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［［摘 要］］   目的目的：探讨非小细胞肺癌 （NSCLC） A549 细胞基因不稳定性和 MYC 基因突变在吉西他

滨耐药中的作用，并阐明其作用机制。方法方法：采用 2 mg·L－1吉西他滨持续作用 A549细胞（A549组），

构建耐药细胞株 A549R （A549R 组），并将 si-NC 和 si-MYC 转染至 A549R 细胞，作为 si-NC A549R 组

和 si-MYC A549R 组。采用 CCK-8 法检测不同浓度 （0、1、2、4、8、16 和 32 mg·L－1） 吉西他滨对

各组细胞的抑制率，流式细胞术检测各组细胞凋亡率。转录组测序技术 （RNA-seq） 和京都基因与基

因组百科全书 （KEGG） 信号通路富集分析 A549 组及 A549R 组细胞中的差异表达基因，实时荧光定

量 PCR （RT-qPCR） 法检测 A549 组和 A549R 组细胞中基因组不稳定性相关基因错配修复基因 2
（MSH2）、错配修复基因 6 （MSH6） 和 DNA 修复蛋白 RAD50 （RAD50） 的表达水平， Western 
blotting 法检测基因组不稳定性相关蛋白 MYC 原癌基因 （MYC） 和磷酸化组蛋白 （γH2AX） 的表达

水平，染色质免疫共沉淀 （ChIP） 法检测 RNA polⅡ和 γH2AX 在 MYC 基因上的富集程度，PCR 法

扩增并检测 A549R 细胞 MYC 基因突变情况。结果结果：与 A549 组比较，2、4、8、16 和 32 mg·L－1吉西

他滨作用后 A549R组细胞抑制率降低（P<0. 05），8 mg·L－1吉西他滨作用后细胞凋亡率降低（P<0. 05）。

与 A549 组比较，A549R 组细胞中有 234 个 mRNAs 表达水平升高，205 个 mRNAs 表达水平降低，其

中错配修复相关基因 （MSH2 和 MSH6）、RAD50 和 MYC 表达水平明显升高 （P<0. 05）。KEGG 信

号通路富集分析，表达水平升高基因主要参与非同源末端连接、mRNA 监测途径和 DNA 复制等信号

通路。与 A549 组比较，A549R组细胞中MYC和γH2AX蛋白表达水平升高 （P<0. 05）。ChIP 法检测，

RNA pol Ⅱ和 γH2AX 在 MYC 转录起始位点及 exon 2 上富集程度增加，MYC exon 2 上存在 G254A 基

因突变。与 si-NC A549R 组比较， si-MYC A549R 组细胞中 MYC mRNA 和蛋白表达水平降低（P<
0. 05），2、4、8、16和 32 mg·L－1吉西他滨作用后 si-MYC A549R 组细胞抑制率升高（P<0. 05），细胞凋

亡率增加（P<0. 05）。结论结论：对吉西他滨耐药的 NSCLC 细胞中 A549R 基因组不稳定性增加，MYC 基

因发生突变和扩增，而敲减 MYC 可以恢复 A549R 细胞对吉西他滨的敏感性。
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ABSTRACT  Objective：To discuss the effects of  genomic instability and MYC gene mutation of non-small 
cell lung cancer （NSCLC） A549 cells on the resistance of gemcitabine， and to clarify the mechanism.
Methods：The A549 cells were continuously treated with 2 mg·L－1 of gemcitabine （A549 group） to 
establish the resistant cell line A549R （A549R group）， and si-NC and si-MYC were transfected into the 
A549R cells to regarded as si-NC A549R group and si-MYC A549R group， respectively.  CCK-8 assay 
was used to detect the inhibitory rates of the cells in various groups after treated with various concentrations 
of gemcitabine （0， 1， 2， 4， 8， 16， and 32 mg·L－1）；flow cytometry was used to detect the apoptotic rates 
of the cells in various groups； transcriptome sequencing technology （RNA-seq） and Kyoto Encyclopedia of 
Genes and Genomes （KEGG） signaling pathway enrichment analysis were used to identify the differentially 
expressed genes in the A549 and A549R cells； real-time fluorescence quantitative PCR （RT-qPCR） 
method was used to detect the expression levels of muts homology 2 （MSH2），  muts  homology 6 
（MSH6）， and recombinant DNA repair protein RAD50（RAD50） in the A549 and A549R cells； Western 
blotting method was used to detect the expression levels of genome instability-related proteins MYC  proto-

