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[摘  要]  目的：探讨钙蛋白酶小亚基1（CAPN4）调控肺腺癌顺铂耐药性及肿瘤干细胞干性的作用机制，为通过靶向干性逆转

耐药提供实验依据。方法：收集2023年1月至2024年1月期间在福建省肿瘤医院手术切除的10例肺腺癌患者的组织标本，通过

免疫组织化学（IHC）法检测5例对顺铂耐药与5例敏感肺腺癌组织中CAPN4的表达差异，并进行组织化学评分（H评分）。利用

癌症基因组图谱（TCGA）数据库和基因表达谱交互分析（GEPIA）平台进行肺癌CAPN4基因表达相关的生存分析。另收集2例

对顺铂耐药、2例敏感的肺腺癌组织标本，建立肺腺癌类器官（PDO）模型，采用H-E、IHC染色评估PDO与原发肿瘤形态学的一致

性。采用慢病毒介导的 shRNA技术敲减CAPN4基因表达，运用 qPCR和WB法检测PDO中干细胞标志物ALDH1A1、CD133、

Nanog和SOX9的基因和蛋白表达水平。通过腺苷三磷酸（ATP）法检测CAPN4下调后肺腺癌PDO对顺铂的敏感性变化，使用半

胱氨酸蛋白酶-3（caspase-3）活性检测法评估CAPN4下调的肺腺癌PDO经顺铂处理后的凋亡情况。结果：IHC检测结果表明，耐

药肺腺癌患者组织中CAPN4蛋白的表达水平显著上调（P < 0.05）。在TCGA数据库肺腺癌患者队列中，CAPN4的高表达与肺腺

癌患者的不良预后（OS缩短）显著相关（HR = 1.4，P < 0.05）。耐药患者来源的PDO中CAPN4蛋白表达、干细胞标志物的基因

和蛋白表达水平均显著上调（均P < 0.05）。在顺铂敏感性测试中，耐药患者来源 PDO 的 IC50 值显著高于敏感患者来源的

PDO（P < 0.05）。敲低CAPN4后，耐药患者来源的PDO的干细胞标志物表达显著降低，顺铂敏感性增强（P < 0.05）。结论：敲低

CAPN4可降低肺腺癌PDO的干细胞标志物表达，显著增强其对顺铂的敏感性，为逆转肺癌顺铂耐药提供了潜在治疗靶点。
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Mechanism of CAPN4-mediated cancer stem cell stemness in cisplatin resistance 
in lung adenocarcinoma
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[Abstract]  Objective:  To investigate the mechanisms by which calpain small subunit 1 (CAPN4) regulates cisplatin resistance and 

cancer stem cell (CSC) stemness in lung adenocarcinoma, and to provide experimental evidence for reversing drug resistance through 

targeting CSC stemness. Methods: Tissue samples were collected from 10 lung adenocarcinoma patients who underwent surgical 

resection at Fujian Cancer Hospital from January 2023 to January 2024. Immunohistochemistry (IHC) stining was used to detect the 

differential expression of CAPN4 in five cisplatin-resistant and five cisplatin-sensitive lung adenocarcinoma tissues, followed with a 

histological scoring (H-score). CAPN4 gene expression-related survival analysis in lung cancer patients was conducted using The 

Cancer Genome Atlas (TCGA) database and Gene Expression Profiling Interactive Analysis (GEPIA) platform. Additionally, tissue 

samples from two cisplatin-resistant and two cisplatin-sensitive lung adenocarcinoma cases were collected to establish lung 

adenocarcinoma organoid (PDO) models. H-E and IHC staining were used to assess the morphological consistency between PDOs and 

the primary tumors. CAPN4 gene expression was silenced using lentivirus-mediated shRNA transduction. The expression levels of stem 

cell markers ALDH1A1, CD133, Nanog, and SOX9 were detected at both the gene and protein levels using quantitative polymerase 

chain reaction (qPCR) and Western blotting (WB), respectively. The sensitivity of CAPN4-knockdown PDOs to cisplatin was evaluated 

using the adenosine triphosphate (ATP) assay, and the apoptosis was assessed using the caspase-3 assay. Results: IHC results showed 

that CAPN4 protein expression was significantly upregulated in cisplatin-resistant lung adenocarcinoma tissues (P < 0.05). TCGA 
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cohort analysis revealed that high CAPN4 expression was significantly associated with poor prognosis (reduced OS) in lung 

adenocarcinoma patients (HR = 1.4, P < 0.05). PDOs derived from cisplatin-resistant patients exhibited significant upregulation in 

