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■背景资料
胃癌耐药是胃癌
化疗失败的主要
原因之一, 而多药
耐药蛋白 (MRP)
与肿瘤细胞耐药
密切有关, 是引起
胃癌原发性耐药
的原因之一. 
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Abstract
AIM: To identify proteins interacting with mul-
tidrug resistance protein (MRP) in gastric cancer 
cells and to evaluate their effect on tumor cell 
drug resistance. 

METHODS: Proteins interacting with MRP were 
identified using immunoprecipitation and mass 
spectrometry. Of the proteins identified, An-
nexin A5 was chosen to further study its role 
in drug resistance of gastric cancer cells. The 
expression of MRP and Annexin A5 protein 
in SGC-7901cells and drug-resistant cell line 
SGC-7901/DDP was evaluated by Western blot. 

The impact of Annexin A5 knockdown on MRP 
expression and drug resistance of gastric cancer 
cells was evaluated using siRNA interference 
technology.

RESULTS: In total, 14 proteins interacting with 
MRP were identified. The protein expression 
of MRP and Annexin A5 in drug-resistant cell 
line SGC-7901/DDP was higher than that in 
SGC-7901 cell line. SiRNA-mediated silenc-
ing of the Annexin A5 gene in SGC-7901/DDP 
cells down-regulated the expression of MRP. 
The expression of Annexin A5 showed no 
significant difference between SGC-7901 cells 
and SGC-7901/DDP cells transfected with An-
nexin A5-specific siRNA. In addition, siRNA-
mediated silencing of the Annexin A5 gene sig-
nificantly reduced the IC50 values of cisplatin, 
paclitaxel and 5-Fu in gastric cancer cells, and 
increased cell sensitivity to these drugs by 36, 
17 and 4 folds, respectively.

CONCLUSION: Annexin A5 is a MRP-interact-
ing protein that may be related with tumor drug 
resistance in gastric cancer.
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摘要

目的: 研究多药耐药蛋白(multidrug resistance 
protein, MRP)的相互作用蛋白及其对肿瘤耐
药性的影响.

方法: 采用免疫沉淀结合质谱方法分离鉴定
MRP的相互作用蛋白, 并对其中的耐药相关
蛋白之一Annexin A5进行功能研究, Western 
blot及siRNA干扰技术分析MRP、Annexin A5
蛋白表达的变化、相关性及胃癌SGC-7901细
胞的耐药性变化.

结果: 经免疫沉淀结合质谱方法分离鉴定发
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■研发前沿
以往的研究虽然
揭示了一些胃癌
多药耐药性产生
的初步分子机制, 
但多数是从单个
基因或蛋白出发, 
其分子机制远未
完 全 阐 明 ,  由 于
DNA和RNA水平
并不能完全反映
蛋白质水平的变
化 ,  因 此 有 必 要
在蛋白质整体水
平上对胃癌多要
耐药产生的机制
进行研究.

现了14个MRP的相互作用蛋白, 其中Annexin 
A5为其中得分最高的蛋白; Western blot检
测显示耐药细胞株SGC-7901/DDP中MRP、
A n n e x i n A5蛋白表达均高于S G C-7901和
siRNA-SGC-7901/DDP, siRNA干扰Annexin 
A5表达后, s iRNA-SGC-7901/DDP中MRP
蛋白表达下调, MRP、Annexin A5蛋白在
SGC-7901和siRNA-SGC-7901/DDP之间表达
无明显差异; MTT法结果显示经siRNA干扰
SGC-7901/DDP后, 顺铂、5-Fu和紫杉醇作用
后的IC50值明显减少, 对其的敏感性分别增加
了36倍、17倍和4倍.

结论: Annexin A5表达与胃癌细胞耐药有关, 
是MRP的相互作用蛋白之一.
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0  引言

