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 P- 糖蛋白线粒体转位与线粒体 DNA 缺失肿瘤细胞

多药耐药产生的关系
凌贤龙*　何玉琦　周　源　文　蕾

(第三军医大学新桥医院消化科, 重庆 400037)

摘要　　线粒体DNA缺失细胞(ρ0细胞)拮抗化疗药物诱导的凋亡, 但其确切机制尚不明确。本

研究探讨P-gp线粒体转位与人肝癌细胞(SK-Hep1) mtDNA 缺失细胞(ρ0SK-Hep1)多药耐药产生的关

系。以SK-Hep1、ρ0SK-Hep1和转线粒体细胞SK-Hep1Cyb为研究对象, CCK-8方法检测细胞对药物

敏感性; Annexin V/PI双染法及DAPI染色法检测细胞凋亡; Western blot检测P-gp表达; 激光共聚焦

显微镜结合免疫荧光检测 P-gp细胞内分布。结果显示, SK-Hep1、ρ0SK-Hep1和 SK-Hep1Cyb细胞

对多柔比星(DOX)的 IC50 分别为 0.62±0.02 μg/ml、4.93±0.17 μg/ml 和 0.57±0.02 μg/ml。SK-Hep1、
ρ0SK-Hep1和SK-Hep1Cyb细胞凋亡率分别为11.25%±1.36%、4.75%±0.98%和14.50%±1.57%, ρ0SK-
Hep1 对细胞凋亡有明显抗性。Western blot 检测发现 ρ0 细胞内 P-gp、Bax、Bcl-2 表达增加, Bcl-2/
Bax 比值增加。免疫荧光共定位显示, ρ0 细胞线粒体内P-gp表达增加。结果表明, ρ0 细胞对化疗药

物诱导的凋亡有明显抵抗, 这种现象可能与 ρ0 细胞 P-gp、Bax、Bcl-2 表达增加有关。ρ0 细胞 P-gp
线粒体转位可发挥外排泵作用将药物排出线粒体, 改变化疗药物的亚细胞分布, 减少细胞内药物浓

度, 使细胞产生多药耐药。
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肿瘤细胞多药耐药(multidrug resistance, MDR)
是造成肿瘤化疗失败的重要原因。MDR 的发生主

要涉及肿瘤细胞外膜上两类经典的转运蛋白[1]: 一类

是 ATP 结合盒(ATP binding cassette, ABC)转运蛋白

超家族, 具有能量依赖的跨膜药物外输泵功能, 可以

将细胞内底物包括多种抗肿瘤药物泵出肿瘤细胞, 如
P-gp/ABCB1、MRP1/ABCC1和 BCRP/ABCG2等; 另
一类溶质运载蛋白家族(solute carrier transporter su-
perfamily)可调控细胞内抗肿瘤药物的吸收。两类转

运蛋白的过度表达可介导肿瘤细胞耐药。

线粒体DNA(mitochondrial DNA, mtDNA)缺失可

诱导肿瘤细胞多药耐药表型的产生, 然而其机制仍不

清楚。mtDNA缺失细胞对顺铂和光动力疗法有明显

的抵抗作用, 甚至暂时缺失mtDNA的细胞对化疗药物

也有抵抗作用, 由mtDNA减少引起的线粒体应激可使

细胞产生明显的凋亡抵抗[2]。含有突变型mtDNA的

细胞较含有非突变型mtDNA的细胞抗凋亡能力明显

增加[3]。我们以往研究也发现mtDNA缺失与突变能

诱导肿瘤细胞多药耐药表型的产生, 由mtDNA减少引

起的线粒体应激可使细胞产生明显的凋亡抵抗[4,5]。

本研究以人肝癌细胞SK-Hep1、mtDNA缺失细

胞ρ0SK-Hep1以及转线粒体胞质体细胞SK-Hep1Cyb
为模型, 通过比较 P- 糖蛋白(P-glycoprotein, P-gp)线
粒体内外分布的差异, 探讨P-gp线粒体转位在mtDNA
缺失细胞多药耐药产生中的作用。

1   材料与方法

1.1  材料及细胞培养

1.1.1    细胞株        人肝癌 SK-Hep1细胞株购自中国

科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学

研究所。

1.1.2    主要试剂        DMEM高糖培养基和胎牛血清

购自 Gibco-BRL 公司; 丙酮酸钠、MTT 购自 Sigma
公司; 尿嘧啶、DMSO 购自 Amresco 公司; 多柔比

星(doxorubicin, DOX)和长春新碱(vincristine, VCR)
购自深圳万乐药业有限公司; 顺铂(Cisplatin, CDDP)
购自云南生物谷灯盏花药业有限公司; 5-氟尿嘧啶 (5-
fluorouracil, 5-FU)购自上海旭东海普药业有限公司;