CAPN4 protein and stemness markers at both gene and protein levels (all P < 0.05). Cisplatin sensitivity assays demonstrated that  

PDOs derived from cisplatin-resistant patients had significantly higher IC50 values than those from cisplatin-sensitive patients 

(P < 0.05). After CAPN4 knockdown, the expression of stem cell makers in PDOs derived from cisplatin-resistant patients were 

significantly reduced, and their sensitivity to cisplatin was enhanced (P < 0.05). Conclusion: Knockdown of CAPN4 reduces stem cell 

marker expression and enhances cisplatin sensitivity in lung adenocarcinoma PDOs, providing a potential therapeutic target for 

reversing cisplatin resistance in lung cancer.

[Key words]  lung adenocarcinoma; cisplatin resistance; tumor cell stemness; calpain small subunit 1 (CAPN4)

[Chin J Cancer Biother, 2025, 32(7): 681-688. DOI：10.3872/j.issn.1007-385x.2025.07.002]

肺癌是全球范围内致死率极高的恶性肿瘤之一，

其治疗过程中常采用以顺铂为基础的化疗方案 [1]。然

而，顺铂耐药性的出现严重限制了化疗的效果，导致治

疗失败 [2]。近年来的研究[3]发现，肿瘤干细胞（cancer stem 

cell, CSC）在肺癌顺铂耐药中扮演着关键角色。这些具

有自我增殖、修复与分化潜能的“干性”细胞，是肿瘤耐

药与肿瘤复发转移的“罪魁祸首” [4]。因此，深入探

索“干性”肿瘤细胞生物学机制，寻找调控肿瘤“干性”

