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Abstract. A������� ������ ����� ��������� ������� �� �������-A������� ������ ����� ��������� ������� �� �������-
b��� (NVB), ��� ��q�������� �f ���������� �� ��� �����m��� �� 
��� m��� ����� �f ���m������������ f������ �� ���� ������. 
T�� ��������� m�������m �f ���� ���������� ������� b� NVB 
�� ���� ������ �� ��� ����� ��� ��m�� ���� m����� �� ����� NVB 
���������� ���� ��� b��� w����� �������. W� ���������� ����b-
������ � NVB ��������� ���� ����, A���973/NVB, ������� f��m 
��� A���973 ���� ������������m� ���� ����. T�� ��m �f ���� 
����� w�� �� ����������� ��� m�������� m�������m� �������� 
�� ��� ���������� �� NVB �� ���� ������������m�. G������ 
profiles of Anip973/NVB and Anip973 cells were compared 
b� m��������� �������� ��� qRT-PCR. T�m�� x������f�� w��� 
�b������ b� ���f���� A���973/NVB ��� A���973 ����� ���� 
���� m��� ��� ��� x������f� �������� �� NVB �� ������� �����-
m��� w�� ���������. M������������ ������m��� �f x������f� 
������� w�� ���f��m�� b� �����m������ �������� m��������� 
(TEM). Imm�����������m����� (IHC) w�� ���� �� ��m���� 
Bcl-2 and MRP3 protein expression in xenografts. Fifty-five 
��-��������� ����� ��� 88 ��w�-��������� ����� �� A���973/
NVB cells compared with Anip973 cells were identified by 
�DNA m��������� ��������. U�-���������� �f MRP3 ��� B��-2 
w�� ���f��m�� b� qRT-PCR. NVB ����b��� x������f�� �f 
A���973 ���w�� b�� ��� ��� �ff��� x������f�� �f A���973/NVB 
���w��. U�������������� ������� �b������ b� TEM ���w�� ���� 
NVB ������� ��������� �� ��� A���973-������� ����� b�� ��� 
�� ��� A���973/NVB-������� �����. H����� �x�������� ����� �f 
B��-2 ��� MRP3 w��� �b������ �� A���973/NVB x������f� 
����� ��m����� w��� A���973 x������f� ����� b� IHC. I� 
conclusion, in the present study, we identified a set of genes 
��������b�� f�� m�������� ���������� �� A���973/NVB �����. 

Am��� ���m, MRP3 ��� B��-2 m�� ����������� �� ���� �����-
�������m� m�������� ���������� ������� b� NVB.

Introduction

V������b��� (N����b���, NVB, 3,4'-���������-4'���x�-C '-
�������b���) �� ���� f�� ���m�������� �f m��������� ����� 
��� 1990�, ��� �� �� ���m������ ��ff����� f��m ���b������� b� 
��b���������� �� ��� ������������ m����� �f ��� m������� ��� �� 
f���� �� b��� �� ��� m�mb���� �������� m��� ����������� ���� 
vincristine (1,2). NVB is one of first-line chemotherapeutic 
����� f�� ���-�m��� ���� ���� ������ (NSCLC) ��������. T�� 
�ff������ ����� �f ��� ���������� ����� f�� NSCLC w��� �������� 
�� b� b��w��� 14-33% ��� �� �� �b��� 50% �� ��mb������� 
���m�������� w��� ���������, ��� �� �� �������� �� ��� �f ��� 
m��� �ff������ ����� f�� NSCLC (3-5). H�w����, �������� ��� 
��m��� ��������� ������� �� NVB, ��� ��q�������� �f NVB �����-
����� ���� �� ���m�������� �� ����� ��� m��� ����� �f �����m��� 
f������ �� m���������. S�m������ w��� ���������, ���������� �f 
���� ������ ����� �� NVB �� ������� ����m������ b� ���������� 
�� ����� ����� w��� ��ff����� ���������� ��� �������� ������� 
(6,7). V��� ������ �� k��w� �b��� ��� ��������� m�������m f�� 
�������� m�������� ���������� b� NVB ����� ��w. I�����f���� 
��� m�������� ������ ������� �� ��q����� m�������� ���������� �� 
NVB m�� b� �m������� �� ���������� m��� �ff������ ���������.

T�� ��������� m�������m �f ���� ���������� ������� b� 
NVB �� ��� ����� ��� ��m�� ���� m����� �� ����� NVB �����-
����� ��� ���� ����� ��w. W� ���� ����b������ �� NVB-��������� 
���� ���� f��m ��� ���� ������������m� A���973 ���� ���� ��� 
��m�� �� A���973/NVB �� � �������� ����� (8). T�� ���������-
���� �f A���973/NVB ����� �� ������� ���m������������� w��� 
�����m���� b� MTT �����. O�� �������� ����� ���w�� ���� 
��� ���������� ����x �f ��� A���973/NVB ����� �� NVB w�� 
21.81, ��� A���973/NVB ����� ��� m�������� ��������� ������-
�������� �� ������� �����, ���� �� ���������, �������x��, ���������, 
isofosfamide, fluorouracil, dacarbazine, pharmorubicin, with 
���������� ������� �f 11.89, 11.68, 6.12, 3.95, 2.86, 2.64 ��� 
2.15, ������������. N�����������, ��� ����� ����� ��m����� �����-
���� �� ���������� ��� ��m����b���.

I� ����� �� ����� ��� m�������m �� m�������� ���������� 
b� NVB �� ���� ������������m�, w� ������������ ��� ���� 
�x�������� �������� b��w��� ��� A���973/NVB ��� A���973 
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���� ����� b� DNA m��������� ��� qRT-PCR. T��� x������f�� 
�f A���973/NVB ��� A���973 ����� w��� ����b������ �� �����-
������ �������� ����-���������� ��������.

