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胸部肿瘤专题 基础研究

［收稿日期］　２０２００５２１　　［修回日期］　２０２００７１３

［基金项目］　新疆维吾尔自治区自然科学基金项目（编

号：２０１９Ｄ０１Ｃ１００）

［通讯作者］　△柳江，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｊｉａｎｇ＠ｃｓｃｏ．ｏｒｇ．ｃｎ

ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１信号轴在小细胞肺癌化疗
耐药的作用及分子机制研究

韩忠诚，苏莹，张玲玲，柳江△，徐腾飞

８３００００乌鲁木齐，新疆维吾尔自治区人民医院 肿瘤科（韩忠诚、苏莹、张玲玲、柳江）；８４８０００新疆
和田，新疆维吾尔自治区人民医院皮山医院 全科医疗科（徐腾飞）

［摘要］　目的：探讨ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１信号轴在小细胞肺癌耐药中的作用机制。方法：ｑＲＴＰＣＲ检测用于分
析基因表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达情况；ｍｉｍｉｃＮＣ、ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ、ｐｃＤＮＡ３．１质粒和ｐｃＤＮＡ３．１Ｂｅｃ
ｌｉｎ１质粒分别转染依托泊苷（ＶＰ１６）和顺铂（ＤＤＰ）耐药的小细胞肺癌细胞系ＳＢＣ５／ＥＰ；荧光素酶活性分析实验用于
检测基因靶向关系；ＧＦＰＬＣ３绿色荧光融合蛋白实验用于检测细胞自噬；克隆形成实验和流式细胞术实验用于检测
细胞的增殖和凋亡；ＭＴＴ法用于检测细胞对ＶＰ１６ＤＤＰ的敏感性。结果：在 ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的小细胞肺癌组织和小
细胞肺癌细胞（ＳＢＣ５／ＥＰ）中，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ表达量低，Ｂｅｃｌｉｎ１表达量高；荧光素酶活性分析实验显示 ｍｉＲＮＡ４０９
３ｐ靶向作用于Ｂｅｃｌｉｎ１；ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ可抑制ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自噬和增殖，促进细胞凋亡，提高ＳＢＣ５／ＥＰ细胞
对ＶＰ１６ＤＤＰ的敏感性，抑制ＰＩ３ＫＣ３和Ｖｐｓｌ５蛋白表达。ｐｃＤＮＡ３．１Ｂｅｃｌｉｎ１可逆转ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ对ＳＢＣ５／
ＥＰ细胞自噬和增殖的抑制作用、对细胞凋亡的促进作用、对 ＶＰ１６ＤＤＰ药物敏感性的提高作用，以及对 ＰＩ３ＫＣ３和
Ｖｐｓｌ５蛋白表达的抑制作用。结论：ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ通过靶向作用于Ｂｅｃｌｉｎ１而抑制ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的小细胞肺癌细
胞的自噬和增殖，促进细胞凋亡，提高耐药的小细胞肺癌细胞对 ＶＰ１６ＤＤＰ的药物敏感性，可能与 ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５信
号通路相关。

［关键词］ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ；Ｂｅｃｌｉｎ１；细胞自噬；ＶＰ１６ＤＤＰ耐药；ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５信号通路；小细胞肺癌；细胞增殖；细胞
凋亡
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ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＩ３ＫＣ３ａｎｄＶｐｓｌ５ｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｔｈｅＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌ．ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃｉｎｈｉｂｉｔｓｃｅｌｌａｕｔｏｐｈａｇｙ
ａｎｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｐｒｏｍｏｔｅｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｉｎｃｒｅａｓｅｓｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏＶＰ１６ＤＤＰａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＰＩ３ＫＣ３ａｎｄ
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ｉｍｐｒｏｖｅｓｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＶＰ１６ＤＤＰｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｉｎｖｏｌｖｅＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｐａｔｈｗａｙ．
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ｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　肺癌是目前世界范围内严重的公共健康卫生问
题。小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）约占
所有确诊肺癌的１７％，其恶性程度高，转移速度快，
患者 ５年生存率低于 １０％［１］。目前，化疗依旧是

ＳＣＬＣ治疗的重要手段，而依托泊苷（ＶＰ１６）和顺铂
（ＤＤＰ）的药物联合（ＶＰ１６ＤＤＰ）则是临床应用最广
的化疗方案［２］。临床研究显示，ＳＣＬＣ患者在治疗
期间耐药速度快，且耐药患者早期复发率高，５年生
存率低于５％［３］。因此，探究ＳＣＬＣ对ＶＰ１６ＤＤＰ的
耐药机制，提高ＶＰ１６ＤＤＰ的治疗效果，是临床亟待
解决的重要问题。近年研究发现，ｍｉＲＮＡ与肿瘤化
疗耐药密切相关。例如，申利等［４］发现ｍｉＲＮＡ４０９
３ｐ可增加宫颈癌对ＤＤＰ化疗的敏感性；Ｃｈｅｎｇ等［５］

