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佐米联合应用对非小细胞肺癌Ａ５４９细胞的促凋亡作用。方法　将非小细胞肺癌细胞株Ａ５４９用不同浓度的４ＨＰＲ（２．５、５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）和硼替佐米（０．１、０．２、０．４、０．８μｍｏｌ／Ｌ）单独或联合处理２４ｈ。应用 ＭＴＴ法检测４ＨＰＲ和硼替佐米单独或联

合处理对细胞的生长抑制作用；碘化丙啶（ＰＩ）染色和流式细胞术检测细胞周期；ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ双染检测细胞凋亡；实

时荧光定量ＰＣＲ和蛋白质印迹检测内质网应激相关凋亡蛋白ＣＨＯＰ的表达。结果　４ＨＰＲ和硼替佐米单独处理肺癌细胞
株Ａ５４９能够以剂量依赖性方式抑制细胞增殖，两药联用后抗增殖作用明显增强。细胞周期检测显示两药联用能导致细胞停

滞于Ｇ０／Ｇ１ 期，Ｓ期细胞显著减少。与两药单独使用相比，４ＨＰＲ和硼替佐米联用能显著增强Ａ５４９细胞凋亡，伴随内质网应

激蛋白ＣＨＯＰ的ｍＲＮＡ和蛋白表达增强。结论　４ＨＰＲ和硼替佐米联用能促进肺癌Ａ５４９细胞的凋亡，为药物联合治疗肺
癌提供了实验基础。

　　［关键词］　非小细胞肺癌；Ａ５４９细胞；硼替佐米；芬维Ａ胺；细胞凋亡；内质网应激

　　［中图分类号］　Ｒ７３４．２　　　［文献标志码］　Ａ　　　［文章编号］　０２５８８７９Ｘ（２０１３）１１１１７７０６

４ＨＰＲｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｐｒｏｍｏｔｉｎｇａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｂｙｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ
ｒｅｔｉｃｕｌｕｍｐｒｏｔｅｉｎ

ＷＡＮＧＹｉｎｇ１△，ＹＥＹｕｎｊｉｅ１△，ＸＵＪｉａｎ１，ＮＩＮＧＹｕｎｙｅ１，ＳＨＡＮＧＹａｎ１，ＪＩＮＨａｉ２，ＬＩＱｉａｎｇ１

１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲｅｓｐｉｒａｔｏｒｙＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＴｈｏｒａｃｉｃＳｕｒｇｅｒｙ，ＣｈａｎｇｈａｉＨｏｓｐｉｔａｌ，ＳｅｃｏｎｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｓｈａｎｇｈａｉ２００４３３，Ｃｈｉｎａ

［收稿日期］　２０１３０５２９　　　　［接受日期］　２０１３０９０４
［基金项目］　国家自然科学基金（８１０００００６）．ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙＮａｔｉｏｎａｌＮａｔｕｒａｌＳｃｉｅｎｃｅＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＣｈｉｎａ（８１０００００６）．
［作者简介］　汪　莹，博士，住院医师．Ｅｍａｉｌ：Ｗｉｎｇ＿ｃｈｈｘ＠１６３．ｃｏｍ；叶韵杰，博士，住院医师．Ｅｍａｉｌ：ｈａｄｒｉａｎｙｅ＠１６３．ｃｏｍ
△共同第一作者（Ｃｏｆｉｒｓｔａｕｔｈｏｒｓ）．
通信作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ）．Ｔｅｌ：０２１３１１６１３１９，Ｅｍａｉｌ：ｓｈａｎｇｙａｎ７５１２００＠１６３．ｃｏｍ；Ｔｅｌ：０２１３１１６１７６４，Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｈｚ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｏｆｆｅｎｒｅｔｉｎｉｄｅ （Ｎ［４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ］

ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ，４ＨＰＲ，ａｓｙｎｔｈｅｔｉｃｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ）ｗｉｔｈ ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ （ＮＳＣＬＣ）Ａ５４９ｃｅｌｌｓ．

Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＮＳＣＬＣＡ５４９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ４ＨＰＲａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｌｏｎｅｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（２．５，

５，１０ａｎｄ２０μｍｏｌ／Ｌｆｏｒ４ＨＰＲ；０．１，０．２，０．４ａｎｄ０．８μｍｏｌ／Ｌｆｏｒｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ）ｆｏｒ２４ｈ．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔ

ｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ．Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ（ＰＩ）ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗｅｒｅｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏａｎａｌｙｚｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅ．ＡｎｎｅｘｉｎⅤ

ＦＩＴＣａｎｄＰＩｄｏｕｂｌｅｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＲｅａｌｔｉｍｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＰＣＲａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｗｅｒｅ

ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｅｘａｍｉｎｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｐｒｏｔｅｉｎＣＨＯＰ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　４ＨＰＲｏｒｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｌｏｎｅ

ｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｂｏｔｈ４ＨＰＲａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｓｈｏｗｅｄ

ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｓｔｒｏｎｇｅｒａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔ．Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｄｒｕｇｓｃａｕｓｅｄｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎｔｈｅＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅ，ｗｉｔｈＳｐｈａｓｅｃｅｌｌｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ４ＨＰＲｏｒｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｕｓｅｄａｌｏｎｅ，

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｂｏｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｈａｎｃｅｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ，ａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｅｎｈａｎｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＨＯＰｍＲＮＡ

ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ，ａｎｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓｍａｒｋｅｒ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ４ＨＰＲａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｃａｎｐｒｏｍｏｔｅａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ｉｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒＡ５４９ｃｅｌｌｓ，ｗｈｉｃｈｐｒｏｖｉｄｅｓａｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅｉｒｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ．

　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａ；Ａ５４９ｃｅｌｌｓ；ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ；ｆｅｎｒｅｔｉｎｉｄｅ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ
［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１１）：１１７７１１８２］



·１１７８　 · 第二军医大学学报　２０１３年１１月，第３４卷

　　遍在蛋白蛋白酶体通路是真核细胞内的一种

非溶酶体蛋白降解系统［１］，通过在正常细胞和病变

细胞中控制蛋白降解。遍在蛋白蛋白酶体通路调

节许多细胞内过程，如细胞周期、细胞凋亡、信号转

导、ＤＮＡ转录以及抗原递呈［２］。遍在蛋白蛋白酶体

通路的异常能导致包括肿瘤在内的许多疾病发生，

因而成为肿瘤治疗的一个重要靶点［３］。

　　硼替佐米（ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ，ＰＳ３４１）是二肽基硼酸

化合物，对蛋白酶体具有高度特异性抑制能力，通过

抑制蛋白酶体２０Ｓ催化中心的活性，从而选择性抑

制体内某些参与调控细胞增殖和存活的蛋白质的降

解［４］。硼替佐米也是第１个应用于临床治疗的蛋白

酶体抑制剂，能够有效抑制多种肿瘤（包括多发性骨

髓瘤、甲状腺癌、乳腺癌、肺癌、胰腺癌、前列腺癌）生

长和血管生成，迅速诱导肿瘤细胞凋亡［５］。但是临

床试验显示，单用硼替佐米对非小细胞肺癌（ｎｏｎ

ｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）的效果有限［６］。目

前的治疗策略是联合硼替佐米与其他药物治疗肿

瘤，并显示了协同治疗效果［７８］。芬维 Ａ 胺［ｆｅｎ

ｒｅｔｉｎｉｄｅ， Ｎ（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ） ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ （４

ＨＰＲ）］是一种人工合成的维甲酸类似物，对多种肿

瘤具有化学预防作用，包括乳腺癌、前列腺癌、膀胱

癌和皮肤癌等［９］。在体外，４ＨＰＲ对 ＮＳＣＬＣ细胞

具有诱导凋亡作用［１０］。已有研究显示，４ＨＰＲ和硼

替佐米对黑素瘤、成神经细胞瘤具有较好的联合抗

肿瘤作用［１１１２］。本实验考察了４ＨＰＲ和硼替佐米

联合应用对ＮＳＣＬＣ细胞Ａ５４９的抗肿瘤作用，为临

床治疗肺癌提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　材料　Ａ５４９细胞株购自中国科学院上海生命

科学院细胞库。胎牛血清（ＦＢＳ）为杭州四季青生物

工程公司产品；高糖型 ＤＭＥＭ 培养基购自美国

Ｇｉｂｃｏ公司。４ＨＰＲ、硼替佐米和二甲亚砜（ＤＭＳＯ）

均购自Ｓｉｇｍａ公司，无水乙醇配制的储存液浓度为

１０ｍｍｏｌ／Ｌ，避光保存于－８０℃。使用时无水乙醇

的终浓度小于０．１％。小鼠抗人内质网应激相关凋

亡蛋白ＣＨＯＰ单克隆抗体购于ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司。

１．２　细胞培养　将Ａ５４９细胞以适当密度接种于含

１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ 培养液，同时补充１００Ｕ／ｍＬ
青霉素、１００μｇ／ｍＬ链霉素和２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，

