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Ｓ１００Ａ１６启动子区ＤＮＡ甲基化在小细胞肺癌细胞增殖

及化疗耐药中的调控作用
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【摘要】　目的　探讨Ｓ１００钙结合蛋白Ａ１６（Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＡ１６，Ｓ１００Ａ１６）对小细胞肺癌细胞增殖、凋亡

和化疗耐药性的影响，并揭示Ｓ１００Ａ１６启动子区低甲基化在小细胞肺癌恶性表型中的潜在作用。　方法　结合生物信

息学分析，采用ＲＮＡ干扰技术降低 Ｈ６９ＡＲ细胞中Ｓ１００Ａ１６的表达，使用ＲＴｑＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＣＣＫ８实验、流式细

胞术及免疫组化法分析Ｓ１００Ａ１６在小细胞肺癌各种恶性表型中的调控作用。　结果　生物信息学在线数据分析发现，

小细胞肺癌细胞易对化疗药物顺铂产生抵抗性，其持久耐药（Ｄｒｕｇｔｏｌｅｒａｎｔｐｅｒｓｉｓｔｅｒ，ＤＴＰ）细胞株中Ｓ１００Ａ１６启动子区

甲基化水平相对较低，与其 ｍＲＮＡ表达水平呈负相关（犘＜０．０５）。基于上述生信分析结果，我们进一步经实验验证发

现，与小细胞肺癌化疗敏感细胞相比，Ｓ１００Ａ１６在小细胞肺癌化疗耐药株中的表达较高（犘＜０．０５）；采用ｓｉＲＮＡ技术沉

默化疗耐药细胞 Ｈ６９ＡＲ中Ｓ１００Ａ１６的表达后，ＣＣＫ８实验分析发现细胞贴壁生长６０ｈ后增殖能力明显下降（犘＜

０．０５），流式细胞术分析发现细胞早期凋亡率及晚期凋亡率均呈升高趋势（犘＜０．０５）。为了探究Ｓ１００Ａ１６表达改变与小

细胞肺癌恶性表型间的分子机制，采用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹ平台系统进行基因甲基化位点检测发现，癌组织中Ｓ１００Ａ１６基因

启动子区ＣｐＧ８甲基化水平显著较低（犘＜０．０１），进一步采用去甲基化药物５阿扎胞苷（５ａｚａ２′ｄｅｏｘｙｃｙｔｉｄｉｎｅ，５ａｚａ

ＣｄＲ）处理 Ｈ６９细胞后发现，ＤＮＡ甲基转移酶ＤＮＭＴ３Ａ明显下降（犘＜０．０５）而Ｓ１００Ａ１６的表达相对显著升高（犘＜

０．０１）。　结论　启动子区ＤＮＡ低甲基化会导致Ｓ１００Ａ１６在小细胞肺癌中高表达，能够进一步促进肿瘤发生发展，并

且在化疗耐药中发挥一定作用。

【关键词】　 小细胞肺癌；Ｓ１００Ａ１６；化疗耐药；ＤＮＡ甲基化
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【基金项目】　国家自然科学基金项目（Ｎｏ．８１７０２２８５）；广东省基础与应用基础研究基金（Ｎｏ．２０２１Ｂ１５１５１４００６７，２０２２Ａ１５１５０１２１９０）；广东

省医学科学技术研究基金项目（Ｎｏ．Ａ２０２２０１９，Ａ２０２３３３８）；湛江市科技发展专项资金竞争性分配项目（Ｎｏ．２０２２Ａ０１０１８）；大学生创新创业

训练计划项目（Ｎｏ．Ｓ２０２２１０５７１０８２，２０２２１０５７１０３６）；广东医科大学松山湖医工融合创新中心专项项目（Ｎｏ．４ＳＧ２２３１２Ｐ）。
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犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＬｏｗＤＮＡ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｉｎＳ１００Ａ１６ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎｉｓａｐｏｔｅｎｔｉａｌｆａｃｔｏｒｌｅａｄｉｎｇｔｏｉｔｓｈｉｇｈｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ＳＣＬＣ，ｆｕｒｔｈｅｒｐｒｏｍｏｔｉｎｇｔｕｍｏｒｉｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＳＣＬＣ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；Ｓ１００Ａ１６；ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ；ＤＮＡｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ

　　小细胞肺癌（ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＳＣＬＣ）占支

气管源性肺癌病例的１５％～２０％，是一种侵袭性强、

极易发生广泛转移的肿瘤，５年生存率不足７％
［１２］。

大多数ＳＣＬＣ都会表现出一些神经内分泌特征（神经

元特异性烯醇化酶为其血清学肿瘤标志物），且肿瘤抑

制因子 ＲＢ１和 ＴＰ５３表达缺失，由于９０％以上的

ＳＣＬＣ患者均有吸烟史，还会表现出较高的肿瘤突变

负荷（Ｔｕｍｏｒｍｕｔａｔｉｏｎｂｕｒｄｅｎ，ＴＭＢ）
［３］。目前临床

上局限期（早期癌，未出现淋巴结和血液转移）ＳＣＬＣ

患者采用同步放化疗为主的标准治疗，而广泛期（已出

现淋巴结和血液转移）的ＳＣＬＣ患者则需要接受免疫

联合含铂药物化疗的系统治疗［４］。虽然在ＳＣＬＣ初期

对患者进行含铂治疗能产生效果，但绝大多数患者会

迅速复发并对进一步的化疗产生抗药性，导致患者五

年生存期极低［５］。因此，探究ＳＣＬＣ的发生机制及化

疗耐药问题极具临床诊疗价值。

Ｓ１００ 钙 结 合 蛋 白 １６（Ｓ１００ ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎ１６，Ｓ１００Ａ１６）是Ｓ１００家族的一种ＥＦｈａｎｄ型

酸性可溶性Ｃａ
２＋结合蛋白［６］。Ｓ１００Ａ１６在各种人体

组织中广泛表达，其作用是促进前脂肪细胞的增殖和

脂肪生成，调节癌症细胞的ＥＭＴ，并减少胰岛素刺激

的葡萄糖摄取［７８］。ＤＮＡ甲基化修饰是肺癌发生发展

中的重要表观遗传修饰方式，有研究对肿瘤的表观遗

传学修饰状态分析发现，肿瘤内可出现抑癌基因的高

甲基化和／或癌基因、异染色质的低甲基化，并已在多

种癌症中发现了控制细胞周期、增殖、凋亡、转移、化疗

耐药和细胞内信号传导的基因异常甲基化［９］。本研究

结合生物信息学分析方法、分子生物学和细胞生物学

技术，寻找Ｓ１００Ａ１６基因在ＳＣＬＣ发生及化疗耐药中

的作用及其分子机制。

材料与方法

１　对象

人源性的小细胞肺癌细胞 株 Ｈ６９、Ｈ６９ＡＲ、

Ｈ４４６、Ｈ４４６ＤＤＰ细胞，购自美国模式培养物集存库

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ）；进行免

疫组化分析的小细胞肺癌组织芯片（芯片编号：

ＲＬＮ６８１）购自上海芯超生物科技有限公司，内含６２

例ＳＣＬＣ组织和６例癌旁肺组织。

２　仪器与试剂

ＲＰＭＩ１６４０培 养 基 （Ｇｉｂｃｏ 公 司）；胎 牛 血 清

（Ｇｉｂｃｏ公司）；抗体：Ｓ１００Ａ１６（Ａｂｃａｍ公司）、ＧＡＰＤＨ

（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；５ａｚａＣｄＲ（Ｓｅｌｌｅｃｋ公司）；ＣＣＫ８试

剂盒（同仁公司）；通用二步法检测试剂盒（小鼠／兔增

强聚合物法检测系统）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡ

ＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；２×ＲｅａｌＳｔａｒＧｒｅｅｎ

ＦａｓｔＭｉｘｔｕｒｅｗｉｔｈＲＯＸ（北京康润诚业生物科技有限

公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（碧云天公司）；实时荧光

定量ＰＣＲ仪ＳｔｅｐＯｎｅＰｌｕｓ（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；电泳

仪和电转仪（北京六一生物科技有限公司）；高速冷冻

离心 机 （Ｓｉｇｍａ 公 司）；全 自 动 酶 标 仪 （Ｔｈｅｒｍｏ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）；光学照相显微镜（Ｌｅｉｃａ公司）；凝胶成像分

