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[摘 要] 目的：探讨胰腺癌耐药性与ABC转运蛋白基因1（ABCB1）的表达及其启动子甲基化的关系。方法：选用2015年8

月至2018年8月福建省肿瘤医院病理确诊的15例胰腺癌及癌旁组织、3例正常胰腺组织标本以及胰腺癌细胞株SW1990，用间歇

浓度梯度倍增法将SW1990细胞株诱导分化为吉西他滨（GEM）耐药胰腺癌细胞株SW1990/GZ。用qPCR分别检测胰腺癌及癌

旁组织和SW1990、SW1990/GZ细胞中ABCB1表达水平，用MSP-PCR法检测胰腺癌组织和SW1990、SW1990/GZ细胞中ABCB1

启动子区域甲基化程度。结果：与SW1990相比，SW1990/GZ细胞空泡增多、核分裂像增加、呈现团块生长，并呈现更强的耐药

性（P<0.05）。胰腺癌组织中ABCB1表达水平明显高于癌旁组织（P<0.01）。SW1990和SW1990/GZ细胞中ABCB1表达水平显著

高于正常胰腺组织（P<0.05 或 P<0.01），其中 SW1990/GZ 细胞中 ABCB1 表达水平高于 SW1990 细胞（P<0.05）。SW1990 和

SW1990/GZ细胞及正常胰腺组织中的ABCB1启动子均呈低甲基化状态。胰腺癌和正常胰腺组织中甲基化率分别为6.7%（1/15）

及0.00%（0/3），差异无统计学意义（均P>0.05）。结论：胰腺癌组织和细胞中ABCB1表达增高与耐药性有关，但其基因表达不依

赖于启动子的甲基化调控。
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Relationship between drug resistance and ABCB1 gene in pancreatic cancer
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liary and Pancreatic Surgery, Fujian Cancer Hospital & Cancer Hospital Affiliated to Fujian Medical University, Fuzhou 350014, Fuji-

an, China)

[Abstract] Objective: To investigate the relationship between drug resistance and expression of ABC-binding cassette subfamily B

member 1 (ABCB1) as well as its promoter methylation in pancreatic cancer. Methods: Fifteen pairs of pancreatic cancerous tissues

and corresponding para-cancerous tissues, which were pathologically verified in Fujian Cancer Hospital from August 2015 to August

2018, were collected for this study; in addition, 3 cases of normal pancreatic tissues and pancreatic cancer cell line SW1990 were also

collected. Gemcitabine (GEM)-resistant human pancreatic cancer cell line SW1990/GZ was induced by intermittent concentration gradi-

ent multiplication method. The expression level of ABCB1 in SW1990 cells, SW1990/GZ cells, pancreatic cancer tissues and apara-can-

cerous tissues was detected by qPCR. Methylation of ABCB1 promoter region in SW1990 cells, SW1990/GZ cells and pancreatic can-

cerous tissues was determined by MSP-PCR. Results: Compared with SW1990 cells, the morphology of SW1990/GZ cells showed

more vacuoles, more mitotic images, clumpy growth and increased drug resistance (P<0.05). ABCB1 expression in pancreatic cancer

tissues was significantly higher than that in para-cancerous tissues (P<0.01). The expression of ABCB1 in SW1990 and SW1990/GZ

cells was significantly higher than that in normal pancreatic tissues (P<0.05 or P<0.01), and the expression of ABCB1 in SW1990/GZ

cells was higher than that in SW1990 cells (P<0.05). ABCB1 promoters in SW1990, SW1990/GZ cells and normal pancreatic tissues

were hypomethylated. Rate of methylation in pancreatic cancerous tissues and normal pancreatic tissues was 6.7% (1/15) and 0.00% (0/3)

respectively, and the difference was statistically insignificant (all P>0.05). Conclusion: Increased ABCB1 expression in pancreatic can-

cer tissues and cells is associated with drug resistance, but its gene expression does not depend on promoter methylation regulation.
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胰腺癌发病率逐年增加，据中国国家癌症中心

