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MRTX849逆转ABCB1介导的肿瘤多药耐药
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摘要      P-糖蛋白(ABCB1/P-gp)过表达是导致肿瘤多药耐药(multidrug resistance, MDR)的主

要因素之一。因此, 寻找有效的药物来克服ABCB1介导的多药耐药非常重要。MRTX849是一种突

变选择性的KRAS G12C共价抑制剂, 用于非小细胞肺癌及肠癌的治疗。该实验研究了MRTX849
是否能逆转ABCB1介导的多药耐药及其作用机制。逆转实验结果显示, MRTX849能显著逆转

ABCB1介导的多药耐药, 而不会影响ABCG2介导的多药耐药。Western blot及免疫荧光实验结果

显示, MRTX849不会影响ABCB1在细胞内的表达及定位。进一步的研究发现, MRTX849抑制了

ABCB1外排功能, 导致细胞内药物蓄积水平的增加, 从而逆转多药耐药。此外, 分子对接实验显示, 
MRTX849和ABCB1呈现了良好的亲和能力。总之, 该研究表明MRTX849逆转了ABCB1介导的多

药耐药, 为化疗抵抗的肿瘤患者提供了一种新的临床治疗策略。
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MRTX849 Reverses ABCB1-Mediated Multidrug Resistance in Cancer Cells
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Abstract       P-glycoprotein (ABCB1/P-gp) overexpression is one of the major factors leading to MDR (mul-
tidrug resistance) in cancers. Therefore, it is important to find effective drugs to overcome ABCB1-mediated MDR. 
MRTX849 is a mutation-selective KRAS G12C covalent inhibitor for the treatment of non-small cell lung cancer 
and colorectal cancer. This study aimed to investigate whether MRTX849 could reverse ABCB1-mediated MDR 
and the underlying mechanism. The results of reversal assay showed that MRTX849 significantly reversed ABCB1-
mediated MDR without affecting ABCG2-mediated MDR. The results of Western blot and immunofluorescence as-
says suggested that MRTX849 did not affect the intracellular expression and localization of ABCB1. Further studies 
revealed that MRTX849 inhibited ABCB1 efflux function, leading to an increase in intracellular drug accumulation 
levels, thereby reversing MDR. In addition, molecular docking analysis showed that MRTX849 and ABCB1 pre-
sented good affinity. In conclusion, this study demonstrated that MRTX849 reversed ABCB1-mediated MDR, pro-
viding a new clinical treatment strategy for chemotherapy-resistant tumor patients.
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多药耐药(multidrug resistance, MDR)是导致肿瘤

化疗失败的主要因素之一 [1]。肿瘤多药耐药的机制很

多 , 包括细胞内药物外排增加 , 细胞凋亡抑制与DNA
修复增强等[2]。其中, ATP结合盒(ATP-binding cassette, 
ABC)转运蛋白的过表达是最重要的因素之一[3]。

ABC转运蛋白是位于细胞膜上的一个超家族 , 
执行重要的药理学与生理学功能[4]。目前的研究表明, 
ABC蛋白由七个亚家族组成, 其中, P-糖蛋白(ABCB1/
P-gp)和乳腺癌抗性蛋白 (ABCG2/BCRP)已被证明是

导致各种肿瘤多药耐药的主要因素 [5]。研究显示 , 
ABCB1和ABCG2的过表达导致细胞内药物蓄积水平

下降 [6]。目前 , 尚没有药物能够通过FDA批准用以克

服ABC蛋白介导的多药耐药。因此, 寻找有效的药物

克服ABC蛋白介导的多药耐药极为重要。

近年来 , 人们研究发现一些酪氨酸激酶抑制

剂 (tyrosine kinase inhibitors, TKIs)具有逆转肿瘤多

药耐药的作用 [7]。MRTX849是一种突变选择性的

KRAS G12C共价抑制剂 , 用于非小细胞肺癌及肠

癌的治疗 [8-9]。本研究评估MRTX849是否可以逆转

ABCB1介导的肿瘤多药耐药。

1   材料与方法
1.1   主要试剂

MRTX849、紫杉醇 (paclitaxel)、阿霉素 (doxo-
rubicin)、顺铂 (cisplatin)、秋水仙碱 (colchicine)、
维拉帕米 (verapamil)、米托蒽醌 (mitoxantrone)、
Ko143等试剂购自MCE公司。DMEM培养基、胎

