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OLA1通过抑制细胞凋亡影响乳腺癌细胞耐药性机制探讨
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摘要:乳腺癌是世界上发病率最高的癌症之一,在临床治疗中以手术为主,化学药物治疗为

辅.为解决化疗进行中,病患身上出现的对药物的耐受性问题,通过构建乳腺癌耐药细胞株研

究OLA1变化对乳腺癌耐药性影响,依靠siRNA转染改变OLA1在细胞内的表达情况,接着

使用流式细胞仪检测OLA1变化对细胞凋亡影响.最终发现OLA1通过影响细胞凋亡相关

蛋白表达,降低紫杉醇对乳腺癌细胞的杀伤效果,由此提高乳腺癌细胞对药物的耐受性.
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0 引 言

根据统计,2018年全球预计会新增210万乳

腺癌患者,每4个女性癌症患者中就有一个是乳

腺癌患者.尽管乳腺癌在大多数国家中都是最容

易被诊断出的癌症,但是并不妨碍它成为致死数

最高的疾病[1].在中国,乳腺癌是女性中最为常见

的恶性肿瘤,2015年一年的发病例数就有30.4
万,由此死亡的也有3.1万[2].乳腺癌的临床治疗

一般以手术为主,化疗为辅.根据乳腺癌的不同分

型,有着侧重不一的化疗方案,但在其中,紫杉醇

在各类临床化疗方案中都占据着一席之地.紫杉

醇是一类天然抗癌药物,最早由 Wall从太平洋紫

杉树中提取[3],并在之后广泛应用于各类癌症治

疗中.但在临床治疗中发现,患者经过一段时间化

疗比较容易出现对药物的耐受性,导致生存率的

下降,由此耐药性成了临床治疗中亟待解决的问

题.Obg-likeATPase1(OLA1,也称 DOC45)是
一种p-loopGTP酶,属于TRAFAC(翻译因子相

关)类,Obg家族和 YchF亚群.TRAFACGTP
酶的主要功能包括翻译因子和核糖体连接蛋白、
信号转导、细胞内运输和应激反应的蛋白[4-6],所
以OLA1在细胞中有着非常重要的功能.关于

OLA1的研究目前还不多,但已有的发现也已经

表明OLA1在癌症治疗中会有一定作用.Zhang
等研究表明,敲低OLA1可以调控细胞的氧化应

激水平,从而抑制肿瘤的侵袭迁移[7];Mao等研

究发现,OLA1通过与 HSP70相互作用,可以在

热应激状态下保护细胞[8];Takahashi等发现,

OLA1基因突变可能会引起遗传性的乳腺癌与口

腔癌[9];Bai等 发 现 OLA1 通 过 调 节 GSK3β/

Snail/E-钙黏蛋白信号传导促进EMT,其过表达

与肺癌患者的临床进展和较差的存活率相关[10].
然而,关于OLA1与乳腺癌耐药性之间的关系尚

无研究,本文通过构建乳腺癌耐药细胞株,研究

OLA1细胞内表达水平与耐药性间的关系,分析

OLA1对药物诱导细胞凋亡的影响,并探讨其相

关作用机制,为OLA1作为临床耐药治疗的靶标

打下基础.

