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[摘要] 目的　探讨甜菜碱(BET)抑制ATP结合盒转运蛋白B1(ABCB1)逆转前列腺癌(PCa)化疗耐药的作用及其机制。

方法　培养 PCa 化疗敏感株 C4-2B 细胞，通过多西他赛(DTX)浓度梯度递增法建立 PCa 对 DTX 耐药株 TaxR 细胞，采用

CCK-8法和集落形成实验检测C4-2B、TaxR细胞对DTX的耐药性，Western blotting、qRT-PCR检测ABCB1的表达情况。将

TaxR细胞分为：(1)对照组、阴性对照组、siABCB1-1组与 siABCB1-2组，采用Western blotting检测小干扰沉默ABCB1的效

果，CCK-8法检测各组对DTX耐药性的差异；(2)不同浓度BET(0、100、200、400、600、800 mmol/L)组，采用CCK-8法

检测细胞活性，Western blotting 检测 ABCB1 蛋白的表达情况； (3)对照组、DTX 组 (20 nmol/L DTX 处理)、BET 组

(200 mmol/L BET处理)与DTX+BET组(20 nmol/L DTX+200 mmol/L BET联合处理)，采用流式细胞术检测细胞凋亡率、细

胞周期，Western blotting 检测凋亡相关蛋白(Bcl-2、BAX、c-caspase-3)的表达情况；(4)对照组、BET组(200 mmol/L BET处

理)、渥曼青霉素(WM)组(100 μmol/L WM处理)与BET+WM组(200 mmol/L BET+100 μmol/L WM联合处理)，采用Western 

blotting检测磷脂酰肌醇 3-激酶(PI3K)、蛋白激酶B(Akt)及ABCB1蛋白的表达情况；(5)对照组、BAY组(10 μmol/L BAY处

理)、BET 组(200 mmol/L BET 处理)与 BAY+BET 组(10 μmol/L BAY+200 mmol/L BET 联合处理)，采用 Western blotting 检测

NF-κB p65、p-ikBα和ABCB1蛋白的表达情况。利用网络药理学联合转录组测序相关研究结果预测BET逆转化疗耐药的可

能通路。结果　与C4-2B细胞相比，TaxR细胞对DTX的耐药性明显增强(P<0.01)，且高表达ABCB1(P<0.01)。siRNA沉默

ABCB1后TaxR对DTX的耐药性被明显抑制(P<0.01)。200 mmol/L BET对TaxR细胞的抑制率低于20%，且可明显降低TaxR

细胞中ABCB1蛋白的表达(P<0.05)。200 mmol/L BET与20 nmol/L DTX联合应用较二者单独应用细胞凋亡率增高，细胞周

期S期比例增高，Bcl-2蛋白表达降低，BAX、c-caspase-3蛋白表达增高(P<0.01)；200 mmol/L BET与100 μmol/L WM联合应

用时PI3K、Akt、ABCB1蛋白表达降低(P<0.01)；200 mmol/L BET与10 μmol/L BAY联合应用时NF-κB p65、p-ikBα、ABCB1

蛋白表达降低(P<0.01)。结论　BET可能通过PI3K/Akt/NF-κB信号通路下调ABCB1的表达进而逆转TaxR化疗耐药。
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[Abstract] Objective　To investigate the effect and mechnism of betaine (BET) in reversing chemotherapy resistance in 

prostate cancer (PCa) by inhibiting ATP-binding cassette subfamily B member 1 (ABCB1). Methods　The PCa chemotherapy-

sensitive C4-2B cells were cultured, and the TaxR cells resistant to docetaxel (DTX) were established by gradient increase the 

concentration of DTX. The drug resistance of C4-2B and TaxR cells against DTX was assessed using CCK-8 and the colony formation 

experiment. Western blotting and qRT-PCR were used to detect ABCB1 expression. The TaxR cells were divided into: (1) Control 

group, negative control group (NC), siABCB1-1 group (transfected with siABCB1-1), and siABCB1-2 group (transfected with 

siABCB1-2). Western blotting was used to detect the effect of small interfering RNA on silencing ABCB1, and CCK-8 was used to 

detect the differences in DTX resistance between each group. (2) Different concentrations of BET (0, 100, 200, 400, 600, 800 mmol/L) 

groups. These groups were subjected to CCK-8 to detect cell viability, and Western blotting was used to detect the protein expression 

of ABCB1. (3) Control group, DTX group (20 nmol/L DTX), BET group (200 mmol/L BET), and DTX+BET group (20 nmol/L 

DTX+200 mmol/L BET), flow cytometry was used to detect apoptosis rate and cell cycle, and Western blotting to detect the protein 

expression of apoptosis-related proteins (Bcl2, BAX, c-caspase-3). (4) Control group, BET group (200 mmol/L BET), wortmannin 

(WM) group (100 μmol/L WM), and BET+WM group (200 mmol/L BET+100 μmol/L WM). Western blotting was used to detect 

the protein expression of PI3K, Akt, and ABCB1. (5) Control group, BET group (200 mmol/L BET), and BAY group (10 μmol/L 

