
现代生物医学进展 biomed.cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.24 DEC.2018

doi: 10.13241/j.cnki.pmb.2018.24.001

ALDH1A1诱导肺腺癌细胞发生上皮 -间质转化及化疗耐药 *
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摘要 目的：探索醛脱氢酶 1A1(aldehyde dehydrogenase 1A1，ALDH1A1)在肺腺癌细胞(lung adenocarcinoma cell，LAC)化疗耐药中

的作用及机制，为肺癌临床治疗和新型药物的研发提供实验依据。方法：采用慢病毒载体构建 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞模型，

并通过流式细胞术和 western blot技术对该细胞模型进行验证。通过 CCK8法检测 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞对肺癌治疗药物

顺铂(cisplatin，DDP)、紫杉醇(paclitaxcel)、厄洛替尼(erlotinib)和吉非替尼(gefitinib)的耐药性。通过检测肿瘤干细胞(cancer stem

cell，CSC)分子标志物、上皮 -间质转化(Epithelial-Mesenchymal Transition，EMT)分子标志物及细胞迁移能力探讨 ALDH1A1高表

达对肺腺癌细胞的干性和 EMT特征的影响。双硫仑(disulfiram，DSF)是 ALDH的抑制剂，我们通过 CCK8法和 transwell细胞迁

移实验探究 DSF对肺腺癌细胞体外生长和迁移能力的影响，体内实验探究 DSF和厄洛替尼联合用药对 HCC827-ALDH1A1细胞

皮下异种移植瘤生长的影响。结果：ALDH1A1高表达诱导肺腺癌细胞对厄洛替尼、吉非替尼、紫杉醇和顺铂产生不同程度的耐

药，干细胞标志物 CD44、CD133蛋白表达上调，EMT间充质标志物 vimentin蛋白表达上调，transwell实验结果显示 ALDH1A1

高表达肺腺癌细胞的迁移能力增强，使用 ALDH靶向抑制剂 DSF能选择性抑制 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞所增高的迁移能

力并克服 HCC827-ALDH1A1细胞皮下异种移植瘤的生长，延缓体内耐药。结论：ALDH1A1能诱导肺腺癌细胞对多种抗肺癌药

物产生耐药并发生干细胞样转化，靶向抑制 ALDH酶活性可克服由 ALDH1A1高表达所产生的耐药，为肺癌的临床治疗提供新

的思路。
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ALDH1A1 Induces the Epithelial-mesenchymal Transition and Drug
Resistance in LAC*

To explore the role and mechanism of ALDH1A1 in the chemotherapy resistance of lung adenocarcinoma

cells, and provide experimental basis for clinical treatment of lung cancer and development of new drugs. Lentivirus was used

to establish a lung adenocarcinoma cell model with ALDH1A1 overexpression, which was verified by flow cytometry and western blot.

CCK8 was then used to detect the resistance of ALDH1A1 overexpressed lung adenocarcinoma cells to common anti-lung cancer drugs

such as cisplatin (DDP), paclitaxel, erlotinib and gefitinib. The effect of ALDH1A1 overexpression on the stemness and EMT characteris-

tics of lung adenocarcinoma cells were investigated by detecting the CSC and EMT markers and cell migration. Disulfiram (DSF) is an

inhibitor of ALDH. We investigated the effects of DSF on the growth and migration of LACs in vitro by CCK8 cell viability assay and

transwell migration assay. Inhibitory effect of DSF combined with erlotinib was detected on the subcutaneous xenografts of

HCC827-ALDH1A1 cells in vivo. Overexpression of ALDH1A1 induced different degrees of resistance in lung adenocarcinoma

cells to erlotinib, gefitinib, paclitaxel and cisplatin. Stem cell markers CD44, CD133 and EMT mesenchymal marker vimentin were up-

regulated. Transwell results showed that the migration of lung adenocarcinoma cells with ALDH1A1 overexpression was enhanced. DSF,

a targeting inhibitor of ALDH, selectively inhibits the increased migration of lung adenocarcinoma cells overexpressing ALDH1A1, over-

comes the growth of subcutaneous xenografts of HCC827-ALDH1A1 cells and delays drug resistance in vivo. ALDH1A1

can induce lung adenocarcinoma cells to develop resistance to various anti-lung cancer drugs and endue cells with stemness. Targeted in-

hibition of ALDH enzyme activity can overcome the drug resistance caused by the overexpression of ALDH1A1, providing a new idea
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for clinical treatment of lung cancer.