3 6 ·研究论文 ·

鼠抗人 Bcl-2、Bax、β-actin单克隆抗体和兔抗人 P-
gp 多克隆抗体购自 Santa Cruz 公司; CCK-8 试剂盒

(DOJINDO, 日本); MitoTracker Red (Molecular
Probes Inc, Eugene, OR); Annexin V FITC/PI 试剂盒

(南京凯基生物科技发展有限公司); 激光共聚焦显微

镜(Lecia Tcs SP2, 德国); FACS Calibur 流式细胞仪

(BD 公司, 美国)。
1.2  方法

1.2.1    细胞培养        SK-Hep1细胞在DMEM培养基,
含 10% 胎牛血清、100 U/ml 青霉素、100 μg/ml 链
霉素, 5% CO2, 37℃条件下培养。线粒体 DNA 缺失

SK-Hep1 细胞(ρ0SK-Hep1)、SK-Hep1Cyb 细胞由本

实验室诱导、保存[4,7], 在高糖 DMEM 培养基中, 含
100 μg/L丙酮酸, 50 μg/L尿嘧啶, 15%胎牛血清, 5%
CO2, 37℃条件下培养。SK-Hep1Cyb 系 ρ0SK-Hep1
转线粒体细胞,  将血小板与 ρ0SK-Hep1 细胞融合后

获得, 在 DMEM 高糖培养基含 10% 胎牛血清,  37℃
恒温, 5% CO2, 95% 空气孵箱内培养。

1.2.2    CCK-8检测细胞对顺铂敏感性        按CCK-8
试剂盒说明操作。酶联免疫检测仪测定(测定波长

450 nm, 参比波长 650 nm)吸光度值(A)。相对抑制

率(%)=(1- 加药孔 A 值 / 对照孔 A 值)×100%, SPSS
13.0计算 50%细胞生长抑制时的药物浓度(IC50), 耐
药指数(RI)= 耐药细胞 IC50/ 亲本细胞 IC50。

1.2.3    AnnexinV/PI 双染法、DAPI 染色法检测细胞

凋亡        采用 FITC-AnnexinV/PI 双荧光标记、流式

细胞术(FCM)检测细胞凋亡的变化。将细胞按 1×105

个 /ml 接种于 6 孔板, 各组设 3 复孔, 均加入 5 μg/ml
多柔比星, 作用 24 h 后收集细胞, 调整细胞浓度至

1×105/ml, 1 500 r/min, 离心5 min, 弃上清, 加Annexin V
5μl, 缓冲液195 μl, PI 20 μl, 避光放置20 min, 流式细

胞仪收集 5×10 4 个细胞。激发光波长为 488 nm,
FITC受激发后发绿色荧光, PI发红色荧光。Cellquest
软件分析结果。10 mm×10 mm 玻片经泡酸、清洗

后, 放入 75% 乙醇中浸泡，接种细胞时用酒精灯将

玻片烤干, 放入 24 孔板中(Corning/Costa)。将对数

生长期的SK-Hep1、ρ0SK-Hep1和SK-Hep1Cyb细胞

经胰蛋白酶消化后制成1×104/ml的单细胞悬液, 将细

胞接种到 24 孔板内 10 mm×10 mm 玻片上, 待细胞

长至适宜密度时, 用含不同浓度的多柔比星(0 μg/ml,
0.1 μg/ml, 1 μg/ml)处理细胞, 48 h 后 PBS 洗涤 2~3
次, 加入 95% 乙醇固定细胞 20 min。PBS 洗涤培养

皿2~3次, 血清固定30 min, Triton X-100处理20 min,

PBS洗涤2~3次, DAPI(4', 6-diamidino-2-phenylindole)
孵育 5 min, PBS洗涤 2~3次, 激光共聚焦显微镜观察

细胞并照相。

1.2.4    Western杂交        应用组织细胞裂解液分别裂

解 SK-Hep1 细胞、ρ0SK-Hep1 细胞和 SK-Hep1Cyb
细胞得到总蛋白。以牛血清蛋白(BSA)为标准品, 考
马斯亮蓝法进行蛋白质定量。根据测得的总蛋白浓

