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雷公藤甲素对非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 增殖的抑制和凋亡的诱导
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摘要:目的 探讨雷公藤甲素(ＴＰ)通过调控趋化因子受体 ４(ＣＸＣＲ４)基因表达对人非小细胞肺癌(Ａ５４９)细胞增

殖和凋亡的影响ꎮ 方法 实验分为 ４ 组:对照组、ＴＰ 组(１００ ｎｍ / Ｌ ＴＰ 处理细胞)、ＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组(转染质粒及 ＴＰ 处

理细胞)和 ＮＣ＋ＴＰ 组(转染空载质粒及 ＴＰ 处理细胞)ꎮ ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＣＸＣＲ４ 表达以及转染效果ꎻ
ＭＴＴ 法检测细胞增殖ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测细胞凋亡ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖及凋亡相关蛋白表达ꎮ
结果 雷公藤甲素能够抑制 Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 雷公藤甲素可抑制 Ａ５４９ 细胞增

殖ꎬ诱导其凋亡(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 转染 ｐｃＤＮＡ￣ＣＸＣＲ４ 能够上调 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 上调 ＣＸＣＲ４ 的

表达能够部分逆转雷公藤甲素对 Ａ５４９ 细胞增殖抑制和凋亡诱导的作用(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 结论 雷公藤甲素可能通过下

调 ＣＸＣＲ４ 的表达抑制 Ａ５４９ 细胞增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ
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Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ (ＴＰ) ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｎｏｎ￣
ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ Ａ５４９ ｂｙ ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ (ＣＸＣＲ４) ｇｅｎｅ. Ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓ: ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ＴＰ ｇｒｏｕｐ (１００ ｎｍ / Ｌ ＴＰ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ)ꎬ ＣＸＣＲ４＋ＴＰ
ｇｒｏｕｐ (ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｐｌａｓｍｉｄ ＴＰ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ) ａｎｄ ＮＣ＋ＴＰ ｇｒｏｕｐ (ｅｍｐｔｙ ｐｌａｓｍｉｄ ＴＰ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ) . Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｏｆ ＣＸＣＲ４ ａｎｄ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＲＴ￣ｑＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓ￣
ｓａｙꎬ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘ￣
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５). Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ (Ｐ<０􀆰 ０５).
Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ＣＸＣＲ４ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ( Ｐ < ０􀆰 ０５ ).
Ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｐａｒｔｉａｌｌｙ ｒｅｖｅｒｓｅｄ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
ｉｎｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ (Ｐ<０􀆰 ０５) . Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ
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ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｂｙ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅꎻ ＣＸＣＲ４ ｇｅｎｅꎻ ｎｏｎ￣ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ Ａ５４９ꎻ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎻ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肺癌(ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ)是全球范围内癌相关死亡的

主要原因ꎬ且大多数肺癌患者预后不良[１]ꎮ 目前基

因治疗已成为新的治疗肺癌的发展方向[２] ꎮ 趋化

因子被认为是癌细胞生物过程中的特异性主要调

节剂[３] ꎮ 趋化因子受体 ４ ( ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ４ꎬ
ＣＸＣＲ４)是 Ｇ 蛋白耦联受体超家族成员之一ꎬ参与

多种生理病理过程[４￣５]ꎮ 雷公藤甲素 ( ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅꎬ
ＴＰ)是从卫矛科植物雷公藤中提取的有效活性物