BAY), BAY+BET group (200 mmol/L BET+10 μmol/L BAY). Western blotting was used to detect the protein expression of NF-κB 

p65, p-ikBα and ABCB1. Network pharmacology combined with transcriptome sequencing was used to predict the possible pathways 

for BET to reverse chemotherapy resistance. Results　 Compared with C4-2B cells, TaxR cells showed significantly increased 

resistance to DTX (P<0.01), and high expression of ABCB1 (P<0.01). After silencing ABCB1 with siRNA, TaxR cells' resistance to 

DTX was significantly inhibited (P<0.01). The inhibition rate of TaxR cells treated with 200 mmol/L BET was less than 20%, and it 

significantly decreased the expression of ABCB1 protein in TaxR cells (P<0.05). Compared with control group, the combination of 

200 mmol/L BET and 20 nmol/L DTX resulted in higher apoptosis rate and higher S stage cell ratio, lower expression of Bcl-2 protein 

and higher expression of BAX and c-caspase-3 proteins than the two drugs used alone (P<0.05). Compared with control group, the 

combination of 200 mmol/L BET and 100 μmol/L WM significantly down-regulated the protein expression of PI3K, Akt and ABCB1 

(P<0.01). The combination of 200 mmol/L BET and 10 μmol/L BAY significantly down-regulated the protein expression of NF-κB 

p65, p-ikBα and ABCB1 (P<0.01). Conclusion　BET may reverse TaxR cells' chemotherapy resistance by down-regulating ABCB1 

expression through the PI3K/Akt/NF-κB signaling pathway.
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前列腺癌(prostate cancer，PCa)是男性常见的恶

性肿瘤之一，近年来我国 PCa 发病率显著增高，居

男性肿瘤第 6 位[1]，成为发病率增长较快的恶性肿

瘤[2]。PCa确诊时通常已至中晚期，此时以雄激素剥

夺治疗 (androgen deprivation therapy， ADT) 为主[3]，

但 ADT 治疗后均逐渐发展为去势抵抗性前列腺癌

(castration resistance prostate cancer，CRPC)。化疗是

CRPC 重要的治疗手段，一线化疗用药主要是多西

他赛(docetaxel，DTX)[4]，但DTX治疗后产生的多药

耐药(multi-drug resistance，MDR)仍不可避免，且化

疗用药不良反应明显、耐药后的 CRPC 预后更差，

病死率更高[5]。因此，寻找MDR的关键靶点及调控

机制对于逆转 PCa 化疗耐药至关重要。ATP 结合盒

转运蛋白 B1(ATP-binding cassette subfamily B member 
1，ABCB1)又称为MDR1，可将细胞内化疗药物外排

到细胞外，致使药效降低，从而使化疗失去效

应[6-7]。研究发现，ABCB1 与 PCa 化疗耐药关系密

切[8]。现有的 ABCB1 抑制剂如维拉帕米、奎宁、环

孢菌素等均因效果不佳未能大规模使用，亟待寻找

无毒、不良反应少的 ABCB1 抑制剂。甜菜碱

(betaine，BET)具有抗氧化应激、抗炎、抗肿瘤和调

节核因子κB(nuclear factor kappa-B，NF-κB)信号通路

等作用[9-12]，而其是否可抑制ABCB1逆转PCa化疗耐

药相关的研究极少。本研究旨在探讨 BET 下调

ABCB1表达逆转PCa化疗耐药的作用及其机制。

1　材料与方法

1.1　主要试剂　BET 购自美国 Sigma 公司；小鼠抗

β-肌动蛋白(β-actin)多克隆抗体、辣根过氧化物酶

(HRP)标记的山羊抗小鼠 IgG、HRP标记的山羊抗兔

IgG购自北京中杉金桥生物技术有限公司；兔抗大鼠

磷 酸 化 核 因 子 κB 抑 制 蛋 白 α(rat phosphorylation 
inhibitory subunit of NF-κBα，p-ikBα)抗体、兔抗核因

子κB p65(nuclear factor-κB p65，NF-κB p65)抗体、兔

抗B细胞淋巴细胞瘤因子 2(B-cell lymphoma-2，Bcl-2)
相关X蛋白(Bcl-2-associated X protein，BAX)抗体购自

美国 CST 公司；兔抗裂解型胱天蛋白酶 3(cleaved 
caspase-3，c-caspase-3)抗体、兔抗磷脂酰肌醇 3-激酶

(phosphatidylinositol 3-kinase， PI3K) 抗 体 、 兔 抗

ABCB1 抗体、兔抗 Bcl-2 抗体、兔抗蛋白激酶 B
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(protein kinase B，Akt)抗体购自武汉三鹰生物技术有

限公司；二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide，DMSO)、吐

温(Tween)20、胰蛋白酶、青霉素、链霉素购自北京

索莱宝科技有限公司；胎牛血清(foetal bovine serum，

FBS)、磷酸盐缓冲溶液 (phosphate buffered saline，
PBS)、 洛 斯 维 - 帕 克 纪 念 研 究 所 (Roswell Park 
Memorial Institute， RPMI)1640 培养基购自以色列

