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上调 Spl 表达对小细胞肺癌耐药细胞的化疗增敏作用
王彦玲马卫东蒋常文赵俊霞周娜静郑力芬赵娟闰蕴力*

(河北医科大学基础医学研究所细胞生物学教研室，石家庄 050017)

摘要 探讨转录因子 Spl 对人小细胞肺癌足叶乙岳飞耐药细胞 H446NP 的化疗增敏作用。采

用脂质体转染 Spl 质粒进入细胞， MTT 法检测细胞对足叶乙戒作用的半数抑制浓度(IC5o); AOIEB 

双荧光染色观察细胞死亡率; RT-PCR 和 Western 印迹检测 Spl 、拓扑异构酶 IIα(Topo IIα)和拓

扑异构酶 IIß (Topo IIß) mRNA 和蛋白质表达。结果:细胞转染 Spl 质粒后 ICso 明显降低，细胞死

亡率明显增加。 RT-PCR 和 Western 印边检测可见， H446NP-Spl 细胞中 Spl 、 Topo IIα 的 mRNA

和蛋白质表达量均较转染前明显增加，而 Topo IIß 表达无显著性差别。研究表明，上调 Spl 表达

可提高人小细胞肺癌耐药细胞中 Topo IIα 的表达，为 Topo II 抑制剂类药物提供了更多的作用靶

点，使细胞对 Topo II 抑制剂类药物的敏感度提高。

关键词 转录因子 Spl; 多药耐药;小细胞肺癌;拓扑异构酶 II; 足叶乙试

小细胞肺癌为临床常见的恶性肿瘤，治疗过程中

易发生多药耐药(multidrug resistance, MDR)现象，导

致化疗的失败[1] 。拓扑异构酶抑制剂是临床化疗中

常用的抗癌药物，由其导致的耐药现象是化疗失败的

常见原因。研究表明，耐药细胞中拓扑异构酶 IIα

(topoisomerase II, Topo IIα)表达下调，拓扑异构酶抑

制剂缺乏作用靶点是导致耐药发生的重要机制。

Spl 作为 Topo IIα 启动子的主要激活剂能够促进

Topo IIα 表达。为了解 Spl 对肿瘤耐药细胞的化疗

增敏作用，本研究将 Spl 表达型质粒转染进入人小细

胞肺癌耐药(对足叶乙试耐药 H446NP)细胞株[2]，通

过提高 Topo II 的表达水平，增加相关药物的作用靶

点，探讨肿瘤细胞的耐药逆转机制，为提高肿瘤治疗

效果提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1. 1 质粒 含有 Spl 基因 SpllpN3 质粒及 pN3

空载质粒由德国 Suske 教授惠赠。

1.1.2 细胞株 人小细胞肺癌对足叶乙戒耐药H4461

VP 细胞株由本主建立保存。

1.1.3 药物 足叶乙武(etoposide ， VP-16)为山东

齐鲁药业有限公司产品。

1.1.4 试剂及仪器 鼠抗人 Topo IIa 、 Topo IIß 

及 Spl 抗体购自美国 Santa Cruz 公司， ß 肌动蛋白抗

体购自北京中 [11试剂公司。 Trizol 、 Taq 酶、 dNTP 、

细胞核蛋白提取试剂盒、 RNA 酶抑制剂(RNaise) 、

随机引物、 M-MLV 逆转录酶均购自 Promega 公司。

脂质体 Lipofectamine 2000 购自美国 Invitron 公司。

PCR 引物由北京赛百胜公司合成。荧光倒置显微镜

为Olympus 公司产品，低温高速离心机、分光光度

计、 PCR仪为 Eppendoff公司产品，酶标仪为 Bio-Tek

公司产品， ì疑胶成像系统为 UVP 公司产品。

1.2 方法

1.2.1 质粒转染 碱裂法小量抽提 Spl 质粒，应

用脂质体 Lipofectarnine 2000 介导转染 Spl 质粒进入

H446NP 细胞，将转染 Spl 细胞命名为 H446NP-Spl

细胞。同时将 pN3 空载质粒转入 H446NP 细胞，并

命名为 H446NP-pN3 细胞。

1.2.2 细胞培养 将 H446NP 细胞、 H446NP­

pN3 细胞以及 H446NP-Spl 细胞以 RPMI1640 培养

基培养，内含 10% 新生牛血洁、 100 U/ml 青霉素、

100μg/ml 链霉素，置 37 0C 、 5%C02，饱和湿度环境
下培养， 3 天传代 1 次。

1.2.3 MTT 法检测药物对细胞的杀伤作用 (1) 

药物浓度选择、实验分组 每种细胞的 VP-16 药物

浓度分别设为 5 ， 10 、 25 、 50 、 100 、 250 、 500 、

1 000μgl时，同时设空白对照组。 (2)MTT 检测抑制

率将以上细胞分别以 1 X 105 个 Iml 细胞浓度接种于

96 孔培养板中，每孔加入 180μ10 24 h 后按照实验

分组分别加入经无血清RPMI1640稀释的药物20μ，

每组均做 8 复孔。药物与细胞共同培养至 24 h，每

收稿日期: 2006-12-28 接受 u 期 2007-03-26
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孔加入 20μ15 mg/ml MTT。继续温育 4h 后， 1000