度,  每例标本取总蛋白20 μg, 10%SDS-PAGE 分离,
半干法转印于 PVDF(Roche 公司)膜上。脱脂奶粉

封闭。1∶1 000 稀释 Bcl-2 与 Bax 一抗,  1∶500
稀释P-gp一抗, 与经封闭液处理的PVDF膜4℃孵育

过夜。l∶10 000 稀释辣根过氧化物酶标记的二抗,
室温孵育 1 h, 加 ECI 发光剂, 在 5 min 内显影定影,
胶片洗涤干燥后, 记录结果。Quantity One 图像分

析系统(美国Bio-Rad公司)进行条带吸光度分析, 以
目的蛋白与内参β-肌动蛋白条带灰度的比值作为蛋

白表达的相对含量。相同的细胞重复 3 次求其均值

代表该细胞蛋白的表达水平。

1.2.5    免疫荧光分析        10 mm×10 mm玻片经泡酸、

清洗后, 放入75%乙醇中浸泡, 接种细胞时用酒精灯

将玻片烤干, 放入 24 孔板中(Corning/Costa)。将对

数生长期的SK-Hep1、ρ0SK-Hep1和SK-Hep1Cyb细
胞经胰蛋白酶消化后制成 1×104/ml 的单细胞悬液,
将细胞接种到 24 孔板内 10 mm×10 mm玻片上, 待
细胞长至适宜密度时, 吸去培养基, 加入新鲜配制的

含有 200 nmol/L Mitotracker Red 线粒体探针的培养

基 37℃孵育 30 min, PBS 洗涤 2~3 次, 加入 95% 乙

醇固定细胞 20 min。PBS 洗涤培养皿 2~3 次, 血清固

定 30 min, Triton X-100 处理 20 min, PBS 洗涤 2~3次,
加入 l∶100稀释的抗P-gp一抗 4℃避光孵育18~24 h,
PBS 洗涤 2~3 次, FITC 结合的二抗避光孵育 30 min,
PBS洗涤 2~3 次, DAPI(4', 6-diamidino-2-phenylindole)
孵育 5 min, PBS洗涤 2~3 次, 激光共聚焦显微镜观察

细胞并照相。

1.2.6    统计学处理        采用SPSS 13.0软件, 分别行

t 检验和 χ2 检验。P<0.05 为有显著性差异。

2   结果

2.1  化疗药物对培养细胞的细胞毒作用

SK-Hep1、ρ0SK-Hep1和SK-Hep1Cyb细胞对DOX
的 IC50 分别为 0.62±0.02 μg/ml、4.93±0.17 μg/ml、
0.57±0.02 μg/ml, ρ0SK-Hep1 的 RI 是 SK-Hep1 的 7.95
倍, 中度耐药(表 1)。
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2.2  细胞凋亡检测

SK-Hep1、ρ0SK-Hep1 和 SK-Hep1Cyb 细胞

凋亡率分别为 11.25%±1.36%、4.75%±0.98% 和

14.50%±1.57%。ρ0SK-Hep1对细胞凋亡有明显抗性,
与另外两种细胞相比有显著差异, P<0.05。不同浓

度的 DOX(0 μg/ml, 0.1 μg/ml, 1 μg/ml)处理细胞 48 h
后SK-Hep1和SK-Hep1Cyb细胞凋亡明显增加, DAPI
染色细胞核染色质凝聚、核碎裂, 出现凋亡小体。

而ρ0SK-Hep1细胞对DOX诱导的凋亡有明显的抗性

(图 1)。
2.3  ρ0SK-Hep1 细胞 P-gp、Bcl-2/Bax 蛋白表达

Western印迹 P-gp、β-actin、Bcl-2 和 Bax 蛋白

分子量大小分别为 170 kDa、43 kDa、28 kDa 和

23 kDa, Quantity One图像分析系统分析后, 三种细胞

Bcl-2 与 Bax 条带灰度的比值(Bcl-2/Bax)分别是: SK-

Hep1 细胞 0.53±0.06、ρ0SK-Hep1 细胞 0.61±0.03、
SK-Hep1Cyb 细胞 0.43±0.05。ρ0SK-Hep1 细胞 P-gp
表达明显增强(P<0.01), 而 SK-Hep1Cyb 细胞与 SK-

表 1　IC50 和抵抗指数(n=5)
Table 1　IC50 and resistance index (n=5)

药物 IC50 (μg/ml) 抵抗指数

Drugs Resistance index
SK-Hep1 ρ0SK-Hep1 SK-Hep1Cyb ρ0SK-Hep1 SK-Hep1Cyb

DOX 0.62±0.02 4.93±0.17 0.57±0.02 7.95* 0.92
CDDP 5.04±0.06 16.34±0.29 2.02±0.12 3.24* 0.40
VCR 0.77±0.03 0.87±0.03 0.63±0.02 1.13 0.82
5-FU 12.49±0.27 19.33±0.21 10.27±0.34 1.55 0.82

Compared with SK-Hep1, *P<0.05.

