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高压电场对 A549细胞中 ABCG2和 V-ATPase的表达
及其耐药性的影响 *
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摘要目的：探讨高压电场对 A549细胞中 ABCG2和 V-ATPase表达量的影响；探讨高压电场对 A549细胞耐药性的影响。方法：

MTT法测细胞生长曲线，明确能导致细胞可逆性电穿孔的最高电场强度。慢病毒构建 ABCG2和 V-ATPase低表达的 A549细胞

系，并用电场处理，用 q-RT-PCR和Western-blot法检测处理前后 ABCG2和 V-ATPase的 mRNA和蛋白表达量的变化。最适强度

的高压电场处理各组细胞，在处理前后的细胞中分别加入阿霉素，用高效液相色谱法检测各组细胞中阿霉素浓度。结果：当电场

强度为 1500 V/cm时，肿瘤细胞增殖最慢；电场强度为 1500 V/cm时，肿瘤细胞中 ABCG2和 V-ATPase的 mRNA和蛋白的表达

量分别降至对照组的 58%和 61%，具有统计学差异；1500 V/cm强度的电场可以提高肿瘤细胞内阿霉素的浓度 3-4倍。结论：高压

电场可以显著降低肿瘤细胞中 V-ATPase和 ABCG2的 mRNA和蛋白的表达量并降低肿瘤细胞的耐药性。

关键词：高压电场；非小细胞肺癌；耐药性

中图分类号：R-33; R734.2 文献标识码：A 文章编号：1673-6273(2017)16-3031-04

Effects of High Voltage Electric Field on the Expression of ABCG2 and
V-ATPase in A549 Cells and Drug Resistance of A549 Cells *

To investigate the effect of high voltage electric field on the expression of ABCG2 and V-ATPase in A549

cells, and to explore the effect of high voltage electric field on drug resistance of A549 cells. The cell growth curves was made

by using MTT method to determine the highest electric field strength which can lead to reversible cell electroporation. A549 cell line was

treated with virus to downregulation the expression of ABCG2 and V-ATPase. Then, treating each groups with high voltage electric field,

the changes of the expression of mRNA and protein of ABCG2 and V-ATPase were detected by using q-RT-PCR and Western-blot

methods before and after treatment. Cells were treated with the perfect strength high voltage electric field, adriamycin were added in cells

before and after treatment, high performance liquid chromatography method was used to detect adriamycin concentration in each groups.

When the electric field intensity is 1500V/cm, the proliferation of tumor cells is the slowest and the expression levels of ABCG2

and V-ATPase mRNA in tumor cells decreased to 58% and 61% of the control group, there are statistically significant differences

between groups. Then, electric field strength of 1500V/cm can significantly improve the concentration of adriamycin in tumor cells by

three to four times. High voltage electric field can significantly reduce the expression of mRNA and protein of V-ATPase

and ABCG2 in tumor cells and reduce the drug resistance of tumor cells.

High voltage electric field; Non small cell lung cancer; Drug resistance

前言

肺癌死亡率逐年上升，居恶性肿瘤之首，其中约 80%是非

小细胞肺癌(NSCLC)[1-3]。由于非小细胞肺癌的转移及侵袭等生

物学特性，很多患者在手术后仍会出现局部复发或远处转移
[4-6]。因此化疗在肺癌治疗中占有重要地位，但由于肿瘤细胞的

多药耐药(multidrug resistance，MDR)，常常导致化疗失败[7-9]。细

胞内药物的外排在肿瘤多药耐药作用中具有十分重要的作用

[10]。研究肿瘤细胞内化疗药物外排的机制和影响因素，有效阻

断或抑制化疗药物的外排，最终可以达到提高化疗效果的目

的。研究发现，ABCG2具有维持细胞膜的稳定性、促进对细胞

低氧的保护作用，最终可以引起细胞外排化疗药物[11,12]；V-AT-

Pase是细胞膜上 H+主动转运相关蛋白，能维持肿瘤细胞内 pH

的相对稳定，进而影响化疗药物的细胞内浓度[13-15]。ABCG2和

V-ATPase主要是通过维持细胞膜及胞内 pH稳定促进化疗药

物外排，细胞膜蛋白的完整和膜蛋白的稳定是细胞内药物外排
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的关键环节。

