复孔。过夜待细胞贴壁后，加药组使用终浓度
０．５μｍｏｌ／Ｌ的 ＶＰ１６联合 ＤＤＰ处理细胞，将细胞培
养板放入 ＩｎｃｕｃｙｔｅＳ３活细胞分析仪，设定程序，检测
各组细胞１２０ｈ内增殖情况；同时设定Ｉｎｃｕｃｙｔｅ活细胞
分析系统拍摄各组细胞不同时间点生长情况图片。

１．２．６　转录组学测序　　收集对数生长期的 Ｈ４４６／
ＥＰ与ＮＣＩＨ４４６细胞用于转录组学测序。使用ＴＲＩｚｏｌ
试剂盒，按照制造商说明从细胞中提取总 ＲＮＡ。ＲＮＡ
质量由 ５３００生物分析仪（Ａｇｉｌｅｎｔ）测定，并使用 ＮＤ
２０００（ＮａｎｏＤｒｏｐＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ）进行定量；ＲＮＡ纯化、逆
转录、文库构建和测序在上海华盈生物医药科技有限

公司完成。

１．２．７　ＫＥＧＧ功能富集分析　　转录组学测序结果
以｜ｌｏｇ２ＦｏｌｄＣｈａｎｇ｜＞１，Ｐｖａｌｕｅ值＜０．０５为具有显著差
异的标准找到差异表达基因，对差异基因应用

ｃｌｕｓｔｅｒＰｒｏｆｉｌｅｒ超几何分布算法分析，进行 ＫＥＧＧ通路
富集分析，查看差异基因集显著富集通路。

１．２．８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　　待细胞生长至
对数生长期时，收集各组细胞；用预冷的 ＰＢＳ漂洗
２次后弃干净上清，加入含蛋白酶和磷酸酶抑制剂的
ＲＩＰＡ裂解液提取细胞总蛋白，用 ＢＣＡ蛋白定量法测
定蛋白浓度，后依次进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离、转膜、
室温２ｈ５％脱脂奶粉封闭、４℃ 过夜一抗孵育、室温
２ｈ二抗孵育及 ＥＬＣ化学发光显影操作，最后使用
ＩｍａｇｅＪ软件分析ＭＲＰ１、ＢＣＲＰ、ＲＡＤ５１、γＨ２ＡＸ、ｐ６２、
ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ蛋白表达量（ＩｎｔＤｅｎ）。
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．０与 ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ
２７．０软件进行绘图及数据分析，计量资料用 珋ｘ±ｓ表
示，两组比较用ｔ检验。

２　结果

２．１　ＥＰ联合方案耐药的 ＳＣＬＣ细胞株 Ｈ４４６／ＥＰ构
建成功

　　分别使用不同浓度ＶＰ１６、ＤＤＰ或ＤＯＸ处理ＮＣＩ
Ｈ４４６以及连续 ３０ｄ不接触药物的 Ｈ４４６／ＥＰ细胞
４８ｈ，ＭＴＴ实验结果显示药物处理后 Ｈ４４６／ＥＰ细胞的
活力显著高于ＮＣＩＨ４４６细胞（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），见
图１Ａ～Ｃ。对于 ＮＣＩＨ４４６与 Ｈ４４６／ＥＰ细胞，ＶＰ１６
的ＩＣ５０值分别为６．７７μｍｏｌ／Ｌ与４１．５６μｍｏｌ／Ｌ，ＤＤＰ
的ＩＣ５０分别为２．１８μｍｏｌ／Ｌ与７．４７μｍｏｌ／Ｌ，ＤＯＸ的
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ＩＣ５０值分别为５．９４μｍｏｌ／Ｌ与１１．６４μｍｏｌ／Ｌ。计算得
Ｈ４４６／ＥＰ细胞对 ＶＰ１６、ＤＤＰ与 ＤＯＸ的 ＲＩ分别为
６．１４、３．４３与１．９６，表明Ｈ４４６／ＥＰ细胞对ＶＰ１６呈中
度耐药，对ＤＤＰ呈轻度耐药，且在未接触过蒽环类药
物ＤＯＸ情况下对其敏感性也降低。提示 ＥＰ联合方
案耐药的ＳＣＬＣ细胞株构建成功，具有多药耐药性。
２．２　Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖能力相比 ＮＣＩＨ４４６细胞显

