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MCL-1 siRNA 通过线粒体凋亡途径部分逆转耐顺铂结肠癌细胞系

SW480 的耐药性 
     

焌徐烨，郁峰，崔 辉，陈诚豪，都志军(浙江省立同德医院肛肠科，杭州 310012) 

 

摘要：目的  探讨顺铂耐药结肠癌细胞的 MCL-1 表达水平与顺铂耐药性的关系。方法  用 MTT 法检测顺铂耐药结肠癌

细胞系 SW480(SW480-R)对顺铂的敏感性。通过检测 siRNA 下调 SW480-R 细胞 MCL-1 的表达作用观察其对细胞耐药性

的影响。Western blot 试验检测 SW480-R 细胞 Bcl-2 家族蛋白及线粒体来源促凋亡因子的表达水平。Annexin V/PI 染色检

测 SW480-R 细胞的凋亡。结果  SW480-R 细胞相比于常规 SW480 细胞对顺铂的敏感性显著下降，Western blot 结果表

明 SW480-R 细胞的 MCL-1 水平显著上调而其他 Bcl-2 蛋白家族成员(Bcl-2，Bcl-xl，BIM，BAK，BAX)表达水平变化不

明显。体外转染 MCL-1 siRNA 能逆转 SW480-R 细胞的耐药性，提高顺铂对 SW480-R 的杀伤活性。在 SW480-R 细胞中，

MCL-1 siRNA 能促进线粒体来源的促凋亡因子(细胞色素 C、凋亡诱导因子、Smac/DIABLO)在顺铂治疗下从线粒体中释

放到细胞质中，进而诱导耐药肿瘤细胞发生凋亡。结论  MCL-1 的高表达可能是结肠癌细胞产生顺铂耐药性的重要机制，

MCL-1 基因沉默能通过线粒体凋亡途径逆转耐顺铂结肠癌细胞系 SW480 的耐药性。 

关键词：MCL-1；结肠癌；SW480-R；顺铂；凋亡 
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MCL-1 siRNA Reverses the Chemoresistance of Cisplatin-resistant SW480 Cells via the Pathway of 
Mitochondrial Apoptosis 
 
XU Ye, YU Feng, CUI Junhui, CHEN Chenghao, DU Zhijun(Department of Anus-intestines, Tongde Hospital of 
Zhejiang Province, Hangzhou 310012, China) 
 
ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the relationship between the expression of MCL-1 and the cisplatin-resistance in 
cisplatin-resistant colon cancer cells. METHODS  MTT assay was performed to evaluate the sensitivity of cisplatin-resistant 
SW480(SW480-R) cells to cisplatin. RNA interference was used to down-regulate the expression of MCL-1, detecting the role of 
MCL-1 siRNA in chemoresistance in SW480-R. Western blot analysis was performed to measure the expression of BCL-2 family 
proteins and mitochondria-derived pro-apoptotic proteins. The apoptosis of SW480-R cells was determined by Annexin V/PI 
staining. RESULTS  The sensitivity of SW480-R to cisplatin was significantly reduced compared with the routine SW480 cells. 
The results of Western blot assay indicated the level of MCL-1 was significantly up-regulated in SW480-R, whereas the other 
Bcl-2 family proteins (Bcl-2, Bcl-xl, BIM, BAK, and BAX) were not influenced obviously. Transfection of MCL-1 siNRA in 
vitro could reverse the drug-resistance in SW480-R, enhancing the anti-tumor effect of cisplatin. Furthermore, the MCL-1 siNRA 
promoted the release of mitochondrial-derived pro-apoptotic factors (cytochrome C, Smac/DIABLO, apoptosis inducing factor) 
into cytoplasm in SW480-R cells treated with cisplatin, leading to the induction of apoptosis. CONCLUSION  Overexpression 
of MCL-1 is one of the most important mechanisms for the induction of chemoresistance in colon cancer. Knockdown of MCL-1 
can reverse the chemoresistance of cisplatin-resistant SW480 cells via the pathway of mitochondrial apoptosis. 
KEY WORDS: MCL-1; colon cancer; SW480-R; cisplatin; apoptosis 
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结肠癌是常见的发生于结肠部位的消化道恶