高压电场（High voltage electric field）作用于肿瘤细胞，可

以导致细胞膜发生可逆或不可逆的电穿孔作用(electropora

tion)，造成细胞内外电解质平衡的紊乱[16,17]。但对耐药相关蛋白

ABCG2和 V-ATPase的表达以及对肿瘤细胞耐药性有无影响

并不清楚。阿霉素是最有效的蒽环类抗生素，也是广谱抗肿瘤

药，所以本实验拟采用阿霉素作为检测肺癌细胞耐药性的药

物，并用高效液相色谱法( HPLC)检测细胞内阿霉素浓度[18]。本

项目拟采用高压电场处理 ABCG2 和 V-ATPase 下调前后的

A549肺癌细胞系，并检测 ABCG2和 V-ATPase表达量的变化

以及细胞对阿霉素的耐药性，来揭示高压电场对 NSCLC耐药

性有无影响，最终为 NSCLC临床治疗中物理、化学治疗的策略

提供新思路。

1 材料与方法

1.1 不同强度高压电场处理细胞，MTT法测细胞生长曲线，选

取能导致细胞可逆性电穿孔的最高电场强度

设置五组细胞，分别编号为 1、2、3、4、5，1号为空白对照，

2、3、4、5 组分别施加 500、1000、1500 和 2000 V/cm 的高压电

场。每天取固定时间行MTT法检测，记录吸光度值。

① 接种细胞：用含 10％胎小牛血清得培养液配成单个细

胞悬液，以每孔 1000-10000个细胞接种到 96孔板，每孔体积

200 滋L。
② 呈色：每天取固定时间，每孔加 MTT溶液（5 mg/mL用

PBS配制，pH=7.4)20 滋L，继续孵育 4 h，终止培养，小心吸弃孔

内培养上清液，对于悬浮细胞需要离心后再吸弃孔内培养上清

液。每孔加 150 滋L DMSO，振荡 10 min，使结晶物充分融解。

③ 比色：选择 490 nm波长，在酶联免疫监测仪上测定各孔

光吸收值，记录结果，并以空白对照孔调零，共检测 9天，以时

间为横坐标，吸光值为纵坐标绘制细胞生长曲线。

根据生长曲线确定用来处理细胞的最适电场强度。

1.2 慢病毒构建 ABCG2和 V-ATPase下调的 A549细胞系

从吉凯公司订购下调 ABCG2和 V-ATPase的慢病毒，以

MOI为 10的滴度感染 A549细胞，十个小时后换常规培养液，

培养三至四天，构建 ABCG2和 V-ATPase稳定低表达的 A549

细胞系。

1.3 以最适强度电场处理 ABCG2 和 V-ATPase 下调前后的

A549细胞

培养 ABCG2和 V-ATPase下调前后的 A549细胞系，分别

为：① A549不做处理；② A549-高压电场；③ A549-ABCG2 下

调；④ A549-ABCG2下调 -高压电场；⑤ A549-V-ATPase下调；

⑥ A549-V-ATPase下调 -高压电场。在细胞生长至指数增长期

时，用最适强度的高压电场处理各组细胞，培养 24小时后分别

提取总 RNA和总蛋白备用。

1.4 q-RT-PCR 法检测各组中 ABCG2 和 V-ATPase 的 mRNA

表达量

弃培养基，用 PBS冲洗一遍。每瓶加 1 mL Trizol，静置 1

min，用细胞刮将细胞刮下，放入 1.5 mL LEP管中，混匀、静置 5

min；随后根据 200 滋L氯仿静置 3 min后离心取上液、加等体

积异丙醇，-20℃数小时，1 mL75% DEPC乙醇并重复一次，风

干 10 min，20 滋L DEPC水。用紫外分光光度计测 RNA浓度，按

反转录试剂盒步骤进行反转录，用反转录得到的 cDNA以20 滋L
体系行 q-RT-PCR检测各组中 ABCG2和 V-ATPase mRNA的

表达量，反应程序为按 95℃10 min、（95℃30 s、61℃30 s、72℃

32 s）循环 40次、95℃30 s、61℃30 s、95℃30 s程序运行。

重复三次，取平均值，比较各组间有无差异。

1.5 Western-blot法检测各组中 ABCG2和 V-ATPase的蛋白表

达量

用上述方法收集细胞，每瓶细胞加入 150 mL裂解液，裂解

30 min后离心，取上清液加 1/4体积的 5× Loading buffer，65℃

水浴 30 min，-80℃保存。蛋白定量后，每孔取 20 滋g加样，80
mV电泳 10 min、120 mV电泳 30 min、60 mA转膜 30 min、6%

