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抑制剂耐药中的作用机制*

朱钦敏1 杨东林2 吴春蓉3 张雅茜1 杜慧慧1△

[1.重庆三峡学院生物与食品工程学院,重庆
 

404120;2.重庆文理学院药学院(创新靶向药物国际研究院),
重庆

 

402160;3.重庆大学附属江津医院(重庆市江津区中心医院),重庆
 

402260]

  [摘要] 目的 利用结直肠癌(CRC)耐药细胞株[HCT8/紫杉醇(PTX)、HCT8/长春新碱(VCR)]构建稳

定敲低B淋巴细胞瘤-2(Bcl-2)基因的转基因细胞系,分析Bcl-2抑制剂AT101、obatoclax及Bcl-2蛋白下调对

细胞PTX、VCR耐药的影响。方法 通过 Western
 

blot检测CRC耐药细胞系和亲本细胞系中激酶、细胞凋

亡、自噬相关蛋白表达水平及稳定敲低Bcl-2基因的耐药细胞系中Bcl-2表达水平;采用噻唑蓝(MTT)法、克隆

形成实验、EdU染色实验测定PTX、VCR对野生型结直肠癌细胞 HCT8、耐PTX细胞 HCT8/PTX及耐VCR
细胞HCT8/VCR、稳定敲低Bcl-2基因的转基因耐药细胞系的增殖能力。结果 HCT8/PTX、HCT8/VCR细

胞中抗凋亡蛋白Bcl-2表达明显高于HCT8细胞,PTX、VCR或Bcl-2抑制剂单一处理与共处理均可促使耐药

细胞增殖活力下降,而且敲减或药理性抑制Bcl-2蛋白表达可有效逆转结直肠癌细胞的耐药表型。结论 抗凋

亡蛋白Bcl-2在HCT8/PTX和HCT8/VCR细胞中高表达是引起细胞产生耐药的原因。
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  [Abstract] Objective To

 

construct
 

stable
 

Bcl-2
 

knockdown
 

transgenic
 

cell
 

lines
 

using
 

colorectal
 

cancer
 

drug-resistant
 

cell
 

lines
 

[HCT8/paclitaxel
 

(PTX),HCT8/vincristine
 

(VCR)]
 

and
 

analyze
 

the
 

effects
 

of
 

Bcl-2
 

inhibitors
 

(AT101,obatoclax)
 

and
 

Bcl-2
 

protein
 

downregulation
 

on
 

the
 

resistance
 

mechanisms
 

to
 

PTX
 

and
 

VCR.Methods Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

kinase,apoptosis,and
 

autophagy-re-
lated

 

proteins
 

in
 

drug-resistant
 

and
 

parental
 

colorectal
 

cancer
 

cell
 

lines,as
 

well
 

as
 

Bcl-2
 

expression
 

in
 

stable
 

Bcl-2
 

knockdown
 

resistant
 

cell
 

lines.The
 

proliferative
 

capacity
 

of
 

PTX
 

and
 

VCR
 

on
 

wild-type
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

(HCT8),PTX-resistant
 

cells
 

(HCT8/PTX),VCR-resistant
 

cells
 

(HCT8/VCR),and
 

stable
 

Bcl-2
 

knock-
down

 

transgenic
 

resistant
 

cell
 

lines
 

was
 

assessed
 

by
 

MTT
 

assay,colony
 

formation
 

assay,and
 

EdU
 

staining.Re-
sults The

 

expression
 

of
 

the
 

anti-apoptotic
 

protein
 

Bcl-2
 

was
 

significantly
 

higher
 

in
 

HCT8/PTX
 

and
 

HCT8/
VCR

 

cells
 

than
 

in
 

HCT8
 

cells.Treatment
 

with
 

PTX,VCR,or
 

Bcl-2
 

inhibitors
 

alone
 

or
 

in
 

combination
 

reduced
 

the
 

proliferative
 

activity
 

of
 

drug-resistant
 

cells.Moreover,knockdown
 

or
 

pharmacological
 

inhibition
 

of
 

Bcl-2
 

effectively
 

reversed
 

the
 

drug-resistant
 

phenotype
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

cells.Conclusion High
 

expression
 

of
 

the
 

anti-apoptotic
 

protein
 

Bcl-2
 

in
 

HCT8/PTX
 

and
 

HCT8/VCR
 

cells
 

contributes
 

to
 

drug
 

resistance.
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  结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)是全球第三大 常见恶性肿瘤,其发病率和死亡率较高[1]。CRC发病
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机制涉及血管内皮生长因子(vascular
 