胃癌是常见的恶性肿瘤之一, 在我国其发病率

居各类肿瘤的首位[1]. 胃癌耐药是胃癌化疗失败

的主要原因之一[2], 他涉及多种复杂机制. 肿瘤

细胞的多药耐药性(multidrug resistance, MDR)
是指肿瘤细胞接触一种化疗药物并对其产生耐

药后, 同时对其他化学结构和作用机制不同的

化疗药物产生耐药[3]. 深入研究多要耐药性无疑

具有重要的理论和临床意义. 以往的研究虽然

揭示了一些胃癌多药耐药性产生的初步分子机

制[4,5], 但多数是从单个基因或蛋白出发, 其分子

机制远未完全阐明, 由于DNA和RNA水平并不

能完全反映蛋白质水平的变化, 因此有必要在

蛋白质整体水平上对胃癌多药耐药产生的机制

进行研究. 
研究发现, 多药耐药蛋白(multidrug resis-

tance protein, MRP)作为一种防御机制在正常胃

黏膜上高度表达, 而在胃癌组织的表达高于正

常胃黏膜[6,7]; MRP在胃癌组织中呈异常高表达, 
与癌旁组织有显著性差别, 与肿瘤细胞耐药有

关[8-10]. 这些结果提示MRP是引起胃癌原发性耐

药的原因之一. 为进一步研究MRP的分子机制, 
我们拟通过靶向蛋白技术, 分离鉴定MRP1蛋白

的相互作用蛋白, 并通过RNAi技术干扰其中关

键的蛋白表达研究其耐药的分子机制. 

1  材料和方法

1.1 材料

SGC-7901及其耐药细胞株SGC-7901/DDP (人胃

癌耐药顺铂细胞株)均购自中南大学细胞中心, 
细胞用100 mL/L胎牛血清的RPMI 1640(GIBCO)
培养液进行常规培养 .  R P M I 1640培基、胰

酶、胎牛血清为美国GIBCO公司产品; 鼠抗人

MRP、Annexin A5单克隆抗体, 鼠抗人β-actin
抗体为美国Santa cruz公司产品; 辣根过氧化

物酶标记羊抗鼠二抗购自美国D A K O公司 ; 
ECL(Enhanced chemiluminescence)试剂盒购自

瑞典Amersham公司. 
1.2 方法

1.2.1 免疫共沉淀: 收集107个细胞在缓冲液中

4 ℃裂解30 min, 11 000 r/min离心15 min, 上清液

用于免疫沉淀, 1 500 μg的总蛋白与非免疫血清

一起进行预吸附, 与100 μL的蛋白G-Sepharose
结合, 进一步与10 μg的MRP抗体结合3 h; 加入

100 μL蛋白G-Sepharose在4 ℃条件下放置1 h, 
离心30 s, TBST洗3次, 0.1 mol/L甘氨酸洗脱后, 
SDS-PAGE电泳, 凝胶用考马斯蓝染色、切胶、

胰蛋白酶消化, 质谱鉴定. 
1.2.2 质谱图谱分析与数据库查询: ESI-Q-TOF
质谱图解谱采用MicroMass公司的MassLynx
软件进行, 从原始M S-M S谱中产生P K L格式

的数据文件. 然后在数据库中进行查询. 数据

库检索参数为: 数据库选择为NCBInr数据库, 
物种分类(Taxonomy)选择为人(Human), 酶选

择为Tryps in, 允许的未酶切位点选择为1, 固
定修饰(Fixed modifications)选择为碘乙酰胺

Carbamidomethyl(C)修饰, MS/MS容差选择

为0.3 Da, 肽片段电荷数选择为1+、2+或3+, 选
择Monoisotopic, 数据格式Data format选择为

Micromass(PKL)格式, Instrument选择为(ESI-
QUAD-TOF). 查询结果得分(Scores)>36认为该

蛋白为有意义的蛋白. 
1.2.3 Western blot分析: (1)样品制备: 收集107
个细胞后冰上裂解30 min, 4 ℃离心, 12 000 g
×30 min, 转移上清, 绘制标准曲线测量蛋白浓

度; (2)SDS-PAGE: 配置蛋白分离胶和积层胶, 再
变性蛋白, 上样, 100 V电泳, 约需1-2 h; (3)转膜: 
PVDF膜三明治转移法, 100 V, 约60 min; (4)染色: 
丽春红染色3-5 min, PBS漂洗2-3次, 每次3- 5 min, 
观察蛋白条带; (5)封闭: 5%牛奶封闭1-2 h; (6)一
抗结合: PVDF膜放入杂交袋中加入封闭液和适

量一抗(浓度1∶1 000), 摇床上室温过夜; (7)二



www.wjgnet.com

3570               ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)    世界华人消化杂志    2011年12月18日  第19卷  第35期

■相关报道
研究发现在头颈
部鳞癌中Annexin 
A5比正常表皮组
织表达增加、在
宫颈鳞癌组织中
比正常宫颈上皮
表达增高. 其还参
与了信号传导通
路, 如钙依赖的蛋
白激酶C(PKC)的
抑制, 可以通过直
接与受体的细胞
内区域相互作用
而起到了血管内
生长因子(VEGF)
受体信号的作用.