Biological Industries 公司；CCK-8试剂盒、异硫氰酸荧

光素标记的膜联素Ⅴ/碘化丙啶(annexin Ⅴ-fluorescein 
isothiocyanate/propidium iodide， annexin Ⅴ‐FITC/PI)
细胞凋亡检测试剂盒购自上海贝博生物科技有限公

司 ； 增 强 型 化 学 发 光 试 剂 (enhanced chemi-
luminescence，ECL)、全蛋白提取试剂盒、二辛可宁

酸(bicinchonininc acid，BCA)蛋白定量试剂盒购自江

苏凯基生物技术股份有限公司；BAY11-7082 购自美

国 AbMole 公司；渥曼青霉素、DTX 溶液购自美国

MCE公司；总RNA提取盒购自美国Axygen公司。

1.2　细胞培养及实验分组　细胞株C4-2B、TaxR(利
用亲本细胞 C4-2B 细胞通过 DTX 浓度递增法培养数

代后构建的耐 DTX 细胞株[7])均由 US California 大学

Davis 分校 Allen C Gao 教授惠赠。C4-2B、TaxR 细胞

用含 100 ml/L FBS、100 U/ml 青霉素、100 mg/ml 链
霉素的 RPMI1640 培养基，于 37 ℃、50 ml/L CO2培

养箱中培养。待细胞融合至80%~90%时，添加2.5 g/L
胰蛋白酶消化细胞进行传代培养，取对数生长期细

胞进行后续实验。

取对数生长期C4-2B、TaxR细胞：(1)以不同浓度

DTX(0、0.5、1、2、5、10、20 nmol/L)处理 C4-2B 细

胞，不同浓度DTX(0、10、25、50、100、200 nmol/L)
处理TaxR细胞，采用CCK-8法检测细胞活性；(2)采
用Western blotting和qRT-PCR检测C4-2B、TaxR细胞

中ABCB1蛋白和mRNA的表达；(3)以不同浓度DTX
(0、5 nmol/L)处理 C4-2B、TaxR 细胞后，采用集落

形成实验检测细胞集落形成能力。

取对数生长期 TaxR 细胞：(1)以不同浓度 BET
(0、100、200、400、600、800 mmol/L)处理后，采

用 CCK-8 法检测细胞活性， Western blotting 检测

ABCB1 蛋白的表达；(2)设置对照组(空白对照)、
DTX 组 (20 nmol/L DTX 处理)、BET 组 (200 mmol/L 
BET处理)、DTX+BET组(20 nmol/L DTX+200 mmol/L 
BET联合处理)，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况

及 细 胞 周 期 ， Western blotting 检 测 Bcl-2、 BAX、

c-caspase-3蛋白的表达，细胞计数实验检测细胞增殖

情 况 ； (3) 设 置 对 照 组 ( 空 白 对 照)、 BET 组

(200 mmol/L BET 处 理)、 渥 曼 青 霉 素 (WM) 组

(100 μmol/L WM 处 理)、 BET+WM 组 (200 mmol/L 
BET+100 μmol/L WM 处理)，采用 Western blotting 检

测 PI3K、Akt、ABCB1 蛋白的表达；(4)设置对照组

(空白对照)、BET组(200 mmol/L BET处理)、BAY组

(10 μmol/L BAY 处 理)、 BAY+BET 组 (200 mmol/L 
BET+10 μmol/L BAY联合处理)，采用Western blotting
检测NF-κB p65、p-ikBα、ABCB1蛋白的表达；(5)设
置对照组(空白对照)、阴性对照组(转染NC-siRNA)、
siABCB1-1 组 (转染第 1 种干扰 ABCB1 的 siRNA)与
siABCB1-2 组 ( 转染第 2 种干扰 ABCB1 的 siRNA)。
siABCB1-1 靶序列：5'-CACTGTTACTCTTAGCAAT-
3'，siABCB1-2 靶序列：5'-GAGCTTAACACCCGACT
TA-3'(由广州锐博生物科技有限公司合成)。将含有

