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ATP合成酶α-亚基在吉西他滨耐药膀胱癌细胞中的
表达及其作用
米治渊 梁晔 牛海涛

(青岛大学附属医院泌尿外科,山东 青岛 266003)

[摘要] 目的 探究ATP合成酶α-亚基(ATP5A1)在吉西他滨耐药膀胱癌细胞中的表达情况及其潜在作用。

方法 采用人膀胱移行细胞癌细胞系T24和5637,通过逐步递增吉西他滨浓度法构建T24耐药细胞株(T24R)和

5637耐药细胞株(5637R)。通过蛋白免疫印迹(WB)实验和RT-qPCR技术检测上述细胞中ATP5A1蛋白与 mR-
NA的表达水平;通过分别使用寡霉素(氧化磷酸化抑制剂)和2-脱氧葡萄糖(2-DG,糖酵解抑制剂)处理,以检测上

述细胞的 ATP合成对氧化磷酸化和糖酵解依赖性。将T24R和5637R细胞分别分为T24R-si-NC组、T24R-si-
ATP5A1组和5637R-si-NC组、5637R-si-ATP5A1组,其中T24R-si-ATP5A1组和5637R-si-ATP5A1组细胞转染

敲低ATP5A1 的小干扰RNA(si-ATP5A1),T24R-si-NC组和5637R-si-NC组转染空载体对照si-NC。通过 ATP
检测试剂盒、葡萄糖检测试剂盒和乳酸检测试剂盒分别检测各组细胞中 ATP含量、葡萄糖消耗量和乳酸生成量,

通过 MTT法检测各组细胞对吉西他滨的敏感性,通过平板克隆形成实验检测各组细胞在吉西他滨处理下的增殖

能力。结果 T24R和5637R细胞对吉西他滨的耐药指数分别为46.21和5.64。与相应亲本细胞相比,T24R和

5637R细胞中ATP5A1mRNA和蛋白均显著高表达,对氧化磷酸化的依赖性更高,对糖酵解的依赖性更低(t=
5.12~18.52,P<0.01)。T24R-si-ATP5A1组与 T24R-si-NC组相比、5637R-si-ATP5A1组与5637R-si-NC组相

比,细胞中ATP相对含量显著升高,葡萄糖消耗量和乳酸生成量显著减少,对吉西他滨的IC50显著降低,克隆数量

显著减少(F=23.97~45.23,q=6.58~12.73,t=4.23~56.55,P<0.05)。结论 ATP5A1在吉西他滨耐药膀胱癌

细胞中呈显著高表达,高表达的ATP5A1可能通过维持线粒体的氧化磷酸化功能参与膀胱癌细胞吉西他滨耐药的

形成。
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ExpressionandroleofATPsynthaseα-subunitingemcitabine-resistantbladdercancercells MI

Zhiyuan,LIANGYe,NIUHaitao (DepartmentofUrology,TheAffiliatedHospitalofQingdaoUniversity,Qingdao266003,

China)

[ABSTRACT] Objective ToinvestigatetheexpressionandpotentialroleofATPsynthaseα-subunit(ATP5A1)ingemci-

tabine-resistantbladdercancercells. Methods HumanbladdertransitionalcellcarcinomacelllinesT24and5637wereusedto

establishgemcitabine-resistantcelllines(T24Rand5637R)throughastepwiseincreaseingemcitabineconcentration.Westernblot

andRT-qPCRwereusedtomeasuretheproteinandmRNAexpressionlevelsofATP5A1inthesecells,andthecellsweretreated

witholigomycin(aninhibitorofoxidativephosphorylation)or2-DG(aninhibitorofglycolysis)toobservethedependenceofATP

synthesisonoxidativephosphorylationandglycolysisinthesecells.T24Rand5637RcellsweredividedintoT24R-si-NCgroup,

T24R-si-ATP5A1group,5637R-si-NCgroup,and5637R-si-ATP5A1group;thecellsintheT24R-si-ATP5A1groupandthe