质ꎮ 多项体内外研究显示ꎬ其在乳腺癌、肝细胞癌和

卵巢癌等多种肿瘤中均具有良好的抗肿瘤活

性[６￣８]ꎮ 最近报道ꎬ雷公藤甲素可广泛抑制基因的

转录ꎬ但其作用机制尚不明确[９]ꎮ 有报道ꎬ雷公藤

甲素可诱导急性髓系白血病干细胞凋亡ꎬ且蛋白质

印迹结果显示 ＣＸＣＲ４ 蛋白表达水平降低ꎬ提示雷公

藤甲素可能通过调控 ＣＸＣＲ４ 的表达发挥功能[１０]ꎮ
因此本实验观察雷公藤甲素干预的非小细胞肺癌细

胞 Ａ５４９ 中对 ＣＸＣＲ４ 的表达的影响ꎬ并采用细胞转

染恢复 ＣＸＣＲ４ 的表达ꎬ观察对 Ａ５４９ 细胞增殖和凋

亡的影响ꎬ以期探讨雷公藤甲素在非小细胞肺癌细

胞增殖的影响及可能的作用机制ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料和主要试剂

非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９( ＡＴＣＣ)ꎻ雷公藤

甲素、ＭＴＴ 试剂( Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎻＲＰＭＩ￣１６４０
培养基、胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎ 公司)ꎻ青霉素、链霉素

(杭州四季青生物工程材料有限公司)ꎻ ｐｃＤＮＡ￣
ＣＸＣＲ４ 过表达载体质粒和 ｐｃＤＮＡ 空载体质粒(广
州市锐博生物科技有限公司)ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００
转染试剂( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＲＮＡ 提取试剂盒(北
京康为世纪生物科技有限公司)ꎻ反转录试剂盒

(大连宝生物工程有限公司)ꎻＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染

料试剂盒(Ｒｏｃｈｅ 公司)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 细胞

凋亡检测试剂盒、ＲＩＰＡ 细胞裂解液、ＢＣＡ 蛋白浓

度检测试剂盒、超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂盒(上海碧

云天生物技术研究所)ꎻ鼠抗人 ＣＸＣＲ４ 单抗、鼠抗

人 ＰＣＮＡ 单抗、鼠抗人 Ｋｉ￣６７ 单抗、鼠抗人 Ｂａｘ 单

抗、鼠抗人 Ｂｃｌ￣２ 单抗和辣根过氧化酶标记山羊抗

鼠 ＩｇＧ(Ａｂｃａｍ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２ 􀆰 １　 细胞的培养及分组处理:将非小细胞肺癌细

胞 Ａ５４９ 培养于含有 １０％灭活胎牛血清、１００ Ｕ / ｍＬ
青￣链霉素的 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基中ꎬ置体积分数为

５％ ＣＯ２、饱和湿度、３７ ℃恒温培养箱中常规培养ꎬ
每天观察细胞增殖状态ꎬ及时换液ꎬ细胞汇合度达

９０％时进行传代培养ꎮ 将 Ａ５４９ 细胞分为 ４ 组ꎬ将未

经雷公藤甲素处理未转染的细胞设为对照组ꎻ将
１００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的雷公藤甲素处理的细胞设为 ＴＰ 组ꎻ
将转染 ｐｃＤＮＡ￣ＣＸＣＲ４ 质粒并施加 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的雷

公藤甲素的细胞设为 ＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组ꎻ将转染 ｐｃＤＮＡ
空载质粒并施加 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的雷公藤甲素的细胞

设为 ＮＣ ＋ ＴＰ 组ꎮ 转染具体操作步骤参考 Ｌｉｐｏ￣
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ ２０００ 转染试剂说明书进行ꎬ转染后各组细

胞继续培养ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 检测 Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ:
收集处理 ４８ ｈ 后各组 Ａ５４９ 细胞ꎬ采用 ＲＮＡ 提取试

剂盒提取各组细胞中总 ＲＮＡꎬ采用反转录试剂盒合

成 ｃＤＮＡꎬ以 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 荧光染料试剂盒进行实时

荧光定量 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应条件设置为 ９４ ℃预变性

５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０ ｓꎬ５６ ℃ 退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃ 延伸