发现 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ通过阻断 Ｆｉｐ２００介导的自噬，
增强卵巢癌细胞对 ＤＤＰ的化疗敏感性。这些研究
提示，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与肿瘤自噬及化疗耐药密切相
关。但ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ在 ＳＣＬＣ细胞自噬及耐药机
制中的作用尚未见报道。Ｔａｎ等［６］研究发现，ｍｉＲ
ＮＡ４０９３ｐ通过靶向 Ｂｅｃｌｉｎ１影响结肠癌细胞的自
噬作用和对奥沙利铂的药物敏感性。Ｂｅｃｌｉｎ１是哺
乳动物特有的自噬相关蛋白，包括 Ｎ端 ＢＨ３结构
域、中心卷曲螺旋结构域（ｃｏｉｌｅｄｃｏｉｌｄｏｍａｉｎ，ＣＣＤ）
和进化保守结构域（ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｉｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｄｏｍａｉｎ，
ＥＣＤ）。其中ＣＣＤ域可与 Ｂｅｃｌｉｎ１调节自噬相关基
因中的激活分子相互作用，而 ＥＣＤ和 ＣＣＤ域则与
Ｂｅｃｌｉｎ１下游通路 ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５相互作用，以此调
控肿瘤的自噬及发生发展［７］。研究显示，Ｂｅｃｌｉｎ１
在耐药ＳＣＬＣ细胞中表达显著增高［８］，且 ＤＤＰ治疗
后Ｂｅｃｌｉｎ１表达上调，导致肿瘤细胞自噬活性增强，
进而提高了肿瘤细胞的耐药性［９］。这说明 Ｂｅｃｌｉｎ１
与ＳＣＬＣ细胞的耐药密切相关。因此，本研究通过

探究 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与 Ｂｅｃｌｉｎ１在 ＶＰ１６ＤＤＰ耐药
ＳＣＬＣ细胞中的表达，阐明 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与 Ｂｅｃｌｉｎ
１的靶向关系及 ＳＣＬＣ的耐药机制，以期为克服
ＳＣＬＣ耐药提供实验参考依据。

１　材料与方法

１．１　组织样本、细胞株及主要试剂
１５例耐药肿瘤组织样本和１５例药物敏感性肿

瘤组织样本，均来自我院于２０１７年５月至２０１９年５
月收治的ＳＣＬＣ病例。所有患者均以４～８疗程 ＥＰ
方案化疗为主（ＶＰ１６：１００ｍｇ／ｍ２，ＤＤＰ：６０ｍｇ／ｍ２）。
ＳＣＬＣ患者根据ＲＥＣＩＳＴ１．１实体瘤疗效判定标准判
断治疗敏感性：完全缓解（ｃｏｍｐｌｅｔｅｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＣＲ）、
部分缓解（ｐａｒｔｉａｌｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＰＲ）、稳定（ｓｔａｂｌｅｄｉｓ
ｅａｓｅ，ＳＤ）和进展（ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｖｅｄｉｓｅａｓｅ，ＰＤ）。化疗结
束６个月后，判定化疗效果。ＶＰ１６ＤＤＰ化疗敏感
患者是化疗结束后６个月未出现肿瘤复发（ＣＲ＋
ＰＲ＋ＳＤ）；ＶＰ１６ＤＤＰ化疗耐药患者为肿瘤在化疗
过程中出现进展，或化疗结束后６个月出现肿瘤复
发。所有患者年龄在４５～６５岁，其中男性２３例，女
性７例。术后病理诊断皆为ＳＣＬＣ，术前未行化疗或
放疗，且所有患者均已签署知情同意书。本研究试

验 获 得 本 院 伦 理 委 员 会 的 批 准 （批 号：

ＫＹ２０１９０５１５１８）。组织样本均保存于８０℃。人
ＳＣＬＣ细胞系ＳＢＣ５购自中国科学院上海细胞生物
学研究所。ＤＭＥＭ培养基、胎牛血清、胰酶、实时定
量ＰＣＲ（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，ｑＲＴＰＣＲ）试剂
盒购自赛默飞世尔科技（中国）有限公司。Ｔｒｉｚｏｌ试
剂购自上海联迈生物工程有限公司。ＧＦＰＬＣ３慢病
毒质粒购自上海兴拓生物医药科技有限公司。

ｍｉｍｉｃＮＣ和ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ由Ｇｅｎｅｐｈａｒｍａ公
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司合成。ｐｃＤＮＡ３．１质粒购自云舟生物科技有限公
司。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
ＣＣＫ８检测试剂盒购自上海翊圣生物科技有限公
司。ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自中国晶彩生物科技
有限公司。双荧光素酶活性检测试剂盒北京平皓生