5637R-si-ATP5A1groupweretransfectedwithsmallinterferingRNA(si-ATP5A1)toknockdownATP5A1,whilethoseinthe

T24R-si-NCgroupandthe5637R-si-NCgroupweretransfectedwithablankvectorcontrol(si-NC).ATP,glucose,andlactateas-

saykitswereusedtomeasurethecontentofATP,glucoseconsumption,andlactateproductionineachcellgroup;MTTassaywas

usedtoobservethesensitivityofcellstogemcitabine;colonyformationassaywasusedtomeasuretheproliferativecapacityofcells

undergemcitabinetreatment. Results TheresistanceindicesofT24Rand5637Rcellstogemcitabinewere46.21and5.64,re-

spectively.Comparedwiththeirrespectiveparentalcells,T24Rand5637RcellshadsignificantlyhigherrelativemRNAandprotein

expressionlevelsofATP5A1,aswellasasignificantincreaseinthedependenceonoxidativephosphorylationandareductioninthe

dependenceonglycolysis(t=5.12-18.52,P<0.01).ComparedwiththecorrespondingT24R-si-NCgroupand5637R-si-NC

group,theT24R-si-ATP5A1groupandthe5637R-si-ATP5A1grouphadasignificantincreaseinrelativeATPcontent,significant

reductionsinglucoseconsumptionandlactateproduction,asignificantlylowerIC50forgemcitabine,andasignificantreductionin

thenumberofcolonies(F=23.97-45.23,q=6.58-12.73,t=4.23-56.55,P<0.05). Conclusion ATP5A1ishighlyex-

pressedingemcitabine-resistantbladdercancercells,andhighly

expressed ATP5A1 may contribute to the development of

gemcitabineresistanceinbladdercancercellsbymaintainingmito-
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chondrialoxidativephosphorylationfunction.
[KEY WORDS] Urinarybladderneoplasms;Gemcitabine;Mitochondrialproton-translocatingATPases;Mitochondria;

Oxidativephosphorylation;Energymetabolism;Drugresistance,neoplasm

  膀胱癌是泌尿系统最常见的肿瘤之一,其发病

率和死亡率均位居男性泌尿系肿瘤前列[1-2]。以吉

西他滨为代表的化疗方案是肌层浸润性膀胱癌的标

准辅助治疗方法[3],但固有及获得性耐药严重限制

其临床疗效,导致肿瘤复发及进展[4]。因此,亟待阐

明膀胱癌化疗抵抗的核心机制并寻找有效干预靶

点。代谢重编程是肿瘤细胞的核心特征之一[5]。在

有氧条件下,肿瘤细胞不仅糖酵解增强[6],部分还会

出现线粒体氧化磷酸化的增强,以满足其生物合成

和能量需求[7-8]。

ATP合成酶α-亚基(ATP5A1)作为ATP合酶

F1部分的亚基之一,参与构成催化ATP合成的核

心结构,在氧化磷酸化过程中发挥关键作用[9]。研

究表明,ATP5A1在肾透明细胞癌中表达下调,且
与患者预后不良相关[9]。多项研究表明,ATP5A1
可通过增强线粒体功能或激活相关通路,促进多种

肿瘤的化疗耐药与转移[10-12],但其在膀胱癌化疗耐

药中的功能尚未阐明。本研究拟构建膀胱癌吉西他

滨耐药细胞系,通过基因敲低实验探讨ATP5A1对

膀胱癌细胞耐药性和线粒体功能的影响,旨在为膀

胱癌耐药机制的阐明以及靶向药物的开发提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 细胞培养与耐药细胞株构建