oncogene （MYC） and phosphorylated H2AX （γH2AX） in the cells in various groups； chromatin 
immunoprecipitation （ChIP） was used to detect the enrichment of RNA pol Ⅱ and γH2AX on the MYC 
gene； PCR method was used to amplify and detect the mutations in MYC gene in the A549R cells. 
Results： Compared with A549 group， the inhibitory rates of the A549R cells in  A549R group treated with 
2， 4， 8， 16， and 32 mg·L－1 gemcitabine were decreased， and the apoptotic rate of the cells after treated 
with 8 mg·L－1 gemcitabine was decreased （P<0. 05）.  Compared with A549 group， a total of  234 mRNAs 
in the cells in A549R group were upregulated and 205 mRNAs in the cells were downregulated， and the 
expression levels of mismatch repair-related genes （MSH2 and MSH6）， RAD50， and MYC were 
significantly increased （P<0. 05）.  The KEGG signaling pathway enrichment analysis showed that the 
upregulated genes were mainly involved in non-homologous end-joining， mRNA surveillance pathway， and 
DNA replication signaling pathways.  Compared with A549 group， the expression levels of MYC and 
γH2AX proteins in the cells in A549R group were increased （P<0. 05）. The ChIP assay results showed 
that the enrichment of RNA pol Ⅱ and γH2AX at the MYC transcription start site and exon 2， with a 
G254A mutation identified in MYC exon 2 was increased.  Compared with si-NC A549R group， the 
expression levels of MYC mRNA and protein in the cells in si-MYC A549R group were decreased （P<
0. 05）， the inhibitory rates of the cells after treated with 2， 4， 8， 16， and 32 mg·L－1 gemcitabine were 
increased（P<0. 05）， and the apoptotic rates were increased （P<0. 05）. Conclusion： The genome 
instability of the A549R NSCLC cells resistant to gemcitabine is increased， and the mutations and 
amplification occur in the MYC gene.  Knockdown of MYC can restore the sensitivity of A549R cells to 
gemcitabine.
KEYWORDS Gemcitabine； Cancer， non-small cell lung； Genomic instability； MYC augmentation；
MYC mutation

目前，肺癌是全球第二大常见癌症，男性和女

性的肺癌死亡率均超过 20% ［1］。非小细胞肺癌

（non-small cell lung cancer，NSCLC） 约占肺癌的

85% ［2］，随着全球人口增长、老龄化和生活方式的

改变，NSCLC 的患病率不断升高［3］。因此迫切需

要提高 NSCLC 的预防、诊断和治疗水平。而抗肿
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瘤药物耐药性的产生是在临床上影响癌症患者预后