物技术有限公司。Ｂｅｃｌｉｎ１抗体、ＬＣ３Ｉ、ＬＣ３ＩＩ、Ｐ２６、
ＰＩ３ＫＣ３和Ｖｐｓｌ５抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，二抗（羊抗
兔）购自美国ＣＳＴ公司。３ＭＡ（ＰＩ３ＫＣ３抑制剂）购
自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　细胞培养、转染及分组

ＳＢＣ５细胞用含有１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基在３７℃、５％ ＣＯ２的条件下于培养箱中培养。
人ＳＣＬＣＶＰ１６ＤＤＰ耐药细胞株为本课题组采用逐
步升高药物浓度的方法构建：体外逐步增加 ＶＰ１６
（初始作用浓度：０．０５μｇ／ｍＬ）与 ＤＤＰ（初始作用浓
度：０．０１μｇ／ｍＬ）维持作用浓度 ，连续诱导培养ＳＢＣ５
细胞１３个月，ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的 ＳＢＣ５细胞可稳定
耐受１．５μｇ／ｍＬ的ＶＰ１６和１．２５μｇ／ｍＬ的 ＤＤＰ。
耐药细胞命名为 ＳＢＣ５／ＥＰ，与亲本细胞相对应。
ＳＢＣ５／ＥＰ细胞用含有１５％胎牛血清的 ＤＭＥＭ培
养基在３７℃、５％ ＣＯ２的条件下于培养箱中培养，
每１～２ｄ更换培养基，并加入相应浓度药物。将
　　

Ｂｅｃｌｉｎ１基因序列克隆进入 ｐｃＤＮＡ３．１载体。ＳＢＣ
５／ＥＰ细胞转染前一天胰酶消化计数，以每孔３．５×
１０６个 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞接种于 ６孔板内过夜培养。
根据ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染试剂说明书将４０ｎｇ
的ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ（ｍｉｍｉｃ组）、ｍｉｍｉｃＮＣ（ｍｉｍ
ｉｃＮＣ组）分别转染 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞，置于３７℃、５％
ＣＯ２的培养箱中培养２４ｈ，更换新鲜培养基。将４５
ｎｇ的ｐｃＤＮＡ３．１空载体和 ｐｃＤＮＡ３．１Ｂｅｃｌｉｎ１质粒
分别转染 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞（已转染 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ
ｍｉｍｉｃ），分别标记为ｍｉｍｉｃｐｃ组和ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１
组，将转染的细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２的培养箱中培
养２４ｈ后，更换新鲜培养基。将５ｍＭ的３ＭＡ作
用ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１组细胞２０ｈ，更换新鲜培养基，
标记为ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１３ＭＡ组。
１．３　ｑＲＴＰＣＲ

Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取细胞的 ＲＮＡ，紫外分光光度计
检测ＲＮＡ含量。反转录实验流程根据 ｑＲＴＰＣＲ试
剂盒说明进行。将逆转录产物进行 ｑＲＴＰＣＲ检测，
反应体系为：ｃＤＮＡ模板２ｎｇ，上下游引物各０．４μＬ
（表１），ＳＹＢＲＰｒｉｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ５μＬ，ｄｄＨ２Ｏ补充至
１０μＬ。扩增结果根据２△△Ｃｔ法计算 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ
和Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的相对表达量。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＰｒｉｍｅｒＳｅｑｕｅｎｃｅｓｉｎｑＲＴＰＣＲ

Ｔａｒｇｅｔ Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｌｅｎｇｔｈｏｆｐｒｏｄｕｃｔ（ｂｐ）

ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ Ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＴＧＧＴＡＣＴＣＧＧＧＧＡＧＡＧＧＴＴＡ３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＴＧＡＴＡＧＧＣＡＡＡＡＧＧＧＧＴＴＣＡ３’

９３

Ｂｅｃｌｉｎ１ Ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＡＴＧＧＡＡＧＧＧＴＣＴＡＡＧＡＣＧＴＣＣＡ３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＴＧＡＴＴＴＧＴＴＡＡＡＡＴＴＧＴＧＡＧＧＡＣＡ３’

３６５

βａｃｔｉｎ Ｆｏｒｗａｒｄ：５’ＣＣＧＴＴＧＣＣＣＴＧＡＧＧＣＴＣＴＴＴ３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ：５’ＧＡＴＣＴＧＴＣＴＧＴＣＴＴＣＴＧＴＣＴＣ３’

２４６

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
蛋白提取裂解液裂解细胞，利用 ＢＳＡ法检测细

胞蛋白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离等量蛋白后
转膜。利用５％脱脂牛奶４℃封闭１ｈ，加鼠抗人的
Ｂｅｃｌｉｎ１、ＬＣ３Ｉ、ＬＣ３ＩＩ、Ｐ６２、ＰＩ３ＫＣ３和 Ｖｐｓ１５抗体
（１∶３０００）摇床４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，４次，
加入ＨＲＰ标记的兔抗鼠二抗（１∶２０００）３７℃孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜５ｍｉｎ，４次。显影曝光，通过 Ｉｍａｇｅ
ＰｒｏＰｌｕｓ系统分析蛋白条带灰度值。
１．５　克隆形成实验

