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　　摘　要：　目的　建立人喉癌顺铂（ＣＤＤＰ）耐药细胞株并鉴定其干细胞生物学特性，探讨其对ＣＤＤＰ耐药机制
及与干细胞的关系。方法　以药物浓度梯度递增法诱导建立人喉癌 Ｈｅｐ２的顺铂耐药细胞株 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ；倒置
显微镜观察细胞的形态；ＣＣＫ８法检测细胞 ＩＣ５０及耐药指数；无血清细胞球体培养观察成球能力；实时定量 ＲＴ
ｑＰＣＲ法检测ＭＤＲｌ／Ｐｇｐ、ＡＢＣＧ２、ＣＤ４４、ＣＤ１３３ｍＲＮＡ的表达情况；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＭＤＲｌ／Ｐｇｐ、ＡＢＣＧ２、ＣＤ４４、
ＣＤ１３３蛋白表达情况。结果　顺铂体外缓慢诱导历时１２个月建成的Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ耐药细胞株，与亲本Ｈｅｐ２细胞
相比，细胞形态改变明显；耐药性能稳定耐药指数为５．４３；无血清球体培养实验示细胞成球率升高（Ｐ＜０．０５）；ＲＴ
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明耐药相关基因 ＭＤＲｌ／Ｐｇｐ、ＡＢＣＧ２表达上调（均 Ｐ＜０．０５）；干性相关标记基因
ＣＤ４４、ＣＤ１３３升高（均Ｐ＜０．０５）。结论　Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞株具有稳定的顺铂耐药性，是研究喉癌顺铂耐药和逆
转机制的良好模型，且其耐药机制与顺铂诱导的肿瘤干细胞有关，可为研究逆转耐药提供参考。
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　　喉癌是头颈部鳞状细胞癌中常见的恶性肿瘤，
其发病与吸烟，酗酒及感染等因素有关，已成为仅次

于肺癌的呼吸道第二位高发恶性肿瘤［１］。以顺铂

为基础的联合化疗是头颈部鳞癌中应用最广泛的治

疗方案，且对于晚期喉癌或者术后复发患者，化疗是

不可或缺的治疗方法［２］。但由于越来越多患者对

药物敏感性降低而导致化疗失败，与其相关的耐药

仍然是影响患者生存率的一个重要原因［３－４］。研究

表明，顺铂作用于肿瘤细胞能显著诱导其肿瘤干细

胞的形成［５］，肿瘤干细胞是肿瘤细胞自我更新维持

多潜能分化的前提，对化疗药物抵抗作用明显强于

非干细胞。目前治疗喉癌化疗药物包括顺铂、５氟
尿嘧啶、紫杉醇、长春新碱等，５ＦＵ、紫杉醇、长春新
碱喉癌耐药细胞株已经诱导建成［６－８］，但喉癌顺铂

耐药细胞株建立及其与干细胞关系尚未明确，因此

建立喉癌ＣＤＤＰ耐药细胞株是深入进行顺铂耐药机
制研究的前提。本研究旨在以Ｈｅｐ２细胞为研究对
象，采用顺铂缓慢递增诱导建立喉癌顺铂耐药细胞

系并鉴定其干性生物学特性，初步探讨喉癌顺铂耐

药与干细胞特性的关系。

１　材料与方法

１．１　主要材料
人喉癌细胞株Ｈｅｐ２购自中山大学细胞库；ＲＰ

ＭＩ１６４０、ＰＢＳ缓冲液、０．２５％胰蛋白酶、Ｂ２７购自美
国Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自 ＢｉｏＩｎｄ；ＥＧＦ、
ｂＦＧＦ购自 ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ，顺铂购自 Ｓｉｇｍａ公司；Ｔｒｉｚｏｌ、
ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ和ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ检测试剂
盒购自大连宝生物Ｔａｋａｒａ公司；蛋白浓度检测试剂
盒购自杭州弗德生物科技有限公司；ＧＡＰＤＨ、ＭＤＲ１
抗体购自武汉三鹰 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ；ＣＤ４４、ＣＤ１３３、ＡＢ
ＣＧ２抗体，二抗购自美国ＣＳＴ；ＥＣＬ发光液购自美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ。
１．２　主要仪器