最新数据统计，该病位列癌症致死原因第5位，5年生

存率 5%~10%，大多数病例诊断时已进入晚期[1]。化
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疗仍是晚期胰腺癌的标准疗法，以吉西他滨（gisitabi-

ne, GEM）为基础的联合化疗（如GEM+白蛋白结合

型紫杉醇）是目前最有效的方法[2-4]。但胰腺癌对化

疗不敏感，中位OS为 5 ~ 6个月[2]，因此，阐明胰腺癌

化疗耐药分子机制极为重要。肿瘤的耐药机制很

多，其中三磷酸腺苷结合盒（ATP binding cassette，

ABC）转运蛋白通过从细胞内泵出药物及其代谢物

而导致肿瘤耐药是目前研究最多、较清楚的机制之

一，如 P-糖蛋白（P-glycoprotein, P-gp）[5]。P-gp是由

ABC转运蛋白基因 1（ATP-binding cassette subfamily

B member 1, ABCB1）编码的相对分子质量为170 000

的磷酸糖蛋白，由2个ATP结合盒和2个穿膜区域组

成，与肿瘤的化疗耐药相关[6-7]。DNA甲基化是最重

要的表观遗传学机制之一[8]，人类基因组中CpG二核

苷酸非随机分布，在 5’端启动子区CpG位点高度聚

集，称为CpG岛，超过40%的编码蛋白基因启动子区

具有CpG岛[9]。CpG岛甲基化会抑制基因的转录水

平，与肿瘤发生、发展和化疗敏感性有关[10-11]。本研

究应用 qPCR法和甲基化特异性PCR（MSP-PCR）技

术对胰腺癌组织和细胞中ABCB1表达及其启动子区

甲基化状态进行研究，分析其可能的耐药机制。

1 资料与方法

1.1 组织标本、细胞系及主要试剂

收集 2015年 8月至 2018年 8月福建省肿瘤医院

病理确诊的15例胰腺癌患者癌组织及距离癌组织边

缘3~5 cm的癌旁组织、3例正常胰腺组织。所有标本

获取前均告知患者并签署知情同意书，均经液氮速

冻、-80 ℃冰箱中保存。

人胰腺癌细胞株 SW1990来源于中国科学院典

型培养物保藏委员会细胞库。

10% 胎牛血清的 DMEM 购自美国 Invitrogen 公

司，Qiagen RNeasy Mini Kit 试剂盒、EpiTect Bisufite

Kit试剂盒购自上海Qiagen公司，PrimeScript RT re-

agent Kit 试剂盒购自大连 TaKaRa 公司，pEASY-T1

simple vector试剂盒购自北京TransGen Biotech公司

等。PCR引物由上海 Invitrogen公司合成、纯化。

1.2 建立GEM耐药的人胰腺癌细胞株SW1990/GZ

SW1990细胞在3 μmol/L的GEM的DMEM培养

液培养 48 h，吸去含药培养液，更换为不含GEM的

DMEM培养液，待细胞至对数期后，传代2次，重复在

3 μmol/L GEM的DMEM培养液培养，至细胞能在含

该剂量GEM的培养液中稳定生长后，成倍增加GEM

含量（即6 μmol/L）。重复前述实验步骤，依次成倍递

增药物浓度（至 768 μmol / L），共培养 24 周，建成

SW1990/GZ细胞株。

1.3 MTT法检测SW1990和SW1990/GZ的增殖

将对数生长期的SW1990及SW1990/GZ细胞分

别消化重悬，种植于96孔板，每孔细胞1×104个，培养

24 h后加入梯度浓度的GEM，SW1990组浓度梯度为

（1、5、10、50、100 μmol/L），SW1990/GZ组浓度梯度为

（50、100、250、500、1 000 μmol/L），每个浓度组设置5

个复孔，另设对照组（不加药）。细胞培养箱中培养

72 h后，每孔加入 20 μl（5 g/L）MTT液，继续培养 4

h，每孔加 150 μl DMSO，避光震荡 10 min，在全自动

酶标仪上测定波长在 490 nm的光密度（D）值。细胞

增殖抑制率=（对照组 D 值-实验组 D 值）/对照组 D

值×100%。根据细胞株在各个浓度梯度的细胞增殖

