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Abstract
AIM: To evaluate whether resistance of colon 
cancer cells to doxorubicin is related with the 
epithelial-mesenchymal transition (EMT) in vi-
tro.

METHODS: Different concentrations of doxoru-
bicin were used in colon cancer HCT116 cells for 
24 h to determine the optimal concentration of 
doxorubicin, and then 50 nmol/L of doxorubicin 
was applied to treat colon cancer HCT116 cells 
for 7 d. Cell viability was determined by MTT 
assay, and the protein expression of multidrug 
resistance gene encoded plasma membrane 
glycoprotein (MDR p-gp), EMT related markers 
E-cadherin, Vimentin, and related transcription 
factors Snail and Slug was detected by Western 
blot. Snail and Slug expression was verified by 
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结肠癌阿霉素不敏感与上皮细胞间质细胞样转化的关系

李金鹏, 刘昊, 于皆平, 于红刚

®

■背景资料
阿霉素是一种经
典的结肠癌化疗
药物, 虽然确切机
制尚未明确, 但近
年来其逐渐退出
了结肠癌化疗的
一线用药, 这可能
与结肠癌对阿霉
素的疗效不敏感
和高剂量阿霉素
应用后的毒性有
关. 克服或逆转阿
霉素的耐药性成
为临床肿瘤化疗
面临的重要问题. 

immunofluorescence staining.

RESULTS: Doxorubicin treatment for 24 h 
decreased cell viability in a concentration de-
pendent manner. MTT assay suggested that the 
viability of cells treated with doxorubicin (50 
nmol/L) decreased from the first to third day, 
but gradually increased from the fourth day. 
Western blot results indicated that doxorubicin 
significantly enhanced the expression of MDR 
p-gp, Vimentin, Snail and Slug and decreased 
the expression of E-cadherin compared with the 
control group. Immunofluorescence staining 
also revealed that Snail and Slug expression was 
significantly higher than that in the control cells.

CONCLUSION: Resistance of HCT116 cells to 
doxorubicin might be related with EMT.

© 2014 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 
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摘要
目的: 探讨结肠癌细胞对阿霉素化疗的不敏感
性是否与上皮细胞间质细胞样转化过程有关.

方法: 应用不同浓度阿霉素作用(24 h)于结肠
癌HCT116细胞株以选定阿霉素作用浓度. 低
剂量(50 nmol/L)阿霉素长时间(7 d)作用于结
肠癌HCT116细胞株, 采用MTT[3-(4,5-二甲基
噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴盐]法检测阿霉素
对癌细胞的生存抑制率, Western blot蛋白免疫
印迹技术检测多药耐药基因糖蛋白(multidrug 
resistance gene glycoprotein, MDR p-gp)和上
皮细胞间质细胞转化(epithelial mesenchymal 
t ransi t ion, EMT)相关的标志物E-钙黏蛋白
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■研发前沿
有研究报道癌细
胞获得耐药性与
细胞分化过程中
的表观遗传学改
变 有 关 ,  上 皮 细
胞间质细胞样转
化过程(epithelial 
to mesenchymal 
transition, EMT)
可能参与了这一
过程.  EMT过程
在近年来很多研
究中发现其参与
了癌细胞的侵袭, 
转移和耐药性的
产生.

(E-cadherin)和波形蛋白(Vimentin)及转录因子
Snail和Slug的蛋白表达水平. 同时应用免疫荧
光染色技术检测上述转录因子的细胞相对表
达和分布.

结果: MTT结果显示阿霉素对结肠癌细胞存活
率的影响, 不同浓度的阿霉素处理癌细胞24 h
后细胞存活率呈浓度依赖性下降. 50 nmol/L阿
霉素作用于癌细胞7 d, 发现第1天到第3天细胞
存活率呈逐渐下降趋势, 但从第4天开始存活
率逐渐升高. Western blot提示低剂量长时间的
阿霉素作用使得MDR p-gp和EMT相关的标志
物和转录因子Vimentin、Snail和Slug较对照组
显著高表达, 而E-cadherin白较对照组低表达.  
免疫荧光结果也提示EMT相关转录因子Snail
和Slug的表达阿霉素处理组高于对照组.