析系统（中国基因有限公司）；核酸蛋白测量仪（核酸蛋

白测量仪）；核酸蛋白测量仪（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）。

３　方法

３．１　ＳＣＬＣＣｅｌｌＭｉｎｅｒ（ｈｔｔｐｓ：／／ｄｉｓｃｏｖｅｒ．ｎｃｉ．ｎｉｈ．

ｇｏｖ／ＳｃｌｃＣｅｌｌＭｉｎｅｒＣＤＢ／）　一个基于多组学技术分析

１１６个ＳＣＬＣ细胞系的基因组特征、甲基化状态和药

物敏感性检测的集成平台（ＳＣＬＣＧｌｏｂａｌ）
［１０］。

３．２　ＣＣＬＥ（ＣａｎｃｅｒＣｅｌｌＬｉｎｅＥｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ）数据库　

又称癌细胞系百科全书，它提供了癌细胞系的多组学

和药物作用相关数据［１１］。

３．３　ＵＣＳＣＸｅｎａ　分析Ｓ１００Ａ１６基因启动子区甲基

化状态及ＣｐＧ岛序列。
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３．４　细胞培养和ＲＮＡ干扰技术　采用含１０％胎牛

血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基培养 Ｈ６９、Ｈ６９ＡＲ（基于

Ｈ６９构建的多药耐药细胞株）、Ｈ４４６、Ｈ４４６ＤＤＰ（基于

Ｈ４４６构建的顺铂耐药细胞株），取对数生长期的

Ｈ６９ＡＲ和 Ｈ４４６ＤＤＰ细胞分别转染两条验证有效的

ｓｉＲＮＡ序列和ＮＣ载体，得到ＮＣ组、Ｓ１００Ａ１６ｓｉＲＮＡ

＃１ 组 和 Ｓ１００Ａ１６ｓｉＲＮＡ ＃２ 组 的 细 胞，依 据

“Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ
２０００”产品使用说明书进行细胞转

染实验操作。

３．５　引物的设计及合成　Ｓ１００Ａ１６的特异性引物由

生工 公 司 设 计 并 合 成。以 ＧＡＰＤＨ 作 为 内 参。

Ｓ１００Ａ１６ 引 物 序 列 为：上 游 ５′ＡＡＧＴＡＣＡＧＣ

ＣＴＧＧＴＣＡＡＧＡＡＣＡＡＧＡＴＣ３′，下 游 ５′ＧＴＧＴＣ

ＣＧＡＣＡＧＣＡＴＧＴＧＧＴＴＣＡＧ３′；ＧＡＰＤＨ 引物序列

为：上游５′ＣＡＡＴＧＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣ３′，下游

５′ＧＡＣＡＡＧＣＴＴＧＴＴＣＴＣＡＧ３′。

３．６　ＲＴｑＰＣＲ　（１）ＲＮＡ 提取（Ｔｒｉｚｏｌ法），保证

１．８０≤Ａ２６０／Ａ２８０≤２．００，总ＲＮＡ浓度≥５００ｎｇ／μＬ。

（２）逆转录反应：根据逆转录试剂盒说明书配制反应体

系，反应包括逆转录反应阶段和逆转录酶的失活反应

阶段。（３）ＰＣＲ反应：根据ｑＲＴＰＣＲ试剂盒说明书配

制反应液：反应条件：９５℃３０ｓ，９５℃５ｓ，６４℃３４ｓ，

合计４０次循环，７２℃１０ｍｉｎ延伸。３次独立实验后

得到的数据采用２
ΔΔＣｔ相对定量方法进行数据分析。

３．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　细胞总蛋白提取后利用ＢＣＡ试

剂盒进行蛋白定量，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ 凝胶电泳，