的主要因素之一［4］。因此解决肿瘤耐药性也是肿瘤

治疗的关键。吉西他滨是一种抗代谢药物，广泛应

用 于 乳 腺 癌 、 肺 癌 和 胰 腺 癌 的 治 疗［5］。 作 为

NSCLC 患者的首选治疗方法，吉西他滨的化疗耐

药性严重限制了其治疗的有效性［6］。LIU 等［7］ 对

胰腺癌的吉西他滨耐药机制进行系统研究，结果表

明：吉西他滨耐药样本显示出高度的基因组不稳定

性，并且 DNA 损伤程度较高。钱麒钰等［8］研究发

现：NSCLC 形成表皮间质转化后可以增加其对吉

西他滨的耐药性。目前研究主要集中在 NSCLC 吉

西他滨耐药细胞系的建立及其生物学特性研究以及

相关药物对 NSCLC 吉西他滨耐药细胞的影响［9］，

但肿瘤细胞对吉西他滨产生耐药性的潜在机制仍不

清楚。因此，本研究构建吉西他滨的耐药株，探讨

引发 NSCLC 耐药的可能机制，旨在为解决 NSCLC
对吉他西滨的耐药性问题提供可能的靶点。

1 材料与方法  

1. 1　　 细 胞细 胞 、、主 要 试 剂 和 仪 器主 要 试 剂 和 仪 器　　人 NSCLC 细胞株

A549 购自上海复祥生物科技有限公司；吉西他滨

购自北京沃凯生物科技有限公司，DMEM 培养基、

蛋白酶  K、青霉素 -链霉素和胰酶消化液购自武汉

普诺赛生命科技有限公司，胎牛血清购自美国

Gibco 公司，AnnexinⅤ -FITC/PI 试剂盒购自上海

碧云天生物技术有限公司，NEXTflex Small 转录

组测序技术 （RNA sequencing，RNA-Seq）  Kit v3
购自美国  PerkinElmer 公司，  PrimeScript  RT  Kits
逆 转 录 试 剂 盒 和 LipofectamineTM 2000 购 自 美 国

Invitrogen 公 司 ， 染 色 质 免 疫 共 沉 淀 （chromatin 
immunoprecipitation， ChIP） Assay Kit 购 自 美 国

Millipore 公司，si-NC、si-MYC 和 CCK-8 试剂盒购

自武汉菲恩生物科技有限公司，染色体组蛋白

H2A 家 族 成 员 （γH2A histone family member X，

γH2AX）  抗体、  GAPDH 抗体、  MYC 原癌基因

（MYC proto-oncogene，MYC） 抗体和 RNA pol Ⅱ
抗体购自美国 Abcam 公司，TRIzol试剂和 RIPA 裂

解液购自湖南艾科瑞生物工程有限公司；流式细胞

仪  （型号：  Attune  CytPix）  和  酶  标  仪  （型号：

Multiskan SkyHigh） 购自美国 Thermo 公司，实时

荧 光 定 量 PCR （real-time fluorescence quantitative 
PCR，RT-qPCR） 仪 （型号：OPENQPCR） 购自

美国 Chaibio 公司。

1. 2　　细胞培养及吉西他滨耐药细胞的制备细胞培养及吉西他滨耐药细胞的制备　　使用

添 加 了 10% 胎 牛 血 清 和 1% 青 霉 素 - 链 霉 素 的

DMEM 培养基培养 A549 细胞，细胞置于含有 5% 
CO2、37 ℃的培养箱中，待细胞生长密度达到 80%
时，去掉培养基，采用灭菌 PBS 缓冲液清洗 3 次

后，使用胰酶消化液消化 2 min，培养基终止消化，

1 000 r·min－1 离心 5 min 收集细胞后加入培养基重

悬细胞，传代培养。不同浓度的吉西他滨培养

A549 细胞 1 周后，2 mg·L－1 吉西他滨的培养基中

大部分细胞死亡，将小部分活细胞转入新培养瓶中

培养，A549 细胞持续给药 1 个月，所得细胞命名

为 A549R，随后与正常培养的 A549 细胞进行后续

对比实验。

1. 3　　细胞转染及分组细胞转染及分组　　将 A549R 细胞分为 si-NC 
A549R组和 si-MYC A549R组。按照LipofectamineTM 
2000 说明书步骤进行转染。调整细胞数并接种于