结论: 结肠癌对阿霉素的长时间作用效果不
敏感, 可能与癌细胞发生上皮细胞间质细胞样
转化过程有关.

© 2014年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 低剂量阿霉素在体外实验中能诱导结

肠癌细胞产生耐药性并发生上皮细胞间质细胞

样转化过程(epithelial to mesenchymal transition, 
EMT), 逆转临床化疗过程中可能产生的EMT或

许会增强化疗的效果.
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0  引言

结肠癌是一种常见的消化系恶性肿瘤, 在世界范

围内由癌症导致的死亡排名中居第2或第3位[1]. 
由于早期诊断和新的治疗方法的应用, 结肠癌

的预后有了较大改善. 结肠癌的辅助化学治疗

可改善患者的生存率[2], 尤其是Dukes分期Ⅲ期

的患者[3]. 阿霉素是一种经典的结肠癌化疗药物, 
虽然确切机制尚未明确, 但近年来其逐渐退出

了结肠癌化疗的一线用药[4], 这可能与结肠癌对

阿霉素的疗效不敏感和高剂量阿霉素的毒性有

关. 有研究报道癌细胞获得耐药性与细胞分化

过程中的表观遗传学改变有关, 上皮细胞间质

细胞样转化(epithelial to mesenchymal transition, 

EMT)过程可能参与了这一过程[5]. 本研究拟应

用低剂量阿霉素长时间作用于结肠癌HCT116细
胞, 观察细胞存活率, 耐药蛋白和EMT相关蛋白

的表达情况, 拟探讨结肠癌阿霉素的耐药是否

与EMT过程有关.

1  材料和方法

1.1 材料 结肠癌HCT116细胞购自中科院上海细

胞库, 并由湖北省消化系疾病重点实验室传代

保存; RPMI 1640培养基来源于美国Gibco公司; 
多药耐药基因糖蛋白(multidrug resistance gene 
glycoprotein, MDR p-gp)抗体E-钙黏蛋白(E-
cadherin)和波形蛋白(Vimentin)抗体和Snail、
Slug抗体钩自Santa Cruz公司; 四甲基偶氮唑盐

(MTT), 二甲基亚砜(DMSO)购自美国Sigma公
司; 阿霉素(Doxorubicin)购自美国Alex公司; 提
取总蛋白试剂盒及Western blot所需其他试剂购

自碧云天生物技术研究所.
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 传代培养结肠癌HCT116细胞于

含100 mL/L小牛血清的RPMI 1640培养液中, 50 
mL/L CO2浓度, 37 ℃培养环境下培养.
1.2.2 MTT检测细胞增殖: 用含100 mL/L胎牛血

清的培养液将贴壁细胞配成单个细胞悬液, 浓
度为10000-20000/mL, 每孔体积200 μL细胞接种

到96孔板. 细胞贴壁后即加药. 对照(不加阿霉素

处理)5个孔, 阿霉素组5个孔. 根据所加的阿霉素

用量不同MTT分两组实验: 第1组, 分别用10、
30、50、80和100 nmol/L作为阿霉素终浓度处

理细胞24 h; 第2组, 50 nmol/L(此浓度根据第一

组的结果而决定)阿霉素终浓度作用细胞7 d, 在
此种情况下, 隔天更换培养液, 并再次加入等

量的阿霉素继续处理, 检测每天癌细胞的存活

率. 阿霉素均混匀于无血清培养基后再加入到

相应孔中. 两组分别作用既定的时间后,每孔加

MTT[3-(4,5-二甲基噻唑-2)-2,5-二苯基四氮唑溴

盐]溶液(5 g/L用PBS配制, pH 7.4)10 μL继续孵

育4 h后终止培养, 小心吸弃孔内培养上清液,每
孔加100 μL DMSO, 置摇床上低速振荡10 min, 
使结晶物充分融解. 然后选择490 nm波长在酶联

免疫监测仪上测定各孔吸光度值, 记录结果并

计算细胞存活率率. 细胞存活率率 = (各浓度组

吸光度值均值/空白组吸光度值均值)×100%, 并
绘制直方图. 实验重复3次.
1.2.3 6孔板加药处理: 对照组设3个孔(不加任何
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■相关报道
近期研究发现, 某
些癌细胞在分化
过层中表现出上
皮样细胞向间质
样细胞的方向转
化, 并与癌细胞的
转移和耐药性有
关. EMT概念在恶
性肿瘤的转移侵
袭和化疗药物不
敏感方面有着大
量的相关研究.