胰酶消化细胞，完全培养基重悬细胞后计数。

以每孔１０００个细胞接种于６孔板内，置于３７℃、
５％ ＣＯ２的细胞培养箱中培养，每３天更换培养基

并观察细胞，且在 ６孔板底部对单克隆细胞标记。
培养９天后观察细胞，弃上清，ＰＢＳ洗涤细胞２次，
加入１ｍＬ４％多聚甲醛，４℃固定细胞１ｈ，ＰＢＳ洗涤
细胞３次，加入 １０００μＬ结晶紫染色液作用细胞
２ｍｉｎ，ｄｄＨ２Ｏ洗涤细胞３次，晾干后拍照且计数。
１．６　荧光素酶活性分析实验

Ｂｅｃｌｉｎ１的３ＵＴＲＷＴ／ＭＵＴ分别克隆至荧光素
酶报告载体 ｐｍｉｒＧＬＯ载体。ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ
和ｍｉｍｉｃＮＣ分别与 ｐｍｉｒＧＬＯＢｅｃｌｉｎ１ＷＴ或 ｐｍｉｒ
ＧＬＯＢｅｃｌｉｎ１ＭＵＴ共转染 ＨｕＨ６细胞。４８ｈ后收
取处理细胞，通过荧光素酶活性检测试剂盒检测荧

光素酶的活性。
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１．７　ＧＦＰＬＣ３绿色荧光融合蛋白实验
慢病毒ＧＦＰＬＣ３质粒转染细胞２４ｈ，ＰＢＳ洗涤

细胞３次，３．７％的甲醛中固定２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３
次，甘油固定细胞，荧光显微镜下观察细胞荧光斑

点。

１．８　流式细胞术
将转染细胞胰酶消化离心，收集细胞后预冷的

ＰＢＳ洗涤细胞。避光条件下，加入 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ
和碘化丙钠，静置１５ｍｉｎ，加入 ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ混匀
置于冰上，利用流式细胞仪检测细胞凋亡。

１．９　ＭＴＴ实验
胰酶消化 ＳＢＣ５细胞、未转染的 ＳＢＣ５／ＥＰ细

胞和已转染的 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞，培养基重悬细胞计
数。以３×１０４个／孔接种至９６孔板，待细胞生长融
合至６５％时，按１．２方法进行细胞转染。培养７２ｈ
后，每孔加入２０μＬ的 ＭＴＴ溶液，在３７°Ｃ，５％ ＣＯ２
的培养箱中孵育４ｈ后，弃上清，每孔加入１５０μＬ
的ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ使结晶物溶解。置于自动酶
标仪内，检测在４９０ｎｍ波长的吸光度。
１．１０　统计学处理

实验数据采用 ＳＰＳＳ２０．０软件进行分析，实验
均重复三次，数据表示均为平均值 ±标准差。利用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件制图。两组间比较采用 ｔ检
验，多组间比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５表
示差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ和Ｂｅｃｌｉｎ１在ＶＰ１６ＤＤＰ耐药
ＳＣＬＣ组织和ＳＣＬＣ细胞ＳＢＣ５细胞中的表达情况
　　ｑＲＴＰＣＲ实验结果显示，ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的
ＳＣＬＣ组织中ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ的表达显著低于ＶＰ１６
ＤＤＰ敏感的ＳＣＬＣ组织（Ｐ＜０．０１），见图１Ａ；ＶＰ１６
ＤＤＰ耐药的ＳＣＬＣ组织中 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达显著高于
ＶＰ１６ＤＤＰ敏感的 ＳＣＬＣ组织（Ｐ＜０．０１），见图１Ｂ。
我们建立了 ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的 ＳＢＣ５细胞（ＳＢＣ５／
ＥＰ）。ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ的表达显著
低于ＳＢＣ５细胞（Ｐ＜０．０５），见图１Ｃ；ＳＢＣ５／ＥＰ细
胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１的表达显著高于 ＳＢＣ５细胞（Ｐ＜
０．０５），见图１Ｄ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＳＢＣ
５／ＥＰ细胞中 Ｂｅｃｌｉｎ１的蛋白表达水平显著高于
ＳＢＣ５细胞（Ｐ＜０．０５），见图１Ｅ。
２．２　ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自噬作用增强

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中
的ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ的比值升高，Ｐ６２蛋白表达显著低于