siRNA粉末的EP管中加入250 μl RNase水配置成可转

染的 siRNA 溶液，于-20 ℃冰箱保存。将 TaxR 细胞

铺于 6 孔板中。铺板完成后培养箱过夜。将 5 μl 
siRNA 溶液加入 245 μl OptiDMEM 溶液中待用，将

7.5 μl Lipofectamine 2000溶液加入 242.5 μl OptiDMEM
溶液中，以上两混合溶液混合并置于冰上孵育

5 min。孵育完成后将 500 μl 混合液与 1500 μl 不含

青/链霉素的 RPMI1640 完全培养基混合形成可用于

转染的 2000 μl siRNA 溶液。各孔给予更换相应的

siRNA 溶液 2000 μl。将转染后的细胞置于 CO2培养

箱培养 48 h。采用 Western blotting 和 qRT-PCR 检测

ABCB1 蛋白和 mRNA 的表达，CCK-8 法检测细胞

活性。

1.3　CCK-8 法检测细胞活性　取对数生长期 C4-2B、
TaxR 细胞，用胰蛋白酶消化后以 5×103个/孔接种于

96孔板，待细胞贴壁后进行相应处理，处理结束后

将 20 μl/孔 CCK-8 溶液(0.5 mg/ml)加入培养孔中，培

养箱中孵育2 h，采用酶标仪检测450 nm波长处各孔

吸光度(A)值。细胞相对活性=(A实验组－A空白组)/
(A对照组－A空白组)，使用GraphPad Prism软件计算

半数抑制浓度(50% inhibitory concentration，IC50)。
1.4　集落形成实验检测细胞集落形成能力　取对数

生长期 C4-2B、TaxR 细胞，用胰蛋白酶消化后制得

细胞悬液，调整细胞浓度，将细胞接种于 6 孔板中

(500 个细胞/孔)。待细胞贴壁后加药处理，并置于

培养箱中培养。14 d 后取出 6 孔板，冷 PBS 洗 2 次，

无水乙醇固定 15 min，每孔加入 1 ml 5 g/L 结晶紫溶

液染色静置1 h，弃结晶紫用去离子水缓慢清洗2次，

以镜下 50 个以上细胞聚集记为 1 个集落，拍照并记

录集落数目。

1.5　 Western blotting 检测 Bcl-2、 BAX、 c-caspase-3、
PI3K、Akt、NF-κB p65、p-ikBα、ABCB1 蛋白的表

达　使用裂解液提取各组总蛋白，BCA 法测定蛋白

浓度。取等量蛋白上样，行 SDS-PAGE 凝胶电泳并

转移至PVDF膜上。加入50 g/L脱脂奶粉室温下封闭

2 h；PBST洗膜3次，加入兔抗ABCB1抗体(1:3000)、
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兔 抗 Bcl-2 抗 体 (1: 2000)、 兔 抗 c-caspase-3 抗 体

(1: 2000)、兔抗 PI3K 抗体 (1: 2000)、兔抗 Akt 抗体

(1:2000)、兔抗NF-κB p65抗体(1:2000)、兔抗 p-ikBα
抗体(1:1000)、兔抗 BAX 抗体(1:5000)和稀释的小鼠

抗 β-actin 抗体(1:5000)室温孵育 2 h；孵育结束后，

加入1:5000稀释的HRP标记的山羊抗小鼠 IgG、HRP
标记的山羊抗兔 IgG室温孵育 2 h；PBST洗 3次；加

入ECL发光液曝光拍照。使用 ImageJ软件分析。

1.6　qRT-PCR 检测 ABCB1 mRNA 的表达　各组处理

结束后使用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA，并使用紫

外分光光度计检测RNA浓度，分析其质量。取 1 μg 
RNA 反转录为 cDNA，采用 qRT-PCR 检测 ABCB1 
mRNA的表达。反应条件：95 ℃ 30 s(变性)；95 ℃ 5 s、
60 ℃ 34 s(退火)，40个循环。以GAPDH为内参，使

用 2-ΔΔCt进行相对定量分析。引物由上海生工有限公

司合成。引物序列如下：ABCB1 正向 5'-ATGCTCT
GGCCTTCTGGATGGGA-3'，反向 5'-ATGGCGATCC
TCTGCTTCTGCCCAC-3'；GAPDH 正向 5'-AGAAGG
CTGAGGCTATTTG-3'，反向 5'-AGGGCGAAAGTCC
CGAGCT-3'。
1.7　流式细胞术检测细胞凋亡情况　各组细胞培养

48 h后用预冷的PBS漂洗 2次，与 500 μl结合缓冲液

混匀；先加入 10 μl Annexin V-FITC，再加入 5 μl PI，
混匀后避光孵育 10 min。采用流式细胞仪检测细胞

凋亡率。细胞凋亡率(%)=早期细胞凋亡率(Annexin-V
阳性，PI 阴性)+晚期细胞凋亡率(Annexin-V 和 PI 均
阳性)。
1.8　流式细胞术检测细胞周期　细胞铺于 6 孔板，

贴壁后按分组刺激细胞。完成后以不含 EDTA 的胰

酶消化，2000 r/min 离心 5 min，离心后 PBS 重悬，

调整细胞浓度至 1000 个/μl 并转移 1 ml 细胞悬液至

2 ml 离心管中，随后在 4 ℃下 2000 r/min 离心 5 min，
弃上清，每管加入 500 μl 70%乙醇并轻轻吹打混匀，

置于-20 ℃冰箱固定 6 h。随后以 1000 r/min 离心

3 min，弃上清，PBS 洗 1 次后 1000 r/min 离心 3 min
弃上清，每管加入试剂盒中RNaseA溶液和PI溶液以

1:9体积比配制的染色工作液 500 μl进行重悬，轻柔

混匀后避光室温保存 60 min。采用流式细胞仪检测

细胞周期。

1.9　细胞计数实验检测细胞增殖情况　各组处理结

束后用胰蛋白酶消化后制得细胞悬液，调整细胞浓

度，移液器轻柔吹打充分混合细胞悬液。打开细胞

计数仪，系统自检通过后，取定量悬液加入上样孔

进行计数，将计数结果按稀释比例计算母液细胞数，

重复数次，取平均值，即为细胞计数实验结果。

1.10　网络药理学研究　(1)BET 作用靶点的筛选：

在PubChem数据库(https://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)