Drug resistance; CSC; EMT; ALDH1A1; DSF

前言

肺癌(Lung Cancer)是世界上致死率最高的恶性肿瘤之一[1]。

对表皮生长因子受体 (epidermal growth factor receptor，EGFR)

药物敏感性突变的非小细胞肺癌患者常用 EGFR酪氨酸激酶

抑制剂(tyrosine-kinase-inhibitor，TKI)作为一线治疗方案，这些

抑制剂虽然能在短期内有效抑制肿瘤的生长，但随着治疗时间

的延长最终均不可避免地出现耐药，导致治疗失败，药物诱发

的干细胞化和 EMT是重要原因[2]。研究证实肿瘤干细胞(can-

cer stem cell，CSC) 的存在给癌症的治疗带来了不容忽视的阻

力[3-11]，近年来也有研究表明 ALDH1A1 是特异性较高的肺癌

干细胞相关标志物[12,13]，但目前国内外对肺腺癌干细胞的研究

尚处于初级阶段，因此探究肺腺癌耐药的机制，寻找克服耐药

的靶点具有重要意义。

本实验室前期研究发现耐厄洛替尼的肺腺癌细胞中

ALDH1A1表达上调，因此本研究通过构建 ALDH1A1高表达

细胞模型以及构建裸鼠皮下异种移植瘤模型进一步探究了

ALDH1A1对肺腺癌细胞发生上皮 -间质转化及耐药的影响，

以寻找克服肺腺癌细胞耐药的新靶点。

1 材料与方法

1.1 材料

人非小细胞肺癌(NSCLC)细胞 HCC827、HCC827ER5由上

海交通大学医学院庄光磊教授惠赠。BALB/c裸鼠，4周龄，雌

鼠，由上海交通大学医学院实验动物中心采购提供。胎牛血清

购自 Gemini 公司；RPMI-1640培养基购自 Gibco 公司；Gluta-

Max和双抗(青霉素 /链霉素)均购自上海源培生物科技有限公

司；0.25 %胰蛋白酶购自美国 Invitrogen公司；蛋白酶抑制剂

(PMSF)、细胞裂解液(RIPA)和一抗稀释液均购自江苏碧云天生

物技术有限公司；双硫仑 (disulfiram，DSF) 和顺铂(cisplatin，

DDP)购自美国 Sigma 公司；紫杉醇(paclitaxel)购自阿拉丁公

司，厄洛替尼(erlotinib)和吉非替尼(gefitinib)购自美国 LC Labs

公司；CCK8检测试剂盒购自日本东仁公司；ALDEFLUORTM试

剂盒购自 STEMCELL 公司；ALDH1A1、CD44、CD133、E-cad-

herin和 vimentin蛋白一抗均购自美国 Cell signaling technolo-

gy公司；茁-actin蛋白抗体购自美国 SantaCruz公司；Lentivirus

购于上海吉玛公司。光学显微镜、垂直蛋白电泳仪、全自动酶标

仪(BIO-RAD550)均购自美国 bio-rad公司；C6流式细胞仪购自

美国 BD公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 本实验中的非小细胞肺癌细胞使用 RP-

MI-1640完全培养基(含 10 % FBS，2 mmol/L L-GlutaMax，1 %

青霉素 /链霉素)于 37℃，5 % CO2培养箱中贴壁过夜培养，2-3

天后按 1:3比例传代。

1.2.2 ALDH活性检测实验 按照 ALDEFLUORTM试剂盒使

用说明操作，将细胞制成单细胞悬液接种于培养板过夜培养，

次日待细胞长满后使用 PBS清洗细胞，使用 0.25 %胰蛋白酶

消化细胞，制备成单细胞悬液，800 rpm，离心 3 min，用 1 mL

ALDEFLOUR buffer重悬后加入到标记为“test”的离心管中，并