Ｓ１００Ａ１６（Ａｂｃａｍ 稀释比例１∶２５０）和ＧＡＰＤＨ（武汉

三鹰 稀释比例１∶１００００）一抗４℃孵育过夜，二抗（武

汉三鹰 稀释比例１∶２００００）室温孵育，用ＥＣＬ显影液

进行显影，并ＩｍａｇｅＪ软件分析各样本目的蛋白及内

参ＧＡＰＤＨ表达的灰度值并对蛋白质进行定量分析。

３．８　流式细胞术　采用ＡｎｎｅｘｉｎＶ／７ＡＤＤ凋亡检测

试剂盒检测细胞凋亡率，上机流式细胞仪分析，计算细

胞的凋亡指数。

３．９　ＣＣＫ８实验测细胞增殖　依照ＣＣＫ８试剂盒说

明书，于９６孔板中接种细胞悬液，待细胞呈贴壁生长

后每孔分别加入ＣＣＫ８溶液，接下来的０．５～４ｈ内，

每隔半个小时进行一次４５０ｎｍ波长处细胞的Ａ值测

定，最后根据所得到的Ａ值绘制细胞生长曲线。

３．１０　免疫组化技术　采用免疫组化二步法检测小细

胞肺癌和癌旁肺组织中Ｓ１００Ａ１６蛋白（Ａｂｃａｍ单抗，

１∶１０００）的表达，检测结果的评定由病理科副主任医

师阅片，最后采用ＩＲＳ评分法对免疫组化切片中的染

色程度（０－３分）以及阳性率（０－４分）分别评分，二者

得分相乘得到综合评分（０－１２分）。

４　统计学分析

应用ＳＰＳＳ２０．０软件进行统计学数据分析，两组

间比较符合正态分布时采用狋检验，多组间均数比较

采用方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　犛犆犔犆细胞系中犛１００犃１６启动子区甲基化水平及

犿犚犖犃表达情况相关性分析

采用公共数据库（ＤｅｐＭａｐ．ｏｒｇ网站：ｈｔｔｐｓ：／／

ｗｗｗ．ｃａｎｃｅｒｒｘｇｅｎｅ．ｏｒｇ／）分析常见恶性肿瘤对采用

顺铂方案化疗后出现抗药性的数据 （ＧＤＳＣ１ 和

ＧＤＳＣ２ 数 据 库 ），结 果 显 示 （ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．

ｃａｎｃｅｒｒｘｇｅｎｅ． ｏｒｇ／ｃｏｍｐｏｕｎｄ／Ｃｉｓｐｌａｔｉｎ／１００５／ｂｙ

ｔｉｓｓｕｅ？ｔｉｓｓｕｅ＝ ＰＡＮＣＡＮＣＥＲ＆ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ＿ｓｅｔ＝

ＧＤＳＣ２），ＳＣＬＣ细胞株对化疗药物的ＩＣ５０ 值超过了

常用化疗药物顺铂的最大筛选浓度（１０μｍｏｌ／Ｌ）（图

１），提示ＳＣＬＣ细胞易对化疗药物产生抵抗性，与临床

目前小细胞肺癌的治疗现状相吻合。

　　Ａ　ＧＤＳＣ１数据库分析的结果　Ｂ　ＧＤＳＣ２数据库分析的结果

图１　生物信息学公共数据库（犇犲狆犿犪狆）初步分析泛癌细胞系

对顺铂的化疗耐药性

Ａ　ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＤＳＣ１ｄａｔａｂａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｆｒｏｍＤｅｐｍａｐ　Ｂ　

ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧＤＳＣ２ｄａｔａｂａｓｅａｎａｌｙｓｉｓｆｒｏｍＤｅｐｍａｐ

犉犻犵．１　犘狉犲犾犻犿犻狀犪狉狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳犮犺犲犿狅狋犺犲狉犪狆狔狉犲狊犻狊狋犪狀犮犲