Materials and methods

Cell lines. T�� ��m�� ���� ������������m� ���� ����, A���973, 
w�� k����� �������� b� ��� T�m�� R������� I�������� �f H��b�� 
M������ U���������. T�� A���973/NVB ���� ���� w�� ����b������ 
b� ���w�� ���������� ��� ������������� �f NVB (L�b��������� 
P����� F�b��, F�����) ��� ��� b��������� ��������������� w��� 
confirmed (8). Anip973 and Anip973/NVB cells were cultured 
�� RPMI-1640 (H�C����, USA) m����m ������m����� w��� 
10% f���� b����� ����m, ���������� (100 U/m�) ��� �������-
m���� (100 µ�/m�) (I���������, G�������b���, MD, USA) �� 
�������� ������� ��������� (95% ���, 5% CO2, 37˚C).

Microarray assays and analysis. H�m�� ���� ��������������� 
������ (C������B��, C����) w���� ��������� 7-m�� ������ DNA 
f��m 21571 ����� w�� ����. T����-RNA w�� �������� f��m 
A���973 ��� A���973/NVB ����� ����� ��� TRIzol reagent 
(I���������) ��������� �� m���f�������'� ������������. I�������� 
�f ��� RNA w�� �����m���� b� ������������m���� ��� �������-
��������. T����-RNA w�� ������� ��������b�� ���� �DNA b� ��� 
�DNA ��������� k�� (P��m���, USA). C�3-�UTP �� C�5-�UTP 
(Am�����m P���m���� B������, USA) w�� ������������ ������ 
������� ������������� �f 10 µ� �f �����-RNA ��� ���m�� b� 
T7-O����(��)15 ���m�� (B���, C����). D�ff����� f����������-
��b���� ���b�� f��m A���973 ��� A���973/NVB w��� m�x��. 
After incubation at 42˚C overnight in a humidified environment, 
fluorescent images of hybridized microarrays were scanned with 
L�xS��� 10KA ���� ������� ����� ������� (C������B��) ����� 
G���P�x P�� 4.0 �m��� �������� ��f�w��� (Ax�� I�����m����, 
USA) ��������� �� ��� m���f�������'� ������������. T� ������� 
��b����� ��ff�������, ��� �x����m��� w�� ������� ��� ����� ��m��, 
�� w���� ��� f���������� ���� w��� �w������ ������ �DNA 
��������� f�� ���� ���� ����. T�� �w� ������ w��� ���� m��������� 
�� �������� ��� ����� �f A���973/NVB �� A���973 �����, ��� ��� 
gene was considered to be significantly differentially expressed 
�f ��� ����� w�� >2 �� ��� ����� �x����m����.

Quantitative reverse transcription-PCR. T����-RNA w�� 
�������� f��m A���973 ��� A���973/NVB ����� ����� ��� 
TRIzol reagent (Invitrogen). cDNA was synthesized from 
�������� RNA ����� ��� R�����A��™ F���� S����� �DNA 
S�������� k�� (MBI, USA) ��������� �� m���f�������'� �������-
�����. T�� �x�������� ������ �f MRP1, MRP3, MDR1, B��-2 
w��� ��������� b� ����-��m� q����������� ������� ������������� 
PCR (qRT-PCR). T�� SYBR-G���� m����� m�x f��m A������ 
B�������m� w�� ����. qRT-PCR w�� ���f��m�� ����� ��� 
ABI PRISM 7000 S�q����� D�������� �����m (A������ 
B�������m�). T�� CT ����� �f mRNA �x�������� f�� ���� 
sample were normalized with the internal housekeeping gene 
β-����� ��� �������� q����������� ������ w��� �������.

T�� ���m�� ��q������ �f ���� ���� f�� ����-��m� qPCR 
w��� �� f����w�: MDR1, f��w���, 5'-ATTTCTATAGGTGCT-3' 
and reverse, 5'-CCGTAGAAACCTTAC-3'; MRP1, forward, 
5'-GGACCTGGACTTCGTTCTCA-3' ��� �������, 5'-CGTCC 
AGACTTCTTCATCCG-3'; MRP3, forward, 5'-GCACCAT 
TGTCGTGGCTACA-3' ��� �������, 5'-GCAGGACACCCAG 

GACCAT-3'; Bcl-2, forward, 5'-TGCACCTGACGCCCTT 
CAC-3' ��� �������, 5'-AGACAGCCAGGAGAAATCAAAC 
AG-3'; β-�����, f��w���, 5'-GCTGGAAGGTGGACAGCGA-3' 
��� �������, 5'-GGCATCGTGATGGACTCCG-3'.

Establishment of tumor xenografts. A�� ������� w��� �������� 
b� ��� ������������� ���m�� ���� ��� ��� ��mm�����, ��� ���� 
w��� ������� ��� �� ���������� w��� ������������� ���������� f�� 
���m�� ����. T�� f�m��� BALB/C ���� m��� w��� �������� 
b� ��� B��j��� A��m�� R������� I��������. T�� ���m��� w��� 
4-6-w��k�-��� ��� w������ 17-21 ���m� �� ��� ��� �f ��m�� 
�m����������. E��� ���� m���� w�� ���������� w��� 1 m� �f 
1x107 ����� ��b����������� ��� ��� ��f� ��m���. T�� 12 m����� 
w��� ����b������ w��� A���973 ����� ��� ��� ����� 12 m����� 
w��� ����b������ w��� ��� A���973/NVB �����. W��� ��m��� 
���w �� 5-10 mm �� ���m����, ��� ���m��� w��� ������� ��� 
���� m������.