于３７℃、饱和湿度、含５％ＣＯ２的培养箱内培养。

１．３　细胞活力检测　以 ＭＴＴ法测定细胞活力。

对数生长期的Ａ５４９细胞以２×１０４／ｍＬ密度接种于

９６孔板，每孔１００μＬ，培养于含１０％ ＦＢＳ的高糖

ＤＭＥＭ培养液。分为４ＨＰＲ组、硼替佐米组、两药

联用组和正常对照组：４ＨＰＲ组加入２．５、５、１０、２０

μｍｏｌ／Ｌ浓度的４ＨＰＲ；硼替佐米组加入０．１、０．２、

０．４、０．８μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米；两药联用组分别加入

２．５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ＋０．１μｍｏｌ／Ｌ 硼 替 佐 米、５

μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ＋０．２μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米、１０μｍｏｌ／Ｌ

４ＨＰＲ＋０．４μｍｏｌ／Ｌ 硼 替 佐 米、２０ μｍｏｌ／Ｌ

４ＨＰＲ＋０．８μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米；以加入等量的不含

药ＤＭＥＭ 培养液的 Ａ５４９细胞作为正常对照组。

分别于处理２４ｈ后取细胞测细胞活力。每孔加入

ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ）１０μＬ，置于３７℃下，暗处孵

育４ｈ，１２００×ｇ 离心 １０ ｍｉｎ，使蓝紫色产物

ｆｏｒｍａｚａｎ沉淀下来。吸出孔内培养上清液后，每孔

加入１００μＬＤＭＳＯ，充分溶解后，在酶标仪上５７０

ｎｍ处测定光密度（Ｄ）值。用每组细胞的Ｄ 值除以

对照组的Ｄ 值，得到各组的相对细胞活力。

１．４　细胞周期检测　应用碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏ

ｄｉｄｅ，ＰＩ）染色分析ＤＮＡ含量来测定细胞周期。对

数生长期的Ａ５４９细胞用无血清的ＤＭＥＭ 培养２４

ｈ，使其生长同步化。然后以２×１０４／ｍＬ密度接种

于２４ 孔培养板。分为 ４ 组：对照组、４ＨＰＲ（５

μｍｏｌ／Ｌ）组、硼替佐米（０．２μｍｏｌ／Ｌ）组和两药联用

组。培养２４ｈ后，每组收集（１～２）×１０６细胞，８００×

ｇ离心５ｍｉｎ。ＰＢＳ再洗涤１次，８００×ｇ离心后，加

ＰＩ溶液（ＰＩ终浓度为５０μｇ／ｍＬ；ＲＮａｓｅＡ终浓度为

０．５ｍｇ／ｍＬ），室温下暗处放置１５ｍｉｎ，上流式细胞

仪检测。

１．５　细胞凋亡检测　用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣＰＩ双染

检测细胞凋亡。将对数生长期的 Ａ５４９细胞分为４
组：对照组、４ＨＰＲ（５μｍｏｌ／Ｌ）组、硼替佐米（０．２

μｍｏｌ／Ｌ）组和两药联用组。培养２４ｈ后，每组收集

２×１０５细胞，８００×ｇ离心５ｍｉｎ。ＰＢＳ洗涤１次，用

１００μＬ１×结合缓冲液重悬细胞，加入２．５μＬＡｎ

ｎｅｘｉｎⅤ和５μＬＰＩ（终浓度为１０μｇ／ｍＬ）后，暗处放

置１５ｍｉｎ，再上流式细胞仪检测。

１．６　实时荧光定量 ＰＣＲ检测ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ 表

达　根据ＧｅｎＢａｎｋＣＨＯＰ（ＮＭ＿００１１０９９８６．１）和管

家基因βａｃｔｉｎ（ＡＹ５８２７９９）的序列进行引物设计。

ＣＨＯＰ 上游引物：５′ＧＧＧ ＡＡＡＣＡＧＣＧＣＡＴＧ

ＡＡＧＧＡ３′，下游引物：５′ＧＣＧ ＴＧＡ ＴＧＧ ＴＧＣ
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ＴＧＧＧＴＡＣＡ３′；βａｃｔｉｎ 上游引物：５′ＧＣＣＡＡＣ