１５ ｓꎬ共设置 ４０ 个循环ꎮ ＣＸＣＲ４ 上游引物:５′￣ＣＣＧ
ＴＧＧＣＡＡＡＣＴＧＧＴＡＣＴＴＴ￣３′ꎻ 下 游 引 物: ５′￣ＧＡＣＧＣ
ＣＡＡＣＡＴＡＧＡＣＣＡＣＣＴ￣３′ꎮ β￣ａｃｔｉｎ 上 游 引 物: ５′￣Ｃ
ＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ￣３′ꎻ下游引物:５′￣
ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣＡＣＡＧＴ￣３′ꎮ 以 β￣ａｃｔｉｎ
为内参ꎬ通过 ２－ΔΔＣｔ法计算各组 Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４
ｍＲＮＡ 表达水平ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＭＴＴ 法检测 Ａ５４９ 细胞增殖:取对数期 Ａ５４９
细胞以胰蛋白酶消化成单个细胞ꎬ种植到 ９６ 孔板

中ꎬ种植密为 １ × １０４ 个 /孔ꎬ细胞贴壁后按照上述

１􀆰 ３ 方法分组和处理ꎬ在 ２４、４８ 和 ７２ ｈ 分别向每孔

细胞中加入 １５０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ３７ ℃孵育４ ｈꎬ再向

细胞中国加入 １００ μＬ 二甲基亚砜ꎬ 振荡反应

１０ ｍｉｎꎬ待沉淀完全溶解后ꎬ使用全自动酶标仪检测

波长 ４５０ ｎｍ 处各孔细胞吸光度值(Ａ 值)ꎬ每组细胞

各个时间点设置 ３ 个复孔ꎬ实验重复 ３ 次ꎮ
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刘倩　 雷公藤甲素对非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 增殖的抑制和凋亡的诱导

１􀆰 ２􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测 Ａ５４９ 细

胞凋亡:各组 Ａ５４９ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ分别收集各组细

胞ꎬ以预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞后ꎬ分别向各组细胞中

添加 １００ μＬ 结合缓冲液ꎬ再依次向细胞中加入

ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ 和 ５ μＬ ＰＩ 染液各 ５ μＬꎬ轻轻混匀ꎬ
在室温下避光反应 ２０ ｍｉｎꎬ使用 ３００ 目细胞筛去除

杂质ꎬ立即上流式细胞仪检测细胞凋亡ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａ５４９ 细胞中蛋白表达:各
组 Ａ５４９ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ分别收集细胞ꎬ加入适量

ＲＩＰＡ 细胞裂解液ꎬ在冰上裂解细胞ꎬ提取细胞中总

蛋白ꎬ使用 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒检测蛋白浓

度ꎬ在蛋白中加入等体积的上样缓冲液ꎬ加热使蛋白

样品变性ꎬ取 ４０ μｇ 变性蛋白加入到上样孔中ꎬ行
１２％十二烷基硫酸钠￣聚丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ采用半

干法将蛋白电转至硝酸纤维素膜上ꎬ将膜放置在

５％脱脂奶粉中封阻 ２ ｈꎬ分别加入一抗进行孵育

(ＰＣＮＡ 一抗 １ ∶ ５００ 稀释ꎬＫｉ￣６７ 一抗 １ ∶ ５００ 稀释ꎬ
Ｂａｘ 一抗 １ ∶ ８００ 稀释ꎬＢｃｌ￣２ 一抗 １ ∶ ８００ 稀释ꎬ
ＣＸＣＲ４一抗 １ ∶ ５００ 稀释)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎬ以 ＴＢＳＴ
洗膜 １５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入 １ ∶ ３ ０００ 稀释的辣根过氧

化物酶标记的 ＩｇＧꎬ室温孵育 １ ｈꎬ以 ＴＢＳＴ 洗膜

１５ ｍｉｎ×３ 次ꎬ加入超敏 ＥＣＬ 化学发光试剂ꎬ曝光ꎬ成
像ꎬ拍照ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 为内参ꎬ使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件