r/min离心 10 min，吸去上清液，加入 150μν孔DMSO

终止反应，振荡仪振荡 10 min。用 ELX800 型酶标

仪在 490 nm 波长下测吸光值价值)。根据A 值计算

细胞抑制率(inhibition rate, 1酌，计算公式为:细胞抑

制率(%)=[(对照组 A 值一用药组A 值)/对照组A 值]

X 100%。根据各药物 IR，计算三种细胞的药物半数

抑制浓度(IC so) 。本实验重复 3 次。

1.2.4 双荧光染色观察细胞的死亡率 分别取对

数生长期 H446IVP、 H446IVP-pN3 ， H446IVP-Sp 1 

细胞，培养 24h 后分别加入 124.86μg/ml VP-16 作用

细胞各 24 h。收集细胞， 1 X PBS 洗 1 次，重悬细胞，

加入 0.05 mg/ml ~丫睫橙(AO)和 0.05 mg/ml 嗅乙昵

(EB)混合染液 2μ1，吹打混匀，滴至载玻片上，高倍镜

下计数 400 个细胞，计算死亡率。本实验重复 3 次。

1.2.5 RT-PCR检测 (1)RNA 的提取及 cDNA合

成采用Trizol法提取细胞总RNA，采用随机引物法

合成 cDNAo(2) PCR扩增从 NCBI- 核昔酸数据库

中查找目的基因原始 cDNA序列，采用 primer 5.0 软

件设计扩增引物，由北京赛百盛公司合成。各目的

基因引物序列、片段长度见表 1 。扩增条件为均先

采用 95 oc预变性 5 min, Spl: 95 oc变性 40 s, 52 oc退

火 40 s, 72 oc延伸 40 s, 40 个循环。 Topo IIa: 95 oc 

变性 35 s, 50 oc返火 35 s, 72 oc延伸 35 s, 40 个循

环。 Topo IIß: 95 oc变性 35 s, 49 oc退火 35 s, 72 oc 

延伸 35 s, 40 个循环，最后 72 oc再延伸 5 mino 扩增

完毕后取25μ扩增产物，在1.5% 琼脂糖凝胶上进行

电泳(120 V , 40 min), 0.05μl/ml 核酸染料(GoldView)

染色，读胶仪读取扩增条带的光密度值并进行分析、

照相。采用目的基因/内参的比值表示目的基因

mRNA 表达水平。

1.2.6 Westem 印迹分析 用 Perice核蛋白提取试

剂盒按照说明提取细胞核蛋白和胞浆蛋白，测定蛋白

质浓度。配制 10% 分离胶和 5% 积层胶，加入 150μg

基因

表 1 各目的基因引物序列、片段长度

引物 一
明
川
叩

-
m

P 肌动蛋白有义: 5'- CCA ACT GGG ACG ACA T -3' 
反义: 5'- TCT GGG TCA TCT TCT CG -3' 

Spl 有义: 5'-CTA CCC CTA CCT CAA AGG-3' 821 
反义: 5'- CTC TCC TTC TTT TTG CTG G -3' 

Topo IIα 有义: 5'-TGC CTG TTT AGT CGC TTT C-3' 349 
反义: 5'-TGA GGT GGT CTT AAG AAT-3' 

Topo II~ 有义: 5'- GTC AGAAAC TGC CAACAAA-3' 452 
反义: 5'- CAT AAC CAT TAC GAC CAC C -3' 