抗结合: 弃去封闭液和一抗, 用适量的TBST漂洗

3次, 每次10 min, 加入封闭液和适量二抗(浓度

1∶ 1 000), 摇床上室温摇1-2 h, 剪开袋口, 弃去

封闭液和二抗, 用适量的TBS-T液漂洗膜3次, 每
次10 min; (8)检测: ECL化学发光法检测, 暗室中

压上X光片, 曝光30 s-10 min, 显影, 洗片. 
1.2.4 耐药性检测: MTT法检测各细胞株对化疗

药物的敏感度, 以每孔500个细胞接种于96孔培

养板中, 每孔体积200 μL, 每组设定5孔平行复

孔, 加入不同浓度的化疗药物, 以不加药物干预

作为对照组, 以不接种细胞而仅加培养液作为

调零孔, 置CO2培养箱中孵育, 每隔24 h检测一

次. 小心吸去上清, 每孔加入200 μL新鲜RPMI 
1640培养液, 再加入5 mg/mL的MTT 20 μL, 
37 ℃继续孵育4 h后, 终止培养, 小心吸弃孔内

上清液, 加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 使结

晶物充分溶解, 以空白对照孔调零, ELX800酶
标仪490 nm处测定各孔的吸光度值(A 490), 取3
个重复孔的平均值, 相对应A 490值表示细胞增殖

能力大小. 绘制不同药物浓度的细胞生长抑制

率曲线, 并计算各化疗药物对细胞的半数抑制

浓度(IC50). 
1.2.5 siRNA干扰: Annexin A5的PCR引物5'-GC
UUUAUGAUGCUUAUGA AdTdT-3'(正义), 
5'-UUCAUA AGCAUCAUAAAGCdCdG-3'(反
义); 由Takara公司合成. 步骤如下: (1)细胞接种: 
胰酶消化细胞, 按3×105个细胞/孔接种于6孔板, 
当细胞达到70%-80%融合时进行转染; (2)转染

液的配制: A液: 在100 μL无血清培基中加12.5 μg 
Annexin A5 siRNA; B液: 在100 μL无血清培基

中加Lipofactamine 2000脂质体10 μL, 室温静止

置5 min; 混合A、B两液, 室温静置20 min, 形成

复合体; (3)RPMI 1640无血清培养基洗涤待转

染细胞2次; (4) A、B混合液中加无血清培基

800 μL, 混匀, 小心加至6孔板中, 置37 ℃、50 
mL/LCO2的温箱中孵育4 h; (5)最后每孔加入等

体积含200 mL/L胎牛血清(FBS)的RPMI1640完
全培养基使培养液中含100 mL/L胎牛血清, 置
于50 mL/L CO2、37 ℃恒温培养箱中继续培养

44 h; 收集细胞; (6)Western blot检测Annexin A5
的表达水平, 确定干扰或表达效果; (7)MTT检测

细胞株耐药性变化.
统计学处理 应用SPSS17.0统计软件对实验

结果进行统计学分析, 计数资料两两比较用t检
验, 组间比较采用ANOVA检验. P <0.05即差异

有统计学意义. 

2  结果

2.1 MRP相互作用蛋白质的分离和鉴定 通过免疫

沉淀方法分离得到MRP免疫沉淀复合物(图1). 将
所分离的蛋白质经ESI-Q-TOF-MS质谱进行鉴

定, 并利用数据库检索后共有14个MRP相互蛋

白质被鉴定, 其功能涉及细胞骨架、凋亡、增

殖、血管生成、分子伴侣以及新陈代谢(表1). 
实验中发现其中Annexin A5为其中得分最高的

蛋白, 经过进一步查阅文献分析, 选取其作进一

步耐药性研究. 
2.2 胃癌细胞株中MRP、Annexin A5蛋白表

达的相关性 通过Western blot分别检测了3个
细胞株SGC-7901、siRNA-SGC-7901/DDP、
SGC-7901/DDP中MRP、Annexin A5蛋白的表达

水平. 实验发现, 耐药细胞株SGC-7901/DDP中
MRP、Annexin A5蛋白表达均高于SGC-7901和
siRNA-SGC-7901/DDP, 说明MRP、Annexin A5
蛋白高表达与胃癌耐药性增高有关; siRNA干扰

Annexin A5表达后, 发现siRNA-SGC-7901/DDP 
中MRP蛋白表达下调, 说明Annexin A5蛋白与

MRP蛋白之间具有相关性. 而MRP、Annexin 
A5蛋白在SGC-7901和siRNA-SGC-7901/DDP之
间表达无明显差异(图2). 
2.3 Annexin A5对胃癌细胞株的耐药性影响 运
用MTT法检测顺铂、5-Fu和紫杉醇孵育siRNA-
SGC-7901/DDP、SGC-7901/DDP细胞株后细胞

生长的变化, 结果显示经siRNA干扰SGC-7901/
DDP后, 其IC50值明显减少, 胃癌细胞对顺铂、

5-Fu和紫杉醇的敏感性分别增加36倍、17倍和4
倍(表2). 说明Annexin A5表达下调后, 胃癌细胞

对化疗药物的敏感性增加. 

