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摘要 目的 探讨髓磷脂蛋白零样蛋白 1 ( MPZL1 ) 沉默后
是否通过调控 β-catenin 表达对 A549 /Tax 耐药性和细胞干
性产生影响。方法 采用不同浓度阿霉素和紫杉醇处理
A549 和 A549 紫杉醇耐药性( A549 /Tax) 细胞，观察两种细
胞的耐药性差异。实时荧光定量聚合酶链式反应( qＲT-
PCＲ) 和 Western blot检测 A549 和 A549 /Tax 细胞中 MPZL1

的表达量差异。对 A549 /Tax 细胞沉默或者过表达 MPZL1，

进一步将细胞分为对照( control) 组、短发卡 ＲNA 阴性对照
( sh-NC) 组、MPZL1 沉默( sh-MPZL1 ) 组、过表达阴性对照
( OE-NC) 组、MPZL1 过表达( OE-MPZL1 ) 组 ，运用细胞计数
试剂盒 8( CCK-8) 和平板克隆实验分别检测 MPZL1 的表达
变化对 A549 /Tax细胞增殖和克隆形成能力的影响。West-
ern blot检测 Wnt /β-catenin抑制剂 XAV939 和激活剂 CHIＲ-
99201处理细胞后，不同蛋白的表达变化。结果 A549 /Tax
细胞对阿霉素和紫杉醇的半数抑制浓度( IC50 ) 较 A549 细胞
明显增加( P ＜ 0. 01) 。MPZL1 在 A549 /Tax 中呈更高的表达
趋势。MPZL1 敲除后 A549 /Tax对阿霉素和紫杉醇的 IC50分

别为 2. 731 mg /ml 和 4. 939 μg /ml，较阴性对照组的 4. 541
mg /ml和 13. 55 μg /ml降低( P ＜ 0. 01) 。CCK-8 和克隆形成
实验结果显示，MPZL1 敲除抑制肺癌 A549 /Tax 细胞的增殖
活力和克隆形成能力( P ＜ 0. 05 ) ; Western blot 结果显示，与
阴性对照组相比，MPZL1、肿瘤干性相关蛋白 ( CD44 和
CD133) 、多药耐药蛋白 1 ( MDＲ1 ) 、肺耐药相关蛋白( LＲP)

和 β-catenin 在 sh-MPZL1 中的表达水平明显减少 ( P ＜
0. 01) 。此外，XAV939 可抑制 MPZL1、CD44、CD133、MDＲ1、
LＲP和 β-catenin的表达。CHIＲ-99201 处理细胞后部分逆转
敲除 MPZL1 对上述蛋白的抑制作用。结论 MPZL1 在肺癌
A549 /Tax细胞中高表达。敲除 MPZL1 可抑制肿瘤干性和
细胞增殖，增强肺癌 A549 /Tax 细胞对阿霉素和紫杉醇的敏
感性。
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非小细胞肺癌 ( non-small cell lung cancer，
NSCLC) 的发病人数约占肺癌的 80% ～ 85%。肺癌
的治疗借助包括手术、放疗、化疗、免疫疗法或分子
靶向治疗［1 － 3］。紫杉醇是基础的化疗药物，然而多
药耐药性( multidrug resistance，MDＲ) 会降低紫杉醇
的疗效，导致肿瘤复发，阻碍患者的治疗进程。
MDＲ 是影响药物临床使用效果的最主要原因［4］。
因此，开发针对 MDＲ 发展的有效分子靶标具有重
要意义。癌症干细胞样特性是化疗耐药性产生的重
要机制之一 ［5 － 6］。髓磷脂蛋白零样蛋白 1 ( myelin
protein zero like 1，MPZL1) 是一种参与细胞外基质
诱导的信号转导的跨膜糖蛋白，在多种癌症的病理

过程中扮演重要角色，其高表达会增强肿瘤细胞的

增殖和迁移［7 － 9］。前期的研究［10］证实沉默 MPZL1
可抑制 NSCLC 的进展。然而 MPZL1 对 NSCLC 的
MDＲ作用尚未有明确研究。该研究利用 A549 紫杉
醇耐药性( A549 Taxol resistant，A549 /Tax) 细胞探
讨 MPZL1 对 NSCLC 增殖、干细胞样特性和耐药性
的影响及其作用机制，为开发新的 NSCLC 治疗策略
提供理论支持。

