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［摘　要］目的：探讨低浓度丝裂霉素对肺腺癌Ａ５４９细胞增殖及调控的影响。方法：应用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲＴ
ＰＣＲ方法检测低浓度丝裂霉素处理后的肺腺癌 Ａ５４９细胞中 ｃａｓｐａｓｅｓ３、ｐ２１、ＲＡＲα、ｎｍ２３、ｂｃｌ２、ｃｙｃｌｉｎＤ３表达，
ＭＴＴ法检测细胞的增殖抑制情况。结果：低浓度丝裂霉素处理后的肺腺癌 Ａ５４９细胞中 ｃａｓｐａｓｅｓ３、ｐ２１、ｎｍ２３
表达增强，ＲＡＲα、ｂｃｌ２、ｃｙｃｌｉｎＤ３表达减弱，处理后的细胞出现明显的增殖抑制。结论：低浓度丝裂霉素能够使
肺腺癌Ａ５４９细胞增殖抑制，癌基因表达水平下调，抑癌基因表达上调，多基因表达水平的改变可能参与了肿瘤
细胞的分化调节。
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　　在恶性肿瘤的发生发展过程中，侵破基底膜
后，就会有少量的肿瘤细胞进入血液［１］。肿瘤化

疗的传统着眼点是杀伤癌细胞，因此通过细胞毒而

发挥作用的抗癌药难以避免选择性差、毒副作用多

等缺点。诱导分化在治疗人类急性早幼粒细胞白

血病方面所取得的巨大成功，使诱导分化疗法作为

配合手术治疗的新疗法成为可能［２］。药物对肿瘤

细胞的细胞周期阻滞作用、增殖抑制的研究是诱导

分化研究的基础。本研究于２０１２年６月通过低浓
度丝裂霉素对肺腺癌 Ａ５４９细胞增殖及某些基因
表达的影响，探讨诱导分化治疗应用于肺腺癌治疗

的机制。
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１　材料与方法

１．１　细胞系及细胞培养
人肺腺癌 Ａ５４９细胞株购自中国医科大学肿

瘤研究所。Ａ５４９细胞接种于含１０％胎牛血清、ＰＨ
值７０～７２的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱中培养，反复传代、培养至实验所需数
量。实验分为丝裂霉素组（浓度为９３μｍｏｌ／Ｌ），
对照组采用等体积的生理盐水处理。

１．２　方法
１．２．１　ｃａｓｐａｓｅｓ３、ｐ２１、ＲＡＲα基因蛋白表达

９３μｍｏｌ／Ｌ丝裂霉素处理Ａ５４９细胞２４ｈ，离
心收集后用生理盐水冲净，加入６倍体积的细胞裂
解液Ａ置冰上匀浆１５ｍｉｎ，加入１１μｌ细胞裂解液
Ｂ，４℃、１７５００ｒ／ｍｉｎ离心１５～２ｈ，取上清。沉淀
（细胞核的成分）加入１００μｌ细胞裂解液Ｃ在冰水
中匀浆，超声粉碎２０ｓ，间隔２０ｓ，２～３次，４℃过
夜后，４℃ １７５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｈ，取上清。Ｌｏｒｒｙ
法进行蛋白定量后，按照 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法常规操
作，显色后的结果采用 ＧＩＳ２０２０凝胶图像分析系
统扫描分析。