蛋白质样品开始电泳，指示剂至分离胶底部，电泳完

毕， 80 V 水浴转膜。 5% 牛血洁白蛋白封闭 1 h，加

入 1 : 80 稀释的一抗， 4 0C过夜。 TBS 漂洗膜，加入

辣根过氧化物酶标记的二抗， 37 oC 1 h , TBS 漂洗膜，

化学发光，采用 UVP lab work 4.60 软件测定条带光

密度值，并分析结果。数据处理运用 SAS 6.12 统计

学软件，方法采用 t 检验、单因素方差分析。

2 结果

2.1 MTT检测结果

应用 VP-16 作用后， H446IVP、 H446IVP-pN3 ，

H446IVP-Sp 1 细胞 ICs。值分别为 : (332.92:1::31.58)μg/ 

ml 、 (328.83土24.69)μg/ml 、(1 24.86 :1:: 22.38)μg/ml 。

H446IVP-Spl 细胞的ICso与 H446IVP-pN3和H446IVP

细胞比较有显著性差异(P<O.O日， H446/VP-pN3 和

H446IVP 细胞比较无显著性差异(P>0.05) 。

2.2 双荧光染色结果

双荧光染色可见，活细胞被 AO 染成绿色，死细

胞被 EB 染成桶红色或红色。 H446IVP 细胞、 H446/

VP-pN3 细胞、 H446/VP-Spl 细胞的死亡率分别为

(20.16 :1:: 3.78)% 、 (2 1. 63士4.85)% 、 (42.67 :1:: 6.29)% 。

H446IVP-Spl细胞死亡率与H446IVP和H446IVP-pN3

细胞比较有显著性差异(P<O.O日， H446/VP-pN3 和

H446IVP 细胞比较无显著性差异(P>0.05)(表 2) 。

2.3 RT-PCR检测结果

PCR产物经1.5%琼脂糖凝胶电泳后在各泳道的

135 bp 处观察到自肌动蛋白的电泳条带，在 821 bp 、

349 bp 、 452 bp 处分别观察到 Spl 、 Topo IIα、 Topo

IIß 的电泳条带。 H446IVP-Spl 细胞 Spl 、 Topo IIα 

mRNA 表达增高(P<O.O日， Topo IIß 表达无显著性差

异(P>0.05) 0 H446IVP-pN3 和 H446IVP 细胞比较无

显著性差异(P>0.05)( 图 1 、表 3) 。

2.5 Western 印迹检测结果

与H446IVP及H446IVP-pN3细胞比较， H446IVP­

Spl 细胞的 Spl 、 Topo IIα表达增高(P<0.05)， Topo IIß 

表达无显著性差异(P>0.05) 0 H446IVP-pN3 和 H446/

VP 细胞比较无显著性差异(P>0.05)(图 2，表的。

表 Z 双荧光染色细胞的死亡率(.i土 s， n=10) 
细胞系 死亡率(%)

H446/VP 20.16土 3.78

2 1. 63土4.85#H446/VP-pN3 
H4461VP-Spl 42.67土6.29*

与 H446/VP 细胞、 H446/VP-pN3 细胞相比， *P<0.05; 与

H446/VP 细胞相比， #p>0.05o 

与世界接轨，用宝尔超纯水系统 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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王彦玲等:上调 Sp1 表达对小细胞肺癌耐药细胞的化疗增敏作用
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图 1 半定量 RT-PCR测定 SpL TopoIIα、 Topo IIß mRNA 

表达

M: marker; 1 、 4 、 7: H446/VP 细胞;二 5 、 8: H4461VP-pN3 

细胞; 3 、 6 、 9: H4461VP-Spl 细胞。

表3 半定量 RT-PCR;m1j定SpL TopoIIα、 Topo IIß mRNA 

表达6 土 s， n=3) 

mRNA 丢在 H446IVP H446/VP-pN3 H4461VP-Spl 

Spl 0.68土0.16 0.72 :1:0.23# 1.07:1:0.21 * 

Topo 11α0.91 :1: 0.34 0.93土0.26# 1. 38土 0.43*

Topo IIß 1. 07土0.37 1.06 :1:0.31 # 1.04 :1:0.23# 

与 H446/VP 细胞、 H446/VP-pN3 细胞相比， *P<0.05 , #p> 

0.05; 与 H446/VP 细胞相比， #P>0.05 。

2 3 

自肌动蛋白 42kDa

Sp1 105 kDa 

嚣鳝 Topo I1ß 180 kDa 
Topo [[α170 kDa 

图 2 Western 印迹测定蛋白质表达

1: H446'VP 细胞; 2: H4461VP-pN3 细胞; 3: H4461VP-Spl 细胞。

表 4 Western 印迹测定 Spl 、 Topo 11α 、 Topo IIß 表达

6 土 s ， n=3) 

重吉贾芸:ì3 H446IVP H4461VP-pN3 H446IVP句1
Spl 0.22 :1:0.08 0.25 :1:0.11 # 1.17 :1:0.37* 

Topo 11α0.12:1: 0.05 0.11 :1:0.04# 0.42 :1:0.13* 

Topo IIß 0.27 :1: 0.06 0.26 :1:0.08# 0.25士0.06#

与 H446IVP 细胞、 H446/VP-pN3 细胞相比， *P<0.05 , #P>0.05; 