1 材料与方法

1． 1 细胞、设备与主要试剂 肺癌细胞系 A549 购
自中科院上海细胞库; 紫杉醇耐药性 A549 /Tax 细
胞系购自上海研生实业有限公司。阿霉素和紫杉醇
购自西安齐岳生物科技有限公司; MZPL1 过表达质
粒和敲除慢病毒及其阴性对照均由上海吉凯基因医

学技术股份有限公司设计提供; 细胞计数试剂盒 8
( cell couting kit-8，CCK-8) 试剂盒购自武汉伊莱瑞
特生物科技股份有限公司; 逆转录试剂盒和 cDNA
逆转录试剂盒购自美国 Promega 公司; Ｒoswell Park
Memorial Institute( ＲPMI ) -1640 培养基购自于上海
源培生物科技股份有限公司; MZPL1、肺癌耐药相关
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蛋白( lung resistance protein，LＲP) 、CD44、CD133、
β-catenin和 MDＲ1 一抗购自英国 Abcam公司; 辣根
过氧化物酶标记的羊抗兔和羊抗鼠 IgG二抗购自美
国 Thermo Fisher Scientific 公司; XAV939 和 CHIＲ-
99201 购自美国 Selleckchem; Ｒeal-time PCＲ 仪( 型
号: ABI 7500) 购自美国 Applied Biosystems; 二氧化
碳培养箱( 型号: 3111 ) ; 生物安全柜( 型号: 1300-
A2) 购自美国 Thermo Fisher Scientific 公司; 酶标仪
( 型号: Infinite F50) 购自瑞士 Tecan公司。
1． 2 细胞培养及转染 A549 细胞和 A549 /Tax 细
胞均在 ＲPMI-1640 培养基中培养，该培养基含有
10%胎牛血清( FBS) 、100 U/ml 青霉素和 100 μg /ml
链霉素，A549 /Tax细胞培养液中添加 0. 5 μg /ml Tax
维持细胞耐药性，细胞在 37 ℃、5%CO2 的细胞培养

箱中培养。细胞生长至 80%融合时，按照慢病毒转
染和质粒转染说明书，对细胞进行转染，采用实时荧

光定量聚合酶链式反应( quantitative real-time PCＲ，
qＲT-PCＲ) 和 Western blot 检测转染后 MPZL1 的表
达水平。
1． 3 不同药物处理 将 A549 /Tax 细胞系分为 5
组: 对照( control) 组、短发卡 ＲNA 阴性对照 ( small
hairpin ＲNA negative control，sh-NC) 组、MPZL1 沉
默慢病毒转染 ( sh-MPZL1 ) 组，过表达阴性对照
( OE-NC) 组和 MPZL1 过表达 ( OE-MPZL1 ) 组。将
不同组的细胞采用不同浓度的阿霉素( 0. 15、0. 30、
0. 60、1. 25、2. 50、5. 00、10. 00、20. 00、40. 00 mg /ml)
和紫杉醇 ( 0. 39、0. 78、1. 56、3. 12、6. 25、12. 50、
25. 00、50. 00、100. 00 μg /ml) 进行处理，采用 CCK-8
实验检测细胞活力，计算细胞的半数抑制浓度( half
maximal inhibitory concentration，IC50 ) 。
1． 4 qＲT-PCＲ 利用 TＲIzol法提取获得每组细胞
的总 ＲNA，然后采用反向逆转录合成 cDNA，以上述
cDNA 作为基础模板，以 Actin 作为内参，使用两步
法进行实时定量 PCＲ实验，最终 Ct值采用 2 － ΔΔCt方