6 孔细胞培养板，使用不含抗生素的完全培养基培

养，使转染时细胞生长密度达 70%。制备 si-MYC
与脂质体的复合物，同时制备无干扰作用的 si-
RNA （si-NC） 与脂质体复合物，将复合物分别加

入 si-NC A549R 组和 si-MYC A549R 组的 6 孔细胞

培养板相应孔内，摇动混合，5~6 h 倒掉细胞培养

基，PBS 缓冲液洗涤细胞 2 次，更换为 DMEM 培

养基，24 h 后更换培养液，48 h 后进行后续实验。

1. 4　　 CCK-8 法 检 测法 检 测 A549 和和 A549R 细 胞 抑 制 率细 胞 抑 制 率　　 

  取对数生长期 A549 和 A549R 细胞，调整细胞

密度为每孔 5×104个细胞接种于 96 孔细胞培养板。

分别给予 0、1、2、4、8、16 和 32 mg·L－1 吉西他

滨处理 24 h。结束后，每孔加入 10 μL CCK-8 继续

培养 4 h，采用酶标仪在 450 nm 波长处检测吸光度

（A） 值。细胞抑制率= （1－各浓度孔 A 值/对照

孔 A 值） ×100%，分别绘制 2 株细胞的浓度 -抑制

率 曲 线 ， 计 算 半 数 抑 制 浓 度 （half maximal 
inhibitory concentration， IC50）。 细 胞 耐 药 指 数

