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整合素 β-1对实体瘤细胞耐药的影响研究

李德明 ,梁后杰 ,张艳玲 ,邹　岚 ,阮志华　　(第三军医大学附属西南医院肿瘤血液科 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　初步探讨粘附分子 β-1 整合素对肿瘤耐药的影响。方法　采用人肺腺癌细胞株 A549 , 分别以不同浓度阿霉素
诱导建立耐药细胞株 ,采用 MTT法检测肿瘤细胞结合纤维粘连蛋白(FN)及阻断 β-1整合素后对肿瘤细胞耐药的影响。结果　经致

死剂量的阿霉素作用 ,MTT法检测药物敏感的肿瘤细胞抑制率为 97.1%, 耐药细胞株为 45.2%;与纤维粘连蛋白结合后 , 药物敏感
细胞株抑制率为 68.5%,耐药细胞株为 56.4%;阻断 β-1 整合素后与纤维粘连蛋白结合 , 药物敏感细胞株抑制率达到 94%, 耐药细

胞株为 49.4%。与纤维粘连蛋白结合后 , 肿瘤细胞抑制率明显下降(P<0.05);阻断 β-1 整合素功能后 , 肿瘤细胞抑制率显著上升。
结论　肿瘤细胞与细胞外基质作用是造成肿瘤耐药的原因之一 , 阻断肿瘤细胞与细胞外基质的作用可以逆转肿瘤耐药。
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Effect of integrin β-1 on drug-resistance of solid tumor cells
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Medical Unviersity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effect of the adhesion moleculeβ-1integrin on the drug resistance of tumor.Methods　The drug resistance

model of human lung adenocarcinoma cell line was established with adriamycin of different concentrations.The impact of tumor cells after binding to

fibronectin and blocking integrin β-1 on the drug resistance of tumor cells was monitored by MTT.Results　The inhibition rate of the drug sensitive

tumor cells and the rate of the drug resistance cell line were 97.1% and 45.2% after the use of adriamycin at the lethal dose , 68.5% and 56.4%

after binding to fibronectin , and 94% and 49.4% after blocking the binding of β-1 integrin to fibronectin , respectively.After binding with fi-
bronectin , the inhibition ratio of tumor cells decreased significantly(P<0.05), but after blocking the binding of β-1 integrin to fibronectin , the inhi-

bition ratio increased significantly(P <0.05).Conclusions　The action of cell via matrix is one of the causes for the tumor cells to develop drug

resistance which may be reversed by blocking the action between cell and matrix
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　　肿瘤细胞耐药是影响化疗疗效和患者预后的主要
原因之一。为克服肿瘤耐药 ,多年来人们对肿瘤的耐
药机制进行了大量研究 ,并在细胞乃至分子水平有了
诸多进展 ,这其中包括某些耐药基因(如MDR)和细胞
表面蛋白(如ρ-糖蛋白和多药耐药相关蛋白等)等介导
的多药耐药。然而针对这些耐药机制所设计的治疗方
法 ,尽管在体外研究中非常有效 ,但在临床上却难以奏
效 ,特别对实体瘤的治疗更是令人失望[ 1] 。这使我们
设想肿瘤细胞存在其他的耐药机制 。粘附分子作为一
类介导细胞与细胞 、细胞与基质之间相互作用的重要
物质 ,对耐药有没有影响 ?基于此 ,我们设计了一套方
案 ,采用MTT 法来初步研究粘附分子 β-1整合素对肿
瘤耐药的影响 ,并进一步探讨逆转耐药途径。

1　材料和方法

1.1　细胞株

　　选用人肺腺癌细胞株(A549)耐药细胞株 A549-ADR的培

养:用小剂量阿霉素(ADR)诱导培养 ,逐渐加大阿霉素剂量 , 最
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后可以在 3.0μg/ml ADR中稳定传代。