法分析数据。预变性( 95 ℃、30 s) ; PCＲ 循环反应
( 95 ℃、5 s，60 ℃、30 s) ，共 33 次反应循环。所有试
验均重复 3 次。
1． 5 Western blot 检测蛋白的表达水平 采用 ra-
dio immunoprecipitation assay ( ＲIPA) 裂解提取法提
取蛋白质。使用 bicinchoninic acid assay ( BCA) 法
测定总蛋白浓度，加入 1 ×的蛋白上样缓冲液混匀，
95 ℃自发变性后进行凝胶电泳和转膜，Tris buffered
saline with Tween 20 ( TBST) 洗涤 3 次，使用 5%牛
血清白蛋白快速封闭 30 min，MPZL1、LＲP、CD44、

CD133、β-catenin和 MDＲ1 一抗于 4 ℃下孵育过夜。
TBST冲洗 3 次，每次 5 min，采用二抗稀释液稀释辣
根过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG和兔抗羊 IgG二抗
( 1 ∶ 8 000) ，室温孵育 2 h，PBS洗涤 3 次，曝光 30 s
即可完成显影。采用 Image J 软件测定蛋白条带灰
度值，分析蛋白水平。
1． 6 CCK-8 法检测各组细胞活力 将细胞接种于
96 孔板中，每孔 2 000 个细胞，待细胞贴壁后，采用
10 μg /ml的紫杉醇处理 24 h，每组设 3 个平行实验
孔。培养 48 h后每孔加入 10 μl CCK-8 试剂，继续
培养 2 h后，以 450 mm波长检测每孔吸光度值。
1． 7 克隆形成实验检测各组细胞增殖 将各组细
胞转染 2 d 后，种板，持续培养 11 d。当克隆完成
后，在显微镜下对细胞进行拍照，磷酸盐缓冲溶液

( phosphate buffer saline，PBS) 洗 1 次，每孔加入 4%
多聚甲醛 1 ml固定 30 min，PBS洗 1 次; 每孔加入结
晶紫染液 1 ml，染色 10 min; PBS 洗涤细胞数次，晾
干，拍照。
1． 8 统计学处理 采用 Graphad Prism 8. 0 软件进
行统计分析，数据用均数 ±标准差( �x ± s) 来表示，
Student's t检验用来计算组间比较，3 组及以上数据
差异采用方差分析( ANOVA) ，以 P ＜ 0. 05 为差异有
统计学意义。

2 结果

2． 1 A549 细胞和 A549 /Tax细胞对阿霉素和紫杉
醇的药物敏感性变化 A549 细胞对阿霉素和紫杉
醇的 IC50分别为 2. 70 mg /ml 和 5. 29 μg /ml，A549 /
Tax对阿霉素和紫杉醇的 IC50值分别为 4. 77 mg /ml
和 13. 36 μg /ml。见图 1。
2． 2 MPZL1 在 A549 和 A549 /Tax 细胞中的表达

MPZL1 在 A549 /Tax 细胞中的表达量较高，是
A549 细胞中的 2 倍左右，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) 。见图 2。
2． 3 慢病毒转染和过表达质粒转染 A549 /Tax 细
胞后 MPZL1 mＲNA和蛋白的表达 转染后，sh-NC
和 OE-NC对 MPZL1 mＲNA和蛋白的表达水平没有
影响，sh-MPZL1 组 MPZL1 的 mＲNA 和蛋白表达水
平降低( P ＜ 0. 01 ) ，OE-MPZL1 组 MPZL1 的 mＲNA
和蛋白表达水平增加( P ＜ 0. 01) 。见图 3。
2． 4 MPZL1 敲除和过表达对 A549 /Tax 药物敏感
性的影响 采用如上 1. 2. 2 项中的不同浓度的阿霉
素和紫杉醇处理转染 sh-MPZL1 和 OE-MPZL1 的
A549 /Tax细胞。与 NC组阿霉素和紫杉醇的 IC50值
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( 分别为 4. 541 mg /ml和 13. 55 μg /ml) 相比，sh-MP-
ZL1 组 IC50浓度( 分别为 2. 731 mg /ml和 4. 939 μg /
ml) 降低，OE-MPZL1 组的 IC50浓度( 分别为 8. 626
mg /ml和 26. 22 μg /ml) 增加。见图 4。
2． 5 MPZL1 敲除和过表达对 A549 /Tax 细胞增殖
能力的影响 CCK-8 结果显示，相比 control 组，sh-
NC和 OE-NC组 A549 /Tax 细胞吸光度值差异无统