抑制率，绘制其药物剂量-抑制率曲线，计算 IC50。耐

药指数（resistance index，RI）=IC50（耐药细胞株）/IC50

（亲代细胞）。

1.4 qPCR检测胰腺癌组织及细胞中ABCB1基因的

表达

使用Qiagen RNeasy Mini Kit 试剂盒提取胰腺癌

组织和SW1990、SW1990/GZ细胞总RNA。取约500

ng 的总 RNA，PrimeScript RT reagent Kit 试剂盒使

RNA 逆转录形成 cDNA，反应条件：42 ℃ 15 min，

85 ℃ 5 s。以上述的 cDNA 为模板进行荧光定量

PCR，并以 GAPDH 为内参进行扩增。qPCR 引物：

ABCB1 F 为 5´-CGAAGCAGTGGTTCAGGTG-3´，R

为 5´-TGTGATCCACGGACACTCC-3´；GAPDH F 为

5´ - GAAGAGTGGCTTTCTACCTT-3´，R 为 5´ - GTC

CCAGGATGGCGTTGA-3´。反应条件：预变性95 ℃

30 s，95 ℃ 5 s、60 ℃ 20 s，共40个循环，最后72 ℃延

伸5 min。

1.5 MSP-PCR检测胰腺癌组织和SW1990、SW1990/

GZ细胞中DNA甲基化状态

提取胰腺癌组织及SW1990、SW1990/GZ细胞中

DNA，DNA的亚硫酸氢盐转化，用MSP法进行扩增。

经过亚硫酸氢盐处理的ABCB1启动子序列引物：F

为 5´ - GTAGTGGTATTGGATTATGTTG -3´，R 为 5´ -

TTAATACCCCAACTACTCTAAC-3´。 反 应 条 件 ：

94 ℃ 5 min、94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s、72 ℃ 30 s，共 30

循环，72 ℃ 10 min。1.5%琼脂糖凝胶电泳检验扩增

结果，相应位置上可见清晰目的基因条带，纯化提取

目的基因。T-A克隆：将目的基因与 pEASY-T1克隆

载体在DNA连接酶作用下连接，反应条件：25 ℃ 30

min。转染：T-A克隆目的片段与感受态细胞（LB细

菌）混合，严格冰浴 30 min，42 ℃水浴锅 90 s，冰浴 2

min，加入 800 μl的不含抗生素的LB细菌培养液，放

置于37 ℃、200×g的摇床上孵育60 min。涂板：取出

上述LB细菌培养液，离心3 000×g离心5 min后吸去
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上清，管内约留 150 μl。于超净工作台上，用消毒的

玻璃棒将LB细菌液轻轻的均匀地涂于含有抗生素

的LB细菌培养平板。放入 37 ℃培养箱中 12~16 h。

挑单克隆并测序：于超净工作台下，挑选单一、均匀

明显的菌落，放入含有1 ml LB细菌培养液的EP管，

置于 37 ℃的 200×g 的摇床上 4~6 h，菌液较混时为

止。吸取 1 μl的菌液进行PCR扩增，凝胶电泳，确定

是否是所要的单克隆目的片段。将所挑选的单克隆

抗体的菌液送上海 Invitrogen公司测序。

1.6 统计学处理

1.3~1.5中各实验均重复3次。用SPSS 13.0软件

进行数据处理，计量数据以 x̄±s表示，两组间比较采

用 t检验；计数资料采用 χ2检验。以P<0.05或P<0.01

表示差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 SW1990/GZ细胞的形态

光镜下见，亲代人SW1990细胞具有多边形和不

规则的形态（图1A）。GEM耐药性诱导过程中，细胞

的形态呈扁平状，足突增多，细胞出现空泡，细胞膜

破裂，边界模糊（图1B）。建立稳定的SW1990/GZ细

胞的形态呈空泡状，细胞排列紧密，呈团块生长，核

分裂象明显（图1C）。

A：Parental SW1990 cells；B：GEM-induced SW1990 cells；C：GEM-resistant SW1990/GZ cells