荧光定量ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ４８０ＳｙｓｔｅｍＰＣＲ仪购自
瑞士 Ｒｏｃｈｅ公司；酶联免疫检测仪购自美国 ＢＩＯ
ＲＡＤ公司；化学发光成像系统购自中国Ｔａｎｏｎ。
１．３　细胞培养

Ｈｅｐ２及 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞采用 ＲＰＭＩ１６４０培
养液＋１０％ＦＢＳ＋１％双抗，置于３７℃、５％ＣＯ２细胞

培养箱内进行培养。在培养皿中细胞培养覆盖率约

８０％左右时，采用０．２５％胰蛋白酶 －ＥＤＴＡ消化细
胞，并进行传代培养，最后选取处于对数生长期的细

胞进行实验。

１．４　顺铂诱导
Ｈｅｐ２细胞生长至对数期时，以 ０．１μｇ／ｍｌ的

顺铂浓度开始缓慢诱导，培养４８ｈ后撤去培养基，
并按上述方法换液或传代。约一周后当细胞生长状

态良好时再以０．１μｇ／ｍｌ的顺铂浓度递增诱导培养
细胞４８ｈ，以此重复，最终在浓度为４μｇ／ｍｌ的顺铂
浓度诱导完毕后进行其他实验。

１．５　ＲＮＡ提取与逆转录
Ｔｒｉｚｏｌ法从细胞中提取总 ＲＮＡ，紫外分光光度

仪测定总ＲＮＡ纯度和浓度，将每个样品浓度调整为
５００ｎｇ／μｌ时进行反转录成 ｃＤＮＡ，体系按 Ｐｒｉｍｅ
ＳｃｒｉｐｔＴＭＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ反转录试剂盒说明书进行，
３７℃、１５ｍｉｎ；８５℃、５ｓ；４℃操作完毕将样本用ＤＥＰＣ
水稀释合适浓度并置于－８０度保存备用。
１．６　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）

应用 ＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ的说明书配置
ＰＣＲ反应体系，反应条件为 ９５℃、３０ｓ、１ｃｙｃｌｅ；
９５℃、５ｓ、６０℃、３０ｓ、４０ｃｙｃｌｅｓ；９５℃５ｓ、６０℃１ｍｉｎ，
９５℃ １ｃｙｃｌｅ，每个样品 ３个复孔。检测各基因在
Ｈｅｐ２及Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ样品中的相对表达水平。以
ＧＡＰＤＨ为内参，相对表达量用 ２－ΔΔＣＴ表示，
ΔΔＣＴ＝实验组（Ｃｔ目的基因－Ｃｔ管家基因）－对照
组（Ｃｔ目的基因－Ｃｔ管家基因）。ＧＡＰＤＨ：上游５′
ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ３′下游 ５′ＡＧＧＧＧＣ
ＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ３′；ＭＤＲ１：５′ＧＧＧＡＧＣＴＴＡＡ
ＣＡＣＣＣＧＡＣＴＴＡ３′ 下 游 ５′ＧＣＣＡＡＡＡＴＣＡ
ＣＡＡＧＧＧＴＴＡＧＣＴＴ３′；ＡＢＣＧ２：上 游 ５′ＣＡＧＧＴＧ
ＧＡＧＧＣＡＡＡＴＣＴＴＣＧＴ３′下游：５′ＡＣＣＣＴＧＴＴＡＡＴＣ
ＣＧＴＴＣＧＴＴＴＴ３′；ＣＤ４４：上 游 ５′ＣＴＧＣＣＧＣＴＴＴＧ
ＣＡＧＧＴＧＴＡ３′，下 游 ５′ＣＡＴＴＧＴＧＧＧＣＡＡＧＧＴＧＣ
ＴＡＴＴ３′；ＣＤ１３３：上游５′ＴＴＣＴＴＧＡＣＣＧＡＣＴＧＡＧＡＣ
ＣＣＡ３′，下游：５′ＴＣＡＴＧＴＴＣＴＣＣＡＡＣＧＣＣＴＣＴＴ３′。
１．７　ＣＣＫ８法检测ＩＣ５０