中，以“Betaine”为关键词检索预测 BET 的作用靶

点，并去除重复的靶点，获得 BET 最终靶点。(2)
PCa 潜在靶点搜集及 BET 作用靶点与疾病共同靶点

的筛选：以“prostate cancer”作为检索关键词，利

用 GeneCards(https://www.genecards.org/)数据库检索

PCa 的潜在靶点，然后利用微生信在线解析工具软

件将二者靶点取交集，获得 BET 与 PCa 的共同交集

靶点。(3)BET与PCa 的共同交集靶点的调控分子筛

选：利用 TRRUST 数据库(https://www.grnpedia.org/
trrust/)分析BET与PCa的共同交集靶点的调控分子。

(4)ABCB1 调控分子筛选：利用 TRRUST 数据库

(https://www.grnpedia.org/trrust/)分析 ABCB1 的调控

分子。(5)BET 与 PCa 共同靶点的富集分析：利用

STRING 数据库 (https://cn. string-db. org/) 对 BET 与

PCa 共同靶点进行京都基因与基因组百科全书

(Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG)的
通路富集分析，设定种类为“Homo sapiens”，选择

P<0.05为阈值，进行共同靶点的KEGG富集分析。

1.11　统计学处理　采用 SPSS 23.0 软件进行统计分

析。计量资料以 x̄±s表示，组间比较采用单因素方差

分析或两独立样本 t 检验；计数资料以例(%)表示，

组间比较采用 Pearson χ2检验。P<0.05 为差异有统计

学意义。

2　结　　果

2.1　TaxR与C4-2B对DTX敏感性及ABCB1表达的差

异　CCK-8 法检测结果显示，C4-2B 与 TaxR 细胞对

DTX的 IC50分别为1.71 nmol/L和172.3 nmol/L(图1A)。
集落形成实验结果显示，DTX 处理后，C4-2B 细胞

克隆形成数明显减少(P<0.01)，TaxR 细胞克隆形成

数无明显变化(P>0.05)，表明 TaxR 细胞对 DTX 的耐

药性较强(图1B)。Western blotting和qRT-PCR检测结

果显示，TaxR细胞中ABCB1蛋白和mRNA相对表达

水平均高于C4-2B细胞，差异有统计学意义(P<0.01，
图 1C)； siABCB1-1 组、 siABCB1-2 组 ABCB1 蛋白和

mRNA 相对表达水平均明显低于对照组 (P<0.01，
图 1D)。CCK-8 法检测小干扰转染 TaxR 细胞敲减

ABCB1 的 结 果 显 示 ， 对 照 组 、 阴 性 对 照 组 、

siABCB1-1 组、siABCB1-2 组 TaxR 细胞对 DTX 的 IC50

分 别 为 172.3 nmol/L、 167.7 nmol/L、 27.6 nmol/L、
25.5 nmol/L(图1E)。
2.2　BET 抑制 ABCB1 的表达对 TaxR 细胞周期及凋

亡的影响　 CCK-8 法检测结果显示，与对照组

(0 mmol/L)比较，200、400、600、800 mmol/L BET
处理后 TaxR 细胞活性明显降低 (P<0.05，图 2A)，
200 mmol/L BET对TaxR细胞活性的抑制率低于20%；

Western blotting检测结果显示，200 mmol/L BET处理
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可明显降低 TaxR 细胞中 ABCB1 蛋白的表达(P<0.05，
图2B)，据此选取200 mmol/L BET进行后续实验。

流式细胞术检测结果显示，与对照组和DTX组

比较，BET 组和 DTX+BET 组 TaxR 细胞凋亡率明显

增高(P<0.01)，且 DTX+BET 组 TaxR 细胞凋亡率较

BET 组进一步增高 (P<0.01，图 2C)。与对照组和

DTX 组比较，BET 组和 DTX+BET 组 TaxR 细胞 G1期

占比降低，S期占比升高，使TaxR细胞阻滞于 S期，

且 DTX+BET 组 TaxR 细胞 G1期占比较 BET 组进一步

降低，S 期占比较 BET 组进一步升高，同样使 TaxR
细胞阻滞于S期(P<0.05或P<0.01，图2D)。

Western blotting检测结果显示，与对照组和DTX
组比较，BET 组和 DTX+BET 组 TaxR 细胞中凋亡相

关蛋白BAX、c-caspase-3相对表达水平升高，Bcl-2相

对表达水平降低，且 DTX+BET 组 BAX、c-caspase-3
相对表达水平较BET组进一步升高，Bcl-2相对表达

水平较 BET 组进一步降低，差异均有统计学意义

(P<0.05或P<0.01，图2E)。
2.3　网络药理学联合转录组测序预测BET逆转化疗

耐药的可能通路　PubChem 数据库检索 BET 作用靶

点，GeneCards数据库检索PCa相关靶点，将BET作

用靶点与 PCa 相关靶点取交集得到共同靶点 21 个，

DTX. 多西他赛；ABCB1. ATP 结合盒转运蛋白 B1；β-actin. β-肌动蛋白；A. 不同浓度 DTX 刺激 48 h 后 C4-2B 和 TaxR 细胞活性变化；