的相关基因，对逆转“干性”肿瘤细胞的耐药性具有重

要意义。钙蛋白酶小亚基 1（calpain small subunit 1, 

CAPN4）与CSC的干性特征相关，在多种肿瘤的发生和

进展中扮演重要角色[5]，并可能通过影响Wnt/β-catenin

信号通路等关键生物学过程，参与调节CSC的干性[6]。

推测CAPN4可能通过影响CSC的干性特征，进而影响

肺癌细胞对顺铂的敏感性。患者来源类器官（patient-

derived organoid, PDO）模型在研究干性机制方面具有

独特优势，能够高度模拟体内组织的细胞组成和功能，

同时保持原发肿瘤的异质性和关键特征[7]。因此，本研

究借助肺腺癌PDO模型探讨CAPN4在肺癌顺铂耐药

中的作用及其对 CSC 干性特征的影响，旨在为肺癌

的临床治疗提供新的分子靶点和逆转耐药策略的实

验依据。

1  材料与方法

1.1  基于数据库肺腺癌CAPN4基因表达与生存分析

利用癌症基因组图谱（The Cancer Genome 

Atlas, TCGA）数据库，通过基因表达谱交互分析

（Gene Expression Profiling Interactive Analysis, 

GEPIA）平台对CAPN4基因进行生存分析。

1.2  组织标本与主要试剂

收集 2023年 1月至 2024年 1月期间福建省肿瘤

医院胸外科手术切除的 10例肺腺癌患者癌组织标

本，患者的人口统计学特征、临床特点及用于建立

PDO的组织样本信息见表 1。本研究的实验方案已

经福建省肿瘤医院伦理委员会的审查并获得批准

（伦理审批号：K2023-118-01）。

表1    10例肺腺癌患者临床信息

患者编号

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

PDO编号

PDO#1

PDO#2

PDO#3

PDO#4

PDO#5

PDO#6

PDO#7

PDO#8

PDO#9

PDO#10

性 别

男

男

女

女

男

女

女

女

女

男

年 龄

69

52

70

69

49

61

75

81

61

73

肿 瘤

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

肺腺癌

pT

cT2a

cT1

T2a

pT2a

pT1b

cT2b

pT2a

pT2a

pT1b

pT1b

pN

N2

N0

N3

N0

N2a

N0

N1

N0

N0

N0

cM

M1a

M1c

M1c

M0

M0

M0

M1

M0

M1

M0

分期

ⅣA

ⅣB

ⅣB

ⅠB

ⅢA

ⅠA2

ⅣA

ⅠB

Ⅳ

ⅠB

根据RECIST 1.1标准，将10例接受顺铂方案化疗

的肺腺癌患者分为两组。顺铂敏感组（n = 5）：化疗后

肿瘤体积缩小≥ 30%或肿瘤与周围血管关系改善，无新

发远处转移；顺铂耐药组（n = 5）：化疗后肿瘤体积

增加≥ 20%，或出现大血管侵犯，或新发远处转移。

组织消化液、肺腺癌PDO培养基、PDO解离液均

购自苏州 bioGenous 公司，基质胶购自美国 Corning

公司，shCAPN4及阴性对照慢病毒由上海吉玛生物
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科技有限公司提供。TRIzol试剂购自美国 Invitrogen