著增强

　　分别采用各０．１２５、０．２５０、０．５００μｍｏｌ／Ｌ的 ＶＰ１６
联合ＤＤＰ处理ＮＣＩＨ４４６与Ｈ４４６／ＥＰ株细胞１４ｄ，细
胞克隆实验检测药物对ＮＣＩＨ４４６与Ｈ４４６／ＥＰ细胞增
殖能力的影响，结果显示ＶＰ１６联合ＤＤＰ作用下Ｈ４４６／
ＥＰ比ＮＣＩＨ４４６细胞增殖能力更强，具有多药耐药性，
见图２Ａ。
　　活细胞分析系统检测结果显示，Ｈ４４６／ＥＰ细胞增
殖能力显著升高（Ｐ＜０．０１），见图 ２Ｂ。使用 ＶＰ１６、
ＤＤＰ各０．５μｍｏｌ／Ｌ处理 ＮＣＩＨ４４６及 Ｈ４４６／ＥＰ细胞
１２０ｈ，检测结果显示药物作用下 Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖
能力显著强于ＮＣＩＨ４４６细胞（Ｐ＜０．０１），见图２Ｃ。未
加药或加药组细胞 １２０ｈ后生长情况图片显示：相比
于未加药组，药物处理组所有 ＮＣＩＨ４４６细胞全部不
再具有细胞形态，细胞核体积膨大，完全失去增殖能

力；药物处理组 Ｈ４４６／ＥＰ细胞部分体积膨大，仍有细
胞具有细胞形态及增殖能力，见图２Ｄ。表明ＶＰ１６联
合ＤＤＰ作用下 Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖能力更强，具有多
药耐药性。

２．３　Ｈ４４６／ＥＰ细胞转录组发生改变
　　将 Ｈ４４６／ＥＰ及 ＮＣＩＨ４４６细胞进行转录组学测
序，结果显示两种细胞共有 ２８４９个差异表达基因。
与ＮＣＩＨ４４６细胞相比，Ｈ４４６／ＥＰ细胞有１３１９个基因
显著上调，有１５３０个基因显著下调，其中可能存在与
ＳＣＬＣ对ＥＰ联合方案耐药相关基因，见图３Ａ。
　　ＫＥＧＧ富集分析显示，差异表达基因富集在了肿
瘤耐药、细胞自噬、ＤＮＡ损伤修复（ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ
ｒｅｐａｉｒ，ＤＤＲ）相关通路，如铂类化合物耐药、自噬、范可
尼贫血等通路，见图３Ｂ。提示 ＤＤＲ、细胞自噬等通路
可能参与了ＳＣＬＣ的ＥＰ联合方案耐药。
２．４　Ｈ４４６／ＥＰ细胞中耐药标志蛋白的表达
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，Ｈ４４６／ＥＰ细胞中耐药标志
蛋白ＭＲＰ１、ＢＣＲＰ蛋白表达量相比 ＮＣＩＨ４４６细胞显
著升高（Ｐ＜０．０１），见图４Ａ、Ｂ，进一步表明 ＥＰ联合方
案耐药 ＳＣＬＣ细胞株 Ｈ４４６／ＥＰ构建成功。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ结果提示 ＳＣＬＣ耐 ＥＰ联合方案的机制可能与药
物外排转运增加有关。
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ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣＩＨ４４６组比较

图１　不同浓度ＶＰ１６（Ａ）、ＤＤＰ（Ｂ）、ＤＯＸ（Ｃ）对ＮＣＩＨ４４６与Ｈ４４６／ＥＰ细胞活力的影响　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