endothelial
 

growth
 

factor,VEGF)、法尼醇 X受体(farnesoid
 

X
 

receptor,FXR)、核 因 子-κB(nuclear
 

factor-κB,NF-
κB)等信号通路[2-3],临床上主要以手术切除、化疗为

治疗手段,超过90%的转移性癌症患者可能因化疗耐

药性而导致疗效降低[4],靶向阻断丝裂原活化蛋白激

酶(mitogen-activated
 

protein
 

kinase,MAPK)、Wnt/

β-连环蛋白(β-catenin)、VEGF等信号通路可进行高

疗效、低毒性的治疗,但仍难以避免因耐药导致的疗

效受限[5]。
微管由微管蛋白组成,参与细胞有丝分裂,是研

究抗肿瘤药物重要靶点之一[6]。研究发现,微管蛋白

抑制剂紫杉醇(paclitaxel,PTX)和长春新碱(vincris-
tine,VCR)均可通过破坏微管结构,抑制CRC细胞体

外侵袭和体内转移,诱导CRC细胞周期阻滞进而引

发凋亡[7-8]。CRC细胞对VCR、PTX产生耐药性的问

题日益突出,严重影响药物疗效[9-11]。B淋巴细胞瘤-
2(B-cell

 

lymphoma-2,Bcl-2)家族蛋白(促凋亡BH3-
only蛋白、抗凋亡蛋白、凋亡效应因子)参与线粒体通

路介导细胞凋亡过程,在CRC细胞中常呈现异常表

达,这可能是导致CRC出现耐药性的关键因素[12-15]。
Bcl-2上调能抑制细胞凋亡与自噬,且与多种药物耐

药有关[16-17]。SHEN等[18]发现ML264通过抑制Bcl-
2/半胱天冬酶3通路影响奥沙利铂诱导的CRC细胞

凋亡,增强CRC对奥沙利铂的敏感性。但目前抗凋

亡蛋白Bcl-2在CRC微管蛋白耐药中的作用研究相

对较少。
因此,分析CRC细胞对微管蛋白抑制剂耐药的

具体机制并寻找有效的耐药逆转策略,对提高药物敏

感性、改善CRC患者的预后具有重要意义。本研究

旨在探讨微管蛋白抑制剂与Bcl-2抑制剂单一治疗或

联合应用对CRC细胞耐药的影响,并分析引起CRC
细胞耐药的可能原因,为探究CRC耐药的治疗靶点

提供新思路。
1 材  料

1.1 细胞

CRC细胞 HCT8(货号:CBP60030,南京科佰生

物科技有限公司)、耐药细胞株 HCT8/PTX、HCT8/
VCR(重庆文理学院创新靶向药物国际研究院)、
HEK293T细胞(货号:CBP30277L,南京科佰生物科

技有限公司)。
1.2 试剂

PTX、VCR(货号:K755161、K755980,上海笛柏生

物 科 技 有 限 公 司);RPMI-1640 培 养 基 (货 号:
PM150110,武汉普诺赛生物科技有限公司);胰酶、细胞

培养用青霉素-链霉素、BeyoClickTMEdU-594细胞增殖

检测试剂盒、BCA蛋白浓度测定试剂盒、噻唑蓝(meth-
ylthiazolyldiphenyl-tetrazolium

 

bromide,MTT)、结晶紫

染液(货号:C0203、ST488S、C00078S、P0009、ST1537、

C0121,上海碧云天生物科技有限公司);20×PBS缓

冲液(货号:B548117,上海生工生物工程有限公司);
抗体聚腺苷二磷酸核糖聚合酶(poly

 