性肿瘤，发病率在胃肠道肿瘤中排第 3 位，致死

率非常高[1-2]。顺铂(cis-diamine dichloroplatinum，

CDDP)是治疗多种肿瘤(包括结肠癌)的一线化疗

药物，研究表明顺铂属于细胞毒性药物，通过损

伤肿瘤细胞的DNA从而诱导肿瘤细胞进入凋亡程

序[3-4]。然而，肿瘤细胞在化疗过程中往往会产生

耐药性，而这一过程的 1 个重要机制就是肿瘤细

胞能通过改变自身凋亡相关蛋白的表达谱使细胞

逃避诸如 DNA 损伤等信号诱导的细胞凋亡[5]。

Bcl-2 蛋白家族是调控细胞凋亡的重要因子，肿

瘤细胞往往通过改变 Bcl-2 蛋白家族的表达谱保

护细胞逃避凋亡程序。另外，研究还发现肿瘤细

胞 Bcl-2 蛋白表达谱的改变和化疗耐药有关，抗

凋亡蛋白的高度表达能直接导致肿瘤细胞对化

疗药物的抵抗性 [6-7]。因此本研究探讨结肠癌细

胞在发生顺铂耐药后，其 Bcl-2 家族蛋白表达是

否发生变化，并以此为靶点研究逆转结肠癌耐药

的新方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料   

噻唑蓝(MTT，批号：M5655)、 CDDP(批号：

P4394)和 Annexin V/PI(批号：APOAF)凋亡检测试

剂盒均购于美国 Sigma-Aldrich；DMEM 培养基、

胎牛血清均购于美国 Gibco；细胞蛋白提取液、

MCL-1、Bcl-2、Bcl-xl、BIM、BAK、BAX、细胞

色素 C(Cyto-C)、Smac/DIABLO、凋亡诱导因子

(AIF)、caspase-9、caspase-3 和 β-actin 抗人抗体均

购于美国 Cell Signaling；MCL-1 siRNA(上海吉玛

生物 )，正向引物：5’-CCCGCCGAAUUCAUUA 

AUUUAUU-3’, 反向引物：5’-UAAAUUAAUGA 

AUUCGGCGGGUU-3’；Lipofectamine 2000(美国

Invitrogen)；ECL 试剂盒(美国 Pierce，批号：32106)。 

1.2  细胞培养   

人结肠癌细胞系 SW480 购于美国 ATCC。细

胞系培养在含 10%胎牛血清的 DMEM 培养基中，

在 37 ℃恒温培养箱中培养，通入 5% CO2。顺铂

耐药的 SW480 细胞系(SW480-R)采用梯度顺铂暴

露法自行培养获得[8]。先将 SW480 细胞培养在

0.5 mol·L1 CDDP 中培养 12 周，之后每 3 周将顺

铂浓度提高 0.1 mol·L1。当顺铂浓度提高到

2 mol·L1 后，将该 SW480 细胞持续培养在含

2 mol·L1 CDDP 的培养基中，待总培养时间达到

12 个月后，SW480-R 细胞构建完成。后续实验开

始前，将 SW480-R 细胞移至无 CDDP 培养基中培

养 2 周，消除残留 CDDP 对实验的干扰。 

1.3  细胞活力检测   

将肿瘤细胞按每孔 5×103个接种在 96孔板上，

按照实验设计将 50 pmol·mL1的 MCL-1 siRNA 用

Lipofectamine 2000 试剂转染入肿瘤细胞中，培养

48 h，然后更换新鲜培养基。将 SW480 细胞和

SW480-R 细胞分别用 0~10 mol·L1 顺铂及 0~ 

35 mol·L1 顺铂处理 48 h。之后加入 20 mL MTT 

(5 mg·mL1)培养 4 h，移除孔内培养基，加入

100 L 二甲亚砜，570 nm 处测定 OD 值。细胞活

力结果用实验组与对照组的 OD 值比值表示。顺铂

的 IC50 根据细胞活力曲线获得。 

1.4  线粒体分离  

SW480-R 细胞收集后用冰预冷的生理盐水洗

1 次并将其重悬在地高辛裂解缓冲液中(150 g 地

高辛溶解于 1 mL 500 mmol·L1 的蔗糖溶液中)，在

12 000× g 下 4 ℃离心 30 min，沉淀即为线粒体，

而上清则为细胞质。取线粒体沉淀和上清液各一

滴，用 0.02％詹纳斯绿 B 染液盖上盖片染 20 min。

10×100 倍油镜下观察，线粒体被詹纳斯绿 B 染成

蓝绿色[9]。经过观察发现染色后线粒体沉淀部分有

大量蓝绿色颗粒状线粒体，而上清液部分无蓝绿

色颗粒状线粒体。 

1.5  Western blot 试验   

将 SW480 或 SW480-R 细胞用生理盐水洗涤 2

遍后用蛋白提取液提取总蛋白质，总蛋白质用于

MCL-1、Bcl-2、Bcl-xl、BIM、BAK、BAX、caspase-9

和 caspase-3 的检测。SW480-R 细胞经过线粒体分

离后，线粒体部分再用蛋白提取液进行处理，裂

解线粒体并提取其蛋白，上清细胞质部分可直接

用于 Western blot 试验，分离的线粒体和细胞质蛋

白提取液用于细胞色素 C(Cyto-C)、Smac/DIABLO

和凋亡诱导因子(AIF)的检测。在进行 Western blot

实验时，蛋白提取液用 12.5% SDS-PAGE 进行电

泳分离，分离完毕后通过电转方法将蛋白质从分

离胶上转到 PVDF 膜上，用 MCL-1、Bcl-2、Bcl-xl、

BIM、BAK、BAX、Cyto-C、Smac/DIABLO、AIF、

caspase-9、caspase-3 或 β-actin 单克隆抗体孵育过

夜，之后再用带辣根过氧化物酶的二抗孵育 2 h，

蛋白条带用 ECL 试剂盒显色发光。目的蛋白的相

对表达用目标蛋白灰度值与-actin 灰度值的比值
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表示，蛋白灰度值分析用 Image J 软件处理。 