计学意义，OE-MPZL1 组细胞吸光度值增加( P ＜
0. 01) ，而 sh-MPZL1 组细胞吸光度值降低 ( P ＜
0. 01) 。表明敲除MPZL1 抑制 A549 /Tax细胞增殖。
见图 5A。相比 control组，sh-NC组和 OE-NC 组，sh-
MPZL1 组的细胞克隆数量降低( P ＜ 0. 01 ) ，A549 /
Tax细胞增殖能力降低，而 OE-MPZL1 组克隆数量
增多( P ＜ 0. 01) 。见图 5B、C。

图 1 CCK-8 检测 A549 和 A549 /Tax细胞对阿霉素和紫杉醇的敏感性变化
A: 不同浓度阿霉素处理 A549 和 A549 /Tax细胞的增殖活力曲线; B: 不同浓度紫杉醇处理 A549 和 A549 /Tax细胞的增殖活力曲线

图 2 QＲT-PCＲ 和Western blot检测 MPZL1 mＲNA和蛋白在细胞中的表达
A: qＲT-PCＲ检测 MPZL1 mＲNA的表达; B: Western blot检测 MPZL1 蛋白的表达结果及相对表达定量图; 与 A549 细胞比较: ＊＊P ＜ 0. 01

图 3 转染后 MPZL1 mＲNA和蛋白在 A549 /Tax细胞中的表达水平差异
A: QＲT-PCＲ检测 MPZL1 mＲNA的表达; B: Western blot 检测 MPZL1 蛋白的表达结果及相对表达定量图; a: control组; b: sh-NC组; c: sh-

MPZL1 组; d: OE-NC组; e: OE-MPZL1 组; 与 control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 sh-NC组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 OE-NC组比较: ＆＆P ＜ 0. 01
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图 4 CCK-8 检测 MPZL1 转染后 A549 /Tax细胞对阿霉素和紫杉醇的敏感性变化
A: CCK-8 检测 MPZL1 沉默和过表达后 A549 /Tax细胞对阿霉素的敏感性变化; B: CCK-8 检测 MPZL1 沉默和过表达后 A549 /Tax 细胞对

紫杉醇的敏感性变化

图 5 CCK-8 和克隆形成实验检测 A549 /Tax细胞增殖能力
A: CCK-8 检测各组细胞增殖变化; B: 克隆形成实验结果; C: 克隆形成实验的定量统计图; a: control 组; b: sh-NC 组; c: sh-MPZL1 组; d:

OE-NC组; e: OE-MPZL1 组; 与 control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 sh-NC组比较: ##P ＜ 0. 01; 与 OE-NC组比较: ＆＆P ＜ 0. 01
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2． 6 添加 Wnt /β-catenin 抑制剂 XAV939 和激活
剂 CHIＲ-99021 对 A549 /Tax 细胞中 MPZL1 mＲ-
NA的表达水平变化的影响 相对于 NC 组，Wnt /
β-catenin 抑制剂 XAV939 组和 sh-MPZL1 组的
A549 /Tax细胞 MPZL1 的表达水平均降低，其中 sh-
MPZL1 组的 MPZL1 的表达水平最低。sh-MPZL1 +
CHIＲ-99021 组 MPZL1 的表达水平较 sh-MPZL1 组
增加( P ＜ 0. 05) ，见图 6。

图 6 QＲT-PCＲ检测细胞中 MPZL1 mＲNA的相对表达水平
a: NC组; b: sh-MPZL1 组; c: XAV939 组; d: sh-MPZL1 + CHIＲ-

99021 组; 与 NC组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 sh-MPZL1 组比

较: #P ＜ 0. 05

2． 7 MPZL1、CD44、CD133、β-catenin、MDＲ1 和
LＲP 蛋白在 A549 /Tax 细胞中的表达 Western

blot结果显示，sh-MPZL1 组和 XAV939 组 MPZL1、
MDＲ1、LＲP、CD44、CD133 和 β-catenin 的表达水平
明显低于 NC 组( P ＜ 0. 01 ) 。加入 CHIＲ-99021 激
活剂后，XAV939 组及 sh-MPZL1 + CHIＲ-99021 组
MPZL1、MDＲ1、LＲP、CD44、CD133 和 β-catenin 表达
水平较 sh-MPZL1 组升高，差异有统计学意义( P ＜
0. 01) 。见图 7。