１２２　Ｂｃｌ２，ｃｙｃｌｉｎＤ３，ｎｍ２３的ｍＲＮＡ表达
丝裂霉素９３μｍｏｌ／ＬＡ５４９细胞２４ｈ，消化离

心收集后用 ＰＢＳ冲净，－８０℃冰箱中冻存。总
ＲＮＡ提取：按 ＲＮＡｏｕｔ说明书操作，取少量总 ＲＮＡ
用紫外分光光度计测２６０ｎｍ及２８０ｎｍ的吸光度
值，检测提取ＲＮＡ的质量及产量。将ＲＮＡ稀释成
１ｇ／Ｌ浓度，－８０℃保存备用。反转录合成 ｃＤＮＡ
及ＰＣＲ扩增：加入体系中的各种底物，按照说明书
操作进行；ＰＣＲ反应条件９４℃２ｍｉｎ，９４ｓ℃３０ｓ，
５７℃３０ｓ，７２℃４５ｓ，３０个循环，７２℃７ｍｉｎ。引
物序列如下：Ｂｃｌ２上游引物为 ５’ＡＴＧＴＧＴＧＴＧ
ＧＡＧＡＧＣＧＴＣＡＡ３’，下 游 引 物 为 ５’ＣＴＣＡＧＣ
ＣＣＡＧＡＣＴＣＡＣＡＴＣＡ３’，产物片段大小１５１ｂｐ；ｃｙ
ｃｌｉｎＤ３上游引物为５’ＴＧＴＴＴＣＣＴＧＴＣＣＣＴＧＧＴＡＧＧ
３’，下游引物为５’ＣＣＣＴＣＣＣＡＴＴＴＡＡＧＧＴＧＧＴＴ
３’，产物片段大小 ２３０ｂｐ；ｎｍ２３上游引物为 ５’
ＣＡＴＴＧＣＧＡＴＣＡＡＡＣＣＡＧＡＴＧ３’，下游引物为 ５’
ＧＧＣＣＣＴＧＡＧＴＧＣＡＴＧＴＡＴＴＴ３’，产物大小１９２ｂｐ；
βａｃｔｉｎ上游引物为５’ＧＴＧＧＧＧＣＧＣＣＣＣＡＧＧＣＡＣ
ＣＡ３’，下 游 引 物 为 ５’ＣＴＣＣＴＴＡＡＴＧＴＣＡＣＧ
ＣＡＣＧＡＴＴＴＣ３’，产物大小５１３ｂｐ。扩增产物分析
１５％琼脂糖凝胶电泳，溴化乙锭染色，紫外灯下观

察结果。数据分析用 ＧＩＳ２０２０凝胶扫描成像分析
系统扫描各扩增产物，以βａｃｔｉｎ吸光度值标化目的
产物吸光度值，得到目的产物的相对含量。

１２３　ＭＴＴ方法检测细胞增殖
培养细胞经过常规胰酶消化后，接种于９６孔

培养板中，５×１０４个／孔，每孔２００μｌ，于实验结束
前４ｈ加入５ｇ／ＬＭＴＴ１０ｕｌ／孔，继续培养４ｈ，弃
上清液，加入 ＤＭＯＳ２００μｌ／孔，待 ＭＴＴ代谢产物
Ｆｏｍｒａｚａｎ完全溶解后，在酶标比色仪波长４９０ｎｍ
下测定各孔ＯＤ值，每组重复孔４～６个。ＭＴＴＯＤ
值与癌细胞接种数目之间有良好线性关系，同时也

能反映细胞的代谢活力，并以此反映体外试验中化

疗药物对细胞的杀伤效果。细胞抑制率（％）＝（１
－实验组ＯＤ值）／对照组ＯＤ值×１００％。
１３　数据处理

数据以（ｘ±ｓ）表示，采用多因素方差分析、单
因素方差分析及 ＬＳＤ法、ＳｔｕｄｅｎｔＮｅｗｍａｎＫｅｕｌｓ法
（ｑ检验）做多重比较。统计学方法以 ＳＰＳＳ１１５
软件处理数据。

２　结果

２１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测基因蛋白表达
９．３μｍｏｌ／Ｌ丝裂霉素处理肺癌 Ａ５４９细胞

２４ｈ后，经ＧＩＳ２０２０凝胶图像分析系统扫描分析，
ｃａｓｐａｓｅ３和 ｐ２１在处理组中较对照表达不同程度
增强，ＲＡＲα在丝裂霉素组中较对照表达降低，有
统计学差异（图１，Ｐ＜００５）。

