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超级干扰素抑制A549增殖诱导其衰老
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摘要      该研究利用MTT和结晶紫的方法证明sIFNα对肺癌细胞A549增殖有很强的抑制作用, 
而同样剂量的普通干扰素IFNα2b抑制作用要小很多。与对照组相比, sIFNα处理后, 细胞形态发生

改变, 细胞体积变大, 形态呈扁平状; Hoechst33258染色发现, 细胞核形态无变化并且未检测到凋亡; 
SA-β-gal染色发现大多数细胞呈现阳性, 同时, 衰老相关蛋白p53和p21表达量明显上调。而IFNα2b
处理组细胞形态基本没有变化, SA-β-gal染色也只有少部分的细胞呈现弱阳性。由此说明, sIFNα
比IFNα2b能更好地抑制癌细胞增殖, 其机制可能为诱导癌细胞发生衰老。
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肺癌是近年来WHO报道的所有癌症中致死率

最高的[1], 并且随着环境的不断恶化, 肺癌的发生率

呈逐年上升的趋势。人们迫切需要找到一种疗效好

而副作用小的治疗肺癌的方法。超级干扰素(super 
interferon alpha, sIFNα)就有很好的抗肺癌作用(超级

干扰素原名冻干重组高效复合干扰素, 后因其抗癌

和抗病毒效果均很好, 故论文中常用sIFNα)。
细胞衰老(cellular senescence)是指细胞不可逆

地发生细胞周期阻滞、丧失增殖能力后进入一种相

对稳定的状态。导致细胞发生衰老的原因有很多, 
如原癌基因的激活、端粒的缩短、氧压、基因损伤等。

最新研究表明, 除了可以抑制癌症发生以外, 诱导癌

细胞发生衰老已经成为治疗癌症的一种新策略[2~4]。

细胞衰老现象是1961年Hayflick等[5]在正常成

纤维细胞的体外培养中首先发现的, 正常细胞在

体外条件下增殖分裂50-70代即进入一种衰老的状

态, 细胞丧失继续增殖的能力, 无法进一步传代培

养, 但仍然存活,这种现象被称为“Hayflick极限”。

衰老的细胞呈现大而扁平的形态, 细胞内颗粒增

加, 溶酶体数量增多以及pH依赖的β-半乳糖苷酶

(β-galactosidase)表达活性增强[6]。由于正常细胞每

分裂一次, 就会丢失端粒的一段序列, 所以走向衰老

是正常细胞的必然归宿, 也是机体发生衰老的潜在

原因之一。后来的研究发现除了端粒的缩短, 很多

因素均可以诱导正常细胞很快发生衰老[7], 如原癌

基因的激活会刺激绝大部分的正常细胞启动衰老通

路, 而正常细胞转变为肿瘤细胞的必要条件就是必

须绕过细胞的衰老体系, 也就是说细胞衰老是机体

内非常重要的抑制肿瘤发生的机制, 是机体防御肿

瘤形成的主要屏障之一[8]。无论何种原因导致的细

胞衰老, 现象都是一致的。检测细胞衰老最常用的

方法就是细胞衰老β-半乳糖苷酶染色, 这种方法也

被称为检测细胞衰老的金标准[6]。

由于辉阳公司的超级干扰素具有很强的抗癌

能力, 本研究着重研究了它是否也会有诱导衰老作

用, 并通过诱导衰老而达到治疗癌症的目的。

1   材料与方法
1.1  实验材料

超级干扰素(sIFNα)和辛化诺(IFNα2b)由四川辉

阳公司提供。MTT和DMSO购自Sigma公司。细胞
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培液和胎牛血清(FBS)购于GIBCO-BRL公司(Grand 
Island, NY, USA)。TACS TdT Kit in situ Apoptosis 
Detection Kit 购于R&D公司 (Minneapolis, MN, USA)。
Rabbit or mouse ABC Staining System购于Santa Cruz
公司。Anti-p53和anti-p21购于Cell Signaling Techno-
logy。细胞衰老β-半乳糖苷酶染色试剂盒(Senescence 
β-Galactosidase Staining Kit)购自碧云天生物技术研

