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转录因子SP1通过调控ABCC1影响小细胞肺癌H446/DDP细胞耐药的

机制
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[摘 要] 目的：探讨敲减转录因子特异蛋白1（SP1）对小细胞肺癌（SCLC）H466/DDP细胞顺铂（DDP）耐药的影响及其分子机

制。方法：构建敲减SP1同时过表达 ATP 结合盒亚家族 C 成员 1（ABCC1）的 SCLC H466/DDP 细胞，采用 IHC 法检测 SP1、

ABCC1在非耐药和耐药 SCLC组织中的表达，用 Spearman r法分析 SP1与ABCC1在 SCLC组织中表达的相关性；WB法检测

SP1、ABCC1、CD44在转染后H446/DDP细胞中的表达；CCK-8法、FCM术、微球实验检测转染后H446/DDP细胞的增殖、凋亡及

自我复制能力的变化；染色质免疫共沉淀（CHIP）实验检测SP1是否是ABCC1的转录因子。结果：耐药细胞H446/DDP和耐药

SCLC组织中的SP1、ABCC1蛋白水平均高于H446细胞和非耐药SCLC组织（均P<0.05），SCLC组织中的SP1、ABCC1蛋白表达

呈正相关；敲减SP1抑制H446/DDP细胞的增殖活力，降低CD44、ABCC1蛋白表达水平、减少细胞微球形成数（均P<0.05），促进

细胞凋亡（P<0.05）；SP1是ABCC1的转录因子。结论：转录因子SP1通过调控ABBC1的表达影响SCLC H446/DDP细胞的耐

药，SP1是SCLC对DDP耐药的潜在治疗靶点。
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Mechanism of transcription factor SP1 affecting drug resistance of small cell lung
cancer H446/DDP cells by regulating ABCC1
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[Abstract] Objective: To investigate the effect of transcription factor specificity protein 1 (SP1) knockdown on cisplatin (DDP)

resistance in small cell lung cancer (SCLC) H466/DDP cells and its molecular mechanism. Methods: SCLC H466/DDP cells with

knockdown of SP1 and simultaneous overexpression of ATP binding cassette subfamily C member 1（ABCC1）were constructed, and

the expression of SP1 and ABCC1 in non-drug-resistant and drug-resistant SCLC tissues was detected by IHC method. The correlation

between SP1 and ABCC1 expression in SCLC tissues was analyzed by the Spearman r method. Western blot was performed to detect

the expression of SP1, ABCC1 and CD44 in transfected H446/DDP cells. The proliferation, apoptosis and self-replication ability of

H446/DDP cells were detected by CCK-8, flow cytometry and microsphere assay respectively. Chromatin immunoprecipitation (ChIP)

assay was performed to detect whether SP1 is a transcription factor of ABCC1. Results: The protein levels of SP1 and ABCC1 in drug-

resistant H446/DDP cells and drug-resistant SCLC tissues were higher than those in parental H446 cells and non-drug-resistant SCLC

tissues (all P<0.05), and the expression of SP1 and ABCC1 protein in SCLC tissues was positively correlated. Knockdown of SP1

inhibited the proliferation ability, reduced CD44 and ABCC1 protein expression levels, decreased the number of cell microsphere

formation, and promoted apoptosis (all P<0.05) of H446/DDP cells. SP1 was approved to be the transcription factor of ABCC1.

Conclusion: Transcription factor SP1 is involved in drug resistance in SCLC H446/DDP cells by regulating ABBC1 expression, and

SP1 is a potential therapeutic target for DDP-resistant SCLC.

[Key words] small-cell lung cancer; cisplatin; H446/DDP cell; drug resistance; ATP binding cassette subfamily C member 1 (ABCC1);

specificity protein 1 (SP1); transcription factor
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小细胞肺癌（small-cell lung cancer，SCLC）是一