ADP-ribose
 

pol-
ymerase,PARP)、Raf激酶A(A-Raf)、B-Raf、Bcl-XL
(货号:9532T、4432S、14814S、2762S,美国Cell

 

Signa-
ling

 

Technology 公 司),β-微 管 蛋 白 (β-tubulin)、
ULK1(货号:10094-1-AP、20986-1-AP,武汉三鹰生物

技术有限公司);荧光二抗IRDye􀆿800
 

CW 标记的山

羊抗小鼠二抗IgG、IRDye􀆿800
 

CW 标记的驴抗兔二

抗
 

IgG(货 号:926-32212、926-32213,美 国 LI-COR
公司)。
1.3 仪器

常温冷冻台式离心机(型号:S14YA050BB027、1-
14K,重庆瑞利电子仪器有限公司);光感遥控微孔板

混匀仪、细胞CO2 培养箱、制冰机、台式细胞计数仪

(型号:H8KT24004、3111、XB70-FZ、AMQAX1000,
美国Termo

 

Scientific公司);酶标仪(型号:Cycation,
美国BioTek公司);十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝

胶(sodium
 

lauryl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electro-
phoresis,SDS-PAGE)垂直电泳系统(型号:1645050,
美国Bio-Rad公司);倒置生物显微镜(型号:DP73,日
本 Olympus公司);双色红外荧光成像系统(型号:
CLX-1862,美国LI-COR公司)。
1.4 方法

1.4.1 细胞培养
 

将CRC细胞HCT8及其耐药细胞株 HCT8/PTX、
HCT8/VCR贴壁培养于含有10%胎牛血清和1%青

霉素-链霉素的 RPMI-1640培养基中,将 HEK293T
细胞贴壁培养于含有10%胎牛血清和1%青霉素-链
霉素的DMEM 培养基中,于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱

中培养,耐药细胞药物维持浓度为1
 

μmol/L。待细

胞生长至对数生长期时,收集细胞用于后续实验。
1.4.2 构建稳定转染细胞系

 

将PMD、PSP、shBcl-2质粒转染至 HEK293T细

胞,并接种于60
 

mm培养皿中,48
 

h后收集上清液,
过滤后备用。取状态良好的 HCT8/PTX、HCT8/
VCR细胞,以每孔2×106 个细胞接种于60

 

mm培养

皿中,加入3
 

mL培养基,待细胞生长至70%融合度

时,加入2
 

mL收集的病毒溶液,并重新加入新鲜培养

基,24
 

h后更换培养基,并用10
 

μg嘌呤霉素筛选48
 

h,待细胞长好后收集细胞用于后续实验。
1.4.3 细胞增殖活力测定

为了评估 PTX、VCR及 Bcl-2抑制剂 AT101、
obatoclax 对 HCT8、HCT8/PTX、HCT8/VCR、
HCT8/PTX-shBcl-2、HCT8/VCR-shBcl-2细胞耐药

的影响,采用 MTT法检测细胞增殖活力。实验分为

对照组、仅PTX或VCR处理组、仅Bcl-2抑制剂处理

组、PTX或 VCR与Bcl-2抑制剂共处理组。具体分

组如下,药物处理组:HCT8(+PTX)、HCT8(+VCR)、
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HCT8/PTX(+PTX)、HCT8/VCR(+VCR);HCT8/
PTX(+PTX)、HCT8/PTX-shBcl-2(+PTX)、HCT8/
VCR(+VCR)、HCT8/VCR-shBcl-2(+VCR);仅Bcl-2
抑制剂处理组:HCT8/PTX、HCT8/PTX(+AT101)、
HCT8/PTX(+obatoclax)、HCT8/VCR、HCT8/VCR
(+AT101)、HCT8/VCR(+obatoclax);药物和Bcl-2抑

制剂共处理组:HCT8/PTX(+PTX)、HCT8/PTX(+
AT101+PTX)、HCT8/PTX(+obatoclax+PTX)、
HCT8/VCR(+VCR)、HCT8/VCR(+AT101+VCR)、
HCT8/VCR(+obatoclax+VCR);HCT8/PTX-shBcl-2
(+PTX)、HCT8/PTX-shBcl-2(+AT101+PTX)、
HCT8/PTX-shBcl-2(+obatoclax+PTX);HCT8/VCR-
shBcl-2(+VCR)、HCT8/VCR-shBcl-2(+AT101+
VCR)、HCT8/VCR-shBcl-2(+obatoclax+VCR)。