向标记了“control”的 EP管中加入 5 滋L DEAB，在“test”管中加

入 5 滋L ALDEFLOUR，混匀后吸取 500 滋L到“control”管中，混

匀。37℃水浴孵育 15 min，1000 rpm，离心 3 min，用 500 滋L
buffer重悬，置于冰上，使用 BD C6流式细胞仪检测。

1.2.3 Western blot检测 配制浓缩胶和 10 %的分离胶，将事

先准备好的蛋白样品加入到加样孔中，进行 SDS-PAGE蛋白

凝胶电泳，之后将凝胶上的蛋白转膜至 PVDF膜，5 % milk-TB-

ST封闭 1 h，将一抗按 1：1000稀释，均匀覆盖在膜的表面，4度

孵育 24 h，洗膜后使用相应的二抗按 1:5000稀释后室温孵育

PVDF膜 1 h。显色试剂盒中的 A液和 B液按 1：1比例混匀，均

匀地滴到 PVDF膜上，用 Odyssey双色红外成像系统在相应波

长下显影成像。

1.2.4 Transwell细胞迁移实验 使用 0.25 %的胰蛋白酶消化

细胞后制备成无血清的单细胞悬液，向 24孔细胞培养板中加

入 600 滋L的 RPMI-1640完全培养基 (含 10 % FBS，2 mmol/L

L-GlutaMax，1 %青霉素 /链霉素)，上方小室中加入 200 滋L的
细胞悬液，调整浓度，使细胞数目为 8000个 /孔，将培养板置

于 37℃，5% CO2恒温培养箱中孵育 12 h，弃去小室中原培养

基，使用 4 %多聚甲醛固定 30 min后加入 0.1 %的结晶紫染色

1 h。使用 PBS清洗 2次，再用棉签将小室内滤膜上层细胞擦干

净，在 4 倍物镜下观察拍照，之后使用冰醋酸(10 %)萃取，在

600 nm波长下检测吸光值，用以计算细胞迁移，Inhibition of

migration =(ODcontrol-ODtreated) / ODcontrol× 100%。

1.2.5 CCK8细胞活力检测 将细胞用 RPMI-1640完全培养

基制备成单细胞悬液，以 5000个 /孔的密度接种于 96孔细胞

培养板，100 滋L/孔，放置于 37℃，5 % CO2恒温培养箱中培养

过夜，次日按浓度梯度加入待测药物，100 滋L/孔，继续培养 72

h后，弃去原培养基，每孔加入配置好的 CCK8工作液(1:10)

100 滋L。将培养板置于 37℃，5 % CO2恒温培养箱中孵育 1 h，

用酶标仪在 450nm处测定 OD值，Inhibition =(1-ODtreated/ODcontrol)

× 100%。

1.2.6 HCC827-ALDH1A1 细胞皮下异种移植瘤模型 将

HCC827-ALDH1A1细胞用 PBS制备成单细胞悬液，细胞浓度

调整至 2 × 106 个 /mL，在裸鼠上腋窝两侧皮下注射

HCC827-ALDH1A1细胞悬液 100 滋L，15天之后，肿瘤长到体
积约为 250 mm3，将 4周龄的 BALB/c雌裸鼠随机分为四组，分

别是对照组(溶剂对照)，DSF(60 mg/kg/day)单加药组，厄洛替尼

单加药组(30 mg/kg/day)和联合加药组(DSF 60 mg/kg/day + er-

lotinib 30 mg/kg/day)，每组 5只裸鼠。待对照组肿瘤长到 1500

mm3,对裸鼠进行安乐死，取出皮下移植肿瘤，拍照并称瘤重。

1.3 统计学分析

4602· ·



现代生物医学进展 biomed. cnjournals . com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.24 DEC.2018