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

材料:乳腺癌细胞系 MCF-7购自 ATCC公

司.MTT(1g)试剂、总 RNA提取试剂盒、BCA
蛋白浓度测定试剂盒为北京索莱宝生物科技有限

公 司 产 品.胎 牛 血 清、DMEM 高 糖 培 养 基、

Trypsin-EDTA胰酶购自 Gibco公司.磷酸缓冲



溶液PBS(细胞用)购自 HyClone公司.RIPA裂

解液购自普利莱公司.紫杉醇(10mg)、苯甲基磺

酰氟(PMSF,5g)从阿拉丁试剂(上海)有限公司

(上海晶纯生化科技股份有限公司)采购.Page
RulerPrestainedProteinLadder(250μL)购自

Thermo公司.蛋白免疫印迹实验相关化学试剂

购自天津大茂化学试剂厂.Tween20购自Sigma
公司.溴酚蓝购自 Amresco公司.印迹膜专印缓

冲液(10×)购自生工生物工程(上海)股份有限公

司.Bcl-2、Bax、cleaved-Caspase-3、OLA1一抗购

自CellSignalingTechnology(CST)公司.
仪器:低速离心机(安徽中科中佳科学仪器有

限公司)、冷冻离心机(Thermo公司)、RT-qPCR
仪(罗氏公司)、荧光显微镜(奥林匹斯公司)、酶标

仪(BioTek公司)、凝胶成像仪(AlphaInnotech
公 司)、Life Attune 声 波 聚 焦 流 式 细 胞 仪

(ThermoFisher公司)、生物安全柜(Thermo公

司).
1.2 实验方法

1.2.1 细胞培养 MCF-7细胞放于37℃、含

5%CO2 饱和湿度的温箱,用含10%FBS、1%双

抗的DMEM 高糖培养基培养.每隔2d换液,细
胞密度达到80%时传代.
1.2.2 MTT检测 待 MCF-7细胞生长至对数

生长期,使用胰酶消化至96孔板中,每孔6000
个细胞,加入不同浓度的紫杉醇(1.56、3.13、

6.25、12.50、25.0、50.0、100.0μmol/L),每组设

置6个复孔并加入一组对照组,在培养箱孵育

48h.结 束 后 每 孔 加 入 20 μL MTT 溶 液

(5mg/mL),在37℃温箱孵育4h后,吸走上清

液,每孔加入150μLDMSO,放置于96孔板摇床

振摇15min,用酶标仪在490nm波长处测定吸

光值,计算药物对细胞抑制率,并用SPSS计算其

IC50.
1.2.3 低浓度诱导法构建耐药细胞株 检测紫

杉醇对 MCF-7的IC50,由此筛选出合适的初浓

度,加入培养瓶中孵育.24h后,吸走加药培养

基,用PBS清洗,加入正常培养基培养,直至细胞

长满80%,传代.视细胞生长情况加入等浓度药

物孵育,或是加入4倍剂量药物孵育.循环往复,
直至耐药性达到实验需求.
1.2.4 RT-qPCR分析 使用 Trazol从细胞中

提取总RNA,用酶标仪测定其浓度与质量,按照

PrimeScript RTReagentKit试剂盒说明将其反

转录成cDNA,经过扩增稀释后,上机检测.GAPDH
(glyceraldehyde3-phosphatedehydrogenase)的前引

物: 5-CATGAGAAGTATGACAACAGCCT;
后引物:5-AGTCCTTCCACGATACCAAAGT.
OLA1的前引物:5-TGGACAAGTATGACCCAGGT;
后引物:5-GCTGCAAACCCAGCCTTAATG.
1.2.5 Westernblot分析 用胰酶消化目标细

胞,预 冷 PBS清 洗3遍,离 心 留 取 细 胞,加 入

RIPA裂解液,置于冰上孵育10min,每隔5min
涡旋振荡30s,离心后留取上清液加入PMSF保

存于-80℃.使用BCA蛋白浓度检测试剂盒定

量,按比例加入上样缓冲液后95℃煮沸,保存于

-20℃冰箱.制取1.5mmSDS-PAGE凝胶,每
条泳道加入30μg蛋白样品,80V恒压跑完浓缩

胶,140V恒压跑完分离胶.切取目标蛋白条带转

移至PVDF膜上,牛奶封闭2h.用TBST清洗膜

3次(10min/次),加入一抗4℃过夜孵育,再用

TBST清 洗3次(10min/次),孵 育 二 抗2h,

TBST清洗后将膜用ECL高敏显影液孵育,然后

置于凝胶成像仪中显影.
1.2.6 细胞凋亡率检测 设置对照组为 MCF-
TAX细胞,实验组为敲低 OLA1的 MCF-TAX
细胞,向6孔板培养皿中加入计数好的两组细胞,
使每孔细胞数量为2×105 个.待细胞贴壁后,加
入紫杉醇20μmol/L,孵育24h.结束后,收集培

养基,再用不含EDTA的胰酶消化,合并到之前

收集的培养基中,离心收集细胞.按照 Annexin
V-FITC/PI双染试剂盒操作步骤,依次加入双染

试剂,室温避光孵育10min,然后用流式细胞仪

进行凋亡分析检测.
1.2.7 统计学处理 用SPSS17.0对数据进行

处理,结果以均值±标准差表示,两组间差异比较

采用t检验,以P<0.05为有显著性差异.