将上述细胞按照细胞密度为５０００个／孔接种
至９６孔板中，多余孔周边用无菌ＰＢＳ液铺满，２４ｈ
贴壁后以浓度梯度为 ０、２、４、６、８、１０μｇ／ｍｌＣＤＤＰ
浓度加入９６孔板。２４ｈ后向接种细胞的每孔中加
·０４·
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入１０μｌＣＣＫ８溶液（１０％），３７℃孵育２ｈ后，置于
紫外分光光度计，在 ４５０ｎｍ波长下检测光密度
（ＯＤ）值，每个样本做３个复孔，并重复３次实验。
１．８　成球实验

取对数生长期的Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ和亲本Ｈｅｐ２细
胞，以每孔５０００个接种于超低吸附培养六孔板中，
每两天换半量的成球实验培养液（ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍｌ，
ｂＦＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ，Ｂ２７１％）。观察并计数耐药细胞
Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ和亲本 Ｈｅｐ２细胞的成球情况，培养
１０ｄ，拍照，计算成球率，每组设３个重复，每孔计数
３次，取平均值。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

采用 ＲＩ０Ａ细胞裂解液，加入蛋白酶抑制剂
ＰＭＳＦ（１∶１００），混匀用于提取细胞中的总蛋白。根
据弗德ＢＣＡ试剂盒操作说明绘制的标准曲线检测
各样品中蛋白浓度，并用适量的 ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀
后将样品置于１００℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性 －８０℃
保存备用。根据蛋白浓度上样等量的蛋白样品及

Ｍａｒｋｅｒ后采用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳，以ＧＡＰＤＨ作
为内参，恒压 ７０Ｖ电泳时间 ０．５ｈ，分离胶使用
１２０Ｖ电泳１ｈ，待溴酚兰到凝胶最低处即终止。完
成后按照分子量大小进行转膜至 ＰＶＤＦ膜上，避免
产生气泡，以２００ｍＡ恒流转膜３ｈ，用 ＢＳＡ室温封
闭１ｈ。一抗稀释比例为１∶１０００，ＧＡＰＤＨ稀释比例
为１∶２０００，４℃过夜后以ＴＢＳＴ洗膜３次除去未结合
一抗，二抗稀释比例为１∶１０００，将显影结果扫描，用
ＩｍａｇｅＪ软件分析各组条带的灰度值。
１．１０　统计学分析

实验数据采用 ＳＰＳＳ１９．０统计软件处理，计量
资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比较采用独立样本 ｔ检
验，多组间的比较采用方差分析，计数资料采用卡方

检验，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＣＫ８实验
Ｈｅｐ２细胞的 ＩＣ５０值为２．３３μｇ／ｍｌ，顺铂缓慢

诱导喉癌Ｈｅｐ２细胞株，历时１２个月顺铂诱导剂量
为４μｇ／ｍｌ，Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ的ＩＣ５０值为１２．６７５μｇ／ｍｌ，
耐药指数 ＲＩ＝５．４３（Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰＩＣ５０）／（Ｈｅｐ２
ＩＣ５０），Ｈｅｐ２及Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ在倒置显微镜下细胞
形态变化见图１、２；抑制率见图３。

２．２　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ＲＴｑＰＣＲ检测发现耐药基 ＭＤＲｌ／Ｐｇｐ在 Ｈｅｐ