采用人膀胱移行细胞癌细胞系T24和5637(均
购自武汉普诺赛生物科技有限公司)进行吉西他滨

耐药株的构建及后续功能实验。将T24和5637细

胞分别接种于含10%胎牛血清和1%双抗(青霉素-
链霉素)的DMEM培养基(完全培养基)中,置于细

胞培养箱(37℃、体积分数0.05CO2)中培养。采用

逐步递增吉西他滨浓度法构建耐药细胞株。初始以

0.01mg/L吉西他滨处理处于对数生长期的T24和

5637细胞,待细胞恢复正常生长后,逐步提高药物

浓度,每次浓度递增1.5~2倍。持续培养6个月以

上,获得能够在0.5mg/L吉西他滨中稳定生长的

耐药细胞株,分别命名为T24R和5637R,于显微镜

下观察两种细胞与其相应亲本细胞的形态差异,同
时计算两种细胞的耐药指数。耐药指数=耐药细胞

对吉西他滨的半数抑制浓度(IC50)/亲本细胞对吉

西他滨的IC50。

1.2 细胞分组与转染

将处于对数生长期的 T24R、5637R细胞接种

于6孔板中,待细胞生长密度达到50%~60%时,
分别随机地分为T24R-si-NC组、T24R-si-ATP5A1
组和5637R-si-NC组、5637R-si-ATP5A1组。使用

Lipofectamine3000转染试剂(美国ThermoFisher
公司)进行转染。T24R-si-ATP5A1组以及5637R-
si-ATP5A1组细胞均转染敲低ATP5A1 的小干扰

RNA(si-ATP5A1,正义链序列:5'-UCUGCUUA-
CAUUCCAACAAAU-3',反义链序列:5'-AUUU-
GUUGGAAUGUAAGCAGA-3'),T24R-si-NC 组

和5637R-si-NC组转染空载体对照si-NC,转染浓

度均为50μmol/L。转染48h后收集细胞进行后

续实验。

1.3 RT-qPCR技术检测各组细胞当中 ATP5A1
mRNA相对表达水平

采用TRIzol法提取T24、T24R、5637和5637R
细胞中总RNA,根据反转录试剂盒(日本TaKaRa
公司)说明书操作合成cDNA。根据 RT-qPCR试

剂盒(日本TaKaRa公司)说明书配制反应体系,使
用LightCycler96荧光定量PCR仪进行检测。其中

ATP5A1的正向引物序列为5'-GGAGCCCAGCA-
AGATCACAA-3',反向引物序列为5'-GGTGAC-
AGTGACAGGGCTTT-3';GAPDH的正向引物序

列为5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3',反向引

物序列为5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'。
以GAPDH 为内参基因计算各组细胞中ATP5A1
mRNA相对表达水平。

1.4 蛋 白 免 疫 印 迹 (WB)实 验 检 测 各 组 细 胞 中

ATP5A1蛋白相对表达水平

使用RIPA裂解液(含1%蛋白酶抑制剂和磷

酸酶抑制剂)提取T24、T24R、5637和5637R细胞

中总蛋白。采用BCA蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度,取蛋白样品与5×SDS上样缓冲液混合,100℃
煮沸5min变性。进行SDS-PAGE电泳,将蛋白转