所有数据以“均数± 标差准”表示，使用 GraphPad Prism7.0

统计学软件进行统计学分析并制作图表。多组间比较采用单因

素方差分析，组间两两比较采用 Dunnett's检验，以 P<0.05为差

别有统计学意义。

2 结果

2.1 ALDH1A1诱导肺腺癌细胞发生多药耐药

首先我们使用慢病毒表达系统在肺腺癌细胞 HCC827细

胞株中高表达 ALDH1A1。通过流式细胞术检测细胞中 ALDH

的酶活性水平，发现 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞的 ALDH

酶活性显著高于对照组 EV细胞和亲本细胞 (图 1A、1B)，且

Western Blot 实 验 结果 显 示 HCC827-ALDH1A1 细胞 的

ALDH1A1 蛋白表达水平显著增高 (图 1C)，表明高表达

ALDH1A1细胞模型构建成功。接下来，我们对其进行药效学

实验，旨在探讨 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞对一些常见的肺

癌治疗药物如顺铂 (DDP)，紫杉醇 (Paclitaxel)，厄洛替尼 (Er-

lotinib)和吉非替尼(Gefitinib)的耐药性。我们将以上这 4种药物

按梯度稀释法从最高浓度开始，3倍稀释得到八个浓度梯度对

亲本细胞和 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞进行加药实验，当药

物作用 72小时后，用 CCK8法检测细胞的活力。实验结果显示

ALDH1A1高表达肺腺癌细胞对厄洛替尼、吉非替尼和紫杉醇

均产生了不同程度的耐药(图 1D-1G)。

2.2 ALDH1A1诱导肺腺癌细胞干细胞化及 EMT

前面的实验结果表明高表达 ALDH1A1会使肺腺癌细胞

对多种化疗药物产生耐药，结合已有的研究和文献，我们猜测

这一现象很可能和肿瘤干细胞(CSC)相关，并极可能存在肿瘤

细胞的上皮 -间充质转化(EMT)。因此，接下来我们探究了高表

达 ALDH1A1细胞干性标记蛋白和 EMT标志物的蛋白表达。

结果显示：与对照组细胞相比，HCC827-ALDH1A1细胞的干性

标志蛋白 ALDH1A1、CD133和 CD44均表达上调，提示干性

增强。EMT间质样标志物 vimentin表达增加，提示细胞发生了

EMT(图 2A)。EMT的发生常伴伴随着侵袭、迁移等过程，因此

我们进一步检测了细胞的迁移能力，发现高表达 ALDH1A1后

HCC827细胞的迁移能力显著增强(图 2B、2C)。

2.3 ALDH抑制剂选择性抑制肺腺癌细胞生长和迁移

我们发现 HCC827细胞高表达 ALDH1A1后对厄洛替尼，

紫杉醇和吉非替尼均产生了不同程度的耐药，因此我们进一步

采用 ALDH抑制剂 DSF和 DEAB单独作用探讨其对细胞活力

的影响。CCK8细胞活力检测实验显示：ALDH1A1高表达肺腺

癌细胞对 ALDH抑制剂更为敏感，HCC827ER5为 ALDH上调

的耐厄洛替尼肺腺癌细胞，DSF和 DEAB可克服 ALDH上调的

肺腺癌耐药细胞对厄洛替尼耐药 (图 3A、3B)。为了研究抑制

ALDH酶活性对肺腺癌细胞迁移的影响，我们通过 transwell细

胞迁移实验对其迁移能力进行检测，结果提示 DSF能选择性逆

转 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞增高的迁移能力(图 3C、3D)。

2.4 DSF抑制皮下肺腺癌移植瘤的生长及耐药性的产生

为了进一步探究 DSF对 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞生

存的影响，我们通过构建 HCC827-ALDH1A1细胞皮下异种移

植瘤模型，探究了 DSF和厄洛替尼单独作用以及联合给药对

HCC827-ALDH1A1细胞异种移植瘤生长的影响。结果显示：

DSF单独给药(60 mg/kg/day)与对照组相比虽然没有统计学差

异，但表现出抑制趋势。随着时间的延长，厄洛替尼单加药组

(30 mg/kg/day)中肿瘤体积并不能得到有效地缩减，相比之下，

联合加药组可以显著抑制肿瘤生长，甚至有缩小肿瘤的作用，

并且可以逆转厄洛替尼造成的体重减轻(图 4)。

3 讨论

分子靶向治疗虽然能在短期内为患者带来良好的治疗效

果，但由于耐药现象的出现，患者的总生存期并没有得到显著

延长[14,15]。化疗药物在杀死非肿瘤干细胞时会使细胞产生 EMT

现象，表现出 CSC的特征[16]，而 CSC是影响肿瘤发生、转移以

及癌症耐药和复发的重要因素[17]，其存在为癌症的治疗带来了

不容忽视的阻力。随着肿瘤精准化治疗的发展，人们发现有效

地清除 CSC可能会提高当前抗癌药物的有效性和安全性，延

长患者总体生存期[18,19]。

目前，靶向 CSC 的相关标志物如 CD44 [20]、CD133 [21]、

ALDH[22-24]等是实现对 CSC靶向治疗的常用手段。Walser TC等

人发现 ALDH高表达的肺癌患者往往表现出不良预后和较短

的总生存期[25]，证实 ALDH和肺癌耐药密切相关，但目前关于

ALDH家族成员 ALDH1A1与肺腺癌耐药性的研究尚少。我们

前期实验结果显示耐厄洛替尼的肺腺癌细胞中 ALDH1A1表

达显著增高，由此我们推测 ALDH1A1很可能参与调控肺腺癌

耐药。因此，我们在肺腺癌细胞 HCC827中高表达 ALDH1A1，

发现细胞表现出多药耐药现象，干性标志物 CD44和 CD133

表达上调，EMT间充质标志物 vimentin表达增加，细胞迁移能

力显著增强，产生了干细胞样特征，表明肺腺癌细胞

HCC827-ALDH1A1 对化疗药物产生耐药的原因很可能和

ALDH1A1所诱导的干细胞化相关。

双硫仑(disulfiram，DSF)，临床上又被称作戒酒硫，作为醛

脱氢酶的抑制剂在临床上用作为抗酗酒药物已有 60 多年历

史，目前在癌症治疗领域也被逐渐关注。Mac Donagh L等发现

使用 DSF或 DEAB抑制 ALDH1可以克服耐顺铂非小细胞肺

癌的耐药[26]。本实验中，使用 ALDH抑制剂 DSF和 DEAB可以