T�� 2 x������f� m����� w��� �q����� �������� �� 2 �����-
m��� ������ ������������: 6 m��� f�� A���973 ����� ��� 6 m��� 
f�� A���973/NVB ����� w��� ������� w��� 0.2 m� �f 20 m�/k� 
NVB ��� ��� ���� �������� (������� ������) ��� 6 m��� f�� 
A���973 ����� ��� 6 m��� f�� A���973/NVB ����� w��� ������� 
w��� 0.2 m� �f ������ �� ��� ��m� w�� (��������� ������). Af��� 
7 days, the mice were sacrificed and the tumors were excised 
and tumor volumes were measured. The size of the tumors was 
�����m���� b� m�������� ������ (��� ������� ���m����) ��� 
w���� (��� �������� ���m����). T�� ��m�� ����m� w�� �����-
����� ����� ��� f��m���: ����m� = w����2 x ������ x 0.52. T�� 
��m�� ���w�� ����b����� ���� (IR) w�� ���������� ��������� �� 
��� ����m� �f ��� ��m��: IR (%) = (1-����m� �f ������� �����/
����m� �f ��������� �����) x 100%.

Morphological assessment of apoptosis of xenograft tissues. 
After the mice were sacrificed, the xenograft tissues were 
excised and cut into small pieces (1x1 mm), fixed with 2.5% 
�������������� ��� ��������� b�ff�� �������� f�� 3 � ��� 
washed with 0.1 M sodium phosphate buffer, post-fixed with 
1% ��m��m �����x���, ���������� �� ������ ������� ��� 
�������m, �mb����� �� E��� 812 m�x���� ��� ��� ���� �������� 
w��� 50 �m ����k���� ����� �� �����m������m� (L����, C����). 
Af��� �������� w��� ������ ������� ��� ���� �������, ��� �������� 
w��� �x�m���� b� �����m������ �������� m��������� (TEM)
(H������-500, J����).

Immunohistochemical analysis. Ex����� ��m��� w��� �mb����� 
in formalin-fixed paraffin and then sectioned into 4 µm thick 
sections, and mounted on glass slides. After deparaffinization, 
the tissue sections were heated at 120˚C for 15 min in 10 mM 
T���-HC� w��� 1 mM EDTA (�H 9.0). E��������� ����x����� 
w�� b���k�� w��� 3% �������� ����x��� �� m������� f�� 10 m�� 
�� ���m ��m��������. T�� �������� w��� ����b���� ��������� �� 
4˚C with antibodies against Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology, 
Santa Cruz, CA, USA) at a 1:200 dilution and MRP3 (Santa 
Cruz Biotechnology) at a 1:300 dilution. Then biotinylated 
�mm������b���� ��� ������������ ���j������ �� ����x����� 
were added. Finally, 3,3'-diamin obenzidine was added for color 
�������m���, ��� ��m���x���� w�� ���� f�� ���������������. 
N������� �������� ��������� w������ ��� ���m��� ����b��� w��� 
���f��m�� �� ���� �x����m���. T�� m��� ���������� �f ����-
tive tumor cells was determined in at least five areas at x400 
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T�b�� I. T�� 143 ����� ��-��������� ��� ��w�-��������� b��w��� A���973 ��� A���973/NVB ����� b� m��������� ��������.