印至PVDF膜。转膜后,用5%脱脂奶粉室温封闭

1h,加入一抗(ATP5A1抗体稀释比例1∶1000,

GAPDH抗体稀释比例1∶5000),于4℃下孵育过

夜。PBST洗膜3次之后,加入二抗(稀释比例1∶
5000),室温下孵育1h,PBST洗膜3次。ECL显

影液显影,成像系统拍照,ImageJ软件分析条带灰

·122·



精准医学杂志2026年06月第41卷第3期 JPrecisMed,June2026,Vol.41,No.3

度值,以ATP5A1蛋白与GAPDH条带灰度值的比

值表示ATP5A1蛋白相对表达水平,实验独立重复

3次,结果取均值。

1.5 T24R 和5637R 细 胞 及 其 相 应 亲 本 细 胞 的

ATP合成对氧化磷酸化和糖酵解依赖性检测

将T24R和5637R细胞及其相应亲本细胞接

种于96孔板(每孔5000个细胞)中,分别加入含下

列成分的完全培养基进行处理:0.1%的DMSO(对
照)、1μmol/L寡霉素、10mmol/L2-脱氧葡萄糖

(2-DG)、1μmol/L寡霉素+10mmol/L2-DG。将

各组细胞置于培养箱中孵育60min后,迅速吸去上

清液,每孔加入50μLATP裂解液,冰上裂解5min
后离心收集上清液。一部分上清液通过BCA法进

行蛋白定量,其余上清液用于检测 ATP含量。以

加入DMSO处理的细胞中ATP含量为参照,计算

各处理组细胞中相对ATP含量。

1.6 各组细胞中ATP相对含量检测

取T24细胞、T24R细胞、T24R-si-NC组细胞、

T24R-si-ATP5A1组细胞、5637细胞、5637R细胞、

5637R-si-NC组细胞和5637R-si-ATP5A1组细胞,
使用BCA法测定各组细胞中总蛋白浓度,并按照

ATP检测试剂盒(上海碧云天生物技术股份有限公

司)说明书中的操作要求进行检测,以总蛋白浓度为

参照计算各组细胞中ATP相对含量。

1.7 各组细胞的葡萄糖消耗量和乳酸生成量检测

取T24细胞、T24R细胞、T24R-si-NC组细胞、

T24R-si-ATP5A1组细胞、5637细胞、5637R细胞、

5637R-si-NC组细胞和5637R-si-ATP5A1组细胞

的培养基上清液。分别按照葡萄糖和乳酸检测试剂

盒(上海碧云天生物技术股份有限公司)说明书进行

操作,使用酶标仪检测荧光强度,检测葡萄糖消耗量

时于510nm波长处测定吸光度值,检测乳酸生成

量时于480nm波长处测定吸光度值,而后计算各

细胞的葡萄糖消耗量与乳酸生成量。

1.8 MTT法检测各组细胞对吉西他滨的敏感性

将T24细胞、T24R细胞、T24R-si-NC组细胞、

T24R-si-ATP5A1组细胞、5637细胞、5637R细胞、

5637R-si-NC组细胞和5637R-si-ATP5A1组细胞

接种于96孔板中(5×103 个/孔),加入不同浓度的

吉西他滨(0、0.05、0.10、0.20、0.50、1.00、2.00、4.00、

8.00、16.00mg/L)处理48h。然后每孔加入20μL
MTT工作液,孵育4h后加入150μLDMSO,振荡

溶解10min后于490nm波长处测定吸光度值,并
通过GraphPadPrism软件计算各组细胞对吉西他

滨的IC50。

1.9 平板克隆形成实验检测各组细胞在吉西他滨

处理下的增殖能力

将T24细胞、T24R细胞、T24R-si-NC组细胞、

T24R-si-ATP5A1组细胞、5637细胞、5637R细胞、

5637R-si-NC组细胞和5637R-si-ATP5A1组细胞

接种于6孔板中(5×102个/孔),细胞贴壁24h后

将培养基更换为含1mg/L吉西他滨的完全培养

基,此后每3d更换含相同浓度吉西他滨的新鲜培

养基,持续培养14d。当显微镜下观察细胞克隆≥
50个时,采用4%多聚甲醛室温固定15min,0.5%
结晶紫染液(含20%甲醇)覆盖性染色30min,经

PBS充分洗去浮色后室温干燥,采集图像并计算各

组的克隆形成数量。

1.10 统计学处理

使用GraphPadPrism10.1.12软件进行统计分

析。计量资料以􀭺x±s 表示,两组数据比较采用独

立样本t检验;多组数据比较采用单因素方差分析,
若总体差异有统计学意义,则进一步采用Tukey’s
HSD法进行事后多重比较。以P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结  果

2.1 T24R和5637R细胞株的建立与鉴定

经过6个月左右的逐步诱导,成功获得能够在

0.5mg/L吉西他滨当中稳定生长的耐药细胞株

T24R和5637R。MTT法检测结果显示,T24细胞

对吉西他滨的IC50为0.11mg/L,T24R细胞的IC50
为(5.14±0.21)mg/L,耐药指数为46.21;5637细胞

对吉西他滨的IC50为0.65mg/L,对5637R细胞的

IC50为(3.66±0.33)mg/L,耐药指数为5.64。显微

镜下观察结果显示,T24R和5637R细胞形态较亲

本细胞更加细长,呈现间质样改变,见图1。

图1 T24R和5637R细胞及其相应亲本细胞的形态比较(放大40倍)
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2.2 T24R和5637R细胞及其相应的亲本细胞中