（resistance index，RI） =实验组 IC50/对照组 IC50。

A549R 细胞反复冻存复苏后，IC50保持稳定，表示

A549R 细胞构建成功。

1. 5　　 RNA-Seq 法 和 生 物 信 息 学 分 析法 和 生 物 信 息 学 分 析 A549 和和

A549R 细胞中差异表达基因细胞中差异表达基因  TRIzol 法提取细胞

的总 RNA，使用 NEXTflex Small RNA-Seq Kit v3
将 400 ng RNA 进行 16 个 PCR 循环，随机制备成

Small RNA-seq 文库。在  Illumina 的  NextSeq 500 
系统中进行文库测序，并捕获 50 bp 单端读数。以

miRBase 20. 0 为参考，mirdeep2 和  srna-tools-cli 软

357



第  50 卷  第  2 期  2024 年  3 月吉林大学学报  （医学版）  

件用于获取潜在 miRNA 并绘制二级结构［10］。使用  
Benjamini & Hochberg 方法调整 P 值。默认情况下，

将校正的 P 值 0. 05 设置为显著差异表达的阈值。

使 用 京 都 基 因 与 基 因 组 百 科 全 书 （Kyoto 
Encyclopedia of Genes and Genomes，KEGG） 数据

库（网址：https：//www. kegg. jp/kegg/kegg1. html）
分析差异基因参与的信号通路。

1. 6　　流式细胞术检测流式细胞术检测 A549R 组组、、si-NC A549R 组和组和

si-MYC A549R 组细胞凋亡率组细胞凋亡率　　8 mg·L－1吉西他滨

处理各组细胞 12 h，用 预 冷 的 PBS 缓 冲 液 清 洗

2 次，1 000 g 离心 5 min，收集细胞并重悬，制成

单细胞悬液后，分别加入 5 μL AnnexinⅤ -FITC 和

5 μL PI，室温 （25 ℃） 避光孵育 20 min，随后置

于冰浴中。采用流式细胞仪进行检测，细胞凋亡率=
AnnexinⅤ阳性细胞数/总细胞数×100%。

1. 7　　 RT-qPCR 法检测各组细胞中错配修复基因法检测各组细胞中错配修复基因

（（mutS homology，，MSH））2、、MSH6、、DNA 修 复 蛋 白修 复 蛋 白

RAD50（（recombinant DNA repair protein RAD50，，

RAD50）、）、MYC 原 癌 基 因 转 录 起 始 位 点原 癌 基 因 转 录 起 始 位 点（（MYC 

proto-oncogene-transcriptional start site，， MYC-

TSS））和和 MYC 外 显 子外 显 子 2（（MYC proto-oncogene 

exon 2，，MYC exon 2）） mRNA 表 达 水 平表 达 水 平　　 使 用

TRIzol 法 收 集 总 细 胞 和 组 织 RNA， 然 后 使 用

PrimeScript RT Kits 逆转录试剂盒将 RNA 制备成

cDNA。采用 Mx3000P 实 时 PCR 系 统 进 行 RT-

qPCR。 RT-qPCR 反应条件： 94 ℃、 15 s，60 ℃、

10 s，72 ℃、20 s，共 40 个循环。采用 2－ΔΔCt法进行

数  据  分  析，  以  GAPDH 为  内  参。  引  物  序  列：

GAPDH 上游引物，  5'-AATGGGCAGCCGTTA-

GGAAA-3'，GAPDH 下游引物，  5'-GCGCCCAA-

TACGACCAAATC-3'；  MSH2 上  游  引  物 ，  5'- 
ACCAGGAGGTGAGGAGGTTT-3'，MSH2 下游

引   物 ，    5'-TTAAGGGCTCTGACTGCTGC-3'；
MSH6 上 游 引 物 ， 5'-CCCCACCAGTTGTGAC-

TTCT-3'，MSH6 下游引物， 5'-TCTTCCGCTT-

TCGAGCAACT-3'；   RAD50  上  游  引  物 ，  5'- 
GCAAGCAGATCGCCATCAAG-3'，RAD50 下游

引   物，    5'-GGGAGTAAACTGCTGTGGCT-3'；
MYC 上游引物，   5'-GCAATGCGTTGCTGGG-

TTAT-3'，MYC 下游引物，5'-TCCCTCCGTTC-

TTTTTCCCG-3'； MYC-TSS 上游引物， 5'-AT-

TCCAGCGAGAGGCAGAG-3'， MYC-TSS 下 游

引  物 ，     5'-CAAATGGGCAGAATAGCCTC-3'；

MYC exon 2 上游引物，  5'-ATTCGAGCTGCTG-

CCCACCC-3'，MYC exon 2 下游引物，5'-GTCA-

CCATCTCCAGCTGGTCG-3'。
1. 8　　Western blotting 法检测各组细胞中法检测各组细胞中 MYC 和和

γH2AX 蛋白表达水平蛋白表达水平　　细胞分组处理后，预冷的

PBS 缓冲液清洗 3 次，RIPA 裂 解 液 冰 上 裂 解

30 min，收集各组细胞裂解物，离心后收集上清

液。BCA 蛋白定量试剂盒测定样品蛋白质浓度，

加入蛋白质上样缓冲液，煮沸 5 min，于 4 ℃条件

下保存。依据蛋白质浓度测定结果每孔上样 10 μg
蛋白，进行 SDS-PAGE 电泳 （恒压 200 V、45 min）
后，然后将蛋白质转至 PVDF 膜 （恒流 300 mA、

60 min）。用含 5% 脱脂奶粉室温封闭 1 h，加入一

抗 4 ℃孵育过夜，1%TBST 洗膜 8 min×3 次，加

入荧光标记二抗室温避光孵育 1 h，1%TBST 洗膜

8 min×3 次。加入 ECL 显色液显色后曝光。采用

Image J 软件进行条带定量分析，计算目的蛋白表

达水平。目的蛋白表达水平=目的蛋白条带灰度

值/GAPDH 蛋白条带灰度值。

1. 9　　ChIP 法检测法检测 RNA pol ⅡⅡ和和 γH2AX 在在 MYC-

TSS 及及 MYC exon 2 上 的 富 集 程 度上 的 富 集 程 度　　 使 用  ChIP 
Assay Kit 进行  ChIP 实验。细胞在  100 mm 细胞培

养板中生长至  80% 汇合。使用含有  1% 甲醛的细

胞培养基在室温下进行  10 min 的蛋白质和  DNA 的
交联。通过 超 声 波 将 染 色 质 随 机 切 割为 200~
500 bp， 然 后 分 别 采 用 一 抗 （RNA pol Ⅱ 和

γH2AX） 进行孵育和免疫沉淀，将琼脂糖珠添加

到反应中以结合蛋白偶联抗体，然后用新鲜制备的

洗 脱 缓 冲 液 （1% SDS 和 0. 1 mol·L－1 NaHCO3）

洗脱，然后在  45 ℃下加入蛋白酶  K 消化  1 h逆转交

联；将与之相结合的  DNA 片段进行免疫沉淀，解

交联后纯化目的 DNA，对 DNA 进行 qPCR法检测。

1. 10　　 A549 组和组和 A549R 组细胞组细胞 MYC 基因突变的基因突变的

检测检测　　提取 A549 组和 A549R 组细胞基因组，委托

生工生物工程 （上海） 股份有限公司对 MYC 基因

进行 PCR 扩增及测序，测序结果通过 SnapGene 软

件进行比对。

1. 11　　统计学分析统计学分析　　采用  SPSS 19. 0 统计软件和

GraphPad Prism 8. 0 软件进行数据统计学分析及绘

图。各组细胞凋亡率，MSH2、MSH6 和 RAD50 
mRNA 表达水平， MYCH 和 γH2AX 蛋白表达水

平，RNA pol Ⅱ和 γH2AX 在 MYC 基因上的富集

程度均符合正态分布，以 x±s 表示，多组间样本
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均数比较采用单因素方差分析，组间两两比较采用