3  讨论

MRP是一种分子量为190 kDa的能量依赖型“药

泵”的跨膜糖蛋白[11]. MRP增高可引起阿霉素、

220 kDa 

120 kDa 
100 kDa
80 kDa

60 kDa
50 kDa

40 kDa

30 kDa

20 kDa

1           2          3 图   1   M R P 相 互 作
用蛋白的SDS-PAGE
电泳图. 1: Marker; 

2: 总蛋白; 3: MRP

蛋白复合物(箭头位

置所示为Annex in 

A5).
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鬼白乙叉苷(VP-16)、长春花碱(Vinblastine)、长

春新碱(VCR)、放线菌素D、秋水仙素等耐药
[12-14], 他的结构、功能与P-gp有许多相似处. 其介

导的多药耐药(MDR)机制还未完全阐明, 推测他

可能通过将GSH与药物的结合物(GS-X)或者是

未修饰的药物(但需要GSH的存在)跨膜移位到

细胞外, 使细胞内药物浓度减少而导致细胞耐药
[15]. 另外, MRP还可在细胞内隔离药物, 使药物不

能与靶位点结合, 从而间接导致耐药[16,17]. MRP
主要分布于细胞膜, 在内质网、高尔基复合体

也有少量分布. 他在人类正常组织及肿瘤组织中

广泛存在, 是引起MDR的因素之一. MRP至少有

4种亚型, 已知MRP1增高是引起MDR的主要原

因之一. MRP这种ATP依赖泵能将带负电荷的药

物泵出细胞, 故可观察到许多MDR高表达的细

胞系中抗癌药物聚集降低, 此外MRP1可引起细

胞内药物分布改变, 使重要的攻击靶点(如胞核)
的药物减少, 从而引起MDR[18]. 当然, MDR机制

表  1  MRP的相互作用蛋白

     GI 基因简写 蛋白名称 分子量(Da) 序列覆盖(%) 得分     功能

4809273 ANX5 Annexin A5   188921      19 501 增殖、凋亡

209969817 HSPB1 heat shock 27 kda protein     22783      17 412 分子伴侣

21961605 KRT10 Keratin 10     59020      28 369 细胞骨架

12803727 KRT7 Keratin 7     51444      10 234 细胞骨架

306891 HSP90AB1 heat shock protein 90 kda alpha 

(cytosolic), class b member 1

    83584        7 199 分子伴侣

1296662 PLEC1 plectin 1, intermediate filament 

binding protein 500 kda

  533408        1 187 细胞骨架

757924 EGFR epidermal growth factor receptor   137626        4 147 增殖、血管生成

188492 HSPA1L heat shock 70 kda protein 1-like     70755        4 125 分子伴侣

129369 TP53 Cellular tumor antigen p53     37814      12 112 抑癌基因

28336 ACTB actin, beta     42318        9 105 细胞骨架

4757756 ANXA2 annexin a2     38808      12 103 胞膜运输

4503571 ENO1 enolase 1     47481        3 52 新陈代谢

148224884 PTPMT1 protein tyrosine phosphatase, 

mitochondrial 1

    23000        6 51 新陈代谢

4506773 S100A9 s100 calcium binding protein a9 

18(calgranulin b)

    13291        6 39 钙信号分子
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β-actin
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a
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图  2  胃癌细胞株中MRP、Annexin A5蛋白表达的相关
性. A: Western blot检测MRP、Annexin A5在3个细胞株中

的表达水平, 1: SGC-7901; 2: siRNA-SGC-7901/DDP; 3: 

SGC-7901/DDP; B: MRP、Annexin A5在3个细胞株中的

相对灰度值. aP<0.05 vs  SGC-7901组和siRNA-SGC-7901/

DDP组.

B

■创新盘点
本实验通过串联
亲和纯化结合质
谱方法发现14个
M R P 的 相 互 作
用 蛋 白 ,  并 通 过
siRNA干扰技术证
实Annexin A5是
MRP耐药相关的
关键蛋白之一, 其
表达下调可能增
强胃癌细胞对化
疗药物的敏感性.