ATP5A1mRNA与蛋白的表达水平比较

RT-qPCR技术和 WB实验结果显示,T24和

T24R细胞中ATP5A1 mRNA相对表达水平分别

为1.00±0.00、1.82±0.21,ATP5A1蛋白相对表达

水平分别为1.00±0.00、4.18±0.18,T24R细胞上

述指标均显著高于T24细胞(t=18.52、10.96,P<
0.01)。5637和5637R细胞当中ATP5A1 mRNA
的相对表达水平分别为1.00±0.00、1.50±0.02,

ATP5A1蛋白的相对表达水平分别为1.00±0.00、

2.46±0.55,5637R细胞上述指标均显著高于5637
细胞(t=6.14、7.37,P<0.01),见图2。

图2 T24R和5637R细胞及其相应亲本细胞中 ATP5A1蛋白

表达水平的比较

2.3 T24R 和5637R 细 胞 及 其 相 应 亲 本 细 胞 的

ATP合成对氧化磷酸化和糖酵解依赖性的比较

使用寡霉素处理后,T24R细胞中ATP相对含

量显著低于T24细胞(t=6.71,P<0.001),5637R
细胞当中ATP的相对含量显著低于5637细胞(t=
6.89,P<0.001);使用2-DG处理以后,T24R细胞

中ATP相对含量显著高于T24细胞(t=5.89,P<
0.01),5637R细胞中ATP相对含量显著高于5637
细胞(t=5.12,P<0.01);寡霉素与2-DG联合处理

后,T24R和5637R细胞与其相应亲本细胞中ATP
相对含量均无显著差异(P>0.05)。见表1。

表1 T24R和5637R细胞及其相应亲本细胞在不同代

谢抑制条件下ATP相对含量比较(n=3,􀭵x±s)

处理条件 T24细胞 T24R细胞 5637细胞 5637R细胞

寡霉素 0.65±0.05 0.42±0.04 0.68±0.04 0.46±0.04
2-DG 0.41±0.04 0.64±0.05 0.43±0.04 0.60±0.05
寡霉素+2-DG 0.09±0.01 0.07±0.01 0.09±0.01 0.08±0.01

2.4 各组细胞线粒体功能相关指标比较

单因素方差分析结果显示,T24细胞、T24R细

胞、T24R-si-NC组细胞和 T24R-si-ATP5A1组细

胞中ATP相对含量、葡萄糖消耗量和乳酸生成量

均有显著差异(F=32.15~45.23,P<0.01),5637
细胞、5637R细胞、5637R-si-NC组细胞和5637R-si-
ATP5A1组细胞中上述指标也均有显著差异(F=
23.97~29.84,P<0.01)。进一步两两比较结果显

示,与T24细胞相比,T24R细胞中ATP相对含量

显著升高,葡萄糖消耗量和乳酸生成量显著减少

(q=10.24~12.59,P<0.01);与T24R-si-NC组相

比,T24R-si-ATP5A1组细胞当中ATP相对含量显

著降低,葡萄糖消耗量和乳酸生成量显著回升(q=
7.77~12.73,P<0.01);此外,与5637细胞相比,

5637R细胞中ATP相对含量显著升高,葡萄糖消耗

量和乳酸生成量显著减少(q=9.82~10.63,P<
0.01);而与5637R-si-NC组细胞相比较,5637R-si-
ATP5A1组细胞中 ATP相对含量显著降低,葡萄

糖消耗量和乳酸生成量显著回升(q=6.58~8.01,

P<0.01)。见表2。

表2 各组细胞的线粒体功能相关指标比较(n=3,􀭵x±s)

细胞类型/组别 ATP相对
含量

葡萄糖消耗量
(χ/%)

乳酸生成量
(χ/%)