分析各条带吸光度值ꎬ计算各组细胞中目的蛋白相

对表达水平ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

使用 ＳＰＳＳ ２１􀆰 ０ 软件进行数据统计分析ꎬ计量

资料均以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ两组间差异比较

使用 ｔ 检验ꎬ多组间差异比较使用单因素方差分析ꎬ
两两组间差异比较使用 ＳＮＫ￣ｑ 检验分析ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 雷公藤甲素抑制非小细胞肺癌细胞 Ａ５４９ 中

ＣＸＣＲ４ 的表达

雷公藤甲素干预 Ａ５４９ 细胞后 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平均明显降低(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 １ꎬ图 １)ꎮ
２􀆰 ２ 　 转染 ｐｃＮＤＡ￣ＣＸＣＲ４ 逆转雷公藤甲素对

ＣＸＣＲ４表达的抑制

转染 ４８ ｈ 后ꎬ与 ＮＣ＋ＴＰ 组相比ꎬＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组

Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平明显升

高(Ｐ<０􀆰 ０５)(表 ２ꎬ图 ２)ꎮ

表 １　 雷公藤甲素对 Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４ 的表达的影响

Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒｉｐｔｏｌｉｄｅ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４
　 　 　 　 ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ＣＸＣＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｒｏｌ １􀆰 ００±０􀆰 １０ １􀆰 １２±０􀆰 １５

ＴＰ ０􀆰 ３８±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６∗

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ.

图 １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＣＸＣＲ４ 的表达水平

Ｆｉｇ １　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

表 ２　 转染 ｐｃＤＮＡ￣ＣＸＣＲ４ 对 Ａ５４９ 细胞中 ＣＸＣＲ４ 的
　 　 表达的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｃＤＮＡ￣ＣＸＣＲ４ ｏｎ ｔｈｅ
　 　 　 　 ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ ＣＸＣＲ４ ｐｒｏｔｅｉｎ

ＮＣ＋ＴＰ １􀆰 ００±０􀆰 １０ ０􀆰 ４７±０􀆰 ０５

ＣＸＣＲ４＋ＴＰ ２􀆰 １６±０􀆰 ２４∗ １􀆰 ０５±０􀆰 １２∗

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＮＣ＋ＴＰ ｇｒｏｕｐ.

图 ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组细胞中 ＣＸＣＲ４ 的
　 　 表达水平

Ｆｉｇ ２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＸＣＲ４ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
　 　 　 ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ３　 ＣＸＣＲ４ 逆转雷公藤甲素对 Ａ５４９ 细胞增殖抑

制作用

与对照组相比ꎬＴＰ 组细胞 Ａ 值从 ４８ ｈ 后显著

降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＮＣ＋ＴＰ 组相比ꎬＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组

细胞 Ａ 值从 ４８ ｈ 后明显升高(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＴＰ 组

相比ꎬＮＣ＋ＴＰ 组细胞 Ａ 值无明显改变(表 ３)ꎮ
２􀆰 ４　 ＣＸＣＲ４ 逆转雷公藤甲素对 Ａ５４９ 细胞凋亡诱

导作用

与对照组相比ꎬＴＰ 组细胞凋亡率明显升高(Ｐ<
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基础医学与临床　 　 Ｂａｓｉｃ ＆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ ２０２０􀆰 ４０(３)

表 ３　 各组 Ａ５４９ 细胞 Ａ 值比较

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ Ａ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ
　 　 　 　 ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ
Ａ ｖａｌｕｅ

２４ ｈｏｕｒｓ ４８ ｈｏｕｒｓ ７２ ｈｏｕｒｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ２６±０􀆰 ０３ 　 ０􀆰 ５８±０􀆰 ０６ 　 ０􀆰 ８７±０􀆰 ０９

ＴＰ ０􀆰 ２４±０􀆰 ０２ 　 ０􀆰 ３４±０􀆰 ０３∗ 　 ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗

ＮＣ＋ＴＰ ０􀆰 ２３±０􀆰 ０２ 　 ０􀆰 ３５±０􀆰 ０４ 　 ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６

ＣＸＣＲ４＋ＴＰ ０􀆰 ２５±０􀆰 ０３ 　 ０􀆰 ５４±０􀆰 ０５＃ 　 ０􀆰 ８０±０􀆰 ０８＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ＋ＴＰ
ｇｒｏｕｐ.