５９０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）
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Ａ：细胞克隆实验检测不同浓度ＶＰ１６、ＤＤＰ干预对ＮＣＩＨ４４６、Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖能力影响；Ｂ、Ｃ：Ｉｎｃｕｃｙｔｅ活细胞分析系统检测
使用或不使用０．５μｍｏｌ／ＬＶＰ１６联合ＤＤＰ干预下ＮＣＩＨ４４６与Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖能力　ａ：Ｐ＜０．０１，与同一时间点ＮＣＩＨ４４６
组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与同一时间点ＮＣＩＨ４４６＋ＶＰ１６＋ＤＤＰ组比较；Ｄ：Ｉｎｃｕｃｙｔｅ活细胞分析系统拍摄１２０ｈ加药与未加药组ＮＣＩ
Ｈ４４６和Ｈ４４６／ＥＰ细胞生长情况

图２　ＮＣＩＨ４４６与Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖情况　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

２．５　Ｈ４４６／ＥＰ细胞中ＤＤＲ相关蛋白的表达
　　ＫＥＧＧ富集分析显示差异表达基因在 ＤＤＲ相关
通路富集，见图３Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示 Ｈ４４６／ＥＰ
细胞中ＤＤＲ标志分子ＲＡＤ５１与 γＨ２ＡＸ蛋白表达量
相比ＮＣＩＨ４４６细胞显著升高（Ｐ＜０．０１），见图 ５。表
明Ｈ４４６／ＥＰ细胞中ＤＤＲ水平显著升高，提示ＳＣＬＣ耐
ＥＰ联合方案的机制可能与 ＤＤＲ相关分子、通路的改
变有关。

２．６　Ｈ４４６／ＥＰ细胞中自噬相关蛋白的表达
　　ＫＥＧＧ富集分析显示 Ｈ４４６／ＥＰ细胞中自噬相关
通路激活，见图 ３Ｂ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 ＮＣＩ－
Ｈ４４６细胞相比，Ｈ４４６／ＥＰ细胞的自噬标志分子 ｐ６２
蛋白表达量显著降低，ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ蛋白表达量显著
升高（Ｐ＜０．０１），见图６Ａ、Ｂ，表明 Ｈ４４６／ＥＰ细胞中基
础自噬水平升高，提示ＳＣＬＣ耐ＥＰ联合方案的机制可
能与细胞自噬水平增加相关。

６９０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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图５　细胞中ＤＤＲ相关蛋白的表达　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

３　讨论

　　ＳＣＬＣ对ＥＰ联合方案耐药性的产生大大降低了
患者的临床获益［１，６］，而临床 ＳＣＬＣ患者多药耐药机
制尚未阐明。本研究通过构建 ＥＰ联合方案耐药的
ＳＣＬＣ细胞株来探讨 ＳＣＬＣ的化疗多药耐药机制。目

前肿瘤耐药细胞株的构建方法主要有：基因转染

法［１１］、大剂量药物冲击法［１２］、药物浓度递增法［１０］等。

基因转染法构建肿瘤耐药细胞株虽耗时短，但构建的

细胞株所反映的耐药机制单一，不能很好模拟临床肿

瘤化疗耐药产生的过程；大剂量药物冲击法在肿瘤耐

药细胞株构建过程中使用的化疗药物浓度高，肿瘤细

７９０２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）
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达量　ａ：Ｐ＜０．０１，与ＮＣＩＨ４４６比较

图６　细胞中自噬相关蛋白的表达　（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）

胞可能由于培养环境骤变而难以耐受，生长状态难以

控制，耐药性不稳定。药物浓度递增法构建的耐药细

胞株状态较好，可以模拟临床化疗过程中肿瘤逐步对

化疗药物产生耐药性的过程，因此本研究同时使用

ＶＰ１６与ＤＤＰ处理 ＮＣＩＨ４４６细胞，以药物浓度递增
法构建ＥＰ联合方案耐药的ＳＣＬＣ细胞株Ｈ４４６／ＥＰ，通
过ＭＴＴ实验确证了细胞对ＶＰ１６呈中度耐药、对ＤＤＰ
呈轻度耐药，还确证了Ｈ４４６／ＥＰ细胞对未接触过的蒽
环类药物 ＤＯＸ的敏感性也降低，表明 Ｈ４４６／ＥＰ细胞
产生了多药耐药性。