1.6  细胞凋亡试验   

将 SW480-R 细胞按每孔 5×104 个接种在 6 孔

板上，按照实验设计将 50 pmol·mL1 的 MCL-1 

siRNA 用 Lipofectamine 2000 试剂转染入细胞中，

培养 48 h，然后更换新鲜培养基再加 CDDP 培养

48 h。之后将细胞用生理盐水洗涤 2 次，按照凋亡

试剂盒说明书步骤将碘化丙啶(PI)和 Annexin-V 加

入细胞中孵育 20 min，采用流式细胞术检测肿瘤

细胞的凋亡，凋亡率用 annexin-V 阳性、PI 阴性细

胞数占总细胞数的百分比表示。 

1.7  统计学方法   

实验重复 3 次，实验数据用 sx  表示并用

SPSS 15.0 统计分析软件进行处理，P 值计算采用

非配对双边 t 检验进行分析，P<0.05 认为差异有

统计学意义。 

2  结果 

2.1  MCL-1 的过表达可能是 SW480 细胞顺铂耐

药的重要机制   

MTT 法检测 SW480 细胞和 SW480-R 细胞的

细胞活力，结果发现 SW480-R 细胞对 CDDP 的敏

感性(其 IC50 约为 43.1 mol·L1)显著低于常规

SW480 细胞(其 IC50 约为 6.6 mol·L1)，见图 1A。

流式细胞术结果表明，SW480 细胞和 SW480-R 细

胞用相同浓度(2 或 10 mol·L1)的顺铂处理后，

SW480-R 细胞的凋亡率显著低于 SW480 细胞，见

图 1B，表明 SW480-R 细胞能抵抗顺铂诱导的凋

亡。为了研究其可能的机制，用 Western blot 试验

检测了 SW480 细胞和 SW480-R 细胞凋亡相关蛋

白的表达水平，结果发现相比于 SW480 细胞， 

SW480-R 细胞的 MCL-1 表达水平显著提高，而其

他 Bcl-2 蛋白家族成员(Bcl-2、Bcl-xl、BIM、BAK、

BAX)及 caspase-9 和 caspase-3 的表达水平变化不

明显，见图 1C，提示 MCL-1 的过表达可能和

SW480 的顺铂耐药有关。为了验证这一假设，通

过基因沉默技术在 SW480-R 细胞中转染 MCL-1

小干扰 RNA，结果细胞中的 MCL-1 表达水平显著

降低，见图 2A。同时，转染 MCL-1 siRNA 后，

发现顺铂(0~40 mol·L1)对 SW480-R 的杀伤活性

相比于对照 siRNA 组显著提高，见图 2B。这些结

果提示 MCL-1 的过表达可能是 SW480 细胞顺铂

耐药的重要机制。 
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图 1  MCL-1 在 SW480-R 细胞中过表达 
ASW480 和 SW480-R 细胞的细胞活力；BSW480 和 SW480-R 细胞的凋亡率；CSW480 和 SW480-R 细胞 Bcl-2 家族蛋白的相对表达水平；与

SW480 细胞比较，1)P<0.05。 

Fig. 1  MCL-1 was overexpressed in SW480-R cells 
Athe sensitivity of SW480-R and SW480 cells; Bthe apoptotic rate of SW480 and SW480 cells; Cthe relative expression of Bcl-2 family proteins in 