ＳＢＣ５细胞（Ｐ＜０．０１），见图２Ａ。ＭＴＴ检测结果显
示，ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的 ＩＣ５０值明显高于 ＳＢＣ５细胞
（Ｐ＜０．０５），见图２Ｂ。ＧＦＰＬＣ３绿色荧光融合蛋白
实验显示，ＳＢＣ５细胞中出现绿色斑点，而 ＳＢＣ５／
ＥＰ细胞中出现明亮的绿色荧光小点，表明 ＳＢＣ５／
ＥＰ细胞自噬增强，见图２Ｃ。克隆形成实验结果显
示，ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的增殖能力显著高于ＳＢＣ５细胞
（Ｐ＜０．０５），见图２Ｄ。

图１　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ和Ｂｅｃｌｉｎ１在耐药小细胞肺癌组织和
耐药ＳＢＣ５／ＥＰ细胞系中的表达
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐａｎｄＢｅｃｌｉｎ１ｉｎ
ＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｔＳｍａｌｌＣｅｌｌＬｕｎｇＣａｎｃｅｒａｎｄＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔ
ａｎｔＳＢＣ５／ＥＰＣｅｌｌＬｉｎｅ
Ａ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｍａｌｌｃｅｌｌ
ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒａｎｄｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，Ｐ＜０．０１）；Ｂ．
ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ
ａｎｄｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｄｒｕｇ
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，Ｐ＜０．０１）；Ｃ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅａｎｄ
ｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＢＣ５
ｃｅｌｌ，△Ｐ＜０．０５）；Ｄ．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔ
ＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅａｎｄｄｒｕｇｓｅｎｓｉｔｉｖｅＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅ
（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＳＢＣ５ｃｅｌｌ，△Ｐ＜０．０５）；Ｅ．ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＢｅｃ
ｌｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅａｎｄｄｒｕｇｓｅｎ
ｓｉｔｉｖｅＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｌｉｎｅ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＢＣ５ｃｅｌｌ，＠Ｐ＜
０．０５）．
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２．３　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ靶向抑制Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
通过将ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ和 ｍｉｍｉｃＮＣ分别

转染ＳＢＣ５／ＥＰ细胞，检测ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ对Ｂｅｃｌｉｎ１
表达的影响。ｑＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显
示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ抑制 Ｂｅｃｌｉｎ１
ｍＲＮＡ和蛋白的表达（Ｐ＜０．０５），见图３Ａ、３Ｂ。通
过靶基因预测网站 ＴａｒｇｅｔＳｃａｎ进行生物学信息预
测，结果显示 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与 Ｂｅｃｌｉｎ１ｍＲＮＡ的

３’ＵＴＲ之间存在互补配对序列，见图 ３Ｃ。为了证
实ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ靶向调控Ｂｅｃｌｉｎ１表达，构建Ｂｅｃ
ｌｉｎ１野生型及突变型质粒进行双荧光素酶报告基
因实验，结果显示与ｍｉｍｉｃＮＣ组相比，转染ｍｉＲＮＡ
４０９３ｐｍｉｍｉｃ的野生型组 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的荧光素
酶活性显著降低（Ｐ＜０．０５），而较转染 ｍｉＲＮＡ４０９
３ｐｍｉｍｉｃ的突变型组 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的荧光素酶活
性无显著改变，见图３Ｄ。

图２　ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的ＳＢＣ５细胞自噬作用增强
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＥｎｈａｎｃｅｄＡｕｔｏｐｈａｇｙｉｎＶＰ１６ＤＤＰＲｅｓｉｓｔａｎｔＳＢＣ５Ｃｅｌｌｓ
Ａ．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＰ１６ＤＤＰｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＬＣ３Ｉ，ＬＣ３ＩＩａｎｄＰ６２（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅ
ＳＢＣ５ｃｅｌｌ，Ｐ＜０．０１）；Ｂ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＰ１６ＤＤＰｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＢＣ５ｃｅｌｌ，
△Ｐ＜０．０５）；Ｃ．ＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＰ１６ＤＤＰｏｎｐｕｎｃｔａｔｅＧＦＰ＋ｃｅｌｌｓ；Ｄ．Ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓ

ｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＶＰ１６ＤＤＰｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＳＢＣ５ｃｅｌｌ，＠Ｐ＜０．０５）．

图３　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ靶向抑制Ｂｅｃｌｉｎ１的表达
Ｆｉｇｕｒｅ３．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ｖｉａＴａｒｇｅｔｅｄｍｉＲＮＡ４０９３ｐ
ＰａｎｅｌＡａｎｄＢｓｈｏｗｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃａｎｄｍｉＲＮＡ４０９３ｐＮＣｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＴｏｔａｌＲＮＡａｎｄｃｅｌｌｌｙｓａｔ
ｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄａｔ２４ｈｏｕｒｓａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎａｎｄｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＢｅｃｌｉｎ１ａｔｂｏｔｈｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｂｙ
ｑＲＴＰＣＲａｎｄｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣ，Ｐ＜０．０５）．ＰａｎｅｌＣｓｈｏｗｓｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｓｉｔｅｂｅｔｗｅｅｎｍｉＲＮＡ４０９３ｐａｎｄ
Ｂｅｃｌｉｎ１ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｂｙＴａｒｇｅｔＳｃａｎ．ＩｎｐａｎｅｌＤ，ｌｕｃｉｆｅｒａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙａｓｓａｙｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄｔｈａｔｍｉＲＮＡ４０９３ｐｔａｒｇｅｔｅｄＢｅｃｌｉｎ１’ｓ３’ＵＴＲ