牛血清FBS(fetal bovine serum)等购自Gibco公司。

MTT试剂、Western blot试剂盒、ABCB1及GAPDH
的一抗、二抗等购自上海碧云天生物技术有限公司。

1.2   细胞培养

过表达ABCB1的多药耐药细胞KB-C2由colchi-
cine诱导KB-3-1细胞得到。过表达ABCB1的多药

耐药细胞SW620/Ad300由doxorubicin诱导SW620细
胞得到。过表达ABCG2的多药耐药细胞NCI-H460/
MX20由 mitoxantrone诱导 NCI-H460细胞得到。

HEK293/pcDNA3.1和HEK293/ABCB1是分别用空

的pcDNA3.1或ABCB1全长基因质粒转染HEK293细
胞获得的。以上细胞系均在含10% FBS的DMEM中

培养。

1.3   细胞毒性和逆转实验

细胞毒性及逆转实验如前人报道[10]。简而言之, 
对于细胞毒性研究, 将细胞接种于96孔板(每孔4 000
个细胞), 12 h后添加不同浓度的MRTX849, 72 h后应

用酶标仪在570 nm波长处检测D值。对于逆转实验, 
将细胞接种于96孔板 (每孔4 000个细胞 ), 12 h后加

入不同浓度的MRTX849孵育2 h, 然后将不同浓度的

paclitaxel、doxorubicin或cisplatin添加到孔中 , 孵育

72 h后应用酶标仪在570 nm波长处检测D值。

1.4   Western blot 检测ABCB1的表达情况

Western blot实验如前人报道[11]。简而言之, 细胞

经MRTX849处理后 , 提取总蛋白并应用BCA法测定

其浓度 , 取10 μg蛋白经SDS-PAGE分离后 , 将其转膜

到PVDF膜, 5% BSA室温封闭1 h后, 一抗(1:1 000) 4 °C
孵育过夜, 二抗(1:1 000)室温孵育1 h, ECL发光液显

色, 条带经ImageJ软件量化分析。

1.5   免疫荧光检测ABCB1的细胞亚定位

免疫荧光实验如前人报道[12]。简而言之, 细胞经

MRTX849处理后 , 用4%甲醛将细胞室温固定15 min, 
5% BSA室温封闭1 h后, 一抗(1:500) 4 °C孵育过夜, 
二抗(1:1000)室温孵育1 h, DAPI室温孵育15 min, 共
聚焦显微镜观察。

1.6   同位素标记法检测MRTX849对化疗药物在

细胞中蓄积与外排的影响

药物的蓄积与外排实验如前人报道 [10]。对于

药物蓄积实验, 细胞接种于24孔板, 12 h后在孔中加

入MRTX849或verapamil预处理2 h, 然后加入 [3H]-
paclitaxel于37 °C条件下孵育2 h, 胰酶消化后收集细

胞到含闪光液的测量瓶中 , 上机检测。对于药物外

排实验, 细胞接种于24孔板, 12 h后加入MRTX849或
verapamil预处理2 h, 然后加入[3H]-paclitaxel于37 °C
条件下孵育2 h, 分别于0、30、60、90、120 min等
不同时间点收集细胞到含闪光液的测量瓶中 , 上机

检测。

1.7   分子对接分析

MRTX849与人ABCB1模型的分子对接分析如

前人报道[13]。简而言之, 人ABCB1蛋白模型(6QEX)
从RCSB蛋白数据库中获得, 应用Autodock Vina软件

以标准参数进行对接计算 , 将对接结果中评分最高

的模型用于结果分析。



2261陆永正等: MRTX849逆转ABCB1介导的肿瘤多药耐药

1.8   统计学分析

使用GraphPad Prism 8.0软件进行统计分析。

数据表示为x
_
±s, 两组间数据比较应用 t检验 , 多组间

数据比较应用单方差分析 , P<0.05代表差异有统计

学意义, 所有实验均重复3次。

2   结果
2.1   MRTX849对细胞毒性的评价

为了选择MRTX849的安全浓度, 我们通过MTT
实验研究MRTX849对各种细胞的毒性作用。实验

结果显示, 3 μmol/L的MRTX849处理细胞72 h, 细胞

存活率在80%以上(图1)。因此, 我们选择0.3 μmol/L、
1 μmol/L和3 μmol/L的MRTX849进行后续的肿瘤耐

药逆转研究。

2.2   MRTX849增强ABCB1过表达细胞对化疗药

物的敏感性 
Paclitaxel和 doxorubicin是ABCB1的底物 , 在

本实验中我们研究MRTX849是否能增强ABCB1
过表达细胞对这两种临床常见化疗药物的敏感性。

Cisplatin是公认的非ABCB1底物 , 因此被用作阴

性对照。Verapamil已被证明是ABCB1的有效逆转

剂 , 因此被用作阳性逆转剂对照。实验结果显示 , 
与亲本细胞KB-3-1和SW620相比 , ABCB1过表达

的KB-C2和SW620/Ad300细胞对paclitaxel和doxo-
rubicin表现出更强的耐药性。MRTX849以浓度依

赖性方式显著降低KB-C2和SW620/Ad300细胞的

IC50, 3 μmol/L MRTX849的逆转作用优于阳性逆转

剂verapamil(图2)。
我们进一步在 ABCB1转染的细胞中评估了

MRTX849的逆转作用。如图 3所示 , MRTX849显
著降低了HEK293/ABCB1细胞的 IC50, 3 μmol/L的
MRTX849可以完全逆转 HEK293/ABCB1细胞对