图１　ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ２１和ＲＡＲα蛋白水平的表达
Ｆｉｇ．１　Ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｃａｓｐａｓｅ３、

ｐ２１ａｎｄＲＡＲα
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２２　ｍＲＮＡ的改变
ｂｃｌ２、ｃｙｃｌｉｎＤ３在所有丝裂霉素组中均较对照

组表达减弱，而丝裂霉素组的 ｎｍ２３表达较对照组

增强，对照组与各药物组之间有显著性差异，药物

独立作用对 ｍＲＮＡ相对含量改变有显著性影响
（图２，Ｐ＜００５）。

图２　ｂｃｌ２、ｃｙｃｌｉｎＤ３和ｎｍ２３的ｍＲＮＡ表达（ＲｔＰＣＲ）
Ｆｉｇ．２　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｂｃｌ２，ｃｙｃｌｉｎＤ３ａｎｄｎｍ２３

２３　低浓度丝裂霉素对肺腺癌 Ａ５４９细胞增殖的
影响

经丝裂霉素作用２４ｈ后，吸光度值较对照组
减少，丝裂霉素组与对照组有显著性差异，Ａ５４９细
胞出现明显的增殖抑制（表１，Ｐ＜００５）。

表１　肺腺癌Ａ５４９细胞吸光度及抑制率的改变
Ｔａｂ．１　Ｔｈｅｃｈａｎｇｅｏｆａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｎｄ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ

组别 ＯＤ４９０值 增殖抑制率（％）
对照组 １３０４７±００９３１
９．３μｍｏｌ／Ｌ
丝裂霉素组

０８４９０±００３４９ ３４８５±２５７

３　讨论

长期以来，“一旦成为癌细胞，永远是癌细胞”

的观念一直影响着肿瘤学领域。１９８８年，上海维
甲酸协作组首先使用全反式维甲酸（ＡＴＲＡ）诱导
分化治疗人急性早幼粒细胞白血病获得显著疗效，

从而为抗肿瘤研究开辟了新的途径。许多实验证

明，某些药物在低浓度时能诱导肿瘤细胞的分化，

浓度高时则引起凋亡或坏死。丝裂霉素是临床上

常用的细胞毒性药物，低浓度下对肺癌的增殖抑制

作用尚无明确报导。本实验应用 ＭＴＴ法检测低浓
度丝裂霉素处理 Ａ５４９肺腺癌细胞后吸光度和抑
制率的变化，证实了低浓度的丝裂霉素具有抑制肺

癌细胞生长的作用。结果表明低浓度丝裂霉素通

过诱导Ａ５４９细胞周期阻滞，可以使整个细胞周期
延长，抑制Ａ５４９细胞增殖而发挥抗肿瘤作用。

由于基因发生突变、错配、修复等现象，引起许

多癌基因、抑癌基因的改变并直接参与细胞周期的

调控。因此针对性的考查了低浓度丝裂霉素处理

Ａ５４９肺腺癌细胞后，部分癌基因和抑癌基因表达
发生变化。其中，细胞周期的程序控制主要是通过

各种细胞周期蛋白（ｃｙｃｌｉｎ）和依赖细胞周期蛋白
的蛋白激酶（ＣＤＫ）有序地磷酸化和去磷酸化，从
而控制ｃｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物的活性来实现的。细胞
周期蛋白Ｄ（ＣｙｃｌｉｎＤ）是 Ｇ１／Ｓ期转换的重要正性
调控因子，包括：ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＤ２和 ＣｙｃｌｉｎＤ３三
个亚型。ＣｙｃｌｉｎＤ３是 Ｇ１／Ｓ转换过程的限速因子，
作为Ｇ１期细胞周期相关蛋白、Ｇ１／Ｓ期的起始调
控分子之一，其基因和编码蛋白的异常，以及与多