A�������� ��. G��� ��m� G��� ����������� R����

NM003726 SCAP1 S�� f�m��� ���������� �������������� 1 30.6889
NM033292 CASP1 C������ 1, ���������-������� �������� �������� (��������k�� 1, β, ����������) 16.2552
NM000700 ANXA1 A���x�� A1 13.3031
NM001353 AKRIC1 Aldo-keto reductase family 1, member C1 (dihydrodiol dehydrogenase 1; 20-α (3-α)-
  �����x�������� �������������) 10.4311
NM001818 AKRIC4 Aldo-keto reductase family 1, member C4 (chlordecone reductase; 3-α �����x��������
  �������������) 10.3319
NM020038 MRP3 ATP-b������ ��������, ��b-f�m��� C (CFTR/MRP), m�mb�� 3 3.9728
NM016234 ACSL5 Fatty-acid-coenzyme A ligase, long-chain 5 3.7045
NM004572 PKP2 P��k������� 2 3.5271
NM024563 FLJ14054 H����������� ������� FLJ14054 3.4879
NM003054 SLC18A2 S����� ������� f�m��� 18 (��������� m����m���), m�mb�� 2 3.2583
NM002015 FOXO1A F��k���� b�x O1A (���b��m�������m�) 3.2449
NM001218 CA12 C��b���� ��������� XII 3.1765
NM000602 SERPINE1 S����� (�� ��������) ���������� ����b����, ����� E (��x��, ����m������ ��������� ����b���� ���� 1) 3.1525
NM024659 FLJ11753 H����������� ������� FLJ11753 3.0686
NM002539 ODC1 O�������� �����b�x����� 1 2.8646
AF072928 MTMR6 M����b������-������� ������� 6 2.8512
AK057568 INE2 I����������� ������ 2 2.8102
AF019226 GOV G���b�����m� �����x������� 2.7968
BC017984 LOC338769 Homo sapiens, ����� IMAGE: 4245930, mRNA 2.7906
NM032883 C20��f100 C���m���m� 20 ���� ������� f��m� 100 2.7100
AK055962 ARG99 ARG99 ������� 2.6579
NM002097 GTF3A G������ ������������� f����� IIIA 2.6531
NM001855 COL15A1 C�������, ���� XV, α 1 2.6529
NM020987 ANK3 A�k���� 3, ���� �f R������ (��k���� G) 2.6458
AB058718 KIAA1815 H����������� ������� FLJ23309 2.5897
AF218006 FLJ13612 H����������� ������� FLJ13612 2.5560
NM024696 FLJ23058 H����������� ������� FLJ23058 2.5358
NM006437 PARP4 ADP-��b���������f����� (NAD+; poly (ADP-ribose) polymerase)-like 1 2.5014
NM002620 PF4V1 P������� f����� 4 ������� 1 2.4987
NM003558 PIP5K1B U��-13-��k� (C. elegans) 2.4719
NM002317 LOX L���� �x����� 2.4123
BC015417 MGC21981 H�m� �������, ����� MGC: 21981 IMAGE: 4396073, mRNA, ��m����� ��� 2.4026
NM002061 GCLM Glutamate-cysteine ligase, modifier subunit 2.3993
NM003039 SLC2A5 S����� ������� f�m��� 2 (f���������� �������/f������� �����������), m�mb�� 5 2.3748
NM033128 SCIN S�������� 2.3618
NM001038 SCNN1A S����m �������, ����������-����� 1 α 2.3547
NM004751 GCNT3 G������m���� (N-������) �����f����� 3, m���� ���� 2.3368
SK025736 HMGCS1 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme a synthase 1 (soluble) 2.3321
NM000716 C4BPB C�m���m��� ��m������ 4 b������ �������, β 2.3225
NM005857 ZMPSTE24 Z��� m���������������� (STE24 ��m����, �����) 2.3135
NM001498 GCLC G����m���-�������� ������, ��������� ��b���� 2.3049
NM004105 EFEMP1 EGF-containing fibulin-like extracellular matrix protein 1 2.2991
AB018271 KIAA0728 KIAA0728 ������� 2.2949
NM016542 MST4 S�����/��������� ������� k����� MASK 2.2656
AL050201 C6��f162 H����������� ������� DKFZ�586E1923 2.2518
BC010117 MGC13038 H����������� ������� MGC13038 2.2448
NM002395 ME1 Malic enzyme 1, NADP(+)-dependent, cytosolic 2.2398
NM000908 NPR3 N���������� ������� �������� C/��������� ������� C (���������������� ������� �������� C) 2.2196
NM000237 LPL L���������� ������ 2.2196
NM004529 MLLT3 M������/��m����� �� m�x��-������� ���k�m�� (��������x ��m����, Drosophila); translocated to, 3 2.2057
AB002351 DMN D��m����� 2.1525
D80010 LPIN1 L���� 1 2.1335
NM022358 KCNK15 P�������m �������, ��bf�m��� K, m�mb�� 15 (TASK-5) 2.1214
NM001845 COL4A1 C�������, ���� IV, α 1 2.1074
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T�b�� I. C��������.

A�������� ��. G��� ��m� G��� ����������� R����

AK000160 MYO1B M����� IB 2.0118
AF361486 MUC16 M���� 16 0.4869
NM014279 OLFM1 O�f����m���� 1 0.4856
NM004494 HDGF H�����m�-������� ���w�� f����� (����-m�b����� ����� ������� 1-��k�) 0.4652
AF070673 SNN S������ 0.4634
AL390079 LOC58489 H����������� ������� f��m EUROIMAGE 588495 0.4594
NM001908 CTSB C�������� B 0.4572
NM000480 AMPD3 A�������� m������������ ���m����� (���f��m E) 0.4489
AB011100 KIAA0528 KIAA0528 ���� ������� 0.4419
NM005239 ETS2 V-��� �������b�������� ����� E26 �������� ��m���� 2 (�����) 0.4393
AB040879 KIAA1446 KIAA1446 ������� 0.4371
AF217965 PTGES P������������ E �������� 0.4261
NM006622 PLK2 S���m-������b�� k����� 0.4178
NM002583 PAWR PRKC, ���������, WT1, ��������� 0.4095
NM001902 CTH C������������ (������������� γ-�����) 0.4061
NM031915 SETDB2 CLLL8 ������� 0.4053
NM001848 COL6A1 C�������, ���� VI, α 1 0.4004
AF022789 USP12 Ubiquitin specific protease 12 0.3945
AJ311123 DKFZP434A1114 H����������� ���� DKFZ�434A1114 0.3939
NM001089 ABCA3 ATP-b������ ��������, ��b-f�m��� A (ABC1), m�mb�� 3 0.392
NM012168 FBXO2 F-b�x ���� ������� 2 0.3916
NM024808 FLJ22624 H����������� ������� FLJ22624 0.3908
NM024110 CARD14 C������ �������m��� ��m��� ������� 14 0.3898
NM021012 KCNJ12 P�������m ��w�����-�����f���� �������, ��bf�m��� J, m�mb�� 12 0.3878
NM000362 TIMP3 Tissue inhibitor of metalloproteinase 3 (sorsby fundus dystrophy, pseudoinflammatory) 0.3869
NM031412 GABARAPL1 GABA(A) ��������-���������� ������� ��k� 1 0.3865
AK024478 FLJ11305 H����������� ������� FLJ11305 0.3857
NM014116 MED4 HSPC126 ������� 0.3818
NM002414 CD99 Antigen identified by monoclonal antibodies 12E7, F21 and O13 0.3745
NM017720 FLJ20234 H����������� ������� FLJ20234 0.3723
NM003069 SMARCA1 SWI/SNF �������, m����x ����������, ����� ��������� ��������� �f ����m����, 
  ��bf�m��� �, m�mb�� 1 0.3695
NM017905 C13��f11 H����������� ������� FLJ20623 0.3693
NM002961 S100A4 S100 ������m b������ ������� A4 (������m �������, �����������, m���������, 
  m����� ��������� ��m����) 0.3636
AK056841 KCNRG Homo sapiens cDNA FLJ32279 fis, clone PROST2000165 0.3595
NM007150 ZNF185 Zinc finger protein 185 (LIM domain) 0.3579
NM018214 LANO LAP (�������-���� ������� ��� PDZ) ��� �� PDZ ������� 0.3552
D83076 KIAA0239 KIAA0239 ������� 0.3538
NM006186 NR4A2 N������ �������� ��bf�m��� 4, ����� A, m�mb�� 2 0.3534
NM025206 FER1L4 F��-1-��k� 4 (C. elegans) 0.3529
NM003652 CPZ C��b�x���������� Z 0.3527
AK027071 TSC22 T����f��m��� ���w�� f����� β-���m������ ������� TSC-22 0.3522
U67784 RDC1 G �������-������� �������� 0.3517
NM002747 MAPK4 M������-��������� ������� k����� 4 0.3506
NM032401 TMPRSS3 T����m�mb���� ��������, ������ 3 0.3493
NM018584 PRO1489 H����������� ������� PRO1489 0.3461
NM052811 RFP2 Ret finger protein 2 0.3448
NM001200 BMP2 B��� m������������ ������� 2 0.3363
NM000213 ITGB4 I�������, β 4 0.3350
NM014448 ARHGEF16 R�� ������� �x������ f����� (GEF) 16 0.3322
NM019045 WDR44 S�m���� �� ��b11-b������ ������� 0.3294
NM000683 ADRA2C A���������, α-2C-, �������� 0.3269
NM004221 NK4 N������ k����� ���� ���������� 4 0.3242
NM012331 MSRA M��������� ���f�x��� ��������� A 0.3164
NM003186 TAGLN T��������� 0.3045
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magnification. The slides were evaluated by two experienced 
������������ ��� � ��������� w�� �������. P������� �x�������� 
for Bcl-2 or MRP3 was defined as >15% staining intensity of 
tumor cells. The staining of Bcl-2 was mainly localized in 
the cytoplasm and the staining of MRP3 was localized in the 
��������m �� m�mb����. Imm�����������m���� �������� f�� 
��� B��-2 ��� MRP3 ������� w�� ���f��m�� ��������� �� ��� 
m���f�������'� ������������ ����� ��� �������� ������������-
����x����� b����� ������q�� w��� �� SP k�� (Z�������� C�., 
B��j���, C����).