B. DTX对C4-2B与TaxR细胞集落形成的影响(14 d)；C. C4-2B与TaxR细胞中ABCB1蛋白和mRNA相对表达水平的比较；D. 靶向ABCB1的

siRNA转染TaxR细胞前后ABCB1蛋白和mRNA相对表达水平的变化；E. CCK-8法检测 siRNA转染前后TaxR细胞经DTX刺激48 h后细胞活

性的变化；与0 nmol/L DTX比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与对照组比较，(3)P<0.01；与C4-2B细胞比较，(4)P<0.01

图1　TaxR细胞对DTX耐药并过表达ABCB1
Fig.1　TaxR cell resistance to DTX and overexpression of ABCB1
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如表皮生长因子受体(epidermal growth factor receptor，

EGFR)、肿瘤坏死因子(tumor necrosis factor，TNF)、

信号传导和转录激活因子 3(signal transducer and 

activator of transcription 3，STAT3)等(图 3A)。TRRUST

数据库分析这21个靶点的调控分子，共得到20个调

控分子，如特异性蛋白(specificity protein 1，SP1)、

肿 瘤 蛋 白 p53(tumor protein p53， TP53)、 NF- κB、

STAT3 等 (图 3B)。同时利用 TRRUST 数据库分析

ABCB1可能的调控因子，共得到 28个调控因子，如

NF- κB、 TP53、沉默调节蛋白 1(silent mating type 

information regulation 2 homolog 1，SIRT1)等(图3C)。

将 BET 与 PCa 共同靶点利用 STRING 数据库进行通

路富集分析，并与 BET 处理后转录组测序得到的

KEGG 通路取交集，得到共同的 KEGG 通路，如

PI3K/Akt 信号通路，癌症信号通路 (breast cancer、

bladder cancer)，细胞周期通路(cell cycle)，p53 信号

通路(p53 signaling pathway)等(图 3D)。由上述生物信

息学联合转录组测序结果可知ABCB1与NF-κB关系

密切，并且与PI3K/Akt 通路关系亦密切，因此后续

研究选用PI3K/Akt/NF-κB信号通路。

2.4　BET抑制PI3K/Akt/NF-κB信号通路对ABCB1表

达的影响　Western blotting检测结果显示，与对照组

BET. 甜菜碱；ABCB1. ATP结合盒转运蛋白B1；β-actin. β-肌动蛋白；DTX. 多西他赛；Bcl-2. B淋巴细胞瘤-2；BAX. B细胞淋巴细胞瘤

因子 2相关X蛋白；c-caspase-3. 裂解型胱天蛋白酶 3；A. 不同浓度BET刺激TaxR细胞 48 h对细胞活性的影响；B. 不同浓度BET刺激TaxR

细胞48 h对ABCB1蛋白表达的影响；C. DTX(20 nmol/L)和BET(200 mmol/L)联合应用48 h对TaxR细胞凋亡的影响；D. DTX(20 nmol/L)和

BET(200 mmol/L)联合应用48 h对TaxR细胞周期的影响；E. DTX和BET联合应用48 h对TaxR细胞凋亡相关蛋白表达的影响；与0 mmol/L 

BET 比较， (1)P<0.05；与对照组比较， (2)P<0.05， (3)P<0.01；与 DTX 组比较， (4)P<0.05， (5)P<0.01；与 BET 组比较， (6)P<0.05，

(7)P<0.01

图2　BET下调TaxR细胞中ABCB1表达逆转化疗耐药

Fig.2　Downregulation of ABCB1 expression in TaxR cells by BET and reversal of chemotherapy resistance
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比较，BET 组、WM 组、BET+WM 组 PI3K、Akt、
ABCB1蛋白相对表达水平明显降低，差异有统计学

意义(P<0.05 或 P<0.01)；与 BET 组比较，WM 组 Akt
蛋白相对表达水平明显降低，BET+WM 组 PI3K、

Akt、ABCB1蛋白相对表达水平明显降低，差异均有

统计学意义(P<0.01)；与 WM 组比较，BET+WM 组

PI3K、Akt、ABCB1蛋白相对表达水平降低，差异有

统计学意义(P<0.01) (图4)。
与对照组比较，BAY 组、BET 组、BAY+BET 组

NF-κB p65、p-ikBα、ABCB1 蛋白相对表达水平明显

降低，差异有统计学意义(P<0.05或P<0.01)；与BAY
组比较，BET 组 NF-κB p65 蛋白相对表达水平降低，

BET. 甜菜碱；WM. 渥曼青霉素；PI3K. 磷脂酰肌醇 3-激酶；Akt. 蛋白激酶B；ABCB1. ATP结合盒转运蛋白B1；β-actin. β-肌动蛋白；