　　细胞克隆实验及Ｉｎｃｕｃｙｔｅ活细胞分析系统检测结
果显示药物作用下 Ｈ４４６／ＥＰ细胞增殖能力增强；
ＶＰ１６联合ＤＤＰ连续作用１２０ｈ后，ＮＣＩＨ４４６细胞不
再具有细胞形态，完全失去增殖能力，而 Ｈ４４６／ＥＰ细
胞仍具有细胞形态，有增殖能力。以上结果表明

Ｈ４４６／ＥＰ细胞对ＥＰ联合方案产生了耐药性，１２０ｈ细
胞生长状态图片证实了上述结论。图片还显示药物连

续作用１２０ｈ后Ｈ４４６／ＥＰ细胞生长变慢，形态同样略
有膨大、变为长梭形，表明 ＶＰ１６与 ＤＤＰ对耐药细胞
仍具有一定杀伤作用。

　　转录组是指在特定环境或生理条件下的一个细胞
或一个细胞群中 ＲＮＡ分子的集合，对 Ｈ４４６／ＥＰ以及
其亲本 ＮＣＩＨ４４６细胞进行转录组学测序可以找到
２种细胞差异表达基因，其中可能存在与 ＳＣＬＣ对 ＥＰ
联合方案耐药相关的基因。ＫＥＧＧ富集分析结果显
示，差异表达基因在肿瘤耐药相关通路富集，如铂类化

合物耐药等，表明Ｈ４４６／ＥＰ细胞中获得性耐药基因发
生了改变。ＫＥＧＧ富集分析还显示差异表达基因富集
在了 ＤＤＲ与细胞自噬相关通路，如范可尼贫血、自噬
通路等。已有研究报道肿瘤耐药与 ＤＤＲ和自噬相
关［１３－１４］，表明 ＳＣＬＣ对 ＥＰ联合方案的耐药可能与
ＤＤＲ和细胞自噬通路的激活有关。因此，本研究检测
了Ｈ４４６／ＥＰ和ＮＣＩＨ４４６细胞中耐药、ＤＤＲ与细胞自

噬标志分子的蛋白表达量。具体参与 ＳＣＬＣＥＰ联合
方案耐药的分子机制将在后续进行深入研究。

　　耐药标志蛋白的检测是肿瘤耐药细胞耐药特性鉴
定方法之一。ＭＲＰ１［１５］、ＢＣＲＰ［１６］是肿瘤耐药标志蛋
白，它们属于ＡＢＣ转运蛋白家族，可以促进肿瘤细胞
中化疗药物的外排，而化疗药物外排的增加正是肿瘤

耐药的关键因素［１７－１８］；ＭＲＰ１还是 ＳＣＬＣ的不良预后
标志物［１９］。目前已有许多研究发现通过调控 ＡＢＣ转
运蛋白可以改善肿瘤耐药［２０－２１］。本研究发现，在耐