取状态良好的细胞,分别加入PTX、VCR。实验

分为4组,分别为 HCT8(+PTX)、HCT8(+VCR)、
HCT8/PTX(+PTX)、HCT8/VCR(+VCR),实验组

药物浓度如下:Bcl-2抑制剂最高浓度为10
 

μmol/L,
PTX、VCR最高浓度8

 

μmol/L,均以2倍梯度稀释,
共8个浓度。取状态良好的细胞,每组设置3个复

孔,按每孔1×104 个细胞均匀接种于96孔板中。待

细胞融合度达50%时,加入药物处理24
 

h,随后加入

20
 

μL
 

MTT,孵育4
 

h后,吸去培养基,加入200
 

μL
 

DMSO终止反应,使用酶标仪在570
 

nm处测定吸光

度[A(570)]。细胞存活率计算公式为:细胞存活率

(%)=A待测孔/A对照孔×100%。
1.4.4 克隆形成实验

为了 评 估 PTX、VCR、Bcl-2 抑 制 剂 AT101、
obatoclax 对 HCT8、HCT8/PTX、HCT8/VCR、
HCT8/PTX-shBcl-2、HCT8/VCR-shBcl-2细胞体外

增殖的影响,进行克隆形成实验检测细胞增殖能力。
实验分为对照组、仅PTX或VCR处理组、和仅Bcl-2
抑制剂处理组以及PTX或VCR与Bcl-2抑制剂共处

理组。具体分组同MTT实验一致。取状态良好的细

胞,每孔设3个复孔,按2×103/L细胞密度接种于6
孔板中,每孔加入2

 

mL培养基,培养24
 

h后,HCT8/
PTX、HCT8/VCR、HCT8/PTX-shBcl-2、HCT8/
VCR-shBcl-2细胞分别用1、2、4

 

μmol/L药物浓度处

理10
 

d[药物浓度根据 MTT实验测得 HCT8/PTX
和HCT8/VCR的半数致死浓度(IC50)],随后吸去培

养基,用PBS洗2次,并在室温下用4%多聚甲醛固

定30
 

min,再次洗涤后,细胞用结晶紫染色1
 

h,观察

集落形成情况,洗涤多余的结晶紫,随后用爱普生扫

描仪观察分析集落形成情况,并拍照。
1.4.5 EdU染色实验

使用BeyoClickTMEdU-594细胞增殖检测试剂盒

评估细胞增殖情况。实验分组同细胞增殖活力实验

一致。取状态良好的细胞,每孔设3个复孔,按2×
103/L细胞密度接种于96孔板中,每孔加入200

 

μL

培养 基,培 养 24
 

h 后,HCT8/PTX、HCT8/VCR、
HCT8/PTX-shBcl-2、HCT8/VCR-shBcl-2分别用1、
2、4

 

μmol/L药物浓度处理24
 

h,随后加入EdU工作

液(EdU工作液浓度按1∶500稀释)处理细胞4
 

h,之
后在室温下用Click反应液染色30

 

min,再用 Hoe-
chest染色液染色10

 

min,随后使用免疫荧光显微镜

观察分析细胞增殖情况,并拍照。
1.4.6 Western

 

blot
取状态良好的细胞,按2×106/L细胞密度接种

于60
 

mm培养皿中,培养24
 

h后,收集细胞用于后续

实验。用预冷的PBS洗涤1次,加入含有蛋白酶抑制

剂的细胞裂解液,样品在冰上裂解20
 

min,在4
 

℃下

15
 

000×g离心15
 

min,收集上清液。使用BCA试剂

盒测定上清液中的蛋白质浓度。随后,等量的蛋白质

通过10%~15%的SDS-PAGE分离,分离结束后将

蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜上,并在室温下与5%脱

脂牛奶孵育1
 

h,接着在4
 

℃下与一抗孵育过夜。膜

用TBST洗涤后,在室温下与二抗孵育1
 

h。最后,膜
在成像系统上显影。条带的灰度通过Image

 