２／ＣＤＤＰ细胞中的表达水平为６．９２±０．１２，与 Ｈｅｐ
２细胞相比，差异具有统计学意义（ｔ＝４８．４４，Ｐ＜
０．０００１）；ＡＢＣＧ２在 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞中的表达水
平为２．５４±０．４０，与 Ｈｅｐ２细胞相比差异具有统计
学意义（ｔ＝３．８２，Ｐ＝０．００８７），见图４。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
示ＭＤＲｌ／Ｐｇｐ蛋白在 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞中的表达
水平也高于 Ｈｅｐ２细胞（０．４３±０．０２２ＶＳ０．０７６±
０．００８８，ｔ＝１４．８３，Ｐ＜０．０００１），ＡＢＣＧ２蛋白在Ｈｅｐ
２／ＣＤＤＰ细胞中的表达水平高于 Ｈｅｐ２细胞（０．３７
±０．０３７ＶＳ０．２３±０．０４），差异均具有统计学意义
（ｔ＝２．５３，Ｐ＝０．０４４５）。具体见图５、６。
２．３　干性成球实验

ＥＧＦ２０ｎｇ／ｍｌ，ｂＦＧＦ１０ｎｇ／ｍｌ，Ｂ２７１％培养１０ｄ
后观察并计数亲本 Ｈｅｐ２细胞和耐药细胞 Ｈｅｐ２／
ＣＤＤＰ的成球率，分别为（６．０±０．５８）％ ＶＳ（１６．０±
１．１６）％，差异具有统计学意义（χ２ ＝５．１，Ｐ＜
０．０５），说明 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ成球能力显著高于 Ｈｅｐ２
细胞。成球实验结果见图７、８，成球率见图９。
２．４　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ

在 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ中干性标记基因 ＣＤ４４（５．４±
０．５３，ｔ＝８．２７，Ｐ＜０．０５）、ＣＤ１３３（３．５７±０．３１，ｔ＝
８．１２，Ｐ＜０．０５），在 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ中表达显著开高，
具体见图１０；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ示ＣＤ４４（０．４７±０．０３６ＶＳ
０．８８±０．０６，ｔ＝６．０９，Ｐ＜０．０５）、ＣＤ１３３（０．４３±
０．０４６ＶＳ０．６９±０．０４，ｔ＝４．０３，Ｐ＜０．０５）蛋白在
Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ中表达也上调，差异均具有统计学意
义。具体见图１１、１２。

３　讨论

顺铂作为铂类化疗药物的代表抗瘤谱较广，是

临床治疗头颈部鳞癌、卵巢癌、肺癌等多种实体瘤的

一线用药，它是一种细胞周期非特异性药物，能与

ＤＮＡ结合引起交叉联结，从而破坏 ＤＮＡ的功能，并
抑制细胞有丝分裂，最终导致细胞凋亡［９］。目前建

立肿瘤耐药细胞系的方法有药物浓度递增法和大剂

量间歇诱导法，采用药物浓度递增法建立的耐药细

胞系的优点是耐药性稳定、可靠，且以此方法建立的

耐药细胞株近年来在舌鳞状细胞癌、胃癌等多种肿

瘤中均已报道［１０－１１］。本研究前期预实验采用０．５、

·１４·
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１、２、３μｇ／ｍｌ等各浓度梯度大剂量长时间冲击诱导
耐药细胞，都以细胞大量死亡而结束，最终采取低浓

度ＣＤＤＰ缓慢递增法进行体外诱导，避免了大剂量
药物长时间冲击导致细胞全部死亡而使实验中途被

迫中断的弊端，历经１２个月的体外诱导、培养，成功
建立了人喉癌ＣＤＤＰ耐药细胞株Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ。

本实验发现与亲本 Ｈｅｐ２细胞相比，Ｈｅｐ２／
ＣＤＤＰ细胞形态由椭圆形变为长梭形，细胞变得狭
长，体积变大，细胞间连接较松散。实验中还能观察

到Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞的群体倍增时间较Ｈｅｐ２细胞
延长，而肿瘤细胞的倍增时间越长，则分裂细胞数越