种与吸烟高度相关的神经内分泌肿瘤，具有高度的

侵袭性和异质性[1-2]，多数患者初诊时已出现远处转

移，预后极差，5年生存率仅为10%[3]。肿瘤复发转移

和化疗耐药是SCLC患者死亡的主要原因[4]，因此揭

示化疗耐药的机制，探索并干预关键基因的功能可

能有利于改善SCLC患者预后。转录因子特异蛋白1

（specificity protein 1，SP1）在绝大多数肿瘤细胞中都

高表达，可与富含GC的启动子序列结合，参与调节

肿瘤发生发展相关基因的表达[5]。SP1在肿瘤细胞中

过度表达，抑制SP1可降低肿瘤细胞的增殖、转移和

侵袭能力及化疗耐药[6-8]。ATP结合盒亚家族C成员1

（ATP binding cassette subfamily C member 1，

ABCC1）属于ATP结合盒转运蛋白家族，可通过促使

细胞内化疗药物外流而使化疗无效，导致化疗耐

药[9]。研究[10-11]发现，ABCC1与 SCLC的化疗耐药密

切相关。本研究拟探讨SP1是否通过调控ABCC1的

表达参与 SCLC H446细胞的耐药机制，为临床治疗

耐药性SCLC提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与细胞培养

人 SCLC细胞株H446及其耐药株H446/DDP购

自武汉普诺赛生命科技有限公司。RPMI培养基、青-

链双抗购自 Hyclone 公司，顺铂（DDP）购自美国

Sigma 公司 ，qPCR 试剂盒购自天根生物公司 ，

LipofectamineTM3000 试剂购自 Thermo 公司，染色质

免疫共沉淀（chromatin immunoprecipitation，CHIP）试

剂盒、CHIP级SP1、RNA聚合酶Ⅱ和 IgG抗体均购自

Millipore 公司，Annexin V-PE 试剂盒、兔抗 GAPDH

抗体、兔抗 CD44 抗体、兔抗 MRP1/ABCC1 抗体、辣

根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG均购自Abcam公司，

CCK-8法实验试剂盒、RIPA裂解液购自上海生工生

物公司，ECL试剂购自CST公司。

将人 SCLC H446/DDP细胞和H446细胞置于含

10%胎牛血清的DMEM培养液中，于 37 ℃、5% CO2

的培养箱中培养。

1.2 稳定敲减SP1且过表达ABCC1细胞的构建

SP1 shRNA敲减质粒购自Sigma公司，靶向序列

分别为：shSP1-1：5'-CCACTCCTTCAGCCCTTATTA-

3'；shSP1-2：5'-GCTGGTGGTGATGGAATACAT-3'；

shSP1-C：5'-AGAACATCATGACCCTGCGAA-3'。接

种H446/DDP细胞（3×105个/孔）于 6孔板中，培养过

夜，根据 LipofectamineTM3000 转染操作指南将 SP1

shRNA及对照质粒转染至H446/DDP细胞中。48 h

后更换为含嘌呤霉素的培养基，以筛选稳定敲减SP1

的 H446/DDP 细胞，使用 WB 法评估敲减效率。

ABCC1 过表达质粒购自南京金斯瑞公司。按照

LipofectamineTM 3000转染操作指南将ABCC1过表达

质粒或 pCMV空质粒转染至稳定敲减 SP1的H446/

DDP细胞，48 h后加入含嘌呤霉素的培养基以筛选

稳定过表达 ABCC1 且敲减 SP1 的 H446/DDP 细胞，

使用WB法评估过其表达效率。

1.3 WB法检测SP1、ABCC1、CD44在H446/DDP或

H446细胞中的表达

收集转染后H446/DDP或H446细胞，加入RIPA

裂解液后制成匀浆，提取总蛋白。等量蛋白质（30 μg）

经 SDS-PAGE、转膜、5%脱脂奶粉室温封后，与一抗

SP1（1∶500）、ABCC1（1∶1 000）、CD44（1∶800）和

GAPDH（1∶2 000）4 ℃处理过夜，次日与辣根过氧化

物酶标记的二抗（1∶5 000）室温处理1 h，ECL发光液

显影，凝胶成像系统拍照，以GADPH用作内参照，使

用 ImageJ 软件分析蛋白条带的灰度值。实验重

复3次。

1.4 IHC法检测SP1和ABBC1在SCLC组织中的表达

选取 2019年 5月至 2021年 4月期间在牡丹江医