公司，SYBR Green PCR Master Mix 购自美国 Life 

Technologies 公 司 ，PrimeScript RT Reagent Kit

（#RR047A）购自 TaKaRa 公司，CAPN4、ALDH1A1、

CD133、SOX9 和 Nanog 抗体购自武汉 ABclonal 公

司，辣根过氧化物酶（HRP）标记的山羊兔抗二抗购自

美国 CST 公司，4% 的多聚甲醛购自美国 Sigma-

Aldrich公司，半胱氨酸蛋白酶-3（caspase-3）探针购自

上海翌圣生物科技公司，CellTiter-Glo 3D细胞活性检

测试剂盒购自南京诺唯赞生物科技公司。

1.3  肺腺癌PDO的构建

本研究基于 4例临床肺腺癌组织标本（2例顺铂

耐药：PDO#6、PDO#10；2例顺铂敏感：PDO#1、PDO#

5）构建PDO模型。获取肺腺癌组织标本后，在洁净

的生物安全柜内进行PDO培养的相关实验操作。首

先，将肿瘤组织转移至清洗液（含1%抗生素的PBS）

中充分荡洗。随后，使用眼科剪刀将组织细致剪切

成0.5~1 mm3的小块，使用特定的组织消化液在37 °C

下处理30 min后，通过100 µm孔径的细胞筛过滤，以

分离出单个癌细胞或细胞簇。接下来，采用生长因

子减少型的基质胶作为支架，按照1 × 106个/mL的细

胞密度加入基质胶（> 70%） 并在冰上混匀。然后，将

50 μL细胞-基质胶混合物添加到 37 °C的 24孔板的

每个孔中，并在 37 °C下作用 15 min，以便基质胶固

化。固化后，沿孔壁缓慢加入 500 µL肿瘤PDO完全

培养基进行培养。传代时，收集PDO混合物，消化、

清洗、离心后，将细胞沉淀加入基质胶中混匀，加入

24孔培养板中传代培养。

1.4  慢病毒感染及分组

shRFP和shCAPN4慢病毒载体均含红色荧光蛋白

（red fluorescent protein, RFP）基因。shRFP 的序列为

5′-TTCTCCGAACGTGTCACGTAA-3′，shCAPN4的序

列为5′-GACTCATGAACATTCTCAATAA-3′。取对数

生长期的PDO，用PDO解离液解离成单细胞，接种于24

孔板，每孔4 × 104个细胞。实验分为 PDO-shRFP（ sh-

NC）、PDO-shCAPN4（sh-CAPN4）组。病毒感染复数

（multiplicity of infection, MOI）为50，将病毒与细胞悬

液在含有5% CO2的37 °C培养箱中共同培养6 h后，移

至预冷PBS中，4 ℃、300 × g离心5 min。收集到的PDO

进行种胶培养。7 d后，使用1 µg/mL的嘌呤霉素进行

筛选，持续7 d，以获得稳定的聚集克隆。

1.5  H-E、免疫组织化学（IHC）法检测肺腺癌组织和

PDO中CAPN4蛋白表达水平

肺腺癌组织和PDO在室温下用 4%的多聚甲醛

固定 24 h后，常规石蜡包埋。将石蜡样本切成 5 μm

厚的切片，进行H-E染色和 IHC分析。组织化学评分

（histochemistry score, H评分）= ∑（pi × i）=（弱强度

阳性信号像素区域的比例 × 1）+（中等强度阳性信号

像素区域的比例 × 2）+（强强度阳性信号像素区域的

比例 × 3）。其中，pi代表阳性信号像素区域的比例与

细胞数量之比；i代表染色强度[8]。

1.6  WB法检测PDO中CAPN4、ALDH1A1、CD133、

SOX9和Nanog的蛋白表达水平

利用RIPA裂解液提取各组织细胞中的总蛋白，

通过BCA蛋白含量测定试剂盒测定蛋白浓度。进行

10%SDS-PAGE分离蛋白质，在 200 mA恒定电流下

转膜 60 min，用 5%脱脂牛奶 TBST 缓冲液将 PVDF

膜在室温下封闭 1 h，加入 CAPN4（1∶1 000）、

ALDH1A1（1∶500）、CD133（1∶1 000）、SOX9（1∶1 000）

和Nanog（1∶1 000）一抗中4 ℃下培养过夜。次日，用

TBST缓冲液洗膜3次，加入HRP标记的山羊兔抗二

抗（1∶5 000），室温下处理 2 h，洗膜后使用ECL化学

发光法显影，用Image J软件分析蛋白质条带的灰度值。

1.7  腺苷三磷酸（ATP）法检测PDO活性

使用CellTiter-Glo 3D细胞活性检测试剂盒来确定

PDO的活性。CellTiter-Glo试剂与PDO培养基以1∶1

的体积比混合，振荡混匀5 min后，室温下作用30 min，

应用GloMax®发光检测仪检测相对光单位（relative light 

unit, RLU）。发光信号的强度与ATP含量呈正比。基

于检测结果，进一步计算药物的半数抑制浓度（half-

maximal inhibitory concentration, IC50）。

1.8  qPCR法检测PDO中CAPN4、ALDH1A1、CD133、

SOX9和Nanog的mRNA表达水平

使用SYBR Green PCR Master Mix作为荧光定量

PCR的反应体系，以GAPDH为内参基因。利用TRIzol

试剂从不同组的PDO中提取总RNA。采用PrimeScript 

RT Reagent Kit将提取的 RNA 逆转录成 cDNA。将

合成的 cDNA进行PCR扩增。qPCR引物序列：CAPN4

正向引物为 5'-GGAGTCATCAGCGCCATCAGC-3'，反

向 引 物 为 5'-CGGACCTCCTCACTCTCGTTGG-3'；

ALDH1A1 正 向 引 物 为 5'-ACGCCAGACTTACCT 

GTCCTACTC-3'，反向引物为5'-TCTTGCCACTCACTG 

AATCATGCC-3'；CD133 正 向 引 物 为 5'-GTGGCG 

TGTGCGGCTATGAC-3'，反向引物为 5'-CCAACT 

CCAACCATGAGGAAGACG-3' ；SOX9 正向引物为

5'-CACACGCTGACCACGCTGAG-3' ，反 向 引 物为

5'-GCTGCTGCTGCTCGCTGTAG-3'；Nanog正向引物

为5'-AGATGCCTCACACGGAGACTG-3'，反向引物为

5'-GGGTTGTTTGCCTTTGGGACTG-3'；GAPDH正向

引物为5'-AAGGTGAAGGTCGGAGTCAAC-3'，反向引

物为5'-GGGGTCATTGATGGCAACAATA-3'。PCR反

应条件：95 ℃预变性10 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 10 s，72 ℃ 
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20 s，共40个循环。采用2-ΔΔCt方法计算目标基因mRNA