Statistical analysis. T�� SAS ����������� ��f�w��� ������� 
9.1 w�� ���� f�� ��� ������������ ��� ����������� ��������. A�� 
������� w��� �x������� �� m���� ± SD. S���������� �����f�-
����� b��w��� ������� ��� ��������� ������ ��� �������� �f 
mRNA �x�������� w��� �����m���� b� � S������'� �-����. T�� 
D������'� ���� w�� ���� f�� ���������� �f ��� ����b����� �������� 
�� ��m�� ���w�� b��w��� ������� ��� ��������� ������. T� 

������ �mm�����������m���� ����, ANOVA w�� ���f��m�� 
f�� ��m�������� b��w��� ��� �w� ������, B��f������'� ������-
���� w�� ���� �� ��m���� ��� m������� ��m�������� �f ����, 
��� ������������ b��w��� ��� ������ �f B��-2 ��� MRP3 w��� 
�����m���� ����� P������'� ����������� ��������. A �w�-������ 
P-value <0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Differential gene expression in Anip973 and Anip973/NVB 
cells by microarray analysis. Expression profiles established 
f��m A���973 ��� A���973/NVB ����� w��� b���� �� m��� 
values from triplicate hybridizations. The complete list of 
����� 21571 ���� ���b�� w�� �������� �� ��� ��m����� m����-
����� ���� �x��������. O��-������� ��� f����-����� ����� 
were identified as differentially expressed between Anip973 
��� A���973/NVB �����. Of �����, 55 ����� w��� ��-��������� 
��� 88 ����� w��� ��w�-��������� �� A���973/NVB ����� 

T�b�� I. C��������.

A�������� ��. G��� ��m� G��� ����������� R����

NM001632 ALPP Alkaline phosphatase, placental (regan isozyme) 0.2972
NM005245 FAT FAT ��m�� ���������� ��m���� 1 (Drosophila) 0.2970
D25304 ARHGEF6 R��/C��42 ������� ���������� �x������ f����� (GEF) 6 0.2942
AB021124 CHST2 C��b�������� (N-�������������m���-6-O) ���f������f����� 2 0.2905
NM001381 DOK1 D��k��� ������� 1, 62kD (��w������m �f �������� k����� 1) 0.2837
NM003820 TNFRSF14 T�m�� �������� f����� �������� �����f�m���, m�mb�� 14 (����������� ����� m�������) 0.2786
NM052947 ALPK2 H���� α-k����� 0.2784
NM018306 FLJ11036 H����������� ������� FLJ11036 0.2778
AF323540 APOL1 A������������� L, 1 0.2770
NM016602 CCR10 G �������-������� �������� 2 0.2754
AF018081 COL18A1 C�������, ���� XVIII, α 1 0.2662
NM018478 C20��f35 C���m���m� 20 ���� ������� f��m� 35 0.2579
NM002193 INHBB I���b��, β B (������� AB β �����������) 0.2430
NM000273 GPR143 O����� ��b����m 1 (N���������-F����) 0.2383
AF217974 DKFZP434K1772 H���������� ������� 0.2307
NM000422 KRT17 K������ 17 0.2246
AK001520 LOC153218 Homo sapiens cDNA FLJ10658 fis, clone NT2RP2006052 0.2089
AL137493 DKFZP434B1231 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp434B1231 (from clone DKFZp434B1231); partial cds 0.2074
NM007361 NID2 N������ 2 0.1986
NM003022 SH3BGRL SH3 ��m��� b������ �����m�� ����-���� ������� ��k� 0.1773
NM003645 SLC27A2 Fatty-acid-coenzyme a ligase, very long-chain 1 0.1668
BC011762 PIR121 C�������m�� FMRP ����������� ������� 2 0.1580
NM002354 TACSTD1 T�m��-���������� ������m ������ ���������� 1 0.1109
NM024829 FLJ22662 H����������� ������� FLJ22662 0.1102
AB033073 KIAA1247 S�m���� �� �������m���-6-���f������ 0.0930
NM020373 TEME16B C���m���m� 12 ���� ������� f��m� 3 0.0857
NM031311 CPVL C��b�x����������, ������������-��k� 0.0847
NM006169 NNMT N�������m��� N-m����������f����� 0.0819
AL050125 LOC283824 Homo sapiens mRNA; cDNA DKFZp586F071 (from clone DKFZp586F071) 0.0808
NM000735 CGA G����������� ���m����, α ����������� 0.0781
NM022368 PJA1 P��j� 1 0.0714
NM052966 C1��f24 C���m���m� 1 ���� ������� f��m� 24 0.0549
BC012337 FLJ22761 H����������� ������� FLJ22761 0.0504
NM002639 SERPINB5 S����� (�� ��������) ���������� ����b����, ����� B (����b�m��), m�mb�� 5 0.0306
NM007015 LECT1 C������m������ I ��������� 0.0093
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��m����� �� A���973 ����� (T�b�� I). T�� f�������� �f 143 
��ff������� �x�������� ����� ������� ��� f����w���: ���������, 
�������������, ����������, ���������, �������� �� ������, m���b�-
lism, development, cell organization and biogenesis, cell 
m�������, ��ff�����������, ���� �����, ���� �������� ��� ���������.