脱脂奶粉封闭 2 h、1:1000的一抗 4℃过夜、TBST洗膜 5次，5

min 一次、加 1:10000 二抗 37℃孵育 1 h、TBST 洗膜 5 次，5

min一次、加显影剂发光，保存图像，分析灰度值。

1.6 HPLC法检测高压电场对 A549细胞耐药性的影响

各组细胞均加入等量的阿霉素处理，参照 Dongzhi Wei[18]

提供的高效液相色谱法(HPLC)操作步骤检测两组细胞内阿霉

素浓度，并制作标准曲线，根据标准曲线计算两组待测样本中

阿霉素的浓度，重复三次，取平均值。

1.7 统计学分析

应用 SPSS19.0 软件统计分析数据，计量资料数据以均

数± 标准差（x依s）表示，组间比较采用 t检验，以 P值＜0.05表

示有统计学差异。

2 结果

2.1 MTT法绘制不同电场强度下细胞生长曲线

高压电场可以通过使细胞膜表面产生可逆性电穿孔进而

影响细胞增殖，随着电场强度增加，细胞增殖减慢，当电场强度

为 2000 V/cm时，细胞发生不可逆性电穿孔死亡，电场强度为

1500 V/cm时，细胞增殖最慢，故选取 1500 V/cm电场强度刺激

细胞（图 1）。

2.2 高压电场对 A549细胞中 mRNA表达量的影响

分组为 ① A549 不做处理； ② A549- 高压电场；③

A549-ABCG2 下调； ④ A549-ABCG2 下调 - 高压电场。

q-RT-PCR 结果显示：与第一组相比，第二组细胞经过

1500V/cm电场处理后，ABCG2的 mRNA表达量下降至 58%，

两组间有统计学差异；第三组经过慢病毒感染后，ABCG2表达

量下降至 33%；用电场处理 ABCG2低表达的 A549细胞系，

ABCG2表达量下降至 9%，显著低于对照组，且显著低于第二

组。说明高压电场可以显著降低 A549细胞中 ABCG2 mRNA

图 1五组细胞生长曲线图

Fig.1 Cell growth curve of the five groups
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图 3高压电场对 V-ATPase下调前后 A549细胞中蛋白表达量的影响