的相对表达量。

1.9  Caspase-3检测PDO凋亡情况

在不同浓度的顺铂处理PDO后，加入携带绿色

荧光标记的 caspase-3探针（0.5 µmol/L），使用活细胞

成像系统（TCS SP8，徕卡公司）对PDO凋亡细胞进行

观察。荧光图像采用 Image J软件进行定量分析，计

算凋亡细胞比例。

1.10  统计学处理

以上主要实验均独立重复 3次。采用GraphPad 

Prism 9统计软件对实验数据进行分析。符合正态分

布的计量数据以 x̄ ± s 表示，两组间数据比较采用

t 检验，多组间数据比较采用单因素方差分析。以

P < 0.05或P < 0.01表示差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  CAPN4在顺铂耐药肺腺癌组织中呈高表达且与

患者不良预后有关联

IHC检测肺腺癌组织中CAPN4蛋白的表达（图

1A）。通过H评分（半定量评分法）分析顺铂耐药组

织与敏感组织中CAPN4的表达差异，结果（图1B）显

示，耐药组织中CAPN4蛋白的表达水平显著高于敏

感组织（P < 0.01）。进一步利用TCGA肺腺癌患者队

列进行生存分析，发现CAPN4高表达患者总生存期

（OS）均短于低表达组（HR = 1.4, P < 0.05；图1C）。

A：IHC检测P1~P10肺腺癌患者组织中CAPN4蛋白的表达情况；B：H评分法对 IHC染色结果进行定量分析；

C：CAPN4表达的TCGA肺癌队列的Kaplan-Meier生存分析。

图1    CAPN4在肺腺癌患者组织中的表达及其对患者预后的影响

2.2  肺腺癌PDO中CAPN4表达水平对干细胞标志

物表达与顺铂敏感性的影响

由P1、P5、P6和P10肺腺癌患者手术样本构建的

肺腺癌PDO呈致密球形。为验证其与原发肿瘤一致

性，进行了 H-E 染色和肺癌特异性标志物 TTF-1 的

IHC染色。结果（图 2A）显示，肺腺癌PDO的形态学

特征与原发肿瘤具有同质性。WB法检测结果（图

2B）显示，PDO#1和PDO#5的CAPN4蛋白表达显著

低于PDO#10和PDO#6（均P < 0.01）。qPCR法检测

结果（图2C）也表明，PDO#1和PDO#5中干细胞标志

物ALDH1A1、CD133、SOX9和Nanog的mRNA表达

水平显著低于PDO#10和PDO#6（均P < 0.05）。这些

结果通过WB法得到进一步的证实（图2D，均P < 0.01）。

ATP法进一步评估不同CAPN4表达水平的 PDO对

顺铂的敏感性。结果显示，PDO#1和PDO#5对顺铂

的敏感性显著高于PDO#10和PDO#6（图2E）。通过

拟合曲线得出，PDO#1对顺铂的 IC50为（13.15 ± 0.18）

µmol/L，PDO#5对顺铂的 IC50为（6.78 ± 0.55）µmol/L，

而PDO#10的 IC50为（88.45 ± 0.13）µmol/L，PDO#6的

IC50为（57.33 ± 0.74）µmol/L（图2F）。

2.3  下调CAPN4降低肺腺癌PDO干细胞标志物的

表达

慢病毒转导技术成功将携带RFP和嘌呤霉素抗

性标记的 shCAPN4导入PDO。经嘌呤霉素筛选，构

建了稳定敲低CAPN4的 sh-NC组、sh-CAPN4组PDO

（图3A）。

WB法检测结果（图3B）证实了PDO中CAPN4被

敲低。敲低 CAPN4 后，PDO#10 中干性相关蛋白

ALDH1A1、CD133、SOX9和Nanog的表达水平均下调

（图3B，P < 0.05或P < 0.01）。通过Image J软件分析明
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场图像（图 3C），发现随着 CAPN4 下调，直径≥ 50 μm