LSD-t检验。以 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2 结   果  

2. 1　　吉西他滨耐吉西他滨耐药细胞株的构建及鉴定药细胞株的构建及鉴定　　A549 和  
A549R 细胞的浓度 -抑制率曲线见图 1。与 A549 组

比较，2、4、8、16 和 32 mg·L－1吉西他滨作用后，

A549R 组细胞抑制率降低 （P<0. 05），吉西他滨

对 A549 细胞和  A549R 细胞的  IC50 分别为 10. 86 及
21. 06 mg·L－1。A549R 的 RI为 1. 93。使用 8 mg·L－1

吉西他滨作用细胞后，采用流式细胞术检测细胞凋

亡率，结果显示：与 A549 组 （12. 45%±1. 12%）

比较， A549R 组 （5. 59%±0. 87%） 细胞凋亡率

降低 （P<0. 05）。见图 2。
2. 2　　 A549 细 胞 和细 胞 和 A549R 细 胞 中 差 异 表 达 基 因细 胞 中 差 异 表 达 基 因　　 

  RNA-seq 法分析结果显示：与 A549 组比较，

A549R 组细胞中有 234 个 mRNA 表达水平升高，

205 个 mRNA 表达水平降低。见图 3A。KEGG 富

集分析结果显示：表达水平升高基因主要参与非同

源末端连接、mRNA 监测途径和 DNA 复制等信号

通路。见图 3B。

2. 3　　A549 组和组和 A549R 组细胞中组细胞中 MSH2、、MSH6 及及

RAD50 mRNA 表达水平表达水平　　RT-qPCR 法检测结果显

示：与 A549 组比较，A549R 组细胞 MSH2、MSH6
和 RAD50 mRNA 表 达 水 平 升 高 （P<0. 05）。

见图 4。

*P<0.05 compared with A549 cells.
图图 1　吉西他滨作用后　吉西他滨作用后 2 组细胞抑制率组细胞抑制率

Fig. 1　　 Inhibitory rates of cells in two groups after 

treated with gemcitabine

A B

1.80% 0.71% 1.75%

3.55%9.22%89.2% 94.0%

0

A： A549 cells； B： A549R cells.
图图 2　吉西他滨作用后　吉西他滨作用后 2 组细胞凋亡率组细胞凋亡率

Fig. 2　　Apoptotic rates of cells in two groups after treat⁃

ed with gemcitabine

Glycine,serine and treonine metabolism

Cholesterol metabolism

Lipid and atherosclerosis

Cytosolic DNA-sensing pathway

Measles

Pathways in cancer

Spliceosome

DNA replication

mRNA surveillance pathway

Non-homologous end-joining

0.1 0.2 0.3 0.4

A：Volcano map；B：KEGG signaling pathway analysis diagram.
图图 3　　RNA-seq 法检测吉西他滨耐药细胞株中差异表达基因法检测吉西他滨耐药细胞株中差异表达基因

Fig. 3　　Differential expression genes in gemcitabine-resistant cell stain detected by RNA-seq method
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2. 4　　 2 组 细 胞 中组 细 胞 中 MYC 和和 γH2AX 蛋 白 表 达 水 平蛋 白 表 达 水 平　　 