学院附属红旗医院收治的用DDP进行治疗产生耐药

的 SCLC患者 9例，同时选取非耐药 SCLC患者 9例

临床资料。本研究获得本院伦理委员会批准（编号：

No.2019036），所有患者均签署知情同意书。肺活检

组织，常规制备石蜡切片。经脱蜡、水化、抗原修复、

血清封闭后，加入一抗SP1（1∶300）、ABCC1（1∶200）

4 ℃处理过夜，次日与辣根过氧化物酶标记的二抗

（1∶1 000）室温处理 45 min；加入DAB显示液显色、

苏木精复染，封片。每例随机拍摄不重复的5个高倍

镜（×400）视野，采用 ImageJ 软件分析视野中 SP1、

ABCC1 阳性表达的吸光度（D）值 ，计算 SP1 和

ABCC1的相对表达量。

1.5 CCK-8法检测转染后H446/DDP和H466细胞的

增殖能力

将 H446/DDP 细胞（1×104个/孔）接种于 96 孔板

中培养过夜，分别加入 0.25、0.5、1、2、4、8、16 μg/mL

的DDP培养 72 h，每孔加入 10 mL CCK-8溶液，继续

培养 4 h。采用自动酶标仪测定 450 nm波长处的光

密度（D）值。计算细胞增殖活性=[（DDP组D-空白

组D）/（无DDP组D-空白组D）]×100%，并计算DDP

对 H446/DDP 细胞的半抑制浓度（50% inhibiting

concentration，IC50）。

1.6 FCM术检测DDP处理后H446/DDP细胞的凋亡

将稳定敲减或其对照组 H446/DDP 细胞（3×

105个/孔）接种于 6孔板中，培养过夜。不加或加入

4 μg/mL的DDP培养48 h。收集细胞，用预冷缓冲液
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悬浮，按照试剂盒说明书先后加入 10 mL的Annexin

V-FIFC和PI，室温下避光作用10 min，上流式细胞仪

（Beckman Coulter公司）检测各组H446/DDP细胞的

凋亡率数据。

1.7 微球形成实验检测转染后H446/DDP细胞的增

殖能力

将 H446/DDP 细胞（2×103 个/孔）接种于 6 孔板

中，采用微球培养基培养，每 4 d观察微球形成情况

并小心更换培养基，12 d后拍照、微球计数。

1.8 CHIP法检测SP1是否是ABCC1的转录因子

收集转染后各组H446/DDP细胞（1×108个），加

入1%甲醛溶液处理10 min，加入2.5 mol/L甘氨酸处

理 5 min，加入PBS洗 2次，加入蛋白酶抑制剂，收集

细胞。加入PBS重悬，超声破碎，分别加入抗 SP1

抗体、RNA 聚合酶Ⅱ或 IgG 的抗体。根据预测的

SP1-ABCC1 结合位点，在 ABCC1 启动子区设计引

物 ，序列如下 ：位点 1（134 bp）上游引物为 5'-

GGGGGAGGTCTCAAATGCAC-3'，下游引物为 5'-

ACTGTGATACCAGCGATGCC-3'；位点 2（82 bp）上

游引物为5'-ATGAGGGCACAGTTAAGGCG-3'，下游

引 物 为 5'-GTATCCGTCACCAGGGGAA-3'；位点 3

（108 bp）上游引物为 5'-TTGAAAAGTGGTCGCAG

GGT-3'，下 游 引 物 为 5'-CTCCAAGGCTTAGGCC

CAC-3'；位点 4（148 bP）上游引物为 5'-CAAGCA

ACAGCATAACTGGCA-3'，下游引物为 5'-TCAAAG

GACCTAGCGAGGGA-3'。通过 qPCR 分析 CHIP 沉

淀样本，对其qPCR产物进行电泳和测序分析。

1.9 统计学处理

用 GrapdhPad 8.0 软件进行数据分析和图表绘

制。所有实验都独立重复3次，符合正态分布的计量

数据以 x̄±s 表示，两组比较用 t检验，多组间比较用单

因素方差分析（ANOVA）分析，再进一步两两比较用

SNK-q检验。以 Spearman R法检验在 SCLC组织中

SP1 和 ABCC1 表达的相关性。以 P<0.05 或 P<0.01

表示差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 SP1 在 H446/DDP 细胞和耐药 SCLC 组织中呈