图  1　多柔比星对培养细胞的细胞毒性

Fig.1　Cytotoxicity of doxorubicin on the cultured cells

图 2　Bcl-2、Bax 和 P-gp 的表达

Fig.2　Bcl-2、Bax and P-gp expressions
1: SK-Hep1; 2: ρ0SK-Hep1; 3: SK-Hep1Cyb.
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Hep1细胞间差异不显著(P>0.05)。
2.4  ρ0SK-Hep1 细胞 P-gp 线粒体转位增加

免疫荧光分析显示, SK-Hep1 细胞内 P-gp(绿色

荧光)弥散分布, 而 ρ0SK-Hep1 细胞 P-gp荧光强度明

显增加; 转入线粒体后, SK-Hep1Cyb 细胞 P-gp 荧光

强度减低。将 P-gp(绿色荧光)、MitoTracker Red(红
色荧光), DAPI(蓝色荧光)三色荧光染色后图像重建显

示, ρ0SK-Hep1 细胞 P-gp线粒体转位增加(图 3)。

3   讨论

mtDNA缺失可诱导肿瘤细胞多药耐药表型的产

生, 由 mtDNA减少引起的线粒体应激可使细胞产生

明显的凋亡抵抗[8,9]。mtDNA 缺失诱导肿瘤细胞多

药耐药表型产生的原因仍不清楚。

有研究证实mtDNA缺失能诱导肿瘤细胞MDR1
mRNA 稳定性增加从而引起 P- 糖蛋白表达增加, 使
细胞内抗肿瘤药物蓄积减少和细胞对抗肿瘤药物敏

感性下降, 细胞产生耐药表型。P- 糖蛋白是 170 kDa
跨膜蛋白, 属于ATP结合盒式转运蛋白家族成员, 可
作为能量依赖性外排泵发挥功能, 可减少细胞内毒性

复合物浓度, 因此可使细胞对分子结构和靶点专一性

不同的药物如紫杉醇、长春新碱、多柔比星等产生

耐药性。细胞受凋亡信号刺激可产生两种凋亡通路:
内源性通路(线粒体)和外源性通路(受体、跨膜), 线
粒体通路启动因子是caspase-9, 外源性通路启动因子

是 caspase-8 和 caspase-10, 两种通路共享效应因子

图 3　激光共聚焦显微镜检测 P-gp 线粒体定位

Fig.3　P-gp localization in mitochondria assayed by immunofluorescence combined with laser scanning confocal microscopy
*P<0.05, vs SK-Hep1. **P<0.01, vs SK-Hep1Cyb.
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caspase-3。P-gp 可抑制 caspase-9、-3, 抑制内源性

通路, 而对外源性通路 caspase-8 无影响。P-gp 除药

物转运功能外, 在调节 caspase 依赖性凋亡途径中也

起着特殊作用, P-gp 可保护人类肿瘤细胞免受多种

caspase 介导的凋亡的影响, 能影响不同刺激诱导的

凋亡关键步骤 caspase-3 的激活,  P-gp 通过抑制

caspase-3 而抑制线粒体凋亡途径, 但不影响 caspase-8
依赖性受体凋亡途径。当P-gp过表达细胞暴露于凋

亡信号时无细胞色素C从线粒体释放, 细胞产生凋亡

抵抗。

本研究发现,  SK-Hep1、ρ0SK-Hep1 和 SK-
Hep1Cyb细胞对DOX的 IC50分别为0.62±0.02 μg/ml、
4.93±0.17 μg/ml、0.57±0.02 μg/ml, ρ0SK-Hep1 的 RI
是SK-Hep1的7.95倍, 中度耐药。SK-Hep1、ρ0SK-Hep1
和 SK-Hep1Cyb 细胞凋亡率分别为 11.25%±1.36%、