paclitaxel和doxorubicin的耐药性。以上结果表明 , 
MRTX849能有效逆转ABCB1介导的多药耐药。

此外 , 我们还评估了MRTX849是否可以逆转

ABCG2介导的多药耐药。Mitoxantrone是ABCG2
的底物, Ko143是ABCG2的有效逆转剂, 因此Ko143
被用作阳性逆转剂对照。如图4所示 , MRTX849能

A: MRTX849的化学结构 ; B: MRTX849对KB-3-1和KB-C2细胞的毒性作用 ; C: MRTX849对SW620和SW620/Ad300细胞的毒性作用 ; D: 
MRTX849对HEK293/pcDNA3.1和HEK293/ABCB1细胞的毒性作用。

A: the chemical structure of MRTX849; B: the cytotoxicity of MRTX849 in KB-3-1 and KB-C2 cells; C: the cytotoxicity of MRTX849 in SW620 and 
SW620/Ad300 cells; D: the cytotoxicity of MRTX849 in HEK293/ABCB1 and HEK293/pcDNA3.1 cells.

图1   MRTX849对不同细胞的毒性作用

Fig.1   The cytotoxicity of MRTX849 in different cells
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降低ABCG2过表达的NCI-H460/MX20细胞的 IC50, 
但逆转效果弱于阳性逆转剂Ko143, 该结果表明 , 
MRTX849不能有效逆转ABCG2介导的多药耐药。

因此, 后续我们聚焦研究MRTX849逆转ABCB1介导

的多药耐药机制。

2.3   MRTX849没有改变ABCB1的蛋白表达与亚

细胞定位情况

以前的研究报道 , 多药耐药的逆转机制包括

ABCB1的蛋白表达水平下降及亚细胞定位改变。

因此 , 我们通过Western blot和免疫荧光实验研究

MRTX849对ABCB1的蛋白表达与亚细胞定位的影

响。实验结果显示 , 不同浓度的MRTX849在作用

72 h后没有改变ABCB1的蛋白表达或亚细胞定位

情况(图5)。
2.4   MRTX849增加了ABCB1过表达的耐药细胞

中化疗药物的蓄积, 并抑制了化疗药物外排

为了进一步探索MRTX849逆转多药耐药的机

制 , 我们研究MRTX849对化疗药物在细胞中蓄积

A: MRTX849逆转KB-C2细胞的多药耐药; B: MRTX849逆转SW620/Ad300细胞的多药耐药。

A: MRTX849 reversed ABCB1-mediated MDR in KB-C2 cells; B: MRTX849 reversed ABCB1-mediated MDR in SW620/Ad300 cells.
图2   MRTX849逆转KB-C2和SW620/Ad300细胞的多药耐药

Fig.2   MRTX849 reversed ABCB1-mediated MDR in KB-C2 and SW620/Ad300 cells
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的影响。实验结果显示 , MRTX849以浓度依赖性

方式增加了耐药细胞KB-C2中paclitaxel的蓄积 , 而
对亲本细胞KB-3-1没有影响 (图6A)。此外 , 我们还

研究了MRTX849对细胞中化疗药物泵出功能的影

响。实验结果显示 , MRTX849显著性抑制耐药细胞

KB-C2中paclitaxel的外排 , 而对亲本细胞KB-3-1没
有作用(图6B和图6C)。以上结果说明, MRTX849可
以抑制ABCB1的外排活性导致化疗药物在细胞中

蓄积增加, 进而逆转肿瘤多药耐药。

2.5   MRTX849与ABCB1结合位点的分子对接分析

为了进一步研究MRTX849和ABCB1的相互作

用, 我们通过分子对接实验分析了MRTX849与ABCB1
的结合。实验结果显示 , MRTX849和ABCB1呈现了

良好的亲和能力 , 对接评分 (结合能 )为–8.1 kcal/mol。
MRTX849与ABCB1蛋白主要通过疏水作用相互结

合。此外 , MRTX849还与ABCB1蛋白的底物结合

域中LEU 65、ILE 340、PHE 343、SER 344、GLN 
347、PHE 983、MET 986、MET 986、ALA 987、
GLN 990、GLN 990和VAL 991等氨基酸残基形成