ＷＴ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｗｉｌｄｔｙｐｅＳＢＣ５／ＥＰｃｅｌｌｉｎｔｈｅｍｉｍｉｃＮＣｇｒｏｕｐ，Ｐ＜０．０１）．
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２．４　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ抑制自噬调节 ＳＢＣ５／ＥＰ细
胞对ＶＰ１６ＤＤＰ的耐药性
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，
ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ组的ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ的比值降低，
Ｐ６２蛋白表达升高（Ｐ＜０．０１），见图４Ａ。ＧＦＰＬＣ３
绿色荧光融合蛋白实验显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，
ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ组的 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞出现绿色
荧光斑点，表明自噬降低，见图４Ｂ。克隆形成实验
结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ

抑制ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的增殖（Ｐ＜０．０５），见图４Ｃ；流
式细胞术实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，ｍｉＲＮＡ
４０９３ｐｍｉｍｉｃ促进 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞凋亡，见图 ４Ｄ；
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，ｍｉＲ
ＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ促进 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞凋亡相关蛋
白ｃａｓｐａｓｅ３和ｃａｓｐａｓｅ９表达（Ｐ＜０．０５），见图４Ｅ。
ＭＴＴ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，ｍｉＲＮＡ４０９
３ｐｍｉｍｉｃ降低了 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的的 ＩＣ５０值（Ｐ＜
０．０５），见图４Ｆ。

图４　ｍｉＲＮＡ４０９３抑制ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的自噬对ＶＰ１６ＤＤＰ耐药性的影响
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Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＶＰ１６ＤＤＰｂｙＩｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡｕｔｏｐｈａｇｙｏｆＳＢＣ５／ＥＰＣｅｌｌｓ
Ａ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（ＬＣ３ＩＩａｎｄＰ６２）ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣ，Ｐ
＜０．０１）；Ｂ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎｐｕｎｃｔａｔｅＧＦＰ＋ｃｅｌｌｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｆｏｒｍａｔｉｏｎ；Ｃ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎ
ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣ，△Ｐ＜０．０５）；Ｄ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎａｐｏｐｔｏ
ｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ；Ｅ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９）ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｉｍｉｃＮＣ，＠Ｐ＜０．０５）；Ｆ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃＮＣ，＆Ｐ＜０．０５）．

２．５　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１对 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞
的自噬和ＶＰ１６ＤＤＰ耐药性的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃｐｃ相比，
ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１组 ＬＣ３ＩＩ／ＬＣ３Ｉ的比值升高，Ｐ６２
蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），见图５Ａ。ＧＦＰＬＣ３绿色
荧光融合蛋白实验显示，与 ｍｉｍｉｃｐｃ相比，ｍｉｍｉｃ
ｐｃＢｅｃｌｉｎ１组的ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中出现明亮的绿色
荧光小点，表明自噬增强，见图５Ｂ。克隆形成实验
结果显示，与ｍｉｍｉｃｐｃ相比，ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１促进

ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的增殖（Ｐ＜０．０５），见图 ５Ｃ。流式
细胞术实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃｐｃ相比，ｍｉｍｉｃｐｃ
Ｂｅｃｌｉｎ１抑制 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞凋亡，见图 Ｄ；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃｐｃ相比，ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃ
ｌｉｎ１抑制 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞凋亡相关蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３
和ｃａｓｐａｓｅ９的表达（Ｐ＜０．０５），见图 Ｅ。ＭＴＴ实验
结果显示，与ｍｉｍｉｃｐｃ相比，ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１提高
了ＳＢＣ５／ＥＰ细胞对 ＶＰ１６和 ＤＤＰ的耐药性（Ｐ＜
０．０５），见图５Ｆ。

图５　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１对ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的自噬和ＶＰ１６ＤＤＰ耐药性的影响
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１ｏｎＡｕｔｏｐｈａｇｙａｎｄＶＰ１６ＤＤＰＲｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＳＢＣ５／ＥＰＣｅｌｌｓ
Ａ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１ｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎＬＣ３Ｉ，ＬＣ３ＩＩａｎｄＰ６２ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
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ｍｉｍｉｃｐｃ，Ｐ＜０．０１）；Ｂ．ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｏｆＧＦＰＬＣ３ｆｕｓｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎｆｒｏｍｃｏｎｔｒｏｌ，ｍｉｍｉｃ，ｍｉｍｉｃｐｃａｎｄｍｉｍｉｃｐｃｂｅｃｌｉｎ１ｇｒｏｕｐｓ；
Ｃ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１ｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃ，△Ｐ＜０．０５）；
Ｄ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１ｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＧＦＰＬＣ３ｄｏｔｆｏｒｍａｔｉｏｎ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃ）；Ｅ．Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎｓ（ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ９）ａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃ，＠Ｐ＜０．０５）；Ｅ．ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ

４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１ｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃ，＆Ｐ＜０．０５）．

２．６　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１对 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞
的ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５信号通路的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与 ｍｉｍｉｃＮＣ相比，
ｍｉＲＮＡ４０９３ｐｍｉｍｉｃ抑制 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中的
ＰＩ３ＫＣ３和Ｖｐｓｌ５蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉｍｉｃ

ｐｃ相比，ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１促进ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中的
ＰＩ３ＫＣ３和Ｖｐｓｌ５蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）；与 ｍｉｍｉｃ
ｐｃＢｅｃｌｉｎ１组相比，ｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１３ＭＡ可抑制
ＳＢＣ５／ＥＰ细胞中的 ＰＩ３ＫＣ３和 Ｖｐｓｌ５蛋白的表达，
见图６。

图６　ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１调控ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５信号通路
Ｆｉｇｕｒｅ６．ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５ＳｉｇｎａｌｉｎｇＰａｔｈｗａｙＲｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＢｅｃｌｉｎ１ｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｍｉＲＮＡ４０９３ｐｏｎＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓｌ５ｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ（ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ

ｍｉｍｉｃＮＣ，Ｐ＜０．０５；ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃ，△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｍｉｍｉｃｐｃＢｅｃｌｉｎ１，＠Ｐ＜０．０５）．

３　讨　论

肺癌是死亡率最高的恶性肿瘤之一，其组织学

类型分为非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，
ＮＳＣＬＣ）和 ＳＣＬＣ。与 ＮＳＣＬＣ相比，ＳＣＬＣ具有较高
核质比，且核染色质颗粒细小［１０］。临床研究显示，

ＳＣＬＣ患者发生癌细胞的转移几率较高，且 ＳＣＬＣ的
病理特征与临床结果之间的关系复杂，致使 ＳＣＬＣ
的治疗进展缓慢［１１］。目前，化疗仍然是 ＳＣＬＣ治疗
策略的基础。其中 ＶＰ１６＋ＤＤＰ是 ＳＣＬＣ治疗的一
线化疗药物［２］。但临床研究显示，由于耐药性的出

现，接受二次化疗的患者治疗效果并不理想。而且

不同患者在临床表现、预后、治疗反应、耐受性等方

面存在个体差异，导致化疗耐药表型形成的机制尚

不明确［１２］。因此，寻找 ＶＰ１６ＤＤＰ的耐药机制一直
是ＳＣＬＣ研究领域的热点。

研究显示，耐药机制包括多种因素，例如多药耐

药蛋白家族的调控、细胞凋亡、自噬、细胞内药物代

谢酶系统、肿瘤干细胞、ｍｉＲＮＡ调控网络、稳态变

化、ＤＮＡ损伤修复等表观遗传调控［１３］。Ｗａｎｇ等［１４］

研究发现，Ｅｔｋ与 ＰＦＫＦＢ４的相互作用可调节自噬，
从而影响调节小细胞肺癌的化疗耐药性；Ｙｕ等［１５］

研究发现，内质网应激通过促进细胞自噬和凋亡，可

逆转小细胞肺癌细胞的化疗耐药性。本研究发现，

ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的ＳＣＬＣ细胞ＳＢＣ５自噬活性增强，
导致耐药的ＳＢＣ５细胞的增殖能力提高，细胞凋亡
能力降低，对 ＶＰ１６ＤＤＰ的敏感性降低。这说明，
ＳＢＣ５细胞的ＶＰ１６ＤＤＰ耐药机制可能与细胞自噬
相关。