ＥＰ联合方案的 ＳＣＬＣ细胞 Ｈ４４６／ＥＰ中 ＭＲＰ１、ＢＣＲＰ
蛋白表达量升高，进一步表明耐药细胞株构建成功；

ＳＣＬＣ细胞对 ＥＰ联合方案的耐药机制可能是细胞
ＡＢＣ转运蛋白水平升高，被细胞外排的药物增加，从
而导致胞内化疗药物减少，药物疗效降低。

　　细胞内的ＤＮＡ会因为内源或外源性攻击而受损，
研究人员发现细胞可以通过复杂的信号传导系统来抵

抗 ＤＮＡ损伤，这个过程被称为“ＤＮＡ损伤修复
（ＤＤＲ）”［２２］。化疗或放疗时，抗肿瘤药物，如 ＶＰ１６、
ＤＤＰ，会对肿瘤细胞的 ＤＮＡ产生强烈的损伤，从而引
起ＤＤＲ，ＤＤＲ水平增加可通过多种机制引起癌症化
疗、放疗的耐药［１４，２３］。γＨ２ＡＸ是ＤＤＲ通路的典型标
志物，它对 ＤＮＡ双键断裂（ＤＮＡｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｂｒｅａｋ，
ＤＤＳＢ）后的 ＤＮＡ修复是必不可少的［２４］：ＤＤＳＢ发生
后，会激活共济失调毛细血管扩张突变（ａｔａｘｉａ
ｔｅｌａｎｇｉｅｃｌａｓｉａｍｕｔａｔｅｄ，ＡＴＭ）激酶，ＡＴＭ激酶可以快速
磷酸化Ｈ２ＡＸ，从而产生 γＨ２ＡＸ，并激活下游 ｐ５３来
介导不同形式的 ＤＤＲ［２５－２６］。ＲＡＤ５１在 ＤＤＲ中也发
挥了重要作用：ＤＮＡ损伤后，ＢＲＣＡ１被募集到 ＤＤＳＢ
中，促进ＤＤＳＢ末端切除，并募集ＰＡＬＢ２及ＲＡＤ５１，从
而启动ＤＤＲ中的同源重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，
ＨＲ）修复［２７］；肿瘤中的 ＲＡＤ５１过度表达会引起 ＨＲ
水平增加，降低肿瘤化疗敏感性［２８－２９］。在本研究中，

Ｈ４４６／ＥＰ细胞与ＮＣＩＨ４４６细胞转录组差异表达基因

８９０２ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



富集在ＤＤＲ相关通路，同时Ｈ４４６／ＥＰ细胞中γＨ２ＡＸ、
ＲＡＤ５１蛋白表达量升高，提示耐ＥＰ联合方案的ＳＣＬＣ
细胞内ＤＤＲ相关蛋白水平增加、ＤＤＲ通路激活，其耐
药机制可能与ＤＤＲ水平升高有关。
　　细胞自噬是一种对受损细胞器或错误折叠蛋白进
行降解和循环利用的保守代谢过程，肿瘤发展的中、晚

期，普遍的自噬水平增加促进了肿瘤细胞的存活并增

加了肿瘤的恶性程度［３０－３１］。在自噬过程中，ＬＣ３被具
有蛋白内切酶活性的Ａｔｇ４在羧基端剪切，生成胞浆型
ＬＣ３Ⅰ，通过Ａｔｇ７和Ａｔｇ３参与的类泛素样反应，使磷
脂酰乙醇胺偶联，胞浆型 ＬＣ３Ⅰ生成 ＬＣ３Ⅱ，它附着
到自噬体的膜上，即自噬体膜型 ＬＣ３Ⅱ；自噬体与溶
酶体结合后，溶酶体降解自噬体会导致 ｐ６２水平的降
低，因此ＬＣ３、ｐ６２是自噬标志蛋白，ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ的
转化以及 ｐ６２的表达量是判断自噬流的重要标
志［３２－３３］。有研究显示，肿瘤细胞自噬水平的增加与化

疗耐药相关，可导致肿瘤的多药耐药［１３］；抗肿瘤药物

联合自噬抑制剂，可以增加药物抗肿瘤疗效［３４－３５］。在

本研究中，Ｈ４４６／ＥＰ细胞与 ＮＣＩＨ４４６细胞转录组差
异表达基因富集在了自噬相关通路；Ｈ４４６／ＥＰ细胞中
ｐ６２蛋白表达量显著下调，ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ蛋白表达量
明显升高，表明Ｈ４４６／ＥＰ细胞的基础自噬水平比亲本
化疗敏感的ＮＣＩＨ４４６细胞高，提示 ＳＣＬＣ对 ＥＰ联合
方案产生耐药性可能是肿瘤细胞基础自噬水平升高

所致。

　　综上，本研究成功构建了耐 ＥＰ联合方案的 ＳＣＬＣ
细胞株Ｈ４４６／ＥＰ，并发现其耐药机制可能与药物外排
增加、ＤＤＲ及细胞自噬水平上调有关。本研究为临床
逆转ＳＣＬＣ化疗耐药策略研究奠定了基础。
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