T24细胞 1.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00
T24R细胞 1.82±0.12 62.35±5.18 58.47±4.93
T24R-si-NC组 1.80±0.11 63.02±4.95 59.13±4.70
T24R-si-ATP5A1组 0.78±0.05 87.30±4.50 87.70±5.10
5637细胞 1.00±0.00 100.00±0.00 100.00±0.00
5637R细胞 1.65±0.09 68.12±4.46 63.29±4.11
5637R-si-NC组 1.63±0.08 68.95±4.30 64.02±4.00
5637R-si-ATP5A1组 1.14±0.06 92.00±3.92 88.60±4.35

2.5 各组细胞对吉西他滨的敏感性比较

MTT实验结果显示,T24R-si-NC组、T24R-si-
ATP5A1组细胞对吉西他滨的IC50分别为(5.21±
1.23)、(3.66±0.62)mg/L,两组比较差异有显著性

(t=7.55,P<0.05);5637R-si-NC 组、5637R-si-
ATP5A1组细胞对吉西他滨的IC50分别为(3.78±
0.66)、(2.26±0.85)mg/L,两组比较差异有显著性

(t=4.23,P<0.05)。

2.6 各组细胞在吉西他滨处理下增殖能力比较

平板克隆形成实验的结果显示,T24、T24R、

T24R-si-NC组和T24R-si-ATP5A1组细胞的克隆

形成数量分别为(102±7)、(215±5)、(143±8)、
(32±4)个。与T24细胞相比,T24R细胞的克隆形

成数量显著增加(t=34.28,P<0.01);与T24R-si-
NC组相比,T24R-si-ATP5A1组细胞的克隆形成

数量显著减少(t=56.55,P<0.01)。5637、5637R、

5637R-si-NC组和5637R-si-ATP5A1组细胞的克

隆形成数量分别为(166±8)、(218±2)、(115±6)、
(77±3)个。与5637细胞相比,5637R细胞的克隆

形成数量显著增加(t=36.79,P<0.01);与5637R-
si-NC组相比较,5637R-si-ATP5A1组细胞的克隆

形成数量则显著性减少(t=47.77,P<0.01)。详见

图3。
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图3 各组细胞在吉西他滨处理下的克隆形成数量比较