狅犳狆犪狀犮犪狀犮犲狉犮犲犾犾犾犻狀犲狊狋狅犮犻狊狆犾犪狋犻狀狌狊犻狀犵犇犲狆犿犪狆

进一步采用 ＳＣＬＣＣｅｌｌＭｉｎｅｒ在线网站分析发

现，与 其 他 ＳＣＬＣ 细 胞 株 （ＳＣＬＣ Ｇｌｏｂａｌ）相 比，

Ｓ１００Ａ１６在持久耐药（Ｄｒｕｇｔｏｌｅｒａｎｔｐｅｒｓｉｓｔｅｒ，ＤＴＰ）
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细胞株 中 相 对 高 表 达 （图 ２Ａ），而 ＤＴＰ 细 胞 中

Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化水平与其 ｍＲＮＡ表达水平

在大多数细胞株中呈负相关（图２Ｂ）；分析ＤＴＰ细胞

中Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化水平与 ｍＲＮＡ表达相关

性时发现，相对于ＳＣＬＣ细胞系 ＮＣＩＨ６９，其化疗耐

药株ＮＣＩＨ６９／ＣＰＲ（顺铂诱导的耐药株）、ＮＣＩＨ６９／

ＬＸ１０（阿霉素诱导的耐药株）、ＮＣＩＨ６９／ＶＣＲ（长春新

碱诱导的耐药株）中Ｓ１００Ａ１６的表达均呈升高趋势，

三株细胞的ｅｘｐＳ１００Ａ１６ｎｃｉＳｃｌｃ值分别为６．１５、６．０８

和５．９９，均高于其母系细胞 Ｈ６９（５．６２），且甲基化水

平与 ｍＲＮＡ 表达呈负相关（图２Ｃ，狉＝０．３７，犘＝

０．００２５）。

　　Ａ　Ｓ１００Ａ１６在ＤＴＰ细胞中的差异表达情况　Ｂ　ＤＴＰ细胞中

Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化水平与其ｍＲＮＡ表达水平的相关性分析　Ｃ

　ＤＴＰ细胞中Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化水平与 ｍＲＮＡ表达相关性分

析

图２　犛犆犔犆犆犲犾犾犕犻狀犲狉在线分析犛１００犃１６在犇犜犘细胞系中的

相对表达及甲基化情况

Ａ　 ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳ１００Ａ１６ｉｎ ＤＴＰｃｅｌｌｓ　Ｂ　

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｓ１００Ａ１６

ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ

ａｎｄｉｔｓｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＤＴＰｃｅｌｌｓ　Ｃ　Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎａｎａｌｙｓｉｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ Ｓ１００Ａ１６ ｐｒｏｍｏｔｅｒｒｅｇｉｏｎ ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｌｅｖｅｌａｎｄ ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＤＴＰｃｅｌｌｓ

犉犻犵．２　犛犆犔犆犆犲犾犾犕犻狀犲狉狅狀犾犻狀犲犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狉犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀

犪狀犱犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀狅犳犛１００犃１６犻狀犇犜犘犮犲犾犾犾犻狀犲狊