与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与BET组(200 mmol/L)比较，(3)P<0.01；与WM组(100 μmol/L)比较，(4)P<0.01

图4　BET与WM联合应用48 h对PI3K/Akt/NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.4　Effect of combined application of BET and WM for 48 hours on the expression of PI3K/Akt/NF-κB signaling pathway-related proteins

BET. 甜菜碱；PCa. 前列腺癌；ABCB1. ATP结合盒转运蛋白B1；A. BET靶点与PCa靶点取交集得到 21个共同靶点；B. TRRUST数据

库分析BET与PCa 交集靶点的调控分子；C. TRRUST 数据库分析ABCB1可能的调控因子；D. STRING 数据库进行通路富集分析，并于

BET处理后转录组测序得到的KEGG通路取交集，得到共同的KEGG通路

图3　网络药理学联合转录组测序预测BET逆转前列腺癌化疗耐药可能的信号通路

Fig. 3　 Network pharmacology combined with transcriptome sequencing predicts possible signaling pathways for BET to reverse 
chemotherapy resistance in prostate cancer
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ABCB1 蛋白相对表达水平升高，BAY+BET 组 NF-κB 
p65、p-ikBα、ABCB1 蛋白相对表达水平降低，差异

有统计学意义(P<0.05 或 P<0.01)；与 BET 组比较，

BAY+BET组NF-κB p65、p-ikBα、ABCB1蛋白相对表

达水平降低，差异有统计学意义(P<0.01) (图5)。
2.5　联合给予BET与DTX对TaxR细胞增殖的影响　

细胞计数实验结果显示，DTX组与对照组细胞数量

比较差异无统计学意义(P>0.05)；与对照组比较，

BET 组和 DTX+BET 组细胞数量明显减少(P<0.05 或

P<0.01)；与 BET 组和 DTX 组比较，DTX+BET 组细

胞数量明显减少(P<0.01) (图6)。

3　讨　　论

PCa 发病率呈逐年递增趋势，已成为危害男性

健康的十大癌症之一[13]。大多数 PCa 患者在确诊时

已属晚期，失去手术机会而选择 ADT 治疗。最初

ADT 治疗能缓解 PCa 的进展，但经过一段时间的治

疗后，肿瘤细胞逐渐耐药，进而发展为 CRPC，以

至不得不采用化疗。但化疗也会产生耐药性且不良

反应明显，如何逆转或延缓化疗患者耐药性的产生

对减慢病情进展及延长生存时间具有重要意义。研

究化疗耐药产生的机制并针对关键靶点开发药物是

逆转耐药的一个重要方法。越来越多的证据表明，

多种癌细胞化疗耐药导致的临床治疗失败与ATP结

合盒 (ATP-binding cassette，ABC)家族密切相关[14]。

已有研究指出，癌细胞的ABCB1转运体高表达是导

致癌症患者预后差与生存率低的关键因素之一[15]。

现有的 ABCB1 抑制剂不良反应明显、效果不显著，

因此未应用于临床。

BET 可从多种植物如枸杞中分离得到，属于实

际无毒物质。有研究显示，每天多摄入 100 mg BET
可使人群的癌症发生率降低 11%[16]。BET 还有抑制

血管生成以及肿瘤细胞增殖、侵袭、迁移的作

用[17-18]。本课题组前期研究发现，BET 可显著抑制

C4-2B 细胞的增殖、侵袭等能力[19]，本研究旨在进

一步明确 BET 是否能缓解 PCa 化疗耐药及其相关

机制。

本研究中TaxR细胞是由C4-2B细胞用DTX梯度

长期刺激使其获得对 DTX 的耐药能力。C4-2B 与

TaxR细胞的对比则模拟了对化疗敏感与化疗耐药的

区别。CCK-8法检测结果显示，TaxR细胞对DTX的

IC50 为 172.3 nmol/L，而 C4-2B 细胞为 1.71 nmol/L，
两者相差100.2倍，集落形成实验结果与之一致。该

结果表明化疗耐药细胞模型构建成功。Western 
blotting 检测结果显示，与 C4-2B 细胞比较，TaxR 细

胞 ABCB1 蛋白和 mRNA 相对表达水平明显升高，提

示 TaxR 对 DTX 耐药可能与 ABCB1 的高表达相关，

与 Zhu 等[7]的研究结果一致。为进一步明确 ABCB1

BET. 甜菜碱；BAY. 一种NF-κB抑制剂；NF-κB p65. 核因子κB p65；p-ikBα. 磷酸化核因子κB抑制蛋白α；ABCB1. ATP结合盒转运蛋

白 B1；β -actin. β -肌动蛋白；与对照组比较，(1)P<0.05，(2)P<0.01；与 BAY 组(10 μmol/L)比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01；与 BET 组