  Western blotting 法检测结果显示：与 A549 组

比较，A549R 组细胞中 MYC 和 γH2AX 蛋白表达

水平升高 （P<0. 05）。见图 5。

2. 5　　A549 组和组和 A549R 组细胞组细胞 MYC 基因突变和扩基因突变和扩

增情况增情况　　RT-qPCR 法检测结果显示：与 A549 组比

较，A549R 组细胞 MYC 基因表达水平升高 （P<
0. 05）。见图 6A。ChIP法检测结果显示：与 A549组

比较， A549R 组细胞中 RNA pol Ⅱ 和 γH2AX 在

MYC 转录起始 位 点 及 exon 2 上 表 达 水 平 升 高

（P<0. 05）。见图 6B。将 MYC 基因 PCR 扩增后进

行测序，结果显示： A549R 细胞原癌基因 MYC 
exon 2 上存在 G254A 基因突变。见图 6C。

2. 6　　 si-NC A549R 组 和组 和 si-MYC A549R 组 细 胞 对组 细 胞 对

吉 西 他 滨 的 耐 药 性吉 西 他 滨 的 耐 药 性　　 RT-qPCR 法 和 Western 
blotting 法检测结果显示：与 si-NC A549R 组比较，

si-MYC A549R 组细胞 MYC mRNA 和蛋白表达水

平降低 （P<0. 05）。见图 7。CCK-8 法检测结果显

示：与  si-NC A549R 组 比 较， 2 、 4 、 8 、 16 和

32 mg·L－1 吉西他滨作用后， si-MYC A549R 组细

胞抑制率升高 （P<0. 05）。见图 8。流式细胞术检

测  结  果  显  示：  与  si-NC A549R 组  （5. 68% ± 
0. 63%）  比  较，  si-MYC A549R 组  （11. 37% ± 
0. 98%） 细胞凋亡率升高 （P<0. 05）。见图 9。

3 讨   论  

联合化疗是临床上癌症治疗的主要方法［11］，

但长时间多次的药物化疗会增加癌细胞对药物的耐

药性，降低化疗效果［12］。获得性耐药性是指肿瘤

细胞与药物反复接触的过程中出现了耐药性，使其

对药物的敏感性下降甚至消失［13］。肿瘤的耐药性

突变可以使癌细胞逃避某些药物的抑制，适应环境

的变化来驱动肿瘤的生长。

吉西他滨是嘧啶类抗代谢药物，属于细胞周期

特异性药物，当进入肿瘤细胞后，可被转化为具有

活性的吉西他滨磷酸盐，进而影响 DNA 合成和修

复，从而抑制肿瘤细胞分裂，诱导肿瘤细胞凋

亡［14］。自  1996 年获得美国食品药品监督管理局

（Food and Drug Administration，FDA） 批准以来，

吉西他滨已广泛应用于治疗各种实体瘤 （乳腺癌、

卵巢癌和肺癌等）［15］。吉西他滨在 NSCLC 的一线

治疗中已取得良好的效果。然而长期治疗患者会出

现耐药性，导致化疗的总有效率仅为 20% 左右［16］。

为了探讨吉他西滨对 NSCLC 基因组的影响，本研

究 应 用 吉 他 西 滨 作 用 于 A549 细 胞 ， 结 果 显 示

A549R 的 RI为 1. 93，且与亲本细胞株 A549 细胞比

较，耐药细胞株 A549R 可拮抗由吉西他滨诱导的
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Lane 1：A549 cells；Lane 2：A549R cells. *P<0.05 compared 
with A549 cells.
图图 5　　2 组细胞中组细胞中 MYC 和和 γH2AX 蛋白表达电泳图蛋白表达电泳图（（A)

和直条图和直条图（（B)

Fig. 5　　 Electrophoregram(A) and histogram(B) of 

expressions of MYC and γH2AX proteins in cells in 

two groups
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*P<0.05 compared with A549 cells.
图图 4　　RT-qPCR 法检测法检测 MSH2、、MSH6 和和 RAD50 mRNA

表达水平表达水平

Fig. 4　　 Expression levels of MSH2, MSH6, and 

RAD50 mRNA detected by RT-qPCR method
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细胞凋亡，表明吉西他滨耐药细胞株 A549R 构建