０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＮＣ＋ＴＰ 组相比ꎬＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组细胞凋亡

率显著降低(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＴＰ 组相比ꎬＮＣ＋ＴＰ 组细

胞凋亡率无明显改变(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ３ꎬ表 ４)ꎮ 表明

恢复 ＣＸＣＲ４ 的表达能够降低雷公藤甲素诱导的

Ａ５４９ 细胞凋亡ꎮ
２􀆰 ５　 各组 Ａ５４９ 细胞中增殖和凋亡蛋白表达情况

与对照组相比ꎬＴＰ 组细胞中 ＰＮＣＡ、Ｋｉ￣６７ 和

Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显下调ꎬＢａｘ 蛋白表达明显上调

(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＮＣ＋ＴＰ 组相比ꎬ ＣＸＣＲ４＋ＴＰ 组细胞

中 ＰＮＣＡ、Ｋｉ￣６７ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达明显上调ꎬ Ｂａｘ 蛋

白表达明显下调(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 与 ＴＰ 组相比ꎬＮＣ＋ＴＰ
组细胞中 ＰＮＣＡ、Ｋｉ￣６７、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达无明

显改变(Ｐ>０􀆰 ０５)(图 ４ꎬ表 ５)ꎮ 表明恢复 ＣＸＣＲ４ 的

表达能够逆转雷公藤甲素导致的 ＰＮＣＡ、Ｋｉ￣６７ 和

Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达下调以及 Ｂａｘ 蛋白表达的上调ꎮ

图 ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ⅴ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染色法检测各组 Ａ５４９ 细胞凋亡情况

Ｆｉｇ ３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

表 ４　 各组 Ａ５４９ 细胞凋亡率比较

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅｓ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

　 　 　 　 ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ / ％

ｃｏｎｔｒｏｌ ２􀆰 ０２±０􀆰 ５０

ＴＰ １７􀆰 ８３±１􀆰 ９２∗

ＮＣ＋ＴＰ １６􀆰 ９０±１􀆰 ２１

ＣＸＣＲ４＋ＴＰ ５􀆰 ３８±１􀆰 ０３＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ＋ＴＰ

ｇｒｏｕｐ.

图 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测各组 Ａ５４９ 细胞中 ＰＮＣＡ、
　 　 Ｋｉ￣６７、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２蛋白表达情况
Ｆｉｇ ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＰＮＣＡꎬ Ｋｉ￣６７ꎬ Ｂａｘ
　 　 　 ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ

表 ５　 各组 Ａ５４９ 细胞中 ＰＮＣＡ、Ｋｉ￣６７、Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２蛋白表达水平比较

Ｔａｂｌｅ ５　 ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ＰＮＣＡꎬ Ｋｉ￣６７ꎬ Ｂａｘ ａｎｄ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝９)

ｇｒｏｕｐ ＰＮＣＡ Ｋｉ￣６７ Ｂａｘ Ｂｃｌ￣２

ｃｏｎｔｒｏｌ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０８ ０􀆰 ９５±０􀆰 １０ ０􀆰 １４±０􀆰 ０２ １􀆰 ３１±０􀆰 １５
ＴＰ ０􀆰 ３９±０􀆰 ０４∗ ０􀆰 ５７±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ６２±０􀆰 ０６∗ ０􀆰 ５２±０􀆰 ０５∗