图1 胰腺癌SW1990和SW1990/GZ细胞的形态变化（（×40））

Fig.1 The morphological changes of pancreatic cancer SW1990 and SW1990/GZ cells (×40)

2.2 SW1990/GZ细胞比SW1990细胞对GEM有更强

的耐药性

MTT法检测结果（表1）显示，在GEM的作用下，

SW1990/GZ细胞的增殖能力显著强于SW1990细胞

（t=3.02，P<0.05）。GEM对SW1990/GZ细胞的 IC50为

235 µmol /L，对 SW1990 细胞的 IC50 为 4.8 µmol /L，

SW1990/GZ细胞的耐药指数（RI）为48.9。

2.3 SW1990、SW1990/GZ细胞及胰腺癌组织中AB-

CB1高表达

qPCR 检测结果（图 2）显示 ，（1）SW1990 和

SW1990/GZ细胞中ABCB1表达水平显著高于正常

胰腺组织（t=3.5、8.8，P<0.05 或 P<0.01；图 2A）；（2）

SW1990/GZ细胞中ABCB1表达显著高于SW1990细

胞（t=3.3，P<0.05；图 2A）；（3）胰腺癌组织中ABCB1

表达明显高于癌旁组织（t=4.87，P<0.01；图 2B）。结

果说明，ABCB1表达与胰腺癌的发生及耐药有密切

的关系。

2.4 ABCB1基因启动子呈现低甲基化

MSP-PCR检测结果（图 3，图 4）显示，经亚硫酸

氢盐处理的SW1990和SW1990/GZ细胞及正常胰腺

组织中，ABCB1启动子区域都呈低甲基化状态。在

胰腺癌和正常胰腺组织中ABCB1启动子区域甲基化

率分别为6.7%（1/15）及0.00%（0/3），两者差异无统计

学意义（χ2=0.84，P>0.05）。结果表明，胰腺癌ABCB1

过表达与其基因启动子的甲基化程度无明显相关性。

表1 GEM对SW1990和SW1990/GZ细胞增殖的影响（（D490)

Tab.1 Effects of GEM on the proliferation of SW1990

and SW1990/GZ cells（（D490)

SW1990 cells

GEM

[cB/(μmol·L-1)]

1

5

10

50

100

Inhibition

rate*

0.321±0.008

0.552±0.006

0.660±0.012

0.801±0.004

0.910±0.012

SW1990/GZ cells

GEM

[cB/(μmol·L-1)]

50

100

250

500

1 000

Inhibition

rate*

0.334±0.010

0.420±0.007

0.560±0.007

0.674±0.004

0.859±0.003

*Cell prolifeeration inhibition rate

3 讨 论

近年来在肿瘤学新理念的推动下，胰腺癌的诊

治水平取得明显进步，但诊治现状不容乐观，很大程

度上是因为它的化疗高耐药性。ABCB1与细胞的癌

变和耐药密切相关[5，7]。因此，在本研究中讨论了胰

腺癌组织中ABCB1的表达及其可能调节机制。本研

·· 795



中国肿瘤生物治疗杂志, 2019, 26(7)

究发现，在胰腺癌组织中ABCB1的表达水平明显高

于癌旁组织。同样，ABCB1在 SW1990细胞中表达

水平也高于正常胰腺组织。结果提示，ABCB1在胰

腺癌的发生发展起着重要作用。此外，SW1990/GZ

细胞中ABCB1表达水平较 SW1990明显增加，提示

ABCB1与肿瘤的耐药有关。

**P<0.01 vs or NP tissues or Para-cancer tissues；△P<0.05 vs SW1990 cells

NP：Normal pancreatic tissues

图2 SW1990、、SW1990/GZ细胞（（A））及胰腺癌组织（（B））中ABCB1高表达

Fig.2 ABCB1 was highly expressed in SW1990, SW1990/GZ cells (A) and pancreatic cancer tissues (B)