２　犛１００犃１６在犛犆犔犆细胞株及临床样本中的表达

为了验证上述在线分析的结果，采用 ＲＴｑＰＣＲ

和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测ＳＣＬＣ细胞株中Ｓ１００Ａ１６

的表达情况时发现，相对于ＳＣＬＣ化疗敏感株（Ｈ６９

和 Ｈ４４６），化疗耐药株（Ｈ６９ＡＲ 和 Ｈ４４６ＤＤＰ）中

Ｓ１００Ａ１６ｍＲＮＡ和蛋白的表达相对升高（图３ＡＤ）；

进一步采用免疫组化技术分析ＳＣＬＣ及癌旁组织中

Ｓ１００Ａ１６蛋白的表达情况，结果显示，相对于癌旁肺

组织（图３Ｅ），Ｓ１００Ａ１６蛋白在癌组织中明显高表达

（图３Ｆ）。

　　Ａ　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｈ６９和 Ｈ６９ＡＲ细胞中Ｓ１００Ａ１６的差异表达

情况　Ｂ　ＲＴｑＰＣＲ检测 Ｈ４４６和 Ｈ４４６ＤＤＰ细胞中Ｓ１００Ａ１６的差异

表达情况　Ｃ、Ｄ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术检测４株细胞中Ｓ１００Ａ１６蛋白的

表达情况　Ｅ、Ｆ　６８例ＳＣＬＣ癌旁及癌组织中Ｓ１００Ａ１６蛋白表达差异

（免疫组化二步法）犘＜０．０５，犘＜０．０１

图３　犛１００犃１６在犛犆犔犆细胞株及组织中的表达

Ａ　ＲＴｑＰＣＲｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳ１００Ａ１６ｉｎ

Ｈ６９ａｎｄ Ｈ６９ＡＲ ｃｅｌｌｓ　 Ｂ　 ＲＴｑＰＣＲ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＳ１００Ａ１６ｉｎ Ｈ４４６ａｎｄ Ｈ４４６ＤＤＰｃｅｌｌｓ　Ｃ，Ｄ　Ｔｈｅ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳ１００Ａ１６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ４ｃｅｌｌｌｉｎｅｓｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　Ｅ，Ｆ　

Ｔｈｅｆｉｇｕｒｅ ｏｆ６８ ｃａｓｅｓ ｏｆ ＳＣＬＣ ａｎｄ ｐａｒａｃａｎｃｅｒｏｕｓｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ

ｉｍｍｕｎｏｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｔｗｏｓｔｅｐｍｅｔｈｏｄ犘＜０．０５，犘＜０．０１

犉犻犵．３　犈狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犛１００犃１６犻狀犛犆犔犆犮犲犾犾犾犻狀犲狊犪狀犱狋犻狊狊狌犲狊

３　犛１００犃１６在犛犆犔犆细胞增殖中的作用

采用ｓｉＲＮＡ技术下调 Ｈ６９ＡＲ细胞中Ｓ１００Ａ１６

的表达，并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ技术进行验证（图４Ａ，犉＝

３４９．５，犘＜０．００１），ＣＣＫ８实验分析发现，自细胞贴壁

生长至６０ｈ起，与 ＮＣ组相比，下调细胞中Ｓ１００Ａ１６

的表达可抑制细胞增殖（犘＜０．０５）（图４Ｃ）。以上结

果提示，Ｓ１００Ａ１６在ＳＣＬＣ中可能发挥促进细胞增殖

的作用。

４　临床犛犆犔犆组织中犛１００犃１６启动子区犆狆犌８相对

低甲基化

根据前人的研究报道，Ｓ１００Ａ１６的表达水平与其

ＤＮＡ甲基化水平存在负相关，ＣｐＧ位点ｃｇ０６５５２０３７

可能以多种模式影响Ｓ１００Ａ１６的表达，Ｓ１００Ａ１６的甲

基化会抑制基因表达并与患者良好预后相关，提示基

因ＤＮＡ甲基化可能是影响肺腺癌中Ｓ１００Ａ１６表达的

重要机制［１２１４］。我们的研究中通过生物信息学分析发

现，Ｓ１００Ａ１６对化疗药物拓扑替康的敏感性与其

ｍＲＮＡ表达水平呈负相关（图４Ｂ），而其 ｍＲＮＡ表达

水平与Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化水平亦呈负相关（图

２Ｃ，犘＜０．０１）。进一步采用 ＭａｓｓＡＲＲＡＹ平台系统

进行Ｓ１００Ａ１６基因的甲基化位点检测验证上述结果

发现，ＳＣＬＣ组织中Ｓ１００Ａ１６基因启动子区ＣｐＧ８位

点的甲基化水平下降（图４Ｄ，犘＝０．００１５）。采用去甲

基化药物５ａｚａＣｄＲ处理ＳＣＬＣ细胞发现，ＤＮＡ甲基

·１３５·
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转移酶ＤＮＭＴ３Ａ明显下降（图４Ｅ，犘＜０．０５），而细胞