ＮＣ＋ＴＰ ０􀆰 ４０±０􀆰 ０４ ０􀆰 ５６±０􀆰 ０６ ０􀆰 ６０±０􀆰 ０６ ０􀆰 ５４±０􀆰 ０６
ＣＸＣＲ４＋ＴＰ ０􀆰 ７８±０􀆰 ０８＃ ０􀆰 ８８±０􀆰 ０９＃ ０􀆰 ２２±０􀆰 ０２＃ １􀆰 １６±０􀆰 １４＃

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＮＣ＋ＴＰ ｇｒｏｕｐ.
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刘倩　 雷公藤甲素对非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９ 增殖的抑制和凋亡的诱导

３　 讨论

ＲＣＸＣＲ４ 基因在非小细胞肺癌细胞侵袭、侵袭

及耐药中扮演重要角色ꎬ提示 ＣＸＣＲ４ 可能成为非小

细胞肺癌的诊断和临床治疗的新的作用靶点[１１￣１２]ꎮ
近年来ꎬ雷公藤甲素的抗肿瘤活性受到研究者

的广泛关注ꎮ 多项研究发现雷公藤甲素可阻碍

Ａ５４９ 细胞侵袭和转移ꎬ但迄今为止ꎬ其在非小细胞

肺癌中的作用机制仍不完全清楚[１３]ꎮ 本实验根据

以往研究及前期试验结果ꎬ使用 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 的雷公

藤甲素处理 Ａ５４９ 细胞ꎬ发现细胞 Ａ 值显著降低ꎬ凋
亡率明显升高ꎬ提示雷公藤甲素可抑制 Ａ５４９ 细胞

增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎬ该实验结果与以往研究类似ꎮ
此外ꎬ本实验发现ꎬ雷公藤甲素干预的 Ａ５４９ 细胞中

ＣＸＣＲ４ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平均明显下调ꎮ
此外本实验通过在 Ａ５４９ 细胞中转染 ＣＸＣＲ４

过表达载体质粒ꎬ恢复雷公藤甲素诱导的 ＣＸＣＲ４ 的

表达水平的降低ꎬ观察对 Ａ５４９ 细胞增殖和凋亡的

影响ꎮ 结果显示ꎬ恢复 ＣＸＣＲ４ 表达能够逆转雷公藤

甲素诱导的细胞增殖抑制作用ꎬ且降低雷公藤甲素

诱导的细胞凋亡ꎬ表明雷公藤甲素通过抑制 ＣＸＣＲ４
的表达抑制 Ａ５４９ 细胞增殖ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ

ＰＣＮＡ 及 Ｋｉ￣６７ 高表达与肺癌的发生、进展密切

相关ꎬ是判断肺癌预后及恶性程度的重要指标[１４]ꎮ
本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测增殖细胞核抗原

ＰＣＮＡ 和 Ｋｉ￣６７ 表达情况发现ꎬＰＣＮＡ 和 Ｋｉ￣６７ 在雷

公藤甲素干预后表达下调ꎬ回复 ＣＸＣＲ４ 表达后

ＰＣＮＡ 和 Ｋｉ￣６７ 蛋白表达上调ꎮ 提示雷公藤甲素可

通过调控 ＣＸＣＲ４ 的表达下调 ＰＣＮＡ 和 Ｋｉ￣６７ 的表

达ꎬ来实现抑制细胞增殖的作用ꎮ Ｂａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 均属

于 Ｂｃｌ￣２ 家族成员ꎬＢａｘ 属于促凋亡基因ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 为

抗凋亡基因ꎮ 当细胞受死亡信号刺激时ꎬＢａｘ 发生

构象改变ꎬ与 Ｂｃｌ￣２ 相互作用ꎬ导致 Ｂｃｌ￣２ 的保护效

应丧失使细胞趋于凋亡[１５]ꎮ 本实验检测结果显示ꎬ
Ｂａｘ 蛋白的表达在雷公藤甲素干预后表达上调ꎬ恢
复 ＣＸＣＲ４ 表达后其表达下调ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达与