ＣＧＣＧＡＧ ＡＡＧ ＡＴＧ Ａ３′，下游引物：５′ＣＡＴ

ＣＡＣＧＡＴＧＣＣＡＧＴＧＧＴＡ３′。所有引物由上海

生工生物工程技术服务有限公司合成。收获各组

Ａ５４９细胞，ＰＢＳ洗涤后离心，弃去液体，在沉淀的细

胞中加入１ｍＬＴＲＩｚｏｌ，然后加入０．２ｍＬ氯仿，震

荡混匀后静置，离心后提取上层加入异丙醇。离心

后，用７５％乙醇洗涤沉淀，再次离心后真空干燥，加

ＤＥＰＣ水溶解。应用ＲＴＣｙｃｌｅｒＴＭ实时定量检测系

统（ＣａｐｉｔａｌＢｉｏ，Ｌｔｄ）和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ （Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ

Ｐｒｏｂｅｓ）测定各组Ａ５４９细胞ＣＨＯＰ ｍＲＮＡ相对水

平。反应体系：１２．５μＬＳＹＢＲ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ
（２×），０．５μＬ上、下游引物（１０μｍｏｌ／Ｌ），０．５μＬ

Ｒｏｘｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄｙｅ，１μＬ模板ＤＮＡ，１０μＬ无菌水。

反应条件：先９５℃５ｍｉｎ活化聚合酶，再ＰＣＲ扩增

４０个循环（９５℃４５ｓ，５７℃３０ｓ，７２℃２０ｓ）。

１．７　 蛋白 质 免 疫印迹法检测 ＣＨＯＰ 蛋白表

达　将细胞用ＰＢＳ洗涤１次，以０．２５％胰蛋白酶消

化，收集所有细胞后离心，用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白质

含量。蛋白煮沸后，每孔上样５０μｇ总蛋白，经１０％
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离，再电转移至ＰＶＤＦ膜。

用含５％脱脂奶粉的ＴＴＢＳ缓冲液封闭２ｈ后洗膜，

加入小鼠抗人ＣＨＯＰ单克隆抗体（１１０００）在４℃
下孵育过夜。洗膜后，加辣根过氧化物酶标记的兔

抗小鼠二抗（１１０００），室温震荡孵育１ｈ。应用增

强型化学发光试剂进行发光显色。对蛋白条带进行

灰度扫描，以ＣＨＯＰ蛋白对βａｃｔｉｎ蛋白的灰度比值

作为ＣＨＯＰ蛋白的相对表达值。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１４．０统计软件进行

统计学分析，计量数据用珚ｘ±ｓ表示。组间比较采用

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　４ＨＰＲ和硼替佐米联用抑制 Ａ５４９细胞活

力　结果显示，４ＨＰＲ和硼替佐米单独作用都以浓

度或时间依赖方式降低细胞活力（图１Ａ、１Ｂ）。比较

各时间点的数据，２４ｈ时４ＨＰＲ或硼替佐米均对细

胞活力有中等程度的抑制作用，并且细胞活力在各

浓度之间相差较大。因此，在后续实验中，我们选择

２４ｈ这一时间点。药物联用实验显示，与单独药物

组相比，４ＨＰＲ与硼替佐米联用能降低细胞活力

（Ｐ＜０．０５，图１Ｃ）。在联合用药４种组合中，组合５

μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ＋０．２μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米和组合１０

μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ＋０．４μｍｏｌ／Ｌ 硼替佐米相对于

４ＨＰＲ和硼替佐米单用组均显示出显著降低的细胞

活力（Ｐ＜０．０５）。由于５μｍｏｌ／Ｌ接近４ＨＰＲ的血浆

药理浓度，同时该组合的两种单药组细胞活力抑制

和坏死的程度均不深，有利于进一步的机制研究，因

此，我们选择５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ＋０．２μｍｏｌ／Ｌ硼替

佐米的组合进行后续研究。

图１　４ＨＰＲ和硼替佐米联用对Ａ５４９细胞活力的抑制作用

Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ４ＨＰＲａｎｄ

ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

Ａ，Ｂ：４ＨＰＲａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂａｌｏｎｅｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡ５４９ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌ

ｉｔｙｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ；Ｃ：Ｃｏｍ

ｂｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｔｗｏｄｒｕｇｓｓｈｏｗｅｄａｓｔｒｏｎｇｅｒａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ

ｅｆｆｅｃｔ２４ｈａｆｔｅｒｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ．４ＨＰＲ：Ｎ（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）

ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ４ＨＰＲｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｂｏｒｔｅ

ｚｏｍｉｂｇｒｏｕｐ．ｎ＝６，珚ｘ±ｓ
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２．２　４ＨＰＲ和硼替佐米联用诱导 Ａ５４９细胞周期

停滞于Ｇ０／Ｇ１ 期　我们研究了４ＨＰＲ（５μｍｏｌ／Ｌ）

和硼替佐米（０．２μｍｏｌ／Ｌ）单独和联合使用对 Ａ５４９
细胞周期分布的影响。研究结果（图２）显示：４ＨＰＲ
和硼替佐米联用能显著提高Ｇ０／Ｇ１ 期细胞比例，由

对照组的５５．８％提高到８０．７％；而两药单独处理均

只能 微 弱 地 提 高 Ｇ０／Ｇ１ 期 细 胞 比 例 （４ＨＰＲ：

６５．２％；硼替佐米：６２．１％）。相应地，４ＨＰＲ和硼替

佐米联用也减少了Ｓ期和Ｇ２／Ｍ期细胞的比例。

图２　５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ和０．２μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米联用

诱导Ａ５４９细胞周期停滞于Ｇ０／Ｇ１ 期

Ｆｉｇ２　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲａｎｄ

０．２μｍｏｌ／Ｌｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｄｕｃｅｄｃｅｌｌ

ｃｙｃｌｅａｒｒｅｓｔｉｎＧ０／Ｇ１ｐｈａｓｅｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

４ＨＰＲ：Ｎ（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ４ＨＰＲｇｒｏｕｐａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂ

ｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

２．３　４ＨＰＲ和硼替佐米联用促进 Ａ５４９细胞凋

亡　我们应用ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ和ＰＩ双染的方法，

检测了４ＨＰＲ（５μｍｏｌ／Ｌ）和硼替佐米（０．２μｍｏｌ／Ｌ）

单独和联合处理２４ｈ后的细胞凋亡率。由图３可

见，对照组 Ａ５４９细胞的自发凋亡率约为６．５％；５

μｍｏｌ／Ｌ的４ＨＰＲ和０．２μｍｏｌ／Ｌ的硼替佐米单独处

理后，细胞凋亡率较对照组明显升高，差异均有统计

学意义（Ｐ＜０．０５）；两药联用后，凋亡率进一步升高，

与对照组及两药单用组比较差异均有统计学意义

（Ｐ＜０．０５）。

２．４　４ＨＰＲ和硼替佐米联用增强内质网应激蛋白

ＣＨＯＰ表达　我们应用实时荧光定量ＰＣＲ和蛋白

质印迹方法检测了４ＨＰＲ（５μｍｏｌ／Ｌ）和硼替佐米

（０．２μｍｏｌ／Ｌ）单独和联合处理２４ｈ后内质网应激

蛋白ＣＨＯＰ的表达。结果显示，４ＨＰＲ或硼替佐米

单独处理几乎不改变ＣＨＯＰｍＲＮＡ和蛋白表达水

平，４ＨＰＲ与硼替佐米联用能显著增强ＣＨＯＰｍＲ

ＮＡ和蛋白表达（图４）。

３　讨　论

　　本实验探讨了４ＨＰＲ和硼替佐米联合应用对

肺癌 Ａ５４９细胞的抗肿瘤作用。实验结果显示４

ＨＰＲ和硼替佐米均能以浓度依赖方式降低细胞活

力，二者联合能够增强抑制效果。这种抗肿瘤作用

与诱导细胞周期停滞于Ｇ０／Ｇ１ 期、增强细胞凋亡有

关。我们还发现，４ＨＰＲ和硼替佐米联用能通过激活

细胞内内质网应激通路诱导细胞凋亡，表现为内质网

应激相关凋亡蛋白ＣＨＯＰ表达增强。我们在Ａ５４９肺

癌细胞中证实了４ＨＰＲ和硼替佐米联用的抗肿瘤效

果，提示这两种药物联合使用，有可能克服单独用药

导致的疗效有限与耐药性，提高肺癌治疗效果。

图３　５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲ和０．２μｍｏｌ／Ｌ硼替佐米联用促进Ａ５４９细胞凋亡