内Ｓ１００Ａ１６的表达相对显著升高（图４Ｆ，犘＜０．０１）。

以上结果提示，Ｓ１００Ａ１６启动子区甲基化下降可激活

并增强Ｓ１００Ａ１６在ＳＣＬＣ中的表达，而Ｓ１００Ａ１６表达

水平升高会导致肿瘤细胞对化疗药物产生耐药性。

　　Ａ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ验证ＲＮＡｉ技术下调Ｈ６９ＡＲ细胞中Ｓ１００Ａ１６的

效果（狀＝３）　Ｂ　ＳＣＬＣＣｅｌｌＭｉｎｅｒ在线分析Ｓ１００Ａ１６对化疗药物拓扑

替康的敏感性与其ｍＲＮＡ表达水平的相关性　 Ｃ　ＣＣＫ８实验分析

Ｓ１００Ａ１６表达下降对细胞增殖的影响　Ｄ　ＭａｓｓＡＲＲＡＹ平台进行

Ｓ１００Ａ１６基因甲基化位点的检测结果　Ｅ　去甲基化药物５ａｚａＣｄＲ

处理细胞引起ＤＮＭＴ３Ａ表达下降　Ｆ　去甲基化药物５ａｚａＣｄＲ处理

细胞引起Ｓ１００Ａ１６ｍＲＮＡ表达升高犘＜０．０５，犘＜０．０１

图４　犛１００犃１６在犛犆犔犆细胞增殖中的作用及其启动子区甲基化情况

Ａ　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗａｓｕｓｅｄｔｏｖｅｒｉｆｙｔｈｅｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｅｆｆｅｃｔｏｆ

ＲＮＡｉｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｏｎＳ１００Ａ１６ｉｎＨ６９ＡＲｃｅｌｌｓ（狀＝３）　Ｂ　ＳＣＬＣ

ＣｅｌｌＭｉｎｅｒｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎＳ１００Ａ１６ｓ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｔｏｐｏｔｅｃａｎａｎｄｉｔｓｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌ　Ｃ　ＣＣＫ８

ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｗａｓｕｓｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｔｈｅｉｍｐａｃｔｏｆＳ１００Ａ１６ｓｄｅｃｒｅａｓｅｄ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ　Ｄ　ＴｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＳ１００Ａ１６ｇｅｎｅ

ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｏｎｔｈｅＭａｓｓＡＲＲＡＹｐｌａｔｆｏｒｍ　Ｅ　Ａｎｄｅｃｒｅａｓｅｏｆ

ＤＮＭＴ３Ａ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ ｗｈｅｎ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇｄｒｕｇ５ａｚａＣｄＲ　Ｆ　ＡｎｉｎｃｒｅａｓｅｉｎＳ１００Ａ１６ｍＲＮＡ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｃｅｌｌｓｗａｓｓｈｏｗｎｗｈｅｎｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｅｍｅｔｈｙｌａｔｉｎｇｄｒｕｇ５

ａｚａＣｄＲ犘＜０．０５，犘＜０．０１

犉犻犵．４　犜犺犲狉狅犾犲狅犳犛１００犃１６犻狀狋犺犲狆狉狅犾犻犳犲狉犪狋犻狅狀狅犳犛犆犔犆犮犲犾犾狊犪狀犱

狋犺犲犿犲狋犺狔犾犪狋犻狅狀狊狋犪狋狌狊犻狀犻狋狊狆狉狅犿狅狋犲狉狉犲犵犻狅狀

５　犛１００犃１６在化疗药物诱导的细胞凋亡中的作用

采用ＲＮＡｉ技术降低化疗耐药细胞（Ｈ６９ＡＲ）中

Ｓ１００Ａ１６的表达，通过流式细胞术检测细胞凋亡率

（利用化疗药物顺铂诱导细胞出现凋亡）发现，细胞的

早期和晚期凋亡率均有增加趋势，其中 Ｈ６９ＡＲ／

Ｓ１００Ａ１６ｓｉＲＮＡ＃２组细胞与ＮＣ组间的差异具有统

计学意义（犘＜０．０５）（图５）。

　　Ａ　三组细胞凋亡的流式检测　Ｂ　三组细胞的凋亡率比较　犘

＜０．０５

图５　流式细胞术分析犛１００犃１６在化疗药物诱导的细胞凋亡中的作用

Ａ　Ｆｌｏｗｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ　Ｂ　

Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ犘＜０．０５．

犉犻犵．５　犉犾狅狑犮狔狋狅犿犲狋狉狔犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳狋犺犲狉狅犾犲狅犳犛１００犃１６