1.2　试剂

　　抗 β-1 整合素抗体(美国 Chemicon), 纤维粘连蛋白(美国

Chemicon), PRMI1640 培养基(美国 Gibcobrl), 小牛血清(美国

Hyclone), 四甲基氮唑蓝(MTT , Sigma), DMSO(Sigma)。

1.3　方法

1.3.1　实验分组　　分别设:A549 细胞株 、A549耐阿霉素细胞

株(A549-ADR)、A549 +纤维粘连蛋白(FN)、A549-ADR组+FN、

A549 +抗 β-1整合素抗体 、A549-ADR+抗 β-1整合素抗体 、A549

组+FN+抗 β-1整合素抗体 、A549-ADR组+FN+抗 β-1 整合素

抗体等组 ,每实验组设 6 复孔 ,抗 β-1 整合素抗体工作浓度均为

1∶50。

1.3.2　细胞悬液的制备及处理　　取 96 孔培养板 ,在无菌条

件下 ,在相应实验组加 FN , 3 μg/孔 , 使之涂满孔底表面 , 4℃冰

箱过夜按每孔 1×106/ml接种细胞 , 浓度 1×105/孔 , 每组设实

验组和对照组 37℃, 5%CO2 恒温孵箱 6 h , A549组及 A549-ADR

组分别给予致死剂量阿霉素(10 μg/ml), 同时在相应实验孔分

别加入抗 β-1 整合素抗体 , 4 μg/孔 , 孵育 48 h 对照组不加药物

及抗体。

1.3.3　MTT比色分析　　快速翻转培养板 ,去除培养液, 每孔加
入 25 μl MTT(浓度为 5 mol/ L)继续培养 4 h ,加入DMSO 100μl ,震

荡10 min , 待紫蓝色颗粒完全溶解 , 既在κκ型酶联免疫检测仪

上, 以490nm为检测波长, 测各孔的 D490值 ,根据下列公式计算抑

制率:抑制率=(1-实验组 D490值/对照组 D490值)×100%。

1262
第 24 卷第 11期

2002年 11 月
　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
ACTA　ACADEMIAE　MEDICINAE　MILITARIS　TERTIAE

　　　　
Vol.24 , No.11

Nov.2002

DOI :10.16016/j.1000-5404.2002.11.004



1.4　统计学处理

　　所得数据用 x±s表示 , 采用 t检验。

2　结果

　　敏感细胞株 A549 与耐药细胞株 A549-ADR相比较 ,抑制率
分别为 92.3%和 46.01%, 两组之间有非常显著差异(P <

0.01), 说明A549-ADR细胞株达到中度耐药。敏感细胞株与FN

结合后 ,再给予致死剂量的阿霉素 , 抑制率 58.32%, 与未结合
FN的细胞株(抑制率 92.3%)相比 , 两组之间有非常显著差异

(P <0.01)。耐药细胞株结合 FN 后 , 其抑制率显著下降
(10.27%), 与未结合 FN 的耐药株(46.01%)相比 , 两组之间有

非常显著差异(P<0.01)。用抗 β-1 整合素抗体阻断耐药细胞
株β-1 整合素 ,但不与 FN结合 ,其抑制率为 47.04%, 与未阻断

β-1 整合素的耐药株(抑制率 46.01%)相比没有显著差异(P >
0.05)。将抗 β-1 整合素抗体阻断与 FN 结合的耐药细胞株 β-1

整合素 ,抑制率为 40.86%,与未阻断 β-1 整合素 , 但与 FN结合

的的耐药株(抑制率 10.27%)相比 , 有非常显著差异(P <

0.01), 见表 1。

表 1　A549及 A549-ADR D490值及抑制率

Tab 1　D490 value and inhibitory ratio for A549 and A549-ADR

cell line

　　Group D490( x±s) Inhibitory ratio(%)