药物), 实验组阿霉素(使终浓度为50 nmol/L)处
理3个孔, 以细胞长至80%-90%孔域并处于对数

生长期开始加药, 作用7 d后提取各组总蛋白(期
间于隔天更换培养液, 并再次加入相同用量的

阿霉素继续培养). 行Western blot检测各组蛋白

(以β-actin蛋白为内对照). 具体步骤包括: 提取

并测定总蛋白浓度, 计算20 μg体积下的上样量, 
蛋白电泳, 纤维膜电转和X光胶片显影等. 实验

重复3次.
1.2.4 免疫荧光染色: 加药和处理细胞过程同上

述“6孔板加药处理”, 然后行免疫荧光染色. 
具体步骤包括: 4%多聚甲醛固定15 min, 0.5%
非离子表面活性剂Triton穿孔15 min, 1%BSA
封闭30 min, 分别加一抗Snail(1∶200), Slug(1∶
200)4 ℃过夜, 然后加1∶200稀释的二抗(FITC
标记的羊抗兔IgG和TRITC标记的山羊抗小鼠

IgG)室温避光反应1 h. 4,6-二脒基-2-苯基吲哚

(DAPI, 10 μg/mL)作用30 s用于检测细胞核. 上
述每步操作后都用PBS漂洗. 最后于荧光显微镜

下观察, 拍照取图.

2  结果

2.1 阿霉素作用后细胞存活率的变化 MTT实验

检测阿霉素作用后的细胞存活率. 在第1组(图
1A), 浓度梯度组分别用10、30、50、80和100 
nmol/L处理HCT116细胞, 结果可以看到, 细胞

的存活率呈浓度依赖性下降(从76.2%下降到

19.1%), 证明了阿霉素对结肠癌细胞的杀伤作

用. 随后选取中间浓度50 nmol/L作用于细胞7 d, 
检测每天癌细胞的存活率. 从折线图(图1B)中可

以发现, 第1天到第3天细胞存活率逐渐下降(从
45.9%下降到38.3%), 然而, 从第4天开始到第7
天细胞存活率呈缓慢上升趋势(从42.5%上升到

51.8%) .
2.2 阿霉素作用后耐药蛋白的表达 阿霉素处理

细胞7 d后检测多药耐药基因糖蛋白MDR p-gp
的表达, 从Western blot结果(图2)可以看到, 随着

处理时间的延长, MDR p-gp表达量增加, 呈时间

依赖性增强.
2.3 阿霉素作用后EMT标志的表达 阿霉素处理

细胞7 d后检测EMT相关标志物E-cadherin、Vi-
mentin和EMT相关转录因子Snail、Slug的表达. 
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图  1  各组阿霉素处理后的细胞存活率. A: 浓度梯度; B: 时间梯度.

图  2  各组阿霉素处理后的细胞MDR p-gp的表达. 
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图  3  各组阿霉素处理后的细胞EMT相关标志物和转录因
子的表达. 
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■创新盘点
本研究在结肠癌
HCT116细胞中 , 
应用低剂量阿霉
素长时间作用成
功诱导了耐药性
的产生, 并发现这
可能与癌细胞发
生上皮细胞间质
细胞样转化过程
有关.

从Western blot结果(图3)可以看到, E-cadherin的
蛋白表达量较对照组减低, 而Vimentin、Snail和
Slug的蛋白表达量均较对照组增高.
2.4 免疫荧光观察EMT转录因子 阿霉素处理细

胞7 d后行免疫荧光染色检测以明确EMT相关转

录因子Snail和Slug的相对表达量和细胞内分布. 
从图中(图4)可以看到, Snail和Slug的相对表达

量均较对照组增强, 与Western blot结果一致.