4.75%±0.98% 和 14.50%±1.57%。ρ0SK-Hep1对细胞

凋亡有明显抗性, 与另外两种细胞相比有显著差异。

不同浓度的DOX(0 μg/ml, 0.1 μg/ml, 1 μg/ml)处理细

胞 48 h后 SK-Hep1和 SK-Hep1Cyb细胞凋亡明显增

加, DAPI 染色细胞核染色质凝聚、核碎裂, 出现凋

亡小体。而ρ0SK-Hep1细胞对DOX诱导的凋亡有明

显的抗性。线粒体 DNA 缺失细胞 P-gp 蛋白表达明

显增加, 经激光共聚焦检测发现线粒体 DNA 缺失细

胞可见明显的P-gp蛋白定位。P-gp通常被认为定位

于细胞膜, 通过降低细胞内药物总浓度介导耐药。

近年来的研究发现在细胞核、高尔基体和线粒体也

有功能活性的 P-gp表达[10,11]。因此ρ0 细胞的 P-gp表
达不仅仅对一些药物有外排作用, 也与药物在细胞内

的再分布有关。有研究显示, ρ0 细胞 P-gp 在 mRNA
和蛋白水平高表达, 且功能活性较高[12], 人肝癌药物

敏感性细胞 P5 线粒体内没有 P-gp 表达, 而经 P5 诱

导产生的耐药性细胞P1(0.5)线粒体内则有功能活性

的 P-gp表达[10]。P-gp定位于多药耐药细胞线粒体膜

与定位于细胞膜一样发挥同样的药物外排作用。结

合以上我们认为, ρ0SK-Hep1细胞耐药性的产生可能

与细胞线粒体通路抗凋亡机制有关系。然而, 定位

于细胞线粒体的 P-gp 是否有功能活性, 能否在线粒

体发挥药物外排作用, 及其在调节 caspase 依赖性凋

亡途径中所起的特殊作用还有待于进一步研究。

Bcl-2 家族蛋白通过调节线粒体外膜完整性而在

细胞凋亡中起关键作用。Bcl-2、Bcl-XL 阻止凋亡

蛋白释放并保护线粒体外膜完整性, 而促凋亡 Bcl-2
家族成员 Bax、Bak诱导外膜通透性增加, 使促凋亡

因子从线粒体释放[13]。Bcl-2蛋白与细胞增殖和凋亡

关系密切, 可启动细胞增殖, 抑制细胞凋亡, 使细胞

获得耐药性[14]。本研究对 SK-Hep1、ρ0SK-Hep1 和

SK-Hep1Cyb 细胞内 Bcl-2 蛋白表达进行检测显示,
ρ0SK-Hep1细胞Bcl-2蛋白表达明显增强, Bcl-2与Bax
蛋白量的比率增加, 而转入正常线粒体DNA后, SK-
Hep1Cyb细胞Bcl-2蛋白表达下降, Bcl-2与Bax蛋白

量的比率下降, 这也许是ρ0SK-Hep1细胞具有耐药性

的部分机制所在。
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P-glycoprotein Mitochondrial Translocation on Multidrug Resistance in
the Mitochondrial DNA-depleted Cells

Xian-Long Ling*, Yu-Qi He, Yuan Zhou, Lei Wen
(Department of Gastroenterology, Xinqiao Hospital, Third Military Medical University, Chongqing 400037, China)

Abstract        Cells that express the multidrug resistance (MDR) phenotype are resistant to the mitochondrial
related apoptosis induced by several anticancer drugs. Why the mitochondrial DNA depleted cells showed MDR
phenotype is still unknown. This study focused on P-glycoprotein (P-gp) mitochondrial translocation on multidrug
resistance in the mitochondrial DNA-depleted cells. SK-Hep1, ρ0SK-Hep1 and the transmitochondria cells SK-
Hep1Cyb were used. Sensitivity of the cells to chemotherapeutic drugs was assessed by CCK-8 assays. Apoptosis
ratio of the cells were measured by Annexin V/PI double staining. Expression of P-gp was detected by Western
blot, and distribution of P-gp within the cells was assayed by immunofuorescence combined with laser scanning
confocal microscopy. Results showed, the IC50 of SK-Hep1, ρ0SK-Hep1 and SK-Hep1Cyb to Doxorubicin were
0.62±0.02 μg/ml, 4.93±0.17 μg/ml and 0.57±0.02 μg/ml, respectively, and the apoptosis ratio of SK- Hep1,
ρ0SK-Hep1 and SK-Hep1Cyb were 11.25%±1.36%、4.75%±0.98% and 14.50%±1.57%, respectively. The ρ0SK-
Hep1 exhibited resistance to apoptosis induced by the chemotherapeutic drugs. P-gp、Bax and Bcl-2 were
overexpressed and Bcl-2/Bax increased. ρ0 cells showed resistance to apoptosis induced by chemotherapeutic
drugs, and this might be related to increased Bax/Bcl-2, and increased P-gp translocation to mitochondria in the
ρ0 cells. Therefore, P-gp could be involved in the protection of apoptosis due to antiproliferative drugs.
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