犻狀犮犺犲犿狅狋犺犲狉犪狆狔犻狀犱狌犮犲犱犮犲犾犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊

讨　论

ＳＣＬＣ是一种高级别神经内分泌肿瘤，大多数

ＳＣＬＣ患者发现时已出现转移，预后较差。目前，联合

应用铂类药物与依托泊苷仍是小细胞肺癌患者的一线

化疗方案，然而大多数的ＳＣＬＣ患者在初始治疗后很

快出现复发转移及化疗抵抗，中位生存时间只有４到

５个月，因此克服化疗耐药性仍然是一个主要的临床

挑战［１５］。越来越多的证据表明ＤＮＡ甲基化与多种疾

病的发生发展密切相关，包括癌症、心血管疾病和神经

系统疾病等［１６］。有研究报道，铂类等一些化疗药物的

使用可引起全基因组ＤＮＡ甲基化异常，包括启动子

区甲基化异常所导致的基因表达失调，而基因启动子

区甲基化异常已在多种肿瘤中被证实与化疗耐药性密

切相关［１７２０］。

作为Ｓ１００蛋白家族的成员之一，Ｓ１００Ａ１６在大

多数人类癌症中表达异常，通过调节各种信号通路蛋

白参与肿瘤细胞的增殖、分化、迁移、侵袭和上皮间充

质转化（ＥＭＴ）等恶性表型的发生发展
［２１］。本研究前

期经ＳＣＬＣＣｅｌｌＭｉｎｅｒ在线网站分析发现，Ｓ１００Ａ１６

启动子区存在明显的ＤＮＡ低甲基化修饰，且甲基化

水平与其 ｍＲＮＡ 表达水平在大多数细胞中呈负相

关；化疗药物诱导的耐药株中Ｓ１００Ａ１６的表达均较

高。但Ｓ１００Ａ１６参与ＳＣＬＣ发生发展及耐药的机制

尚不清楚。本文的研究结果显示，Ｓ１００Ａ１６启动子区

低甲基化可能是造成Ｓ１００Ａ１６在ＳＣＬＣ化疗耐药组

织和细胞株中表达异常并抑制化疗药物诱导的细胞凋

亡的原因之一。后续将开展延续性实验，进一步分析

Ｓ１００Ａ１６在动物实验中的致癌作用及耐药表型，从不

同层次深入研究Ｓ１００Ａ１６发挥作用的分子机制。
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ｒａｔｉｏｏｆｍａｌｉｇｎａｎｔｂｒｅａｓｔｌｅｓｉｏｎｓｗｉｔｈｓｈｅａｒｗａｖｅｕｌｔｒａｓｏｕｎｄ

ｅｌａｓｔｏｇｒａｐｈｙ：ｖａｒｉａｔｉｏｎｓ ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒｅｇｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔａｎｄ

ｌｅｓｉｏｎｓｉｚｅ［Ｊ］．Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ，２０２１，１１（６）：１０１５．

［１４］　唐岩，徐甜甜，宋樟伟．超声联合实时组织弹性成像在浆细胞性乳

腺炎诊断中的应用价值［Ｊ］．医学影像学杂志，２０２２，３２（１）：５１

５３８０．

［１５］　魏均羽，李建华，徐皙婷．超声弹性成像及彩色多普勒血流成像在

乳腺非肿块型病变诊断中的应用价值［Ｊ］．微创医学，２０２２，１７

（６）：７５４７５８．

【收稿日期】　２０２３１２２０　【修回日期】　２０２４０３１０

·３３５·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志
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