种肿瘤相关基因的协同作用可促使细胞恶性转化，

在肿瘤的发生发展中扮演着重要角色。ｃｙｃｌｉｎＤ３
过分表达则使Ｇ１期缩短，阻滞其表达使细胞不能
从Ｇ１期进人Ｓ期［３］。Ｂｃｌ２为拮抗细胞凋亡的基
因，细胞凋亡对于维持组织的自身稳定具有重要的

意义，Ｂｃｌ２蛋白抑制细胞凋亡，从而促进了肿瘤的
发生 ［４］。ｐ２１基因是１９９３年发现并克隆的 ＣＤＫＩ
的家族成员，它参与细胞的多种功能活动，广泛的

抑制各种 ＣｙｃｌｉｎＣＤＫ复合物，抑制细胞的无限增
殖［５］。ｃａｓｐａｓｅ３是执行细胞凋亡的关键酶之一［６］，

ＰＭＬＲＡＲα基因的表达是维甲酸诱导分化的前提
条件［７］。ｎｍ２３基因是目前研究较多的转移抑制基
因，ｎｍ２３编码的产物具有抑制肿瘤转移的功能［８］。
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低浓度丝裂霉素处理肺腺癌 Ａ５４９细胞后，
ｃａｓｐａｓｅ３、ｐ２１和 ｎｍ２３的表达较对照组升高，而
ＲＡＲα、ｂｃｌ２和 ｃｙｃｌｉｎＤ３表达降低，表明药物处理
后，抑制肿瘤细胞增殖、促进凋亡、诱导分化、转移

抑制等生物学特征的基因表达水平被不同程度的

改变。细胞增殖和细胞周期的调控是多个基因共

同作用的结果［９］，上述基因表达的改变表明了该

化疗药物不同程度的引起肿瘤细胞增殖、周期分

布、凋亡、转移、血管生成等方面的改变，导致细胞

增殖抑制，癌基因表达水平下调，抑癌基因表达上

调，多基因表达水平的改变参与了肿瘤细胞的分化

调节，使肿瘤细胞总体上向良性转化。
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α７尼古丁受体ｍＲＮＡ表达抑制对ＳＨＳＹ５Ｙ细胞氧化应激水平的影响

欧阳凯，齐晓岚，官志忠

（贵阳医学院分子生物学重点实验室，贵州 贵阳 ５５０００４）
［摘　要］目的：探讨通过ＲＮＡ干扰技术抑制神经母细胞瘤细胞（ＳＨＳＹ５Ｙ细胞）中α７尼古丁乙酰胆碱受

体（ｎＡＣｈＲ）基因表达后细胞氧化应激水平的变化，以了解该受体的神经保护作用。方法 ＳＨ－ＳＹ５Ｙ细胞转染针
对α７ＭＣｈＲ的小分子干扰ＲＮＡ，ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ法检测转染细胞中α７ｎＡＣｈＲｍＲＮＡ水平蛋白质印迹方法检测蛋
白表达水平；并用Ａβ１－４２处理培养细胞，比色法测定细胞脂质过氧化产物水平、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）和谷胱甘

肽过氧化物酶（ＧＳＨＰＸ）活性。结果　转染 ｓｉＲＮＡ后，α７ｎＡＣｈＲｍＲＮＡ水平和蛋白表达水平分别降低了
８１７％和７６．９％；细胞脂质过氧化水平升高３８．４％；ＳＯＤ和ＧＳＨＰＫ活性分别降低３０．３％和２１．１％。用Ａβ１－４２
处理细胞后氧化应激水平升高，且转染ｓｉＲＮＡ后能增强 Ａβ的神经毒性作用。结论　α７ｎＡＣｈＲ基因表达抑制
后能增强细胞氧化应激水平，同时增强Ａβ的神经毒性作用。

摘自《中国老年学杂志》２０１２（１８）：３９４１．
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