qRT-PCR validation of selected genes related to drug-resis-
tance. F��� ����� k��w� �� b� ������� �� ����-���������� �� 
������ ����� w��� �������� f�� ���������� �f ��� m��������� ���� 
b� qRT-PCR: MDR1, MRP1, MRP3 ��� B��-2 (F��. 1). R������ 
�f qRT-PCR ���w�� ���� ��� mRNA ������ �f MDR1 ��� MRP1 
w��� ��m���� �� ��� �w� ���� ����� (P>0.05). O� ��� ����� ����, 
��� mRNA ������ �f MRP3 w��� ������ �� A���973/NVB ����� 
compared with Anip973 cells (P<0.05), which confirmed the 
m��������� ����. T�� mRNA ����� �f B��-2 w�� ������ �� ��� 
A���973/NVB ����� ��m����� w��� A���973 ����� (P<0.05) �� 
�����m���� b� qRT-PCR, �������� ����� w�� �� ��ff������ �� 
B��-2 �x�������� b� m��������� ��������.

Vinorelbine inhibits xenografts of Anip973 growth but does 
not affect xenografts of Anip973/NVB growth. T�m�� ���w�� 
������ ��� ���w� �� F��. 2. Tw� ���� �f��� �����m���, ��m�� 
���w�� �� ��� A���973-������� ����� b���m� ���w, ��� �� w�� 

significantly different from the other groups. Seven days after 
�����m���, ��m�� ���w�� ����b����� w�� �b������� �b������ �� 
��� A���973-������� �����. T�� ��m�� ���w�� ����b����� ����� 
�� ��� A���973-������� ����� ��� ��� A���973/NVB-������� 
����� w��� 60.00% ��� 4.65% ������������, �����f������� 
��ff����� b��w��� �w� ������� ������ (P<0.001). H�w����, 
there was no significant difference between the tumor growth 
�� ��� A���973-��������� �����, ��� A���973/NVB-��������� 
����� ��� ��� A���973/NVB-������� ����� (P=0.358).

Vinorelbine induces apoptosis in Anip973 cells, but not in 
Anip973/NVB cells. U�������������� ������� w��� �b������ b� 
TEM (F��. 3). R������ ���w�� ���� ����� �f ��� A���973-������� 
����� �����w��� ������ �������, ���� �� ���� �����k���, ���� 
�f m��������� ��� ���������, ����m���� ������������ ��� 
f��m����� �f ��������� b�����, w���� w��� �������������� �f 
��������� �� �����. C���������� �b���������� �f ��� A���973/
NVB ������� ����� ���w�� �� ��������� ������� ��� ��� 
�������� �f m��������� ��� �������� ��� �f � ����� ��mb�� �f 
w���-��������� ����������, ��������� G���� ��m���x��.

Expression of Bcl-2 and MRP3 in tumor xenografts. H����� 
�x�������� ����� �f B��-2 ��� MRP3 w��� �b������ �� A���973/
NVB x������f� ����� ��m����� w��� A���973 x������f� ����� 
(P<0.001) (F��. 4). T�� �x�������� ���� �f B��-2 �� ��� A���973-
������� �����, A���973-��������� �����, A���973/NVB-������� 
����� ��� A���973/NVB-��������� ����� w�� 47, 48, 74 ��� 
72%, ������������. M�������, ��� �������� �x�������� ���� �f 
MRP3 �� ��� A���973-������� �����, A���973-��������� �����, 
A���973/NVB-������� ����� ��� A���973/NVB-��������� 
����� w�� 53, 52, 79 ��� 76%, ������������. N� ����������� w�� 
����� b��w��� B��-2 ��� MRP3 (P=0.091).