成功。基因组不稳定性包括点突变、染色体畸变、

微卫星 DNA 不稳定性和端粒异常，其存在于多种

恶性肿瘤和癌前病变中，同时肿瘤的耐药性也与基

因组不稳定性有关。 DNA 错配修复  （mismatch 
repair，MMR） 系统紊乱可降低基因组不稳定性，

诱发基因突变，MSH2/MSH6 是 MMR 中的重要组

成部分［17］，RAD50 是非同源末端连接修复过程中

的关键分子，非同源末端连接修复过程易引发

DNA 突变。RAD50 在肿瘤组织中高表达，且参与

肿瘤细胞对顺铂类药物化疗耐药，与患者预后不良

相关［18］。γH2AX 是 DNA 双链断裂的标志物，表

明肿瘤细胞和组织中存在基因组不稳定性及端粒功

能障碍［19］。RNA-seq 法检测结合生物信息学分析

发现：A549R 中参与非同源末端连接、mRNA 监

测途径和 DNA 复制等信号通路的基因表达上调。

随 后 的 验 证 实 验 结 果 表 明：  与  A549 组 比 较，

A549R 组细胞中 MSH2、MSH6 和 RAD50 mRNA
及 γH2AX 的蛋白表达水平均升高，表明 A549R 细

胞基因组不稳定性增加，DNA 容易发生断裂，且

A： Expression level of MYC mRNA detected by RT-qPCR method； B： Enrichment level of RNA pol Ⅱ detected by ChIP-qPCR method； 
C： Enrichment level of γH2AX detected by ChIP-qPCR； D： G254A mutation site. *P<0.05 compared with A549 cells.

图图 6　吉西他滨耐药细胞株　吉西他滨耐药细胞株 MYC 基因鉴定基因鉴定

Fig. 6　　MYC gene identification of gemcitabine-resistant cell stains

A： Expression level of MYC mRNA detected by RT-qPCR method； B：Electrophoregram of expressions of MYC and γ H2AX proteins； 
C：Expression levels of MYC and γ H2AX proteins.Lane 1：Si-NC A549R cells；Lane 2：Si-MYC A549R cells. *P<0.05 compared  with 
si-NC A549R cells.

图图 7　　2 组细胞中组细胞中 MYC mRNA 和蛋白表达水平和蛋白表达水平

Fig. 7　　Expression levels of MYC mRNA and protein in cells in two groups 
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断裂后的修复方式易引入基因突变，该机制可能参

与吉西他滨化疗耐药过程。

MYC 作为一种原癌基因，是维持多种癌症生

长的多个细胞过程中的重要信号枢纽［20］。MYC 调

节 RNA 的表达，与肿瘤的中枢代谢途径、细胞死

亡、增殖、分化和应激途径相关［21］。Pol Ⅱ可通过

与一系列转录激活蛋白质相结合，促进基因的转

录［22］。本研究结果显示：A549R 细胞中 RNA pol Ⅱ
在 MYC-TSS 和 MYC exon 2 上 富 集 程 度 增 加 ，

MYC mRNA 和蛋白表达水平升高，而敲低 MYC
可恢复对吉西他滨的耐药性，表明 NSCLC 对吉西

他滨产生耐药性与 MYC 的表达水平有关。γH2AX
在 MYC-TSS 和 MYC exon 2 上 富 集 程 度 增 加 ，

A549R 细胞 MYC exon 2 上也存在 G254A 基因突

变，表明吉西他滨耐药 NSCLC 细胞株中 MYC 基

因可能已发生 DNA 断裂和修复，并由此产生了基

因突变。研究［23］ 显示：G254A 基因型多态性与癌

症风险增加显著，提示 G254A 可能在吉西他滨诱

导 NSCLC 产生耐药性中发挥重要作用，还有待进

一步研究。

综上所述，本课题组发现吉西他滨耐药细胞株

基因组不稳定性增加，MYC 基因存在突变和扩增，

而敲低 MYC 恢复 NSCLC 细胞对吉西他滨的耐药

性。MYC 有望作为 NSCLC 中与吉西他滨联合用

药的新治疗靶点，可为进一步探讨 NSCLC 的耐药

机制提供新的思路。
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