少对化疗的敏感性就下降，疗效越差。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
结果显示，Ｈｅｐ２细胞极少量ＭＤＲ１／Ｐｇｐ蛋白的表
达，而在 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞中耐药相关蛋白 ＭＤＲ１
和ＡＢＣＧ２的表达高于亲本 Ｈｅｐ２细胞。Ｐｇｐ蛋白
是ＭＤＲｌ基因编码的蛋白产物，它是一种 ＡＴＰ依赖
性能量泵，能将入细胞的毒性药物转运排出。当抗

肿瘤药物进入细胞后与Ｐｇｐ结合蛋白，Ｐｇｐ蛋白利
用ＡＴＰ水解释放的能量激活药泵，将结构不同或药
理作用不同的药物和疏水化合物泵出细胞，使肿瘤

细胞内药物浓度降低［１２］。这说明 ＣＤＤＰ在诱导
Ｈｅｐ２细胞获得性耐药方面与 Ｐｇｐ、ＡＢＣＧ２药物泵
蛋白表达升高相关，抑制相关蛋白表达相关通路可

成为逆转耐药的有效作用靶点。

Ｖｉｓｖａｄｅｒ等［１３－１４］研究认为一些化疗抵抗的肿

瘤细胞表现出自我更新和多潜能分化的能力，即所

谓的肿瘤干细胞（ＣＳＣｓ），肿瘤干细胞是肿瘤发生发
展的起源，与肿瘤的复发转移密切相关。化疗耐药

是导致肿瘤复发、转移的重要原因之一，因此我们认

为化疗和肿瘤干细胞之间也有密切的联系，干细胞

的存在可能是导致化疗抵抗的关键原因。肿瘤干细

胞的识别在于细胞表面干性标记基因和干性培养的

成球能力，这些标记基因包括 ＣＤ２４、ＣＤ４４、ＣＤ１３３
等［１５］。细胞球体培养实验发现耐药细胞株 Ｈｅｐ２／
ＣＤＤＰ细胞较 Ｈｅｐ２细胞成球能力增强，ＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示干性相关因子 ＣＤ４４和 ＣＤ１３３较
亲本升高，说明顺铂诱导过程中伴随有肿瘤干细胞

表达增加，可能是由于化疗药物顺铂杀死敏感细胞

而筛选出了残留的具有耐药特性的肿瘤干细胞，也

可能是顺铂处理后调控干性相关基因表达增高，提

高干性细胞比例。研究表明，多种获得性耐药的肿

瘤细胞具有肿瘤干细胞特点，基于化疗药物抵抗与

肿瘤干细胞的特性关系密切，可用来解释一线化疗

药物治疗后仍然存在的较高复发率和进展率［１６－１７］，

如Ｃｈｅｎ等运用基因追踪技术证明顺铂治疗能够消
灭增殖的头颈部肿瘤细胞，也能富集 Ｂｍｉ１＋的肿瘤
干细胞，这些细胞的存在成为了肿瘤复发的关键原

因［１８］。同时通过图１～３观察到 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞
有典型的上皮间质（ＥＭＴ）形态学改变，且有报道称
经过化疗药物诱导后的耐药细胞表现出干细胞样特

性同时也会发生上皮间质转化，ＥＭＴ使鼻咽癌肿瘤
细胞获得更强的侵袭和迁移能力［１９］，干扰 ＥＭＴ相
关转录因子 Ｔｗｉｓｔ能降低喉癌细胞的侵袭增殖能
力［２０］，因此我们通过 ＰＣＲ比较上皮间质转化相关
的转录因子 Ｓｎａｉｌ、Ｓｌｕｇ、Ｔｗｉｓｔ在亲本细胞和耐药细
胞中的表达情况，初步结果发现 Ｓｎａｉｌ表达显著上
升，证明耐药细胞株有间质细胞转化的倾向，后续可