Fig.3 Effect of high voltage electric field on the mRNA expression of

V-ATPase in A549 cells before and after reduction

的表达量（图 2）。

2.3 高压电场对 A549细胞中 mRNA表达量的影响

分组为 ① A549 不做处理； ② A549- 高压电场；③

A549-V-ATPase下调；④ A549-V-ATPase下调 -高压电场。与

第一组相比，第二组细胞经过 1500V/cm电场处理后，V-AT-

Pase的 mRNA表达量下降至 61%，两组间有统计学差异；第三

组经过慢病毒感染后，V-ATPase表达量下降至 29%；用电场处

理 V-ATPase低表达的 A549细胞系，V-ATPase表达量下降至

7%，显著低于对照组，且显著低于第二组。说明高压电场可以

显著降低 A549细胞中 V-ATPase mRNA的表达量（图 3）。

2.4 高压电场对 A549细胞中 ABCG2 和 V-ATPase 蛋白表达

量的影响

Western-blot结果提示：经过电场处理后，A549 细胞中

ABCG2和 V-ATPase的蛋白表达量显著下降，且 ABCG2 和

V-ATPase 下调组的表达量显著低于对照组及未下调组，与

q-RT-PCR结果一致（图 4）。

2.5 高压电场对 A549细胞耐药性的影响

分组：① A549 不处理，为对照组；② A549- 高压电场；③

A549-ABCG2 下调； ④ A549-ABCG2 下调 - 高压电场；⑤

A549-V-ATPase下调；⑥ A549-V-ATPase下调 -高压电场。高

效液相色谱法( HPLC)检测结果提示：高压电场处理后，A549

细胞中阿霉素含量高于对照组两倍，组间有统计学差异；

ABCG2下调的 A549 细胞中阿霉素含量高于对照组 1.3 倍，

V-ATPase下调的 A549细胞中阿霉素含量高于对照组 1.6倍，

组间有统计学差异；高压电场处理之后，ABCG2下调的 A549

细胞中阿霉素含量高于对照组 4 倍，V-ATPase 下调的 A549

细胞中阿霉素含量高于对照组 3.5倍，组间有统计学差异。说

明高压电场可以通过下调 A549细胞中 ABCG2 和 V-ATPase

的表达量，降低了细胞膜稳定性和胞内 pH稳定性，进而抑制

A549细胞对阿霉素的耐药性（图 5）。

3 讨论

目前对于中晚期肺癌患者，化疗和靶向治疗是临床应用的

主要手段，而对于没有发生基因突变的患者，化疗成为了用于

延长患者生命的主要手段[19-21]。然而，几乎所有患者在应用化疗

药几个疗程之后都会出现不同程度的化疗药物耐药，有部分患

者在换药后会出现多药耐药，这对于肺癌患者来说无疑是致命

的[7-9]。因而，如何防止肺癌患者对化疗药物产生耐药或降低患

者的耐药程度，提高化疗药的疗效是临床研究的重点。针对化

疗药物耐药所进行的科学研究不计其数，有的研究认为，通过

辅助用药可以提高肿瘤细胞内化疗药物浓度[22]，但是辅助用药

既增加的病人的经济负担和身体负担，又不能大幅度提高化疗

效果，所以在临床上应用并不广泛。也有研究表明[11-15]，V-AT-

Pase和 ABCG2在肿瘤细胞耐药方面发挥重要作用，V-ATPase

图 2高压电场对 ABCG2下调前后 A549细胞中蛋白表达量的影响

Fig.2 Effect of high voltage electric field on the mRNA expression of

ABCG2 in A549 cells before and after reduction

图 4高压电场对 ABCG2和 V-ATPase下调前后 A549细胞中蛋白表

达量的影响

Fig.4 Effect of high voltage electric field on the protein expression of

ABCG2 and V-ATPase in A549 cells before and after reduction

图 5高压电场对 ABCG2和 V-ATPase下调前后 A549细胞耐药性的

影响

Fig.5 Effect of high voltage electric field on A549 cell resistance before

and after ABCG2 and V-ATPase down regulated
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可以通过影响肿瘤细胞周围的 pH值而增加肿瘤细胞的耐药

性；ABCG2可以通过促进肿瘤细胞内的化疗药物外排而增加

肿瘤细胞耐药性。对于肿瘤患者，如果能够降低这二者的表达

量，将会在很大程度上降低患者的耐药性。

近几年国内外关于高压电场的研究近乎火热，根据研究报

道[23]，高压电场在不同的电场强度下，可以对肿瘤细胞膜造成

可逆性电穿孔或不可逆性电穿孔，可逆性电穿孔可以对肿瘤细

胞的增殖、凋亡和侵袭能力产生不同程度的影响，不可逆性电

穿孔可直接导致肿瘤细胞死亡。本课题组在已有研究基础上进

行大胆假设，既然一定强度的高压电场可以导致肿瘤细胞表面

发生可逆性电穿孔，那么，能否利用这些穿孔促进肿瘤细胞对

化疗药物的吸收呢？以及高压电场在破坏细胞膜的同时，能否

影响 V-ATPase和 ABCG2的表达呢？基于此猜想，本课题组进

行了一系列的实验，前期实验结果表明，当电场强度为

2000V/cm时，肿瘤细胞死亡，说明 2000 V/cm的电场强度可以

导致肿瘤细胞膜发生不可逆性电穿孔，致使细胞死亡；当电场

强度为 1500 V/cm时，肿瘤细胞增殖最慢，说明该电场强度是

能够导致肿瘤细胞发生可逆性电穿孔的最高强度，故选取

1500 V/cm作为后续实验刺激细胞的电场强度。通过对比电场

刺激前后肿瘤细胞中 V-ATPase 和 ABCG2 的 mRNA和蛋白

表达量变化可以发现，1500 V/cm的电场强度可以显著降低肿

瘤细胞中 V-ATPase和 ABCG2的 mRNA和蛋白的表达量。另

外，1500 V/cm强度的电场可以显著提高肿瘤细胞内阿霉素的

含量，这说明高压电场可以显著提高肿瘤细胞的耐药性，但是

机制并不明确。由于高压电场可以造成细胞膜表面穿孔，同时

可以降低 V-ATPase和 ABCG2的表达量，根据此研究结果猜

测，高压电场可以通过两个途径降低肿瘤细胞耐药性：高压电

场通过使细胞膜表面发生可逆性电穿孔增加化疗药物进入细

胞内的量；高压电场降低了 V-ATPase和 ABCG2 的表达量，

影响了肿瘤细胞周围的 pH值并降低了肿瘤细胞对化疗药物

的外排作用，从而大幅度增加了肿瘤细胞内化疗药物的量，降

低了肿瘤细胞的耐药性。

本实验创新性的将高压电场应用于肿瘤细胞耐药性的研

究，并取得了可喜的成果，在后续的实验中，本课题组拟进行动

物实验，在动物水平验证高压电场对肿瘤组织增殖以及耐药性

的作用，争取为化疗耐药的肿瘤患者带来福音。
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