3  讨论

阿霉素曾经是一种临床上常用于转移性恶性肿

瘤的经典化疗药物, 但由于其会引起急慢性毒

性和免疫抑制, 特别是化疗药物抵抗, 阻碍了他

的临床应用[6,7]. 如何能够克服耐药性同时又减

低使用剂量以减少不良反应成为一项重要的课

题, 因为这可能有利于新的治疗方法的设计或

新抗肿瘤药物的开发. 患者对化疗药物的耐药

可以分为两大类: 先天性耐药和获得性耐药. 获
得性耐药是在长期使用化疗药物的过程中逐渐

产生的耐药性[8].
本实验应用低剂量的阿霉素(50 nmol/L)长

时间地(7 d)作用于人结肠癌HCT116细胞, 观察

细胞的存活率及多药耐药基因糖蛋白MDR p-gp
的表达. 前期的浓度梯度实验作用24 h后, 我们

发现癌细胞的存活率随浓度的增加而降低, 呈
浓度依赖性. 随后选取50 nmol/L这一终浓度作

用HCT116细胞, 期间隔天更换培养基并加入新

的等量阿霉素以保证长时间不间断地作用. 结
果发现, 第1天到第3天细胞存活率逐渐下降, 然
而从第4天开始细胞存活率逐渐升高. MDR p-gp

则是随着时间的推移表达量逐渐升高, 于第7天
达到最高表达, 这一现象引导我们进一步深入

研究其中可能的潜在机制.
上皮细胞间质细胞样转化[9](epi thel ia l to 

mesenchymal transition, EMT)是指一种可逆的

细胞形态学转换过程, 指上皮细胞向间质细胞

样方向转化的过程, 其逆过程是间质细胞上皮

细胞样转化(mesenchymal to epithelial transi-
tion, MET). EMT和MET描述的是细胞的形态

学状态的改变和重塑, 起初是用来定义心脏细

胞的发生过程的, 逐渐也应用于中胚层和神经

鞘的分化形成过程中[10]. 在EMT过程中, 上皮

细胞失去其上皮特性, 细胞间链接和细胞极性

逐渐丧失, 细胞骨架重构, 在蛋白层面表现为

上皮细胞标志E-Cadherin的表达降低, 而间质

细胞标志蛋Vimentin的表达升高. EMT相关的

转录因子Snail和Slug也参与其中[11]. 近期研究

发现[12], 某些癌细胞在分化过层中表现出上皮

样细胞向间质样细胞的方向转化, 并与癌细胞

的转移和耐药性有关. EMT概念在恶性肿瘤的

转移侵袭和化疗药物不敏感方面有着大量的

相关研究[13-15]. 因此我们推测, 结肠癌对阿霉素

的化疗不敏感是否与EMT过程有关. 在低剂量

长时间阿霉素处理后, 我们检测了E-cadherin、
Vimentin、Snail和Slug蛋白表达情况, 结果发现

具有上皮细胞特性的E-cadherin表达较对照组

降低, 而Vimentin、Snail和Slug的表达量则明

显高于对照组. 据此我们推测人结肠癌HCT116
细胞对阿霉素的不敏感可能与癌细胞发生了

上皮细胞间质细胞样转化过程有关. 文献报道

C

H

阿
霉

素

Snail                                                                         Slug

图  4  各组阿霉素处理后的细胞Snail和Slug的免疫荧光相对表达. 红色为转录因子, 蓝色为相应的核对照.
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EMT可诱导癌细胞向干细胞样细胞特性(s tem 
cell-like features, CSCs)方向分化, 增强了细胞

的增殖能力[16]. 这或许可以解释, 当阿霉素处

理癌细胞后生存抑制率起初下降, 随着时间的

延长而逐渐升高的现象. Bandyopadhyay等[17]报

道, 阿霉素可异常激活人乳腺癌细胞转化生长

因子β信号通路并诱导EMT转化过程, 进而产

生对阿霉素的化疗耐药, 这与我们的实验结果 
相符.

总之, 我们推测, 低剂量的阿霉素长时间处

理人结肠癌HCT116细胞株, 可诱导其产生阿霉

素化疗耐药性, 其大体机制可能与阿霉素诱导

了癌细胞发生上皮细胞间质细胞样转化, 这为

明确阿霉素的化疗耐药的具体机制提出了一条

新的思路. 但其中的确切分子生物化学机制, 尤
其是启动子水平的研究尚待进一步探索和发现.
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■同行评价
本文具有一定的
新颖性, 为设计新
的肿瘤治疗方法
的或开发新型抗
肿瘤药物提供了
新的思路.