3 讨  论

以吉西他滨为基础的化疗是对于肌层浸润性膀

胱癌的标准辅助治疗手段,但固有和获得性耐药常

导致治疗失败和肿瘤进展[13-14]。肿瘤化疗耐药机制

复杂,涉及细胞药物外排、代谢解毒、DNA损伤修复

及凋亡逃逸等[4-5]。近年来,代谢重编程在肿瘤细胞

耐药中的作用备受关注[15]。线粒体作为细胞能量

代谢的中心,其功能状态直接影响肿瘤细胞的存活

能力和化疗敏感性[16]。ATP5A1是线粒体复合物

V的结构亚基,在细胞的 ATP合成中发挥关键作

用[9]。相关研究发现,ATP5A1在不同肿瘤类型当

中的表达模式存在差异。在肾透明细胞癌中,包括

ATP5A1在内的多数 ATP合酶亚基均表达下调,
可能与缺氧诱导的肿瘤细胞代谢重编程有关[17];而
在胶质母细胞瘤中,ATP5A1和 ATP5B则呈现高

表达状态,其机制可能与肿瘤组织中微血管增殖相

关[18]。这些结果提示ATP5A1的作用具有组织特

异性,其功能可能取决于肿瘤的代谢背景和微环境

特征[19]。目前,ATP5A1在膀胱癌吉西他滨耐药中

的表达情况和具体功能尚不明确。本文通过构建吉

西他滨耐药膀胱癌细胞系,系统性检测耐药细胞中

ATP5A1的表达情况,以及细胞线粒体功能和对吉

西他滨的敏感性,探讨ATP5A1在膀胱癌化疗耐药

中的作用。
本研究首先观察到,吉西他滨耐药膀胱癌细胞

T24R和5637R中ATP5A1 的mRNA和蛋白表达

水平均显著上调,且敲低ATP5A1 后耐药细胞对吉

西他滨的敏感性明显恢复,提示ATP5A1高表达是

吉西他滨膀胱癌耐药的一个显著特征,两者可能存

在因果关系。ATP5A1作为 ATP合酶的核心亚

基,其表达水平直接影响线粒体ATP合成效率[20]。
膀胱癌耐药细胞中ATP5A1的高表达,可能反映了

其独特的代谢适应需求,因此本研究进一步探究了

上述耐药细胞的代谢特征。结果显示,与亲本细胞

相比,T24R和5637R细胞中基础ATP含量升高,
葡萄糖消耗量和乳酸生成量减少,提示氧化磷酸化

增强、糖酵解减弱。分别使用寡霉素和2-DG进行

处理后发现,耐药细胞的 ATP合成更依赖氧化磷

酸化,而亲本细胞的ATP合成更依赖糖酵解,证明

膀胱癌细胞产生耐药性后,其能量代谢过程对氧化

磷酸化依赖性增强。这种代谢转换模式并非吉西他

滨耐药膀胱癌所特有。研究表明,在顺铂耐药膀胱

癌中,细胞色素c氧化酶Ⅰ翻译激活因子驱动的氧

化磷酸化增强,参与肿瘤干细胞特性的维持[21];乳
腺癌化疗耐药细胞也同样表现出线粒体呼吸的增

强[22];此外,与急性髓系白血病亲本细胞相比,化疗

后耐药的残留细胞的代谢对氧化磷酸化依赖性显著

增强[23]。这种跨瘤种的代谢趋同现象提示,氧化磷

酸化增强是肿瘤细胞在化疗压力下的普遍适应性策

略,其通过高效产生 ATP满足耐药状态下的高能

量需求[24]。本研究中,吉西他滨耐药膀胱癌细胞采

取了与上述研究一致的代谢转变,即由糖酵解向氧

化磷酸化的代谢表型转换。
在明确吉西他滨耐药膀胱癌细胞的代谢高度依

赖氧化磷酸化的基础上,本研究探讨了ATP5A1在
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其中发挥的作用。结果显示,敲低ATP5A1 会导致

吉西他滨耐药膀胱癌细胞线粒体功能受损、ATP含

量下降,同时对吉西他滨的敏感性恢复,结合之前的

实验结果,提示ATP5A1可能通过维持线粒体氧化

磷酸化功能参与膀胱癌细胞吉西他滨耐药的形成。
推测其中的机制,可能是因为 ATP5A1作为 ATP
合酶的重要亚基,其高表达有助于提升复合物V的

活性,从而促进 ATP合成[9]。另有相关研究显示

ATP5A1可以通过调控 mTOR信号通路影响细胞

代谢[10]。此外,ATP5A1还具有RNA结合蛋白活

性,能够参与肿瘤相关基因的可变剪接以及表达调

控[25],这为 ATP5A1调控肿瘤细胞耐药的机制探

索提供了新视角。
本研究存在一定局限性:首先,对线粒体功能的

评估缺乏线粒体膜电位及透射电镜形态学等直接证

据,有关氧化磷酸化增强这一结论的证据链有待加

强;其次,本研究仅限于体外细胞水平,尚未阐明

ATP5A1介导膀胱癌细胞吉西他滨耐药的具体信

号通路,也缺乏动物模型实验的支持以及膀胱癌患

者临床组织的验证。后续研究应针对上述方面,深
入探究 ATP5A1调控膀胱癌细胞吉西他滨耐药的

分子网络,为临床转化提供更充分的依据。
综上所述,ATP5A1在吉西他滨耐药膀胱癌细

胞中高表达,高表达的ATP5A1可能通过维持线粒

体氧化磷酸化功能参与膀胱癌细胞吉西他滨耐药的

形成。本研究揭示了 ATP5A1作为靶向线粒体能

量代谢调控节点在膀胱癌化疗耐药中的重要作用,
为克服膀胱癌化疗耐药的策略研究提供了思路,但
其作为治疗靶点的价值仍需进一步研究验证。
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