与 H446IVP 细胞相比， #P>0.05o 

3 讨论

Topo 11 是某些肿瘤化疗药物的作用靶点，它的

表达水平改变与肿瘤细胞的 MDR 的发生、发展密

切相关[匀。 Topo 11 有两种同工酶 Topo 11α 和 Topo

IIß，在恶性肿瘤的发生、发展以及耐药的过程中有

着重要的意义。作为多种药物的作用靶酶，其含量

与细胞对药物的敏感性关系密切[4 ， 5] 。研究表明，

Topo IIa表达水平下降，肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性下降，耐药性增高[6]。有资料表明，药物作用后引

起的 Topo 11 含量或活性降低、基因变异以及在细

胞内分布的改变，均是对 Topo II 抑制剂产生耐药的

原因[明。通过 Topo IIα 基因转染提高 Topo 11α 水

平，可使肿瘤细胞对 Vp-16 敏感性增加[9] 。

研究表明， Spl 是一个普遍存在于哺乳动物细胞

中的转录因子，在保证持家基因、组织特异性表达基

因和病毒基因正确表达过程中起重要作用。 Spl 特

异性地结合启动子区的 GC/GT 盒，激活包括 Topo II 

基因在内的有关基因转录[10-121。对于含有多个 Sp 结

合位点的启动子而言， Spl 通过直接的蛋白质·蛋白

质相互作用发挥协同转录功能[13] 。

己有研究证实，在 Topo IIα 的启动子区包含了

2个 GC盒(GCl 和 GC匀， Spl 通过其 3 个钵指结构与

Topo IIα 启动子区的 GC/GT 盒结合，上调 Topo 11 的

表达[14-16]。但关于上调肿瘤细胞内 Spl 表达是否可

克服相关细胞耐药，增强肿瘤耐药细胞对化疗药物的

敏感性，至今仍缺乏研究。

VP-16是半合成的鬼臼毒素衍生物，属于Topo II 

毒性抑制剂，主要通过稳定Topo II-DNA断裂复合体，

抑制 DNA 的再连接，造成 DNA 断裂损伤[1飞 VP-16

是SCLC化疗的常用药物[18].MDR现象是其化疗失败

的重要因素之一。我们在以前的研究中利用 VP-16

诱导小细胞肺癌 H446 细胞产生耐药，建立了 H446/

VP 细胞系[坷，并观察到其 Topo II 表达降低是产生耐

药的主要原因。

本研究中我们将 Spl 质粒转染进入 H446NP 细

胞，并观察到随着 Spl 表达水平上调， H446NP 细胞

Topo IIα 的表达上升，此举可为 VP-16 提供了更多的

作用靶点，使耐药细胞对 VP-16 的敏感性提高，增强

了肿瘤耐药细胞对化疗药物的敏感性。

本研究结果为进一步寻找克服肿瘤耐药相关因

素，提高肿瘤临床治疗效果具有参考意义。
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The Role of Enhanced Chemotherapy Sensitivity on Drug Resistance of 

the Small Cell Lung Cancer Cells by Up-regulated Spl 

Yan-Ling Wang , Wei-Dong Ma, Chang-Wen Jiang, Jun-Xia Zhao, Na-Jing Zhou , 

Li-Fen Zheng, Juan Zhao, Yun-Li Yan* 
(Cell Biology Division, Institute 01 Basic Medicine, Hebei Medical Univers仰， Shijiazhuang 050017, China) 

Abstract In order to find the chemotherapy sensitivity of how transcription factor Spl influence the 

etoposide (VP-16) resistance of small celllung cancer cells, we transfected the expression type human Spl plasmid 

to H446/VP cells to enhance the expression of Sp l. Transfected Spl plasmid to VP-16 resistance small celllung 

cancer cell, H446/VP mediated by liposome. The microculture tetrazolium (MTT) assay was used to measure the 

half inhibiting concentration (lCso); AOÆB double fluorescent staining was applied to measure the death rate; RT­

PCR and Westem blot were used to measure the mRNA and protein expression of Spl , topoisomerase II (Topo IIα， 

Topo IIß). It was found that the ICsoof H446NP-Spl cell was obviously lower than H446NP cell; The death rate 

ofH446NP-Spl cell increased significantly by comparing with H446NP cell. It was showed that in both ofthe level 

of mRNA and protein, the expression of Spl , Topo IIαwas increased in H446/VP-Spl cell, while the Topo IIß 

expression had no obvious change. It was showed that the up-expression of Sp 1 can enhance the expression of 

Topo IIαin the drug resistance of small celllung cancer cells. It offered more targets and increased sensitivity for 

topoisomerase inhibitor. 

Key words transcription factor Sp 1; multidrug resistance; small cell lung cancer; topoisomerase II; 

etoposide 
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