的PDO数量显著减少（图3D，P < 0.01）。此外，通过

ATP法检测发现，CAPN4下调后 PDO 的活性显著降

低（图3E, P < 0.05），进一步证实了下调CAPN4降低了

PDO的干性，从而影响了PDO的活性。

A：肺腺癌组织和肺腺癌PDO的H-E与 IHC染色对比图，以及PDO形态图（PDO#10和PDO#6来源于顺铂耐药患者，PDO#1和

PDO#5来源于顺铂敏感患者；B：WB法检测PDO中CAPN4 蛋白的表达水平；C：qPCR法检测PDO中干性基因的表达水平；

D：WB法检测PDO中干性蛋白的表达水平；E：ATP检测不同PDO对顺铂的敏感性；F：不同PDO对顺铂的剂量反应拟合曲线比

较。*P < 0.05, **P < 0.01。

图2    肺癌PDO中CAPN4表达水平的异质性及其对顺铂敏感性的影响

A：通过荧光显微镜观察和评估PDO#10中 shCAPN4慢病毒的转染效率[明场、荧光（RFP）和合并显微镜图像]（比例尺 =100 μm）；

B：WB法检测PDO#10中CAPN4、ALDH1A1、CD133、SOX9和Nanog蛋白的表达水平； C：两组PDO#10在稳定传代并培养7 d后

的形态图；D：直径≥ 50 μm的PDO数量分析图；E：ATP法检测PDO#10的活性。*P < 0.05，**P < 0.01。

图3    下调CAPN4降低PDO（（PDO#10））的干性
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2.4  下调CAPN4 增强肺腺癌PDO对顺铂的敏感性

ATP法检测结果显示，CAPN4下调显著增强了

顺铂对肺腺癌 PDO 细胞的抑制（图 4A，P < 0.05）。

通过拟合曲线得出，PDO10#sh-NC 组的 IC50 值为

（66.7 ± 0.45）μmol/L，而 PDO10#sh-CAPN4 组的 IC50

值则显著降低至（18.9 ± 1.05）μmol/L（图 4B）。使用

caspase-3细胞凋亡检测法进一步研究CAPN4对肺腺

癌 PDO化疗敏感性的影响，可以看到，CAPN4下调

后，PDO大量崩解死亡（图4C），且顺铂作用后凋亡率

显著增加（图4C、D，P < 0.01）。

A：ATP法检测CAPN4对顺铂的敏感性，利用细胞抑制率评估药物反应；B：PDO在 sh-NC和 sh-CAPN4条件下对顺铂的剂量反应拟

合曲线比较；C：顺铂（10 μmol/L）处理3 d后，对CAPN4下调前后的PDO 中caspase-3（绿色）表达水平的变化；D：顺铂（10 μmol/L）处