Ｆｉｇ３　Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｏｆ５μｍｏｌ／Ｌ４ＨＰＲａｎｄ０．２μｍｏｌ／ＬｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ｃｄｌｌｓ

ＰＩ：Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ；４ＨＰＲ：Ｎ（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓ４ＨＰＲｇｒｏｕｐａｎｄｂｏｒｔｅ

ｚｏｍｉｂｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ
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图４　４ＨＰＲ和硼替佐米联用

增强Ａ５４９细胞ＣＨＯＰ表达

Ｆｉｇ４　ＣＨＯＰｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ２４ｈａｆｔｅｒ

４ＨＰＲａｎｄｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｔｒｅａｔｍｅｎｔ

Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓ；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓ．

４ＨＰＲ：Ｎ（４ｈｙｄｒｏｘｙｐｈｅｎｙｌ）ｒｅｔｉｎａｍｉｄｅ．Ｐ＜０．０５ｖｓ
ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

　　４ＨＰＲ和硼替佐米联合处理后活细胞减少，可

能是细胞生长受到了抑制，也可能是细胞凋亡的原

因。但是我们分析了细胞周期各时相的比例，发现

联合用药后细胞周期阻滞于Ｇ０／Ｇ１ 期，表现为Ｇ０／

Ｇ１ 期比例显著升高，Ｓ期比例降低。我们的结果与

文献报道类似，如在神经母细胞瘤中，４ＨＰＲ和硼替

佐米联用后导致了Ｇ２／Ｍ期和Ｇ０／Ｇ１期细胞比例的

增加，Ｓ期细胞几乎完全消失［１２］。我们进一步发现，

４ＨＰＲ和硼替佐米联用能显著增强细胞凋亡。同样

浓度的４ＨＰＲ和硼替佐米，当单独应用时，只引起

中等程度的凋亡，但联用后引起强烈的凋亡。

　　内质网是细胞内膜蛋白和分泌蛋白修饰、折叠

成熟的场所。蛋白质的正确折叠依赖于内质网内部

存在的伴侣分子、钙离子及氧化还原环境，正确折叠

的蛋白转移出内质网并分泌。错误折叠的蛋白大量

沉积于内质网，作为降解通路的底物，由遍在蛋白
蛋白酶体系统降解［１３］。当各种原因破坏了伴侣分子

有效折叠蛋白所需的氧化还原环境，并超出了蛋白

酶体降解能力，则导致内质网应激的发生［１４］。当内

质网应激持续时间过长时，细胞会启动凋亡机制，而

ＣＨＯＰ蛋白是执行内质网应激相关凋亡的一个非常

重要的分子。我们的实验发现：４ＨＰＲ和硼替佐米

联合处理２４ｈ后，Ａ５４９细胞表达ＣＨＯＰ的 ｍＲＮＡ
和蛋白均显著升高，但４ＨＰＲ或硼替佐米单独处理

则几乎不改变ＣＨＯＰｍＲＮＡ或蛋白的表达水平。

这提示４ＨＰＲ和硼替佐米联用后不仅诱导肺癌细

胞产生内质网应激，而且所产生的持续应激最终诱

导细胞凋亡。

　　实际上，４ＨＰＲ和硼替佐米各自都能诱导肿瘤

细胞产生内质网应激。硼替佐米主要通过抑制蛋白

酶体降解内质网错误折叠蛋白，从而诱导肿瘤细胞

产生内质网应激、细胞周期阻滞和凋亡［１５］。在吸烟

导致的肺癌发展早期，肺上皮细胞内质网应激反应

升高，并促进了肺癌的发展［１６］。内质网应激是一个

复杂的过程，其中激活的信号通路既有促进细胞凋

亡的，也有促进细胞存活的，如大量帮助折叠的分子

伴侣的表达。细胞最终的命运，取决于凋亡还是存

活占优势。这也可能是单独应用硼替佐米治疗肿瘤

效果有限的原因。与硼替佐米相反，４ＨＰＲ主要通

过升高细胞内活性氧产生内质网应激［１７］，因此可能

产生互补作用，使细胞内的平衡向着凋亡的方向倾

斜。

　　本研究证实了４ＨＰＲ与硼替佐米联用对肺癌

细胞具有较强的抗肿瘤作用，表现为生长抑制、细胞

周期阻滞和强烈凋亡，其机制可能与诱导细胞内质

网应激通路的激活有关。

４　利益冲突
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