SW480-R and SW480 cells. Compared with the SW480 cells, 1)P<0.05. 

 
图 2  MCL-1 siRNA 显著提高 SW480-R 细胞对顺铂的敏

感性 
ASW480-R 细胞的 MCL-1 表达水平； BSW480-R 细胞的细胞活力；

与对照组比较，1)P<0.05；与相应浓度 CDDP+对照组 siRNA 比较，
2)P<0.05。 

Fig. 2  MCL-1 siRNA increased the sensitivity of SW480 
cells to cisplatin.  
Athe expression of MCL-1 in SW480-R cells; Bthe cell viability of 
SW480-R cells; compared with the control group, 1)P<0.05; compared 
with CDDP+control siRNA group, 2)P<0.05. 

2.2  MCL-1 siRNA通过促进线粒体途径的凋亡抑

制 SW480-R 细胞的顺铂耐药性   

为了进一步探讨 SW480-R 细胞中 MCL-1 的

功能，将 SW480-R 细胞用 CDDP (10 mol·L1)和

MCL-1 siRNA 联合治疗后，通过流式细胞术检测

其凋亡。发现 CDDP 联合 MCL-1 siRNA 治疗组的

细胞凋亡率相比于 CDDP 单治疗组显著提高，结

果见图 3。表明在 SW480-R 细胞中沉默 MCL-1 的

表达能显著增强顺铂对耐药肿瘤细胞的凋亡诱导

能力。同时，通过对凋亡通路的研究发现， CDDP 

(10 mol·L1 单独治疗 SW480-R 细胞后，细胞质

中的凋亡活性物质增加不明显。而将细胞用

MCL-1 siRNA 沉默 MCL-1 基因后，CDDP 显著诱

导凋亡活性物质(Cyto-C、AIF、Smac/DIABLO)从

线粒体中释放到细胞质中，进而诱导 SW480-R 细

胞 caspase-9 及 caspase-3 的活化，使肿瘤细胞发生

凋亡，结果见图 4。 

3  讨论 

MCL-1 是 Bcl-2 蛋白家族中的抗凋亡蛋白成

员，能与 Bcl-2 促凋亡蛋白成员结合，从而抑制它

们的凋亡诱导活性[10-12]。文献报道 MCL-1 在多种

人类恶性肿瘤细胞中均高度表达，通过保护肿瘤

细胞的存活促进肿瘤的发展[13]。因此 MCL-1 可能

成为肿瘤治疗的新靶点。同时，MCL-1 还被报道

与肿瘤的化疗耐药有关，如高表达 MCL-1 的口腔

癌患者往往预后不良，且表现出对多种化疗药物

的抵抗[14]；高表达 MCL-1 的黑色瘤细胞则往往会

形成对蛋白酶体抑制剂硼替佐米的耐药性[15]。在

本研究中，发现耐顺铂 SW480 细胞株的 MCL-1

表达水平异常升高，而 caspase-9，caspase-3 及其他 
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图 3  SW480-R 细胞的凋亡率 
与 CDDP 单治疗组比较，1)P<0.05。 

Fig. 3  The apoptotic rate of SW480-R cells 
Compared with the CDDP single treatment group, 1)P<0.05. 
 