表  2  siRNA干扰Annexin A5表达后胃癌细胞耐药性的变化 (mean±SD)

     
药 物

                           IC50 (μmol/L)
敏感性增加倍数

SGC-7901/cDDP siRNA-SGC-7901/DDP

顺铂 185.44±13.46       5.13±0.89a          36

紫杉醇   21.43±12.46       1.22±0.12a          17

5-Fu 201.65±18.34     51.77±3.23a            4

aP<0. 05 vs  siRNA干扰前.
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中MRP1的转运作用是可饱和的, 而且有GSH、

P-gp和OTPO的共同参与[19]. 
串联亲和纯化(tandem affinity purification, 

TAP)耦联质谱技术是一种新的蛋白质相互作用

研究技术. TAP耦联质谱技术同时具备了亲和纯

化和免疫沉淀两者的优点, 能非常灵敏、快速

地得到生理条件下与目的蛋白存在真实相互作

用的蛋白质[19]. 本研究通过串联亲和纯化结合

质谱方法发现14个MRP的相互作用蛋白, 这些

蛋白功能涉及细胞骨架、凋亡、增殖、血管生

成、分子伴侣以及新陈代谢等方面, 他们与肿

瘤的耐药性之间的关系有待于进一步研究.  
Annexin A5是膜联蛋白家族成员之一, 该蛋

白位于人染色体4q26-q28, 由319个氨基酸组成, 
蛋白分子量为35.8 KDa, 是膜联蛋白家族中分

布最广泛、含量最丰富的成员之一[20]. Annexin 
A5可抑制PKC的活性. PKC是细胞内信号转导

通路中最重要的因子之一, 目前多数学者认为

PKC的激活平衡紊乱理论是肿瘤发生的重要因

素[21]; Annexin A5具有抗炎活性、抗血栓、抗凝

作用[22]; 与机体自身的免疫应答有关[22]; 参与了

机体的病毒感染过程[22-25]. 此外, Annexin A5还
具有促进肿瘤细胞凋亡, 抑制肿瘤细胞增殖的

作用, 但机制目前尚未完全阐明. 近年来研究发

现, Annexin A5也是一个重要的肿瘤标志物. 有
人发现头颈部鳞癌中Annexin A5比正常表皮组

织表达增加[26]; Annexin A5在宫颈鳞癌组织中比

正常宫颈上皮表达增高, 其表达水平与宫颈鳞

癌的分化程度呈负相关[25]. 膜联蛋白A5还参与

了信号传导通路, 如钙依赖的蛋白激酶C(PKC)
的抑制[28,29]; 膜联蛋白A5还可以通过直接与受体

的细胞内区域相互作用而起到了血管内生长因

子(vascular endothelial growth factor, VEGF)受体

信号的作用[30]. 目前尚未见Annexin A5与MRP的
相互作用及其与胃癌耐药的报道. 

本研究发现Annexin A5是MRP的相互作用

蛋白之一, 其功能与肿瘤细胞耐药有关. 我们发

现耐药细胞株SGC-7901/DDP中MRP、Annexin 
A5蛋白表达均高于SGC-7901非耐药细胞株, 说
明MRP、Annexin A5蛋白表达增高与胃癌细胞

的耐药性增加有关; 而通过siRNA干扰Annexin 
A5表达后, 发现MRP蛋白表达也下调, 说明MRP
蛋白与Annexin A5之间具有相关性. 为进一步证

实Annexin A5表达下调能引起胃癌细胞耐药性

的改变, 本研究采用siRNA技术干扰Annexin A5
表达后, 发现胃癌细胞对顺铂、5-Fu和紫杉醇3

组化疗药物的IC50值明显减小, 其对化疗药物的

敏感性分别增加36倍、17倍和4倍, 说明Annexin 
A5表达下调后, 胃癌细胞对化疗药物的敏感性

增加, 可能的分子机制与MRP表达下调有关. 
总之, 我们在胃癌细胞中发现了14个MRP

耐药相关的蛋白, 这些蛋白的功能涉及细胞骨

架、凋亡、增殖、血管生成、分子伴侣以及新

陈代谢等方面; Annexin A5是MRP耐药相关的关

键蛋白之一, 其表达水平增高与胃癌细胞耐药

性增加有关, 减少其表达能增强胃癌细胞对化

疗药物的敏感性. 进一步研究这些蛋白的功能

及其在肿瘤耐药中的分子机制很有必要. 
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■同行评价
本研究通过串联
亲和纯化结合质
谱方法发现MRP
的相互作用蛋白, 
并通过s iRNA干
扰 技 术 证 实 A n -
nexin A5是MRP
耐药相关的关键
蛋白之一, 研究内
容较新颖, 对进一
步研究这些蛋白
的功能, 进而揭示
其在肿瘤耐药中
的分子机制很有
参考价值.
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