自噬是化疗后维持细胞内环境稳定的促生存反

应，与多种癌症的耐药发展相关［１６］。近年研究发

现，ｍｉＲＮＡ可改变ＳＣＬＣ细胞的自噬及凋亡，进而影
响ＳＣＬＣ对化疗药物的敏感性。例如，张云等［１７］研

究发现，ｍｉＲ２００ｂ在多药耐药细胞株 Ｈ６９ＡＲ中呈
低表达，上调其表达通过改变 Ｈ６９ＡＲ细胞的自噬，
降低细胞对ＡＤＭ、ＤＤＰ和 ＶＰ１６等化疗药物的耐药
性；申利等［４］研究发现，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与宫颈癌细胞
增殖及顺铂化疗敏感性相关；Ｃｈｅｎｇ等［５］发现ｍｉＲＮＡ
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４０９３ｐ通过调控卵巢癌细胞自噬，影响肿瘤细胞对
ＤＤＰ的化疗敏感性。本研究发现，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ在
ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的 ＳＣＬＣ组织和 ＳＢＣ５细胞中低表
达，上调 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ可抑制 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自
噬，促进 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞的凋亡，抑制 ＳＢＣ５／ＥＰ细
胞的增殖，提高ＳＢＣ５／ＥＰ细胞对ＶＰ１６ＤＤＰ的药物
敏感性，表明 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ可通过抑制自噬增加
ＳＢＣ５／ＥＰ细胞对 ＶＰ１６ＤＤＰ的敏感性。最新研究
显示，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ靶向 Ｆｉｐ２００可调节卵巢癌细
胞对顺铂的敏感性［５］，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ靶向 Ｂｅｃｌｉｎ１
介导的自噬使结肠癌细胞对奥沙利铂敏感［１８］。这

些研究提示，ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ可通过靶向 ｍＲＮＡ，影
响肿瘤细胞的药物敏感。本研究结果显示，ｍｉＲＮＡ
４０９３ｐ可靶向抑制Ｂｅｃｌｉｎ１的表达。

Ｂｅｃｌｉｎ１是自噬调控的核心分子，分布在细胞
质膜、细胞质和细胞核内［１９］。研究发现，Ｂｅｃｌｉｎ１与
肺腺癌的ＤＤＰ耐药性相关［２０］；沉默Ｂｅｃｌｉｎ１基因可
增加人肺癌细胞 Ａ５４９对 ＤＤＰ的敏感性，促进细胞
凋亡［２１］。这些研究提示，Ｂｅｃｌｉｎ１在肿瘤细胞耐药
机制中扮演重要角色。本研究发现，Ｂｅｃｌｉｎ１在
ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的ＳＢＣ５／ＥＰ中的高表达，且过表达
Ｂｅｃｌｉｎ１可逆转ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ对ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自
噬及 ＶＰ１６ＤＤＰ的药物敏感性的影响。这说明，
ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ通过Ｂｅｃｌｉｎ１调节ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自
噬及 ＶＰ１６ＤＤＰ的药物敏感性。Ｋａｎｇ等［７］研究显

示，Ｂｅｃｌｉｎ１通过与辅因子 ＰＩ３ＫＣ３相互作用，调节
脂质激酶蛋白表达，促进 Ｂｅｃｌｉｎ１／Ｖｐｓ１５核心复合
物的形成，从而诱导肿瘤细胞自噬。任爽等［２２］研究

发现，Ｂｅｃｌｉｎ１／ＰＩ３Ｋ信号通路与肺癌的阿霉素耐药
性相关。这些研究提示，Ｂｅｃｌｉｎ１／ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５信
号通路可能参与调控肿瘤细胞的自噬与耐药性。本

研究发现，上调 Ｂｅｃｌｉｎ１可逆转 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ对
ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５信号通路蛋白的抑制作用，且通路蛋
白抑制剂 ３ＭＡ可改变 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ／Ｂｅｃｌｉｎ１轴
对ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５信号通路蛋白的影响。这不仅表
明Ｂｅｃｌｉｎ１／ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５信号通路与小细胞肺癌
的ＶＰ１６ＤＤＰ耐药性相关，而且说明 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ
负向调控 Ｂｅｃｌｉｎ１，可抑制 ＰＩ３ＫＣ３／Ｖｐｓ１５信号通路
的激活。

综上所述，本文初步探究了 ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与
Ｂｅｃｌｉｎ１在ＶＰ１６ＤＤＰ耐药的 ＳＣＬＣ中的作用，验证
了ｍｉＲＮＡ４０９３ｐ与Ｂｅｃｌｉｎ１的靶向关系，以及通过
靶向Ｂｅｃｌｉｎ１而调控 ＳＢＣ５／ＥＰ细胞自噬及 ＶＰ１６
ＤＤＰ的药物敏感性。本研究不仅丰富了Ｂｅｃｌｉｎ１在

ＳＣＬＣ的 ＶＰ１６ＤＤＰ耐药机制中的作用，而且还为
ＶＰ１６ＤＤＰ耐药ＳＣＬＣ的分子靶向治疗和化疗药物
敏感性研究提供了新的策略。
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《肿瘤预防与治疗》文章荐读：中国肿瘤健康教育现状与对策分析

恶性肿瘤已成为严重威胁我国居民健康的重大疾病。由于我国居民应对肿瘤的能力较弱，如何科学有

效、可持续地开展肿瘤健康教育以提高居民应对肿瘤的能力将是未来肿瘤防治工作的重点。随着肿瘤健康

教育工作的不断开展，居民的肿瘤防治知识和意识有所提高，某些危险行为也有所改善。《中国肿瘤健康教

育现状与对策分析》回顾分析了我国肿瘤健康教育工作开展的现状及存在的问题，并提出相应的对策和建

议，以期为从事肿瘤健康教育的相关从业人员提供指导。
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