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Ｈ４４６和Ａ５４９细胞，通过光镜、流式细胞术、台盼蓝细胞计数来明确细胞存活情况。用ＴＮＦα处理后通过蛋白质

印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测 ＡＢＣＧ２、ＭＲＰ２、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ、Ｍｃｌ１的表达，再用ＴＮＦαｓｉＲＮＡ进行干扰，用ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ检测。先用蛋白质印迹法检测两种细胞中磷酸化ＡＴＭ和磷酸化ＩｋＢａ的表达情况，再用ＴＮＦα处理，

通过蛋白质印迹和共聚焦显微检测，确定磷酸化ＡＴＭ、磷酸化ｐ６５和磷酸化ＩｋＢａ的表达。用ＴＮＦα、ＡＴＭ抑制

剂、ＮＦκＢ抑制剂分别和（或）共同处理细胞，通过蛋白质印迹和ｃｏｎｆｏｃａｌ来确定磷酸化ＡＴＭ、磷酸化ｐ６５、磷酸化

ＩｋＢａ、ＡＢＣＧ２、ＭＲＰ２、Ｂｃｌ２、Ｂｃｌｘｌ、Ｍｃｌ１的表达。通过ｓｉＲＮＡ干扰ＡＴＭ、ｐ６５，再用蛋白质印迹和ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

来确定这些蛋白的表达。（２）临床实验：通过回顾性分析，取小细胞肺癌和非小细胞肺癌患者的癌组织和癌旁组

织，通过免疫组化检测ＴＮＦα的表达情况。再结合患者的预后，进行数据分析，探究患者ＴＮＦα表达和预后之间

的关系。

【结果】　ＤＤＰ处理的细胞克隆实验发现，在ＣＭ培养条件下，ＮＣＩＨ４４６和Ａ５４９两种细胞耐药性比ＤＤＰ组

明显，说明两种细胞耐药性形成。

【结论】　ＣＭ中含有的某一细胞因子（ＴＮＦα）能够诱导ＮＣＩＨ４４６和Ａ５４９两种肺癌细胞耐药性形成，为治

疗肺癌多药耐药提供新的可能的治疗靶点。
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　　【目的】　肝癌是目前我国发病率和致死率位居第二位的恶性肿瘤，每年约有３０万例新发肝癌，占全球５０％

以上。尽管通过手术和化学药物治疗，其五年生存率仍然很低，肝癌细胞对于化疗药物的耐药性的产生是肝癌高

致死率的主要原因。Ｐｏｌｙｃｏｍｂｇｒｏｕｐ（ＰｃＧ）蛋白通过染色质的组蛋白甲基化修饰调控靶基因的转录，是重要的促

癌基因。我们及其他研究组发现，在肝细胞肝癌中ＰｃＧ家族蛋白异常高表达，与肝癌术后存活率等恶性指标密切

相关，是肝细胞肝癌预后的重要分子标志物。然而，ＰｃＧ蛋白在肝癌细胞耐药性的产生中如何发挥作用尚不清楚。

本研究主要探讨ＰｃＧ家族蛋白调控肝癌细胞化疗耐受性产生的生物学功能及其靶基因网络，并阐明其表观遗传

学机制。

【方法】　用表柔比星、丝裂霉素Ｃ等化疗药物短期处理 ＨｅｐＧ２等肝癌细胞系，ｒｅａｌｔｉｍｅｑＲＴＰＣＲ、蛋白质印

迹检测ＥＺＨ２、ＳＵＺ１２、ＣＢＸ８及ＢＭＩ１等ＰｃＧ家族蛋白表达规律；通过建立ＥＺＨ２过表达或ｓｈＲＮＡ干扰稳定细胞

系，克隆形成和流式细胞技术等技术检测细胞增殖、细胞凋亡等指标，探讨ＥＺＨ２异常表达肝癌细胞对化疗药物的

敏感性；从实验室前期ＣｈＩＰｏｎＣｈＩＰ组学数据的整合性分析入手，筛选ＡＴＭ等靶基因，探讨ＰｃＧ调控ＡＴＭ转录

及表达的规律及机制；深入揭示ＡＴＭ通路在ＰｃＧ调控的肝癌细胞化疗药物耐受性产生中的关键作用。

【结果】　通过前期实验我们发现：短期化疗药物处理导致ＰｃＧ蛋白表达量下降，而不影响其转录水平表达，

提示化疗药物通过蛋白稳定性影响ＰｃＧ蛋白表达；ＰｃＧ通过Ｈ３Ｋ２７ｍｅ３组蛋白甲基化机制抑制ＤＮＡ损伤修复基

因ＡＴＭ表达，参与化疗药物引起的肝癌细胞ＤＮＡ损伤修复过程，从而引起化疗药物耐受性产生；ＥＺＨ２蛋白的

ＳＥＴ酶活性为靶点的小分子化合物ＧＳＫ１２６显著促进肝癌细胞化疗药物敏感性。

【结论】　ＰｃＧ蛋白通过表观遗传学机制调控的 ＡＴＭ 通路是肝癌细胞化疗耐受性产生的关键通路之一，以

ＰｃＧＡＴＭ为靶点的小分子化合物是有希望的化疗增敏剂。
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