3 讨论

MPZL1 是一种与肿瘤发展高度相关的表面糖
蛋白，属于免疫球蛋白超家族，与髓磷脂蛋白 0 ( 髓
磷脂的主要结构蛋白) 具有显著序列同源性的细胞

外片段［11］。MPZL1 在多种细胞中表达，这表明它
可能在细胞中发挥重要功能。然而，MPZL1 在人类
癌症中的功能作用和临床意义在很大程度上仍是未

知的。目前，MPZL1 基因已被发现其异常激活与各
种类型癌症的发生及转移有着密切的联系，其在肝

细胞癌、卵巢癌等中的作用已有报道。Chen et al［8］

发现 MPZL1 的表达水平与卵巢癌症的恶性特征有
关。MPZL1 的过度表达会增加 Src 激酶的磷酸化，
磷酸化的 Src 激酶会诱导前转移蛋白 p130 和 cor-
tactin的磷酸化和活化，最终显著地促进了卵巢癌细
胞的增殖、迁移和侵袭。Feng et al［7］的研究显示，
MPZL1 促进 NSCLC 转移的机制之一是通过上调
Collagen Type XI Alpha 1 Chain ( COL11A1) 的表达。

图 7 Western blot检测MDＲ1、LＲP、CD133、CD44、β-catenin和MPZL1 在细胞中的表达水平变化
A: Western blot检测 A549 /Tax细胞中MDＲ1、LＲP、CD133、CD44、β-catenin和MPZL1 的蛋白表达水平变化; B: 蛋白相对表达定量图; a: NC

组; b: sh-MPZL1 组; c: XAV939 组; d: sh-MPZL1 + CHIＲ-99021 组; 与 NC组比较: * P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01; 与 sh-MPZL1 组比较: ##P ＜ 0. 01; 与

XAV939 组比较: ＆P ＜ 0. 05
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本研究中，A549 /Tax 细胞对阿霉素和紫杉醇的
敏感性较 A549 细胞显著降低。通过检测 MPZL1 在
A549 和 A549 /Tax 细胞中的表达差异，MPZL1 的
mＲNA和蛋白水平在 A549 /Tax 细胞中均呈现更高
的表达趋势。随后，慢病毒和过表达质粒转染的方
式敲除和过表达 MPZL1，并采用不同浓度阿霉素和
紫杉醇处理 A549 /Tax 细胞。结果显示，敲除 MP-
ZL1 后，A549 /Tax细胞的 IC50值降低，表现为细胞对

阿霉素和紫杉醇的敏感性增强。MPZL1 过表达后，
A549 /Tax细胞的 IC50值进一步增加，表明 A549 /Tax
细胞对阿霉素和紫杉醇的敏感性降低。CCK-8 和平
板克隆形成实验的结果显示，敲除 MPZL1 的表达会
显著抑制 A549 /Tax 细胞的增殖能力。反之，过表
达 MPZL1 会增强 A549 /Tax 细胞的活力，促进细胞
增殖。本研究结果证实了 MPZL1 对 A549 /Tax细胞
化疗药物敏感性产生影响。

MDＲ1 与肿瘤的原发性耐药性有关。研究表明
MDＲ1 的过表达与多种肿瘤的耐药性相关［12］。肺
耐药相关蛋白( LＲP ) 是一种人类主要穹窿蛋白
( MVP) ，以细胞类型依赖性的方式与癌症细胞的耐
药性有关［13］。该研究结果显示，敲除 MPZL1 后
MDＲ1 和 LＲP 表达量均显著降低。提示抑制 MP-
ZL1 可抑制 A549 /Tax 的耐药性。Wnt /β-catenin 信
号是癌细胞干性发展的重要途径［14］，为了探究 MP-
ZL1 对耐药细胞干细胞样特性影响的潜在机制，本
研究进一步采用 Wnt /β-catenin 信号的抑制剂和激
活剂处理 A549 /Tax细胞，结果显示，敲除 MPZL1 和
XAV939 的使用均可降低 CD44、CD133 和 β-catenin
的表达水平。此外，当加入 CHIＲ-99021 后，敲除
MPZL1 对 CD44、CD133 和 β-catenin 的表达抑制作
用被部分逆转。因此认为敲除 MPZL1 对 A549 /Tax
细胞的抑制作用与 Wnt /β-catenin信号有关。
综上所述，MPZL1 在肺癌细胞中具有高水平的