高表达且与ABCC1表达呈正相关

WB 法检测结果（图 1A）显示，与 H446 细胞相

比，H446/DDP中的SP1蛋白呈高表达。用 IHC法分

析 9例DDP耐药和 9例DDP敏感SCLC组织中SP1、

ABCC1的表达，发现SP1和ABCC1蛋白在DDP耐药

SCLC 组织中的表达均高于非耐药 SCLC 组织（图

1B~C均 P<0.05）；两者在DDP耐药 SCLC组织中的

表达呈正相关（r=0.718，P=0.029，图1D）。

A：WB法检测SP1在H466细胞、H446/DDP细胞中的表达；B、C：IHC法检测SP1（B）、ABCC1（C）在非耐药和

耐药SCLC组织中的表达；D：SP1、ABCC1在耐药SCLC组织中表达的相关性

图1 SP1在H446/DDP细胞和耐药SCLC组织中呈高表达

2.2 敲减SP1增强H446/DDP细胞对DDP的敏感性

WB法检测结果显示，与对照shSP-1C组相比，shSP1-

1和 shSP1-2组H446/DDP细胞中SP1蛋白水平均明显

降低（图2A，均P<0.05）。通过CCK-8法检测结果显示，

与对照 shSP1-C组比较，shSP1-1组和 shSP1-2组H446/

DDP细胞在不同质量浓度DDP存在时其增殖力均明显

下降（图2B，均P<0.05）。同时 shSP1-1组、shSP1-2组

H446/DDP细胞的IC50值较shSP1-C组显著降低（P<0.05，

图1C）。以上实验结果表明，实验成功地敲减了H466/

DDP细胞SP1的表达，敲减SP1可增加H446/DDP细胞

对DDP的敏感性。

2.3 敲减SP1促进H446/DDP细胞的凋亡

FCM术检测结果（图3）显示，4 mg/mL DDP处理

shSP1-C组H466/DDP细胞后发生明显的细胞凋亡；与
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shSP1-C组H466/DDP细胞相比，shSP1-2组细胞凋亡更

为显著（P<0.05）。以上实验表明，4 mg/mL DDP存在时，

敲减SP1能增加H446/DDP细胞的凋亡，也就是说敲减

SP1能增加H446/DDP对DDP的敏感性。

A：WB法验证SP1的敲减效果；B：CCK8法分析敲减SP1对H446/DDP细胞增殖活性的影响；

C：敲减SP1前后DDP对H446/DDP细胞的 IC50的比较

图2 敲减SP1增加H446/DDP细胞对DDP的敏感性

图3 敲减SP1促进H446/DDP细胞凋亡

2.4 敲减SP1抑制H446/DDP细胞的干细胞特性

WB法检测结果（图 4）显示，肿瘤干细胞（cancer

stem cell，CSC）标志物CD44在H446/DDP细胞中表

达高于H446细胞（P<0.05，图 4A），敲减 SP1能够抑

制H446/DDP细胞CD44的表达（P<0.05，图 4B）。微

球形成实验分析发现，敲减 SP1后，H446/DDP细胞

形成微球体的数量减少（P<0.05，图 4C）。以上实验

说明，敲减SP1可抑制H446/DDP细胞干细胞特性。

A：WB法检测H446/DDP细胞CD44蛋白水平；B：WB法检测敲减SP1对CD44表达的影响；

C：微球实验分析敲减SP1对H446/DDP细胞自我复制能力的影响

图4 敲减SP1抑制H446/DDP细胞的干细胞特性

2.5 SP1 是 ABCC1 的转录因子且敲减 SP1 能抑制

ABCC1的表达

为进一步分析SP1对ABCC1的调控机制，应用

NCBI数据库和Ensembl软件找出ABCC1启动子区

域序列，用 PROMO数据库和 JAPAR数据库预测到

ABCC1 启动子区域存在 7 个可能的结合位点（图

5A~B）。CHIP结果（图 5C）显示，只有 4个位点实验

组DNA条带清晰，表明SP1和ABCC1启动子区域存

在4个结合位点，SP1是ABCC1的转录因子。WB法

检测结果显示，ABCC1在H446/DDP细胞中的表达
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水平高于H446细胞（P<0.05，图 5D），敲减 SP1 能够