Discussion

A� �� �m������� ���������� ����, NVB �� w����� ���� �� 
���m������������ ����� �� ��� �����m��� �f � ������� �f m����-
�������, ��������� NSCLC (9), m��������� b����� ������ (10), 
������� ������ (11), H���k��'� ������� (12), �m��� ���� ���� 
������ (13), ��� ���������� �������m� (14). H�w����, b������ 

F����� 1. R������� mRNA �x�������� �f MDR1, MRP1, MRP3 ��� B��-2 �� 
A���973 ��� A���973/NVB �����. mRNA �x�������� �f MDR1 ��� MRP1 
w�� ��m���� �� A���973/NVB ����� �������� �� ����� �� A���973 �����. mRNA 
�x�������� �f MRP3 ��� B��-2 w�� ��-��������� �� A���973/NVB ����� ����-
���� �� ����� �� A���973 ����� (*P<0.05).

F����� 2. T�m�� ���w�� ������ �f A���973 ���� ��� A���973/NVB ���� 
x������f��. Af��� ������� b� �������b���, A���973 x������f�� ���w ���w�� ��� 
�������b��� ����b���� ��� ���w�� �f A���973 x������f�� (P<0.001). H�w����, 
���w�� �f A���973/NVB x������f�� ������� b� �������b��� w�� ��m���� w��� 
��� 2 ��������� ������.

F����� 3. M������������ ������� �� ��������� �b������ �� A���973 ��� 
A���973/NVB x������f�� �f��� �����m��� w��� �������b��� b� TEM 
(x10,000). A���973 ����� (A ��� B) ��������� ��������� ���������������, ���� 
�� ���� �����k���, ���� �f m��������� ��� ���������, ����m���� ������������ 
��� f��m����� �f ��������� b�����. N� ��������� ������� w��� �b������ �� 
A���973/NVB ����� (C ��� D).
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�f ��q����� ���� ����������, NVB �� ��� �ff������ �f��� ������� 
���m������������ ������. T� ����� ��� �����b�� m�������m� 
�f m�������� ���������� ������� b� NVB �� ���� ��������-
����m�, w� ����b������ ��� ��������� ���� ���� A���973/NVB 
������� b� NVB f��m ��� �������� ���� ���� A���973, ��� 
characteristics of which were confirmed in a previous study 
(8). E���b����m��� �f � m�������� ���������� ���� ���� �f ���� 
adenocarcinoma was essential and significant for our present 
�����.

In the present study, we first investigated the gene expres-
���� �������� b��w��� ��� A���973/NVB ��� A���973 ���� 
����� b� DNA m��������� ��������. T��� �� ��� f���� ������ 
������b��� ���������� �� ���� �x�������� ��� ����m�� ������-
����� �f m�������� ���������� b� NVB �� ���� ������������m�� 
����� m��������� ������������. W� f���� ���� ������� ����� 
w��� ��ff���������� �x������� �� ��� �w� ���� �����, ��������� 
���� ���������, �������������, ����������, ���������, �������� 
to stress, metabolism, development, cell organization and 
b���������, ���� m�������, ��ff�����������, ���� �����, ���� ����-
���� ��� ���������. Of ����� �����, ��� f�������� �f ��m� ��� 
����� ��� ��������� ��� ��m� ����� ���� m������� f��������, 

therefore selecting genes for further research was difficult. 
Although some genes were differently expressed significantly 
b��w��� �w� �����, ���� �� SCAP1, CASP1, ANXA1, AKRIC1, 
AKRIC4, LECT1, SERPINB5, FLJ22761, C1��f24, PJA1, 
CGA, LOC283824, NNMT, CPVL, TEME16B, KIAA1247, 
w� ������� �� ����� ���m �� ��� f�����. 

Of ��� 143 ��ff���������� �x������� �����, ��-���������� 
�f ��� �x�������� �f MRP3 b���� � ���� ���������� ���� �� 
A���973/NVB ����� w�� �f ��������. I� �������� �� MRP3, 
w� �������� ����� ������� ����� ������� �� ���� ���������� �� 
���f��m ��� ������� �f ��� m��������� ��������. R������ �f 
qRT-PCR ���w�� ���� ��� �x�������� �f MDR1, MRP1 ��� 
MRP3 w��� �� �����m��� �� ����� �f ��� m��������� ��������. 
H�w����, ��� mRNA ����� �f B��-2 w�� ������ �� A���973/
NVB ����� ��m����� w��� A���973 �����, �������� �� ��ff��-
���� w�� �b������ �� ��� m��������� ���� b��w��� ��� �w� 
�����. W� �������� ��� m��������� ���� ��� f���� ���� ��� 
������ �f B��-2 w�� 1.7402, 7.5587, 1.7379 ������������ �� ����� 
�x����m����. A� m�������� �� ��� m������, �� ����� �� ����� 
f���� �������� �������, ���� w��� ��� ����� �f ��� ���� w�� >2 
�� ��� ����� �x����m����, ��� ���� w�� ���������� �� ���w � 
significant differential expression between the two cell lines. It 
�� f�� ���� ������ ���� B��-2 w�� �x������ f��m ��� ��ff�������� 
genes identified by microarray analysis. Nevertheless, we iden-
tified a trend for Bcl-2 up-regulation in Anip973/NVB cells 
��m����� w��� A���973 ����� b� b��� m������.

T� �x�m��� ��� �������� �f A���973 ��� A���973/NVB 
����� �� NVB in vivo, w� ����b������ m��� x������f� m�����. 
W� f���� ���� A���973/NVB x������f�� �������� NVB 
therapy, which reconfirmed the characteristics of Anip973/
NVB �����. W� ��� ��� �b����� ���� ��������� b� TEM �� 
A���973/NVB x������f�� �f��� NVB �������, ���������� ���� 
����-��������� m�� b� ��� �f ��� ����-���������� m�������m�. 
F������m���, w� ���f��m�� �mm�����������m����� �� �b����� 
��� �x�������� �f B��-2 ��� MRP3 �������. A� �x������, ������ 
�x�������� �f B��-2 ��� MRP3 w��� ��m�������� �� A���973/
NVB x������f�� ����� ��m����� w��� A���973 x������f� �����, 
that further validated our findings of gene variation.