一定程度克服耐厄洛替尼的肺腺癌细胞 HCC827ER5的耐药

性，同时对 HCC827-ALDH1A1细胞有选择致敏性，DSF还可

以选择性抑制 HCC827-ALDH1A1细胞增高的迁移能力，进一

步证明 ALDH1A1高表达肺腺癌细胞的干细胞样特征依赖于

ALDH。此外，我们通过构建裸鼠皮下异种移植瘤模型探究

DSF对 HCC827-ALDH1A1细胞生长的影响，发现使用厄洛替

尼单独加药虽然能抑制肿瘤生长，但随着时间的延长，生长趋

势仍有上升，而 DSF和 erlotinib联合加药后可以显著抑制肿瘤

的生长，同时缩小肿瘤体积，延缓了肿瘤耐药和复发。

综上所述，本研究结果表明干性标志物 ALDH1A1能诱导

肺腺癌细胞对化疗药物产生耐药，使用 ALDH抑制剂能逆转该

细胞的干细胞化特征，克服耐药。但我们对 ALDH1A1调控肺腺

癌耐药的具体机制研究较浅。目前，ALDH作为醛脱氢酶是公

认的“醛类清除剂”，在脂质过氧化过程中扮演着重要的角色，

ALDH1A1活性受到抑制会增强醛类对细胞的损害[27]。我们推

测 ALDH1A1诱导肺腺癌细胞产生耐药的原因可能和其参与

的活性氧代谢通路相关，这将有待于我们进一步的研究证实。
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图 1 ALDH1A1对肺腺癌细胞耐药性的影响

Fig.1 Effect of ALDH1A1 on drug resistance of lung adenocarcinoma cells

A and B, Flow cytometry analyze the activity of ALDH in HCC827, HCC827-EV and HCC827-ALDH1A1 cells. C, Western blot detection of ALDH1A1.

D-G, Detection of drug resistance in lung adenocarcinoma cells. DDP, paclitaxel, gefitinib and erlotinib were diluted into 8 concentrations then treated

cells for 72 h.

Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P<0.05, compared with group control.
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图 2 ALDH1A1促使 HCC827细胞干细胞化

Fig.2 HCC827 cells are induced with stemness by ALDH1A1 overexpression

A,Westernblot analysis for theexpressionofstemnessandEMTassociatedproteins inHCC827-ALDH1A1cells.BandC,Enhancedabilityofmigration in

ALDH1A1overexpressinglungadenocarcinoma.ThephotographsofHCC827-ALDH1A1andcontrol cellswere stainedbycrystalviolet.Scalebar, 100滋m.
Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P<0.05, compared with group control.

图 3 ALDH抑制剂对肺腺癌细胞活力和迁移的影响

Fig.3 Effects of ALDH inhibitors on viability and migration of lung adenocarcinoma cells

A and B, Comparison of drug resistance in four lung adenocarcinoma cells. Cells were treated with increasing concentrations of DSF and DEAB for 72 h.

The inhibition was calculated by CCK8. C and D, Cells migration was detected by transwell. Scale bar, 100 滋m.
Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P<0.05, compared with group control.
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图 4 DSF对 HCC827-ALDH1A1细胞异种移植瘤生长的影响

Fig.4 Effect of DSF on HCC827-ALDH1A1 xenograft tumor growth

Tumor tissue were implanted subcutaneously into female athymic nude mice (4 weeks old). Treatment with erlotinib and DSF after implant when average

tumor volume reached approximately 200 mm3. Animals were administered once daily with erlotinib and DSF for the duration of the study. Tumor volume

was measured using calipers and calculated as (length× width× width)/2. At the end of the study, tumor tissues were excised.

Note: Data are expressed as x± SEM, n=10. ****P<0.0001, compared with group control.
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