抑制 H446/DDP 细胞中 ABCC1 的表达（P<0.05，图

5E）。在敲减 SP1 同时过表达 ABCC1 的细 胞 中

ABCC1 的 蛋 白 水 平 明显增加（P<0.05，图 5F）。

CCK-8法实验结果显示，过表达ABCC1显著提高敲

减了 SP1 的 H446/DDP 细胞增殖能力（P<0.05，图

5G）。同时 sh-SP1+pCMV-ABCC1组H446/DDP细胞

的 IC50 值较 sh-SP1-pCMV 组显著增高（P<0.05，图

5H）。以上实验结果表明，敲减 SP1能抑制ABCC1

的表达，过表达ABCC1能抑制敲减SP1对H446/DDP

细胞DDP敏感性的促进作用。

A：SP1和ABCC1启动子区域的结合位点；B：结合位点的序列示意图；C：CHIP实验分析ABCC1启动子区域与SP1的结合情况

[1: 实验组，SP1抗体，用特异位点引物进行PCR扩增；2: RT-Input1组，以特异位点引物进行PCR扩增；3: 阴性对照组（IgG抗体）；

4: PCR阴性对照组（以水为模板）；5: 阳性对照组（RNA聚合酶Ⅱ抗体，用GAPDH引物进行PCR扩增）；6: RT-Input2：用GAPDH引

物进行PCR扩增]；D：WB法检测H446/DDP细胞ABCC1蛋白水平；E：WB法检测敲减SP1对ABCC1表达的影响；F-H：敲减SP1

的H446/DDP细胞转染过表达ABCC1对其增殖活性的影响；F：WB法检测ABCC1表达；G：CCK-8法分析H446/DDP细胞增殖活

性；H：IC50的比较

图5 SP1是ABCC1的转录因子且敲减SP1能抑制ABCC1的表达并促进H446/DDP细胞的增殖

3 讨 论

虽然SCLC对放化疗敏感度高，但易产生化疗耐

药性，从而限制了疗效[3]。SP1是Sp/KLF家族重要成

员，已证实在多种肿瘤中高表达，充当癌基因的角

色[6-7,12]。SCHWEER等[13]指出，抑制 SP1的活性为光

神霉素类似物克服卵巢癌铂耐药性的机制。本研究

结果显示，SP1在DPP耐药SCLC细胞中的表达明显

升高。CCK-8法分析结果显示，在DDP的作用下，敲

减SP1能明显降低H446/DDP细胞的增殖活力和 IC50

值，表明敲减SP1可逆转H446/DDP细胞对化疗药物

DDP的耐药性。提示 SP1过表达可能是 SCLC患者

对DDP产生耐药的原因之一。

研究认为，肿瘤中存在少数自我复制和成瘤能

力强、分化程度低的CSC，与肿瘤发生和发展、治疗

抵抗和复发转移关系密切[14]。在非 SCLC化疗耐药
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细胞中存在CSC相关基因的高表达，表明具有CSC

特征[15]，推测SCLC的耐药性也可能归因于SCLC中

存在 CSC。CD44 为人 SCLC 干细胞的主要标志

物[16]。本研究发现，与 SP1 一致，CD44 在 DPP 耐药

SCLC 细胞中的表达亦明显升高；敲减 SP1 可降低

H446/DDP 细胞 CD44 的表达，且能抑制 H446/DDP

细胞的自我更新能力。表明SP1过表达还可能通过

诱导或维持 CD44 的高表达，赋予 H446/DDP 细胞

CSC特征，进而诱导DDP耐药。

肺癌中的转录失调与EMT、快速有丝分裂、免疫

反应减弱等有关，对应癌症转移、快速增殖、免疫逃

逸等恶性进展[17]。作为一种普遍表达的转录因子，

SP1在乳腺癌细胞和多发骨髓瘤细胞中高表达，参与

调节 c-Myc的表达，促进肿瘤生长或转移[18-19]。本研

究应用NCBI数据库和Ensembl软件找出ABCC1启

动子区域序列，用 PROMO数据库和 JAPAR数据库

找转录因子和结合位点，发现在ABCC1启动子区域

存在 7个SP1结合位点，包括经典的SP1结合核苷酸

序列GGGCGG。推断 SP1可能是ABCC1的转录因

子，因此聚焦到SP1和ABCC1展开研究。CHIP实验

结果显示，SP1与ABCC1启动子区域有 4个结合位

点，证实SP1是ABCC1的转录因子。本研究还发现，

ABCC1在SCLC耐药细胞及组织中高表达，且SCLC

组织中ABCC1与SP1的表达呈正相关。而敲减SP1

可显著降低H446/DDP细胞ABCC1的表达，表明SP1

可直接调控ABCC1的转录。YANG等[20]研究发现，

SP1直接启动ABCG2基因转录参与肺癌A549细胞

的DDP耐药。而ABCC1作为细胞的外排泵之一，可

依赖ATP提供的能量，将化疗药物等有毒物质排出

细胞外，减少这些毒性物质在细胞内的蓄积，是肿瘤

细胞对化疗药物产生耐受的重要原因[9,21]。因此推断

SP1过表达可能通过激活ABCC1等耐药蛋白表达，

促进H446/DDP细胞的对DDP外排作用，赋予H446/

DDP细胞耐药性。

总之，本研究发现，SP1 在 H446/DDP 细胞中高

表达，作为转录因子调控 ABCC1 蛋白表达，参与

SCLC细胞耐药，是逆转SCLC细胞耐药的可能靶标。

本课题组将继续对SP1调控的其他靶点进行分析，以

进一步揭示其作为治疗靶点的可行性。
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