稳定交联。以上结果提示 , MRTX849通过竞争性与

ABCB1蛋白结合 , 从而增加化疗药物在耐药细胞中

的蓄积水平从而逆转肿瘤多药耐药。

3   讨论
众所周知 , ABCB1过表达可以引起肿瘤多药

耐药 , 进而导致化疗失败 [10]。因此 , 寻找可以克服

ABCB1介导的多药耐药的药物很有必要。近期的研

究表明 , 化疗药物和TKI的组合可以逆转ABCB1介
导的多药耐药 [14]。MRTX849是一种突变选择性的

KRAS G12C共价抑制剂。在本研究中 , 我们评估了

MRTX849是否可以逆转ABCB1介导的多药耐药。

在本研究中 , 我们应用3对不同的ABCB1过表

A: MRTX849联合doxorubicin对细胞增殖的影响; B: MRTX849联合paclitaxel对细胞增殖的影响; C: MRTX849联合cisplatin对细胞增殖的影响。

A: the effect of MRTX849 combined with doxorubicin on cell proliferation; B: the effect of MRTX849 combined with paclitaxel on cell proliferation; C: 
the effect of MRTX849 combined with cisplatin on cell proliferation.

图3   MRTX849逆转HEK293/ABCB1细胞的多药耐药

Fig.3   MRTX849 reversed ABCB1-mediated MDR in HEK293/ABCB1 cells
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Fig.4   MRTX849 did not effectively reverse ABCG2-mediated MDR in NCI-H460/MX20 cells
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A: MRTX849对KB-3-1和KB-C2细胞中化疗药物蓄积的影响; B: MRTX849对KB-3-1细胞中化疗药物外排的影响; C: MRTX849对KB-C2细胞中

化疗药物外排的影响。

A: the effect of MRTX849 on the accumulation of chemotherapeutic drug in KB-3-1 and KB-C2 cells; B: the effect of MRTX849 on the efflux of che-
motherapeutic drug in KB-3-1 cells; C: the effect of MRTX849 on the efflux of chemotherapeutic drug in KB-C2 cells.

图6   MRTX849增加了ABCB1过表达的耐药细胞中化疗药物的蓄积, 并抑制了化疗药物外排

Fig.6   MRTX849 increased chemotherapeutic drug accumulation and inhibited drug efflux
 in ABCB1 overexpressing drug-resistant cells
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达细胞系进行MTT实验 , 实验结果显示MRTX849
可以显著逆转由 ABCB1介导的多药耐药 ,  而且

MRTX849的逆转作用比同浓度的 verapamil更强。

Verapamil是公认的ABCB1抑制剂 [15]。因此 , 本研究

说明MRTX849可以高效、特异地逆转由ABCB1介
导的多药耐药。

以前的研究报道, 一些TKI可以通过降低ABCB1
表达或改变其亚细胞定位来发挥逆转作用 [13]。本研

究发现 , MRTX849既没有改变ABCB1的蛋白表达

也没有改变ABCB1的亚细胞定位。有研究表明 , 肿
瘤多药耐药机制还与ABCB1活性有关 [14]。因此 , 我
们检测了化疗药物 paclitaxel在耐药细胞中的蓄积

与排外情况。实验结果显示 , MRTX849显著增加了

耐药细胞内 paclitaxel的蓄积水平。进一步的检测

显示 , MRTX849显著降低耐药细胞中paclitaxel的外

流。由于ABCB1蛋白是导致KB-C2细胞化疗耐药的

主要因素 [16], 因此 , MRTX849可能通过抑制ABCB1
的外排来增加化疗药物在细胞内积累, 进而逆转肿
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图7   MRTX849和ABCB1蛋白之间的相互作用

Fig.7   Interaction between MRTX849 and ABCB1 protein



2266 · 研究论文 ·

瘤多药耐药。此外, 分子对接实验显示, MRTX849
和ABCB1呈现了良好的亲和能力, 抑制了其他底

物药物与ABCB1的结合。我们的研究与别人的研

究一致。例如, TMP195与Ulixertinib等TKI可以与

ABCB1蛋白的药物结合位点竞争性结合, 进而逆转

多药耐药[17-18]。

总之, 我们的研究表明, 作为正在进行临床试

验的抗肿瘤新药, MRTX849可以逆转ABCB1介导的

肿瘤多药耐药。本研究提供了一种潜在的临床治疗

策略, 即将MRTX849和常用化疗药物联合使用可使

肿瘤患者, 特别是有潜在化疗抵抗倾向的患者获益。
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