表达，与 NSCLC细胞系的增殖、迁移的能力密切相
关，敲除 MPZL1 可通过调控癌细胞干性抑制肺癌
A549 /Tax细胞的多药耐药性，潜在作用机制可能与
Wnt /β-catenin信号有关。该研究的局限性在于，一
方面仅对一种细胞进行了研究，耐药性研究仅使用

了紫杉醇和阿霉素; 另一方面研究对于肿瘤细胞干

细胞样特性的研究仅选择了两个因子，未来需要增

加研究指标; 最后本研究的重点在体外细胞研究，无

法反映体内多药耐药性的动态变化，未来将着重于

在多种细胞和动物模型中探讨 MPZL1 的下调是否
会推动 NSCLC多药耐药性的治疗进展。
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Effect of silencing MPZL1 on tumor cell stemness and drug
resistance of A549 /Tax cells via β-catenin signaling
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Abstract Objective To explore the effect of MPZL1 knockdown in A549 Taxol resistant ( A549 /Tax) cells and
whether it affect drug resistance and tumor cell stemness by regulating β-catenin． Methods A549 and A549 /Tax
cells were treated with different concentrations of doxorubicin and paclitaxel to observe the differences in drug resist-
ance between the two cells． Quantitative real-time PCＲ ( qＲT-PCＲ) and Western blot were used to detect the MP-
ZL1 expression level in A549 and A549 /Tax cells． After knockdown or overexpression of MPZL1 in A549 /Tax
cells，cells were divided into control group，small hairpin ＲNA negative control ( sh-NC) group，MPZL1 knock-
down( sh-MPZL1) group，overexpression negative control ( OE-NC) group，MPZL1 overexpression ( OE-MPZL1)
group． Cell counting kit-8 ( CCK-8 ) and clone formation assay were utilized to investigate cell proliferation and
clone formation ablity． Western blot assay was used to detect the protein expression after the cells treated with Wnt /
β-catenin signaling inhibitor XAV939 and activator CHIＲ-99201． Ｒesults The half inhibitory concentration
( IC50 ) of doxorubicin and paclitaxel in A549 /Tax cells significantly increased compared to A549 cells( P ＜ 0. 01) ．
MPZL1 presented a higher expression trend in A549 /Tax cells． The IC50 values of A549 /Tax for doxorubicin and
paclitaxel were 2. 731 mg /ml and 4. 939 μg /ml after MPZL1 knockdown，compared to 4. 541 mg /ml and 13. 55
μg /ml in the NC group ( P ＜ 0. 01) ． The results of CCK-8 and clone formation assay showed that the knockdown of
MPZL1 reduced the viability of cells proliferation and clonal formation ability ( P ＜ 0. 05) ． Western blot results in-
dicated that the expression levels of MPZL1 protein，tumor cell stemness associated proteins ( CD44，CD133) ，β-
catenin and multidrug resistance protein 1 ( MDＲ1) ，lung resistance-related protein ( LＲP) were significantly re-
duced in the sh-MPZL1 group． Furthermore，XAV939 could inhibit the expression levels of MPZL1，CD44，
CD133，MDＲ1，LＲP and β-catenin( P ＜ 0. 01) ． The inhibitory effect of knockdown MPZL1 on the aforementioned
proteins was significantly reversed by CHIＲ-99201 treatment． Conclusion MPZL1 is highly expressed in A549 /
Tax cells． Knockdown MPZL1 suppresses the tumor cell stemness and proliferation，thereby reversing the drug re-
sistance of doxorubicin and paclitaxel in A549 /Tax cells．
Key words MPZL1; tumor stemness; A549 /Tax lung cancer cell; multiple drug resistance; paclitaxel
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