究所。

1.2  细胞株及细胞培养

人肺腺癌细胞系A549购于美国标准菌种收

藏所(American Type Culture Collection, 简称ATCC, 
Rockvill, Maryland, USA), 所用的培液为含有10% 
FBS的RPMI-1640, 培养条件为37 ℃ , 5% CO2 的恒

温培养箱。

1.3  结晶紫实验

将细胞铺于24孔板, 次日, 分别用0 µg/ml、
0.1 µg/ml、1 µg/ml、7 µg/ml的sIFNα或IFNα2b处理, 
放入培箱继续培养3 d, 然后取出培养板, 倒掉培液, 
在每孔中加入200 µl结晶紫染液(2%结晶紫溶于20%
甲醇溶液)染色15 min, 小心洗去染液, 晾干后拍照保

存。

1.4  MTT法测定细胞存活率 
细胞接种于96孔板, 次日, 分别用7 µg/ml的

sIFNα或IFNα2b处理细胞, 不处理组为对照。在不

同的时间点(12 h、24 h、36 h、48 h、60 h和72 h)每
孔加入20 µl MTT溶液(5 mg/ml), 放入37 ℃继续培

养3 h以上, 然后去除含MTT的培液, 每孔加入100 µl 
DMSO, 置于摇床上震荡10 min至底部紫色物质全

部溶解, 在酶标仪上测定570 nm处的吸光值(D值)。
细胞存活率 = D570 (样品)/D570(对照)×100%。

1.5  细胞形态学观察

将细胞铺于6孔板上, 次日, 分别用sIFNα或
IFNα2b 处理, 使其终浓度为7 µg/ml, 对照组不处理。

3 d后, 置于倒置显微镜下, 仔细观察其形态变化并

拍照。

1.6  Hoechst 33258染色

将细胞接种在放有盖玻片的24孔板中, 次日, 
分别用终浓度为7 µg/ml的sIFNα或IFNα2b处理, 对
照组不做处理, 继续培养3 d。除去培液, 用PBS洗
涤2次, 4%多聚甲醛(PFA)固定10 min, 然后加入 
Hoechst 33258染液, 5 min后, 洗去染液, 取出玻片, 
用防止荧光淬灭的封片剂封在载玻片上。置于荧光

显微镜下观察, 拍照。

1.7  Western blot
将细胞铺在10 cm培养板中, 次日, 分别用

0.1 µg/ml、1 µg/ml、7 µg/ml 的sIFNα或IFNα2b处理, 
不处理组作为对照, 放入培箱继续培养。3 d后收集

细胞, 用碧云天的裂解液裂解后, BCA法测定蛋白浓

度, 用裂解液平衡到相同浓度, 然后加入6×loading 
buffer, 沸水中煮10 min, -80 ℃保存或立即用于电

泳。

上样时每孔加40 µg蛋白, 在标准电泳缓冲液中

80 V至染料到达胶的底部, 然后150 mA恒流150 min
将蛋白转移到PVDF膜。用相应的抗体检测相关蛋

白表达。

1.8  Tunel染色

将细胞接种在放置有盖玻片的24孔板中, 次日, 
分别用终浓度为7 µg/ml的sIFNα或IFNα2b处理, 对
照组不做处理。3 d后, 将长有细胞的盖玻片取出, 
4%PFA室温固定10 min, 然后按照TACS TdT Kit in 
situ Apoptosis Detection Kit的说明做以下的步骤。