J软件

分析。
1.5 统计学处理

采用GraphPad
 

Prism9软件对数据进行分析。
正态分布的计量资料采用x±s表示,多组间比较采

用方差分析,组间两两比较采用LSD-t检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 野生型和耐药CRC细胞株对PTX和 VCR的

敏感性分析
 

为明确野生型和耐药 CRC细胞株对 PTX 和

VCR的敏感性差异,本研究采用 MTT法分别检测了

野生型CRC细胞 HCT8(+PTX)、HCT8(+VCR)、
耐药细胞株 HCT8/PTX及 HCT8/VCR对PTX和

VCR的 药 物 敏 感 性。结 果 显 示,HCT8/PTX 和

HCT8/VCR细胞对相应药物的IC50 值分别为3.121
 

μmol/L和2.051
 

μmol/L,明显高于野生型 HCT8细

胞对PTX(0.89
 

μmol/L)和 VCR(0.54
 

μmol/L)的
IC50 值,见图1A。MTT法结果显示,两种耐药细胞

的IC50 值分别较野生型提高了约3.5倍和3.8倍,表
明HCT8/PTX和HCT8/VCR细胞对两种药物表现

出低敏感性,具有较强的耐药性。为进一步探讨上述

耐药现象产生的分子机制,采用 Western
 

blot检测了

野生型及耐药细胞株中激酶、凋亡、自噬相关蛋白的

表达变化。结果显示,与野生型 HCT8细胞相比,耐
药细胞株HCT8/PTX和 HCT8/VCR中PARP、Bcl-
XL、ULK1、A-Raf、B-Raf蛋白的表达水平无明显变

化,但抗凋亡蛋白Bcl-2蛋白的表达水平明显上调,说
明抗凋亡蛋白Bcl-2表达的增加可能是导致 HCT8/
PTX和HCT8/VCR细胞株对PTX、VCR产生耐药

的重要原因之一,见图1B~E。
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2.2 药理性抑制Bcl-2增加耐药细胞株对PTX和

VCR的敏感性
  

为了验证Bcl-2蛋白表达水平是否参与CRC细胞

对PTX和VCR的耐药机制,本研究选用两种经典的

Bcl-2抑制剂(AT101和obatoclax)分别处理耐药细胞

株HCT8/PTX和HCT8/VCR,并通过 MTT法检测细

胞对药物敏感性的变化。AT101抑制 HCT8/PTX和

HCT8/VCR细胞的IC50 值分别为5.070
 

μmol/L和

2.862
 

μmol/L,obatoclax抑制这两种细胞株的IC50 值

分别降低至0.980
 

μmol/L和0.163
 

μmol/L。进一步

检测PTX和VCR分别对经AT101或obatoclax预处

理后的耐药细胞株生长活力的影响,与单独药物处理组

相比,加入AT101后,HCT8/PTX和 HCT8/VCR对

各自对应药物的IC50 值分别由3.121、2.051
 

μmol/L

降低至0.880、0.390
 

μmol/L;加入obatoclax后,IC50
值降低至0.496、0.300

 

μmol/L,表明药理性抑制Bcl-
2蛋白表达明显增强了耐药细胞对PTX和VCR的敏

感性。克隆形成实验表明,在相同浓度的 PTX 和

VCR作用下,经AT101或obatoclax处理的 HCT8/
PTX和HCT8/VCR细胞经不同浓度PTX或 VCR
处理,细胞的克隆形成数均明显减少,表明细胞增殖