理后，PDO中caspase-3活化水平的定量分析。*P < 0.05，**P < 0.01。

图4    下调CAPN4增强PDO（PDO#10）对顺铂的敏感性

3  讨  论

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, NSCLC）

约占所有肺癌病例的85%，其中大多数患者在初诊时已

处于疾病晚期。目前，化疗在肺癌治疗中的地位仍然

不可替代。顺铂是NSCLC化疗的核心药物，但耐药性

的产生严重制约了治疗效果[9]。化疗后的存活NSCLC

细胞抗药性增加，是引起肺癌复发和耐药的基础。因

此，提高肺癌细胞对化疗药物的敏感性是当前亟等解

决的问题。现有研究已经揭示了多种导致癌症化疗抗

性的机制，如药物外排、DNA损伤修复能力的增加以及

凋亡途径的缺陷，但是这些发现未能显著改善化疗疗效[10]。

CSC 是肿瘤组织中一小部分具有高度多向分

化、自我更新和无限增殖能力的细胞群，可启动肿瘤

形成、肿瘤生长、上皮间质转化（EMT）过程、转移和

复发，以及药物抗性[11]。肺癌中，CSC可以通过表面

标志物的表达来识别，如 CD133、CD44、ALDH1A1

和ABCG2，它们受Notch、Wnt和细胞周期信号通路

的调控，这些通路对药物抗性的发生和维持也至关

重要[12-15]。先前的研究[16-18]已经开发了针对CSC表面

标志物和相关通路的抗CSC治疗，正在临床试验中

进行测试。因此，进一步理解CSC在顺铂耐药性中

的作用对于开发新的治疗策略以治疗顺铂耐药的

NSCLC至关重要。

PDO技术作为一种创新的三维体外干细胞培养

技术，提供了一个独特、精准的平台。通过在培养皿

中利用特定的微环境因子，PDO能够维持干细胞驱

动的、近乎生理的自我更新组织的形成[19]。该技术已

被应用于包括肺癌在内的多种癌症组织，并且证实，

癌症PDO能够反映其来源母体肿瘤的大部分遗传和

组织学特征[20-21]。PDO包含多种器官特异性细胞类

型，源自干细胞和器官前体。因此，PDO作为一种特

征明确的体外模型，能够紧密模拟体内微环境，又因

为富含干细胞而成为研究CSC功能细节，包括药物

抗性的理想模型[22]。基于此，本研究利用 PDO模型

探讨了肺腺癌顺铂耐药性的机制。

钙蛋白酶家族的多个成员与肿瘤的发生发展密

切相关。钙蛋白酶是一类依赖Ca²⁺的半胱氨酸蛋白

水解酶，在哺乳动物中包含 14个大亚基、2个小亚基

调节蛋白（CAPNS1/CAPN4和CAPNS2）以及 1个内

源性抑制蛋白——钙蛋白酶抑制蛋白。CAPN4作为

钙蛋白酶的小分子亚基，分子量为 28 000，对钙蛋白

·· 686



张灵玉, 等 . CAPN4调控肿瘤干细胞干性在肺腺癌顺铂耐药中的作用机制

酶形成二聚体至关重要[22]。钙蛋白酶抑制蛋白作为

钙蛋白酶的特异性抑制剂，具有8个剪接变异体[12-13]。

研究发现，在神经鞘瘤、脑膜瘤、结直肠癌和乳腺癌

中钙蛋白酶表达增加[23-24]；在肾肿瘤中CAPN1 mRNA

表达水平上调[25]；在子宫癌肉瘤中 CAPN6 表达增

加[26]；在 NSCLC 中 CAPN4 表达上调[27]。先前的研

究[5]已经表明，CAPN4通过激活特定的信号转导通路

（如Wnt/β-catenin/MMP9信号通路），促进胃癌的发

展。CAPN4能够降低 β-catenin的泛素化，增强其在

肺癌细胞中的稳定性，可能促进肿瘤的侵袭和耐药

性。此外，CAPN4 通过促进 MMP2 的表达，加速

NSCLC的进展[28]。CAPN4的沉默能够增强卵巢癌细

胞的凋亡，表明CAPN4可能通过影响凋亡信号转导

通路参与肿瘤耐药性的形成。本研究聚焦于CAPN4

在肺癌干细胞干性中的调控作用。利用顺铂耐药和

敏感的肺腺癌患者来源的组织，通过 IHC分析表明，

CAPN4在耐药患者癌组织中呈高表达，提示其在顺

铂耐药中的潜在作用。通过耐药患者来源的PDO在

体外验证了CAPN4影响肺腺癌对顺铂敏感性，并且

CAPN4能够调控肺腺癌细胞的干性，从而介导肺腺

癌顺铂耐药。

上述发现不仅揭示了CAPN4在肺腺癌耐药性中

的重要作用，也为未来的治疗策略提供了新的靶点。

然而，本研究仍存在以下局限性：（1）临床转化验证

不足；目前结论主要基于体外和动物模型，需进一步

开展CAPN4抑制剂或基因治疗的临床前研究，并探

索其与现有化疗方案的协同效应；（2）微环境因素未

充分考量：肿瘤微环境（如免疫细胞、成纤维细胞）对

耐药性的影响未被纳入模型。未来需构建共培养体

系或人源化小鼠模型以完善机制研究。
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