　　Control 0.974±0.00

　　A549 0.075±0.02 92.32

　　A549-ADR 0.526±0.10## 46.01

　　A549+FN 0.406±0.03## 58.32

　　A549-ADR+FN 0.874±0.10＊＊ 10.27

　　A549+anti-β1integrin 0.078±0.05 92.05

　　A549-ADR+anti-β1integrin 0.517±0.041 47.04

　　A549 +FN+anti-β1integrin 0.184±0.09 91.11

A549-ADR+FN+anti-1integrin 0.576±0.045×× 40.86

##:P<0.01 vs A549;＊＊:P<0.01 vs A549+FN;××:P<

0.01 vs A549-ADR+FN

3　讨论

　　整合素由α和 β亚基组成的异二聚体 ,是一种穿
膜糖蛋白 ,一般认为 ,整合素与肿瘤的关系主要表现在
肿瘤的生长与转移方面 ,在肿瘤发生早期 ,整合素表达
降低可导致瘤细胞与 ECM 的粘附作用减弱 ,从而有利
于肿瘤在局部生长和扩散 ,瘤细胞进入血循环后 ,整合
素表达增多有利于瘤细胞粘附于血管内皮 ,继而发生
转移等。近期尽管也注意到整合素/FN 、或 LM 等复合
体参与了细胞信号转导和调节 ,如酪氨酸激酶依赖的
磷脂酰肌醇3′-激酶 , 以及丝分裂素-活性蛋白激酶依
赖的信号转导途径等[ 1] ,但却很少有人注意到整合素
与耐药的关系。
　　本研究采用 MTT 法来研究整合素 , 特别是其与
ECM之一的 FN结合后发现 ,敏感细胞株在结合 FN前

后 ,其抑制率有非常显著差异(P <0.01),后者抑制率
明显低于前者 ,说明细胞与 FN 结合后获得了耐药特

性 ,而耐药的肿瘤细胞与 FN 结合前后其抑制率也有

非常显著差异(P <0.01),说明耐药细胞与 FN 结合后

强化了对阿霉素的抵抗作用 ,当用抗 β1integrin 抗体阻
断耐药细胞以及敏感细胞与 FN的作用后 ,发现其抑
制率明显高于未阻断者(P <0.01),说明阻断细胞与
FN的作用后 ,不论是敏感细胞 ,还是耐药细胞 ,都恢复
了对阿霉素的敏感性也就是说 , 不论敏感细胞还是耐
药细胞 ,与 FN的结合可以获得耐药特性 ,而阻断其结
合后细胞就会失去这种耐药特性。
　　关于整合素对肿瘤细胞耐药影响的机制目前还不
清楚 ,但已经知道 ,正常上皮细胞的生存与稳定和整合
素与 ECM 的相互作用有关 ,即所谓锚定依赖现象
(Anoikis)[ 2] ,细胞如果缺乏与基质之间的相互作用 ,凋
亡率就会提高。肿瘤细胞也有这样的特性 ,其与基质
之间的作用可以调控细胞凋亡而有利于肿瘤细胞生

存[ 2 ～ 4] ,因此推测瘤细胞可能由于整合素与 ECM作用

而获得耐药表型 ,通过调控细胞凋亡而产生耐药。在
实验中我们发现敏感细胞与 FN结合后产生了耐药 ,
耐药细胞强化了其耐药特性 ,其机理可能就是因为整
合素与 ECM作用强化了肿瘤细胞的锚定依赖作用 ,使
细胞环境更稳定 ,凋亡率降低 ,有利于抵抗化疗药物的
破坏作用 ,提高了瘤细胞在化疗环境中的生存率。
　　当然 ,整合素与 ECM 相互作用导致瘤细胞耐药除

了有调控凋亡的原因外 ,也有可能通过参与调节细胞
信号转导而产生耐药 。前面已经提到 ,整合素/FN 、或
LM等复合体参与了细胞信号转导和调节 ,如酪氨酸激
酶依赖的磷脂酰肌醇 3′-激酶 ,以及丝分裂素-活性蛋
白激酶依赖的信号转导途径 ,这些信号途径可以调节
细胞周期蛋白如 p21 、p27等的表达 , p27的亚型 p27Kip

的高表达可以使细胞滞留在G1 期 ,从而使细胞周期延
缓 ,有利于瘤细胞的生存[ 5 ,6] 。
　　总之 ,本研究证明了肿瘤细胞与细胞外基质作用
是造成肿瘤耐药的重要原因之一 ,阻断肿瘤细胞与细
胞外基质的作用可以逆转肿瘤耐药 ,为临床逆转肿瘤
耐药提供了新的思路 。
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