能力明显下降,见图2~4。在PTX和VCR与Bcl-2
抑制剂联合处理后,HCT8/PTX与HCT8/VCR细胞

的EdU阳性细胞数量明显降低(P<0.05),见图5、
6,且联合处理组EdU阳性率明显低于单独药物处理

组(P<0.05)。这些结果进一步证实,药理性抑制

Bcl-2可有效抑制耐药细胞的增殖能力,从而提高耐

药CRC细胞株对PTX和VCR的敏感性。

  A:MTT法测定HCT8、HCT8/PTX和HCT8/VCR细胞的IC50 值;B、C:Western
 

blot分析3株细胞中Bcl-2、PARP、B-Raf、Bcl-XL、ULK1和

A-Raf蛋白的表达水平;D、E:3株细胞中各蛋白表达水平的定量比较;①:HCT8;②:HCT8/PTX;③:HCT8/VCR;a:P<0.05。

图1  野生型与耐药CRC细胞株的增殖活力及相关蛋白表达水平检测

  A、B:MTT法检测不同浓度抑制剂对 HCT8/PTX和 HCT8/VCR细胞活性的影响;C、D:MTT法检测不同药物浓度下,HCT8/PTX、HCT8/

VCR细胞株及加抑制剂组的细胞活性。

图2  MTT法检测Bcl-2抑制剂对耐药CRC细胞活性的影响
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  ①:对照组;②:PTX
 

1
 

μmol/L组;③:PTX
 

2
 

μmol/L组;④:PTX
 

4
 

μmol/L组;⑤:AT101组;⑥:PTX
 

1
 

μmol/L+AT101组;⑦:PTX
 

2
 

μmol/L+AT101组;⑧:PTX
 

4
 

μmol/L+AT101组;⑨:obatoclax组;

⑩:PTX
 

1
 

μmol/L+obatoclax组;􀃊􀁉􀁓:PTX
 

2
 

μmol/L+obatoclax组;

􀃊􀁉􀁔:PTX
 

4
 

μmol/L+obatoclax组;a:P<0.05。

图3  经抑制剂处理的 HCT8/PTX细胞在不同药物浓度

下的克隆形成数比较

  ①:对照组;②:VCR
 

1
 

μmol/L组;③:VCR
 

2
 

μmol/L组;④:VCR
 

4
 

μmol/L组;⑤:AT101组;⑥:VCR
 

1
 

μmol/L+AT101组;⑦:VCR
 

2
 

μmol/L+AT101组;⑧:VCR
 

4
 

μmol/L+AT101组;⑨:obatoclax组;

⑩:VCR
 

1
 

μmol/L+obatoclax组;􀃊􀁉􀁓:VCR
 

2
 

μmol/L+obatoclax组;

􀃊􀁉􀁔:VCR
 

4
 

μmol/L+obatoclax组;a:P<0.05。

图4  经抑制剂处理的 HCT8/VCR细胞在不同药物浓度

下的克隆形成数比较

  A:EdU实验检测HCT8/PTX细胞增殖能力(4×);B:EdU实验检测抑制剂obatoclax对HCT8/PTX细胞在不同药物浓度下增殖能力的影响

(4×);C:EdU实验检测抑制剂AT101对 HCT8/PTX细胞在不同药物浓度下增殖能力的影响(4×);D:各组实验结果的统计学分析;①:对照组;

②:PTX
 

1
 

μmol/L组;③:PTX
 

2
 

μmol/L组;④:PTX
 

4
 

μmol/L组;⑤:obatoclax组;⑥:PTX
 

1
 

μmol/L+obatoclax组;⑦:PTX
 

2
 

μmol/L+obato-
clax组;⑧:PTX

 

4
 

μmol/L+obatoclax组;⑨:AT101组;⑩:PTX
 

1
 

μmol/L+AT101组;􀃊􀁉􀁓:PTX
 

2
 

μmol/L+AT101组;􀃊􀁉􀁔:PTX
 

4
 

μmol/L+

AT101组;a:P<0.05。

图5  EdU实验检测靶向抑制剂对 HCT8/PTX耐药细胞增殖能力的影响
 

2.3 敲低Bcl-2基因增加耐药细胞对PTX和 VCR
的敏感性

与各自亲本细胞株HCT8/PTX和HCT8/VCR相

比,敲低Bcl-2基因后的细胞株 HCT8/PTX-shBcl-2和

HCT8/VCR-shBcl-2中Bcl-2蛋白表达水平明显降低,
见图7A,提示成功构建了Bcl-2基因稳定敲低的耐药细
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