图 3 经亚硫酸氢盐处理的SW1990/GZ、、SW1990细胞和正

常胰腺组织中ABCB1启动子扩增产物

Fig.3 Products of ABCB1 promoter amplification in the

genome of SW1990/GZ, SW1990 cells and normal

pancreatic tissues treated with bisulfite

→：Gene promoter region；○：Unmethylated CpG island；

●：Methylated CpG island

图4 SW1990、、SW1990/GZ细胞及正常胰腺组织中

ABCB1启动子甲基化分析

Fig.4 Methylation of ABCB1 promoter in SW1990,

SW1990/GZ cells and normal pancreatic tissues

多项研究[12-13]表明，高表达ABCB1的胰腺癌边

缘细胞（side population cell，SP）有着干细胞特性，后

者在维持肿瘤生长、复发、转移、耐药等方面发挥重

要的作用。ABCB1高表达的胰腺癌细胞中肿瘤干细

胞（Oct4+、CD24+、CD133+）比例增加，并出现EMT形

态及分子表现（波形蛋白上调，上皮钙黏蛋白下调）

和多重耐药的现象[12]。有研究[14-15]表明，胰腺癌细胞

株PANC-1筛的SP细胞高表达ABCB1，并具有成瘤

能力及耐药性，ABCB1在胰腺癌的发生及耐药方面

起重要的作用，此结果与本研究的结果一致。

本研究显示，在SW1990与SW1990/GZ细胞中，

ABCB1的启动子区域甲基化谱无明显差别，说明化

疗药物（GEM）不能诱导 ABCB1 启动子的甲基化。

并且，在 SW1990、SW1990/GZ细胞和胰腺癌组织及正

常胰腺组织中，ABCB1启动子区基因均呈现低甲基化。

因此推测，胰腺癌中ABCB1高表达并不是通过其启动

子的甲基化来调控，而是通过其他机制来调控。通

过查阅文献及本实验结果，推测胰腺癌中ABCB1高

表达可能通过组蛋白修饰及miRNA介导来调控。

组蛋白是一个八聚体，由H2A、H2B、H3、H4各2

个分子组成，并由DNA缠绕形成核小体。组蛋白的

修饰包括：乙酰化与去乙酰化、磷酸化与去磷酸化、

甲基化与去甲基化、泛素化与去泛素化等。其中，乙

酰化是最主要组蛋白修饰方式，组蛋白的乙酰化有

助于基因的表达[16]。研究[17]表明，组蛋白乙酰化不仅

可以抑制基因的甲基化，同时与DNA甲基化相比在
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基因的表达调控中起更主要作用。所以，在胰腺癌

中ABCB1高表达的调控机制中，其启动子基因组蛋

白乙酰化可能比启动子甲基化发挥更重要的作用。

miRNA 是一长度约 20~24 个核苷酸的小分子

非编码RNA，通过与靶基因mRNA特异性相结合而

导致靶基因表达沉默,与肿瘤耐药密切相关[18-19]。胰

腺癌中高表达miR-21、anti-miR-21可以增加胰腺癌

对GEM化疗的敏感性[20-21]。在膀胱癌中，miR-218-5p

可抑制ABCB1的表达从而提高肿瘤细胞对GEM的

敏感性[22]。因此，miRNA在调控胰腺癌中ABCB1高

表达可能发挥着更为重要的作用。

综上，胰腺癌的生物学特性与ABCB1的表达密

切相关，ABCB1的高表达提示胰腺癌患者预后不良。

RNA干扰、组蛋白修饰可能在调控胰腺癌中ABCB1表

达发挥着更重要的作用，这有待于进一步深入研究。
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