Ｂａｘ 蛋白表达呈相反趋势ꎮ 提示雷公藤甲素可通过

调控 ＣＸＣＲ４ 的表达上调 Ｂａｘ 和下调 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达ꎬ来实现诱导细胞凋亡的作用ꎮ
综上ꎬ雷公藤甲素可能通过下调 ＣＸＣＲ４ 基因的

表达抑制 Ａ５４９ 细胞增殖ꎬ 诱导细胞凋亡ꎮ 但

ＣＸＣＲ４ 基因通过何种信号通路参与细胞增殖和凋

亡过程ꎬ具体作用机制仍需进一步的体外及体内实

验进行深入探究ꎮ
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新闻点击

心碎综合征会导致癌症

在线发表在«美国心脏协会杂志»(Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ Ｈｅａｒｔ Ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ)上的(２０１９￣０７￣１７)研究表明ꎬ“心碎综合征”
(Ｔａｋｏｔｓｕｂｏ 综合征)可能不仅仅伤害心脏ꎬ还会引发癌ꎮ

虽然在先前的研究中ꎬ失去爱人的极端情绪与心脏问题有关ꎬ但一项新的研究发现ꎬ１ / ６ 的心碎综合征患者也患有癌症ꎮ
更糟糕的是ꎬ他们在确诊 ５ 年后ꎬ则不可能存活下来ꎮ

资深研究员克里斯蒂安􀅰坦普林博士(瑞士苏黎世大学医院急性心脏病护理主任)说:“在 Ｔａｋｏｔｓｕｂｏ 综合征和恶性肿瘤

之间似乎存在着强烈的相互作用ꎮ” “因此ꎬ应该建议 Ｔａｋｏｔｓｕｂｏ 综合征患者参与癌筛查ꎬ以提高整体生存率ꎬ”他补充说ꎬ反过

来也是正确的ꎮ 然而ꎬ这项研究并没有证明其中一个导致了另一个ꎮ
心碎综合征会导致突发的极度疼痛和呼吸急促ꎬ这可能被误认为是耳部疾病ꎮ 根据美国心脏协会(ＡＨＡ)ꎬ这些症状是对

压力荷尔蒙突然激增的反应ꎮ 研究人员说ꎬ这种情况导致心脏的主泵室扩大ꎮ 这意味着心脏不能有效地泵血ꎮ 心碎综合征

可能发生在任何强烈的情感体验之后ꎮ 美国心脏协会认为ꎬ亲人的死亡、分手或离婚、经济问题ꎬ甚至诸如中奖这样积极的经

历都会引发心碎综合征ꎮ 主要的物理应力扫描也会引发心碎综合征ꎮ 研究指出ꎬ物理创伤或手术、呼吸衰竭和感染都是导致

心碎综合征的物理压力的例子ꎮ
这项新的研究包括刚刚超过 １ ６００ 例心碎综合征患者ꎮ 参与者在 ９ 个不同国家的 ２６ 个医疗中心招募ꎬ其中包括 ８ 个欧洲

国家和美国ꎮ 在确诊为癌的患者中ꎬ大多数是女性(８８％)ꎬ平均年龄为 ７０ 岁ꎮ 坦普林说ꎬ癌病例的发病率远高于正常预期ꎮ
无论男女还是所有年龄段的人都是如此ꎮ 例如ꎬ在 ４４ 岁及以下的女性中ꎬ癌的预期发病率为 ０􀆰 ４％ꎬ而对于心碎综合征患者ꎬ
预期发病率为 ８％ꎻ４５~６４ 岁男性的预期癌症发生率为 ２％ꎬ而心碎综合征患者的预期癌发生率为 ２２％ꎮ 在老年男性和女性

中ꎬ预期的癌病例是心碎综合征患者的 ２ 倍多ꎮ 最常见的癌症是乳腺癌ꎮ 其他癌影响区域包括消化系统、呼吸道、内性器官和

皮肤ꎮ 研究结果还显示ꎬ患癌的人更容易患上心碎综合征ꎮ
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