P-������������ (MDR1) ��� m�������� ���������� ������� 1 
(MRP1) ���� �� �m������� ���� �� ��� �x������� �f ����� f��m 
������ ����� ��� ����� �����x�������� ��� b� � ����� �f f������ �f 
���������� ����� �� ��m����� ������� (15,16). R������ b��� f��m 
DNA m��������� �������� ��� qRT-PCR ���w�� ���� MDR1 
��� MRP1 w��� ��� ��������b�� f�� ���������� �� NVB �� ��� 
������� �����.

B�������� �� ��� ATP-b������ �������� (ABC) m�������� 
������������ ���� ���������� ��� MRP f�m���, MRP3 �� �� 
������� ����� ����������� ����b�� �f ������������ ���������� 
agents, and it can actively efflux lipophilic anions and hydro-
���b�� ��m������ ��� ������b��� �� m�������� ���������� �� 
������� (17,18). O���������, ������������� �������� ���� MRP3 
mRNA ������ w��� �������� ���������� w��� ���������� �� 
��x���b����, �����������, ��������� ��� ��������� �� ���� ������ 
����� (19,20). S�b��q������, MRP3 w�� f���� ���� �� ������b-
���� �� 5-f����������� ���������� �� ���������� �������m� 
����� (21). H���� et al (22) f���� ���� MRP3 ������b���� �� 
����������� ���������� �� ��m�� ������ �����, ��w����, ���� 
w�� ����-��������� ��� w�� ��� ����������� ��������� �� ����-
���� X ��������-m������� �ff����. F������m���, MRP3 ���� 
������b���� �� �����m���� ���������� �� ��m�� �������������� 

F����� 4. T�� �x�������� �f B��-2 (A, C, E ��� G) ��� MRP3 (B, D, F ��� 
H) �� A���973 ��� A���973/NVB x������f�� b� �mm�����������m����� 
(x400). T�� �x�������� �f B��-2 �� A���973/NVB-������� (E) ��� ��������� 
x������f�� (G) w�� ������ ���� �� ��� A���973-������� (A) ��� ��������� 
x������f�� (C) ��� ��� �x�������� �f MRP3 �� ��� A���973/NVB-������� (F) 
��� ��������� x������f�� (H) w�� ������ ���� �� ��� A���973-������� (B) ��� 
��������� x������f�� (D) b��� ������� b� �������b��� ��� ������.



HONG et al:  MRP3 AND B��-2 CONTRIBUTE TO LUNG ADENOCARCINOMA MULTIDRUG RESISTANCE BY NVB960

carcinoma cells and tetramethylpyrazine could effectively 
������� ��� m����-���� ���������� (23). T�� ������� �f ��� 
����� ���w�� ���� mRNA ��� ������� �x�������� �f MRP3 
w��� ������ �� A���973/NVB ����� ���� �� A���973 �����, 
���������� ���� MRP3 m�� ����������� �� NVB ���������� �� 
���� ������������m�. A�������� �� NVB b���� � ���������� 
and hydrophobic drug, we speculated that MRP3 may efflux 
NVB f��m ����� ��� ������b��� �� m�������� ���������� �� ���� 
������������m�.

A������� �������� ���� �����f��� w��� ������ ���� ����-
mulation or efflux contribute to drug resistance, other factors 
���� ���� �� �m������� ����. O�� m�j�� m�������m �f ���� 
���������� �� ������ ����� �� ��� ��f������ ��������� ����w�� 
(24,25). I� ��� �����, w� ���� f���� ���� ��-���������� �f 
B��-2 m�� b� �������� �� m����-���� ���������� ������� b� 
NVB �� ���� ������������m�. I� �� k��w� ���� B��-2 �� �� 
�m������� ����-��������� ������� ���� ��� �������� ������ ���� 
��������� ��� ������� ���� �������� (26). I� ��������, B��-2 
��� b��� k��w� �� ���f�� ���������� �� ���m������������ 
������ �� � ������� �f ��m�� ������� (27). S������ �� ����� 
m������ ���k�m�� (AML) ���� �������� ���� ���� ������ �f 
B��-2 w��� ���������� w��� ���������� �� ���m�������� ��� 
��������� ��������x������������ ��������� B��-2 mRNA ����� 
�������� ����������� �f AML ����� �� ���b����������� in vitro 
(28,29). R���������� f���� ���� �����x�������� �f B��-2 w�� 
���������� w��� ���������� �� ���m��������-������� ��������� 
�� ���������� ������ ��� ��� ERK/B��-2 ����w�� m�� ���f�� 
���������� �f ���������� ������ �� ����k�� (30,31). A� ��������, 
w� �������� ���� B��-2 ���f��� ���� ���������� b� ���������� 
NVB-������� ���� ����� �� ���� ������������m� �� ��� ������� 
study, that was confirmed by results observed through TEM.

I� ��mm���, w� ������f��� � ��� �f ����� ���� w��� 
��������b�� f�� m�������� ���������� ������� b� NVB �� ���� 
������������m�. Am��� ���m, ������b����� �f MRP3 ��� 
Bcl-2 were confirmed in vitro ��� in vivo. H�w����, � ����� 
��mb�� �f f������ ��� ����m����� �� b� ���������� w��� ���� 
���������� �� ��m�� ������. I� f����� ������� w� ���� �� �����-
������ ����� ��ff���������� �x������� ����� ������f��� ����� 
DNA m��������� ��� f������ ����� ��� m�������m �f NVB 
���� ���������� �� ���� ������������m�.
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