 
 

图 4  顺铂联合 MCL-1 siRNA 诱导 SW480-R 细胞发生线粒体途径的凋亡 
ASW480-R 细胞中 Smac/DIABLO、细胞色素 C 和 AIF 在线粒体和细胞质中的表达水平；与线粒体中的 Smac/DIABLO 相对表达水平比较，
1)P<0.05；与线粒体中的细胞色素 C 相对表达水平比较，2)P<0.05；与线粒体中的 AIF 相对表达水平比较，3)P<0.05；与细胞质中的 Smac/DIABLO

相对表达水平比较，4)P<0.05；与细胞质中的细胞色素 C 相对表达水平比较，5)P<0.05；与细胞质中的 AIF 相对表达水平比较，6)P<0.05; B-SW480-R

细胞 caspase-9 和 caspase-3 的表达水平；与 CDDP 单治疗组的活化 caspase-9 相对表达水平比较，1)P<0.05；与 CDDP 单治疗组的活化 caspase-3

相对表达水平比较，2)P<0.05 

Fig. 4  Combination with cisplatin and MCL-1 siRNA induced mitochondrial apoptosis in SW480-R cells.  
Aexpression of Smac/DIABLO, cytochrome C, and AIF in mitochondria and cytoplasm in SW480-R cells; compared with the relative expression of 
Smac/DIABLO in mitochondria, 1)P<0.05; compared with the relative expression of cytochrome C in mitochondria, 2)P<0.05; compared with the relative 
expression of AIF in mitochondria, 3)P<0.05; compared with the relative expression of Smac/DIABLO in cytoplasm, 4)P<0.05; compared with the relative 
expression of cytochrome C in cytoplasm, 5)P<0.05; compared with the relative expression of AIF in cytoplasm, 6)P<0.0; B-expression of caspase-9 and 
caspase-3 in SW480-R cells; compared with the relative expression of caspase-9 in CDDP single treatment group, 1)P<0.05; compared with the relative 
expression of caspase-3 in CDDP single treatment group, 2)P<0.05. 
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抗凋亡蛋白如 Bcl-2，Bcl-xl 和促凋亡蛋白如 BIM，

BAK，BAX 的表达水平变化相对不明显。同时，

当耐顺铂 SW480 细胞株的 MCL-1 基因被小干扰

RNA 沉默后，SW480-R 的顺铂耐药性显著降低。

这些结果表明结肠癌的顺铂耐药和 MCL-1 的高表

达密切相关。 

凋亡程序能帮助机体清除过剩及受损的细

胞，从而维持机体内环境的稳定。然而，肿瘤细

胞却能避开机体的免疫监视，从而逃逸凋亡程序。

因此，化疗药物治疗肿瘤的一个重要机制就是诱

导肿瘤细胞发生凋亡[16]。Bcl-2 家族蛋白是细胞中

重要的凋亡调节蛋白，能通过调控线粒体膜孔道

的开放决定细胞是否进入凋亡程序。Bcl-2 蛋白家

族分为抗凋亡蛋白(如 BCL-2、BCL-xL、Mcl-1)和

促凋亡蛋白(如 BIM、BAK、BAX)2 个亚型[17]。促

凋亡蛋白的活化能打开线粒体的膜孔道，使凋亡

活性物质(如 Smac/DIABLO、AIF 和细胞色素 C)

从线粒体释放到细胞质中，进而激活 caspase-9 和

caspase-3，介导线粒体途径的凋亡。而抗凋亡蛋白

则能通过 BAX/BAK 途径抑制线粒体膜孔道的开

放，从而避免细胞进入凋亡程序[18]。在本研究中，

发现当顺铂耐药 SW480细胞的抗凋亡蛋白MCL-1

被沉默后，SW480-R 细胞恢复了对顺铂的敏感性，

线粒体内凋亡活性物质的释放被显著激活，进而

诱导 caspase-9 和 caspase-3 的活化，使 SW480-R

细胞进入凋亡程序。  

综上所述，本研究证明了 MCL-1 的高度表达

式结肠癌的化疗耐药的重要机制之一，下调肿瘤

细胞中 MCL-1 的表达水平能通过线粒体凋亡途径

提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。因此靶向

MCL-1 的基因治疗有望成为逆转肿瘤的化疗耐药

的新方法。 
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