2 结 果

2.1 OLA1在人体内表达情况

通过GEPIA公共数据库[11]检索OLA1在人

体内的表达情况,如图1(a)所示,OLA1在人体

内各个器官都有分布,无论是在肿瘤患者还是在

正常人中,OLA1都有着较高的表达水平.其中,
在乳腺癌患者中,OLA1在癌组织中的表达与正

常组织的表达有显著性差异(P<0.05).这就表
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明OLA1与乳腺癌存在着联系,在肿瘤的发生发

展中起到一定作用.

图1 OLA1在样本与组织中的表达

Fig.1 ExpressionofOLA1insamplesandtissues

2.2 乳腺癌耐药细胞株构建情况

紫杉醇是乳腺癌临床治疗中常用的化疗药

物,本文选择它来构建乳腺癌耐药细胞株.利用低

浓度诱导法,构建了 MCF-7的耐药细胞株.如图

2所示,耐药细胞株相比亲本细胞株,细胞生长更

为分散,细胞形态更为圆润.用SPSS计算IC50,

MCF-TAX为(76.92±0.29)μmol/L,MCF-7为

(5.06±0.13)μmol/L,耐药指数为15.2,相比起

亲本株,耐药株的耐药性得到显著提升.

MCF-TAX
 

MCF-7
(a)细胞株

(b)紫杉醇抑制效果

图2 耐药细胞株和亲本细胞株及紫杉醇对

耐药株和亲本株的抑制效果

Fig.2 Drug-resistantcellline,parentalcelllineand

the inhibitory effect of paclitaxel on

drug-resistantandparentalstrains

2.3 OLA1在耐药细胞株中表达情况

确认耐药株构建成功后,对OLA1的表达用

Westernblot进行了检测.发现随着耐药性的增

加,OLA1的表达也有明显提高(P<0.01),说明

OLA1在肿瘤耐药性的发生发展过程中起到了一

定作用,见图3.

图3 OLA1在 MCF-TAX与 MCF-7中的表达

Fig.3 ExpressionofOLA1inMCF-TAXandMCF-7

2.4 敲低OLA1对耐药细胞株影响

利用siRNA干扰OLA1在 MCF-TAX细胞

内的表达水平,通过 RT-qPCR和 Westernblot
对转染效率进行检测,OLA1在细胞内的表达水

平显著降低(P<0.01).用 MTT 法检测敲低

OLA1之后,MCF-TAX对紫杉醇的敏感性.发现

降低OLA1表达水平后,耐药株对紫杉醇敏感性

得到明显提升(P<0.001).经过SPSS计算,耐药

株IC50从(76.92±0.29)μmol/L降到(3.28±
0.34)μmol/L,耐药指数为23.45,见图4.表明在

乳腺癌细胞耐药性的发生发展过程中,OLA1确

实发挥着重要作用.
2.5 OLA1对细胞凋亡的影响

利用流式细胞仪,对 OLA1进行了细胞凋

亡的检测.敲低 MCF-TAX中 OLA1的表达,用
紫杉醇孵育,发现降低 OLA1的表达水平后,耐
药株凋亡率显著提升,差异明显(P<0.01).同
时,降低OLA1在细胞内的表达水平后,抗凋亡

蛋白Bcl-2表达水平降低,促凋亡蛋白Bax与凋

亡终 末 因 子 Caspase-3 表 达 水 平 升 高,表 明

OLA1通过影响细胞凋亡,从而改变细胞对紫杉

醇的敏感性.见图5.
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  (a)siOLA1转染效率

  (b)敲低OLA1对 MCF-TAX耐药影响

图4 siOLA1转染效率及敲低OLA1对 MCF-TAX耐药影响

Fig.4 siOLA1transfectionefficiencyandeffectofOLA1down-regulationonMCF-TAXdrugresistance