(200 mmol/L)比较，(5)P<0.01

图5　BAY和BET联合应用48 h对NF-κB信号通路相关蛋白表达的影响

Fig.5　Effect of combined application of BAY and BET for 48 hours on the expression of NF-κB signaling pathway-related proteins

BET. 甜菜碱；DTX. 多西他赛；与对照组比较，(1)P<0.05，

(2)P<0.01；与DTX组(20 nmol/L)比较，(3)P<0.05，(4)P<0.01；与

BET组(200 mmol/L)比较，(5)P<0.01

图6　BET与DTX联合应用48 h对TaxR细胞数量的影响

Fig. 6　Effect of combined application of BET and DTX on the 
number of TaxR cells for 48 h
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与DTX耐药性的关系，对TaxR细胞采用 siRNA转染

沉默ABCB1，结果表明抑制ABCB1能显著逆转TaxR
的耐药性。

本研究进一步显示，BET刺激TaxR细胞可剂量

依赖性地降低细胞活性和ABCB1的表达，提示BET
具有逆转 PCa 化疗耐药的潜质。CCK-8 法检测结果

显示，200 mmol/L BET对TaxR细胞活性的抑制率低

于 20%，故本研究选取 200 mmol/L 作为 BET 后续实

验给药浓度，之所以未使用 IC50作为用药剂量，是

因为本研究希望通过更小剂量BET显著抑制ABCB1，
逆转 DTX 耐药，而非直接通过 BET 治疗 PCa，而

200 mmol/L BET 符合这一要求。依据转录组测序及

网络药理学结果，推测BET的作用机制包括细胞周

期及凋亡通路。因此，本研究检测了DTX和BET联

合应用对TaxR细胞凋亡和周期分布的影响；结果显

示，DTX和BET联合应用可使TaxR细胞阻滞于 S期

且凋亡率较二者单独应用时明显升高；提示二者联

合应用可降低TaxR细胞对DTX的耐受性从而促进其

凋亡。Western blotting检测结果显示，BET和DTX联

用后TaxR细胞中Bcl-2蛋白表达较二者单独应用时明

显降低，BAX 蛋白表达明显增高，作为凋亡执行者

的 c-caspase-3 蛋白表达也明显增高。由此推测，当

PCa 患者化疗产生耐药时，BET 的应用可能使耐药

性得到抑制。

本研究中网络药理学联合转录组测序分析发现，

ABCB1 与 NF-κB 关系密切，并且与 PI3K/Akt 通路关

系亦密切。有研究指出，PI3K/Akt 可激活 NF-κB 信

号通路从而导致ABCB1表达增高[20]。因此后续研究

选用 PI3K/Akt/NF-κB 信号通路。为了探讨 BET 与

PI3K/Akt 信号通路的相关性，使用 PI3K 抑制剂 WM
和BET单独与联合应用评估其对相关蛋白表达的影

响。WM和BET均具有下调ABCB1、PI3K、Akt蛋白

表达的作用，二者共同应用较单独应用时蛋白表达

下调更明显。表明PI3K/Akt信号通路在TaxR细胞中

与 ABCB1 的调节明显相关。BET 下调 TaxR 细胞中

ABCB1蛋白表达与PI3K/Akt信号通路有明显相关性。

为了验证BET与NF-κB信号通路及ABCB1表达之间

的关系，使用 NF-κB 信号通路抑制剂 BAY 和 BET 单

独与联合应用评估其对相关蛋白表达的影响。由于

BAY 阻止 NF-κB 向核内位置变化，进一步阻止其控

制下游蛋白表达其功能，而入核过程需要 ikBα蛋白

的磷酸化状态，所以检测 p-ikBα。BAY 和 BET 均可

下调 ABCB1、NF-κB p65、p-ikBα蛋白的表达，二者

联合应用较单独应用时蛋白表达下调更明显。表明

NF-κB信号通路在TaxR细胞中与ABCB1的调节明显

相关，BET 下调 TaxR 细胞中 ABCB1 蛋白表达与

PI3K/Akt/NF-κB信号通路有明显相关性。

综上所述，本研究结果表明，BET 调节 ABCB1
的作用使得其与DTX的联合应用可恢复TaxR对DTX
的敏感性从而逆转耐药。通过网络药理学及转录组

测序结果揭示了BET调节ABCB1和PI3K/Akt/NF-κB
信号通路的关联性。为今后 PCa 化疗耐药的治疗提

供了新的理论依据。但本研究仍存在一些局限性，

耐药机制的多样性不仅限于 ABCB1 这一靶点，而

ABCB1的调控机制同样涉及多条信号传导途径；本

研究仅关注 ABCB1 这一化疗耐药靶标及其关联的

PI3K/Akt/NF-κB 信号通路，而对于其他潜在靶点及

通路的探究未能涵盖；缺少动物体内实验，这在评

估治疗策略的实际效果和毒性方面尤为重要。因此，

未来仍需进一步深入研究。
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