以此为线索做更为详细深入的探索。另有研究示耐

药细胞的发生机制伴随有糖基化结构蛋白的表达，

这些物质能促进肿瘤生长，降低细胞间黏附促进迁

移和远处转移，免疫逃脱等［２１－２２］。可见，肿瘤细胞

的耐药机制非常复杂，喉癌 Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ细胞耐药
可能是耐药蛋白 ＭＤＲ１、ＡＢＣＧ２表达上调、干细胞
诱导增多、上皮细胞发生间质转化共同作用的结果。

当然，本实验也存在一定的缺陷和不足，如喉癌细胞

株Ｈｅｐ２有报道被Ｈｅｌａ细胞污染，但我们认为通过
此途径建立起来的顺铂耐药细胞株仍然具有一定的

研究价值，同时我们也正在培养喉癌原代细胞，并通

过相同方法对其进行诱导，以此来补充完善此实验

结果。

综上所述，本研究以 ＣＤＤＰ浓度逐步递增法诱
导历时１２个月成功建立了对 ＣＤＤＰ耐药的细胞株
Ｈｅｐ２／ＣＤＤＰ，耐药蛋白表达量增加，成球能力增强，
干性标记基因表达升高，针对喉癌化疗耐药这一难

题的重要原因———肿瘤干细胞，提供了实验依据，但

仍需要通过干细胞信号通路等分子机制进一步探

索。该细胞系的建立，为研究喉癌 ＣＤＤＰ耐药机制
和筛选耐药逆转剂提供了细胞株模型，对于研究喉

鳞状细胞癌顺铂耐药、干细胞和上皮间质转化的关

系提供思路和实验基础。
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［２０］孙志宏，齐莹．ＲＮＡｉ干扰Ｔｗｉｓｔ基因对喉鳞状细胞癌Ｈｅｐ２细

胞株增殖与侵袭力及 Ｅ钙黏蛋白甲基化的影响［Ｊ］．中国耳

鼻咽喉颅底外科杂志，２０１６，２２（６）：４６７－４７１．

　　 ＳｕｎＺＨ，ＱｉＹ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＴｗｉｓｔｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｅｄｂｙＲＮＡｉｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ

ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｖｅｎｅｓｓａｎｄｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎｏｆＥｃａｄｈｅｒｉｎｉｎｌａ

ｒｙｎｇｅａｌｓｑｕａｍｏｕｓｃｅｌｌｃａｒｃｉｎｏｍａＨｅｐ２ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌ

ｏｆＯｔｏｒｈｉｎｏｌａｒｙｎｇｏｌｏｇｙＳｋｕｌｌＢａｓｅＳｕｒｇｅｒｙ，２０１６，２２（６）：４６７－

４７１．

［２１］ＣｈｒｉｓｔｉａｎｓｅｎＭＮ，ＣｈｉｋＪ，ＬｅｅＬ，ｅｔａｌ．Ｃｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｐｒｏｔｅｉｎｇｌｙｃｏ

ｓｙｌａｔｉｏｎｉｎｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２０１４，１４（４－５）：５２５－５４６．

［２２］ＦｅｒｒｅｉｒａＪＡ，ＰｅｉｘｏｔｏＡ，ＮｅｖｅｓＭ，ｅｔａｌ．Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆｃｉｓｐｌａｔｉｎ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｎｄｔａｒｇｅｔｉｎｇｏｆｃａｎｃｅｒｓｔｅｍｃｅｌｌｓ：Ａｄｄｉｎｇｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ

ｔｏｔｈｅｅｑｕａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔａｎｃｅＵｐｄａｔｅｓ，２０１６，２４：３４－５４．

（收稿日期：２０１７－１０－１６）
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