  MCF-TAX-NC
  

  实验组 MCF-TAX-siOLA1
  

 
(a)对细胞凋亡的影响

(b)对细胞凋亡相关蛋白的影响

图5 OLA1对细胞凋亡及细胞凋亡相关蛋白影响

Fig.5 EffectofOLA1onapoptosisandapoptosis-relatedproteins

3 讨 论

在中国,乳腺癌的死亡率自1973年来持续上

升,发病率呈现城市高于农村、发病年龄年轻化的

趋势[12].在乳腺癌临床治疗中,化疗占据了极大

比重,但伴随而来的耐药性也是难以解决的问题.
耐药性的成因多种多样,目前的研究表明主要有

以下原因:(1)药物转运体如ABC家族蛋白P糖

蛋白、BCRP等将细胞内的化疗药物泵出体外,降

低胞内药物浓度,影响临床疗效.(2)药物目标靶

位点的状态被改变,比如TopoⅡα,这也可以降

低化疗药物效果.(3)代谢酶通过与药物作用,使

药物失活或者丧失毒性,以此来帮助癌细胞逃避
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药物杀伤,如CYP3A4、谷胱甘肽S-转移酶Pi等.
(4)与细胞凋亡相关的调节因子,如 Bcl-2/Bax
等,它们在细胞内表达状态的改变会影响化疗药

物诱导癌细胞凋亡的效果[13-15].对此的解决办法

之一就是发现上游调控的耐药靶标,实行精准治

疗.OLA1在此前其他研究中,被发现参与维持细

胞的多个生长进程,它是小鼠胚胎发育、脂肪含量

稳定的重要一环[16-17],同时,对于由DNA损伤引

起的中心体放大,它也可以通过与BRCA1等蛋

白结合进行调控[18-19].
对于 OLA1的研究目前范围集中在它对体

内代谢、肿瘤生长侵袭上,与肿瘤耐药性的关系还

未有报道,本研究通过乳腺癌临床化疗之中经常

出现的药物耐受性作为入口,通过构建 MCF-7对

紫杉醇的耐药细胞株,发现OLA1表达的变化会

影响乳腺癌细胞的耐药性,为OLA1成为新药靶

标提供了依据.同时,紫杉醇作用机制区别于其他

微管蛋白抑制作用药物,它通过促进微管蛋白聚

合、防止微管解聚,使细胞有丝分裂停止,从而诱

导癌细胞凋亡,进而体现抗肿瘤效果[3].Bax、Bcl-
2共属于Bcl-2基因家族.Bcl-2不像其他致癌基

因,它不促进细胞增殖,它促进细胞生长.它在细

胞内含量一般会比Bax多,而Bax含量增多会导

致细胞凋亡[20].结合 Miele等发现[21-23]与本文研

究成果,推测OLA1的作用机制可能为OLA1与

抗凋亡蛋白Bcl-2存在正反馈调节关系,与促凋

亡蛋白Bax和凋亡终末因子Caspase-3是负反馈

调节关系,当 OLA1在细胞内表达减少时,Bcl-2
的表达也会减少,同时Bax表达增多,导致细胞

内Bcl-2与Bax之间的平衡关系被打破,Bax低

聚化在线粒体膜上形成小孔,促进细胞色素c释

放,并通过一系列协同反应,刺激 Caspase-3表

达,最终导致细胞死亡,从而降低了细胞对紫杉醇

药物的耐受性.

4 结 语

本研究拓展了 OLA1在癌症研究上的应用

层面,发现它与乳腺癌耐药性之间的作用关系,并
对其可能的作用机制进行了讨论,为其作为肿瘤

耐药的靶标提供了一定依据,对临床治疗提供了

新的方向.
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ResearchonmechanismofOLA1affectingdrugresistance
ofbreastcancercellsbyinhibitingapoptosis

MIAO Xiaoyu, LIU Jianzhou, YANG Qing, XIAO Guishan*

(FacultyofChemical,EnvironmentalandBiologicalScienceandTechnology,DalianUniversityofTechnology,

Dalian116024,China)

Abstract:Breastcancerisoneofthemostcommoncancersintheworld.Surgicalresectionisthe
main methodinclinicaltreatmentandtaking medicineisasupplement.Withtheprogressof
chemotherapy,drugtolerancehasbecomeanurgentprobleminclinicaltreatment.Tosolvethis
problem,abreastcancerdrug-resistantcelllineisconstructedtostudytheeffectofOLA1changeson
breastcancerdrugresistance,andtheexpressionofOLA1incellsischangedbysiRNAtransfection.
ThentheflowcytometryisusedtodetecttheeffectofOLA1changesoncellapoptosis.Finally,itis
foundthatOLA1canreducethelethaleffectofpaclitaxelonbreastcancercellsbyaffectingthe
expressionofapoptosis-relatedproteins,therebyimprovethedrugtoleranceofbreastcancercells.

Keywords:breastcancer;drugresistance;OLA1;apoptosis;mechanism
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