1.9  SA-β-Gal染色

用细胞衰老β-半乳糖苷酶染色试剂盒检测在

A549细胞有没有发生衰老。首先将细胞铺在六孔

板上, 细胞密度为10 000个/孔。次日, 分别用终浓度

为7 µg/ml的sIFNα或IFNα2b处理, 对照组不做处理。

3 d后, 吸除细胞培养液, 用PBS洗涤1次, 加入1 ml β-
半乳糖苷酶染色固定液, 室温固定15 min, 然后吸除

细胞固定液, 用PBS洗涤细胞3次, 每次3 min。吸除

PBS, 每孔加入1 ml染色工作液, 37 ℃孵育过夜, 然
后置于显微镜下观察, 拍照。

1.10  免疫细胞染色

细胞免疫染色用Rabbit or Mouse ABC Staining 
System试剂盒, 按照厂家的说明书进行。

2   结果
2.1  sIFNα对A549的增殖有明显抑制作用。

首先, 我们用结晶紫染色的方法初步检测了

sIFNα对A549细胞的影响, 发现与空白对照组和临

床常用的普通干扰素IFNα2b处理组相比, sIFNα处理

组细胞数目明显要少(图1)。随后, 我们又用MTT实
验的方法验证了sIFNα对A549细胞的增殖抑制作用, 
结果同样表明sIFNα处理后细胞活性受到明显抑制, 
也就是说sIFNα可以更强的抑制肺癌细胞A549的增



李慧玲等: 超级干扰素抑制A549增殖诱导其衰老 475

图1　结晶紫染色观察sIFNα的细胞毒性

Fig.1　The cytopathic effect of sIFNα was measured by 
crystal violet staining

图2　MTT检测细胞活性变化

每组4个复孔，重复3次独立实验，结果按照平均值±SD处理。

Fig.2　A549 cells were analysed for cell vibility by MTT assay
The results were displayed as mean±SD values from four replicate wells 
of three separated experiments.

图3　药物处理3 d后细胞的形态(标尺=50 µm)
Fig.3　Cell morphology at day 3 (Scale bar=50 µm)

殖(图2)。
2.2  sIFNα对A549形态的影响

我们进一步研究了sIFNα处理后A549细胞的形

态变化。如图3所示, 与对照组相比, sIFNα处理组

细胞体积明显变大, 形状变为扁平无规则状态, 平
摊在细胞板上。我们又进一步用Hoechst33258染色

的方法检测细胞核的形态, 结果发现与对照组相比, 
sIFNα处理组的细胞数目要少得多, 显示了其较强的

抗增殖能力, 但是细胞核并没有形态改变(图4)。

图4　Hoechst 33258染色观察细胞核的形态(标尺=10 µm)
Fig.4　Hoechst 33258 stainning (Scale bar=10 µm)

2.3  sIFNα不引起A549细胞发生凋亡

用Western blot的方法检测了凋亡相关蛋白cas-
pase 3和caspase 8的表达。结果发现在A549细胞中

sIFNα处理对这两种蛋白的表达量没有影响(图5)。
然后进一步用Tunel染色的方法检测凋亡。结果显

示细胞均呈Tunel阴性(图6)。至此, 我们基本可以确
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图5　Western blot检测凋亡相关蛋白表达

Fig.5　Western blot analysis of apoptosis-related proteins

图6　Tunel染色(标尺=100 µm)
Fig.6　Tunel staining (Scale bar=100 µm)

图7　SA-β-gal染色检测细胞衰老(标尺=20 µm)
Fig.7　Senescence-associated β-galactosidase staining at day 3 (Scale bar=20 µm)

图8　p53和p21免疫染色(标尺=100 µm)

Fig.8　Immunostaining of p53 and p21 (Scale bar=100 µm)

定, sIFNα不会引起Α549细胞发生凋亡。

2.4  sIFNα诱导A549细胞发生衰老

基于以上的实验结果, 我们推测在sIFNα的处

理下肺癌细胞A549可能发生了衰老, 而检测衰老最

常用的标志就是SA-β-Gal染色。统计结果发现, 在
sIFNα处理组约有80%的细胞呈SA-β-Gal阳性, 在
IFNα2b处理组只有20%左右, 而在对照组不到1%的

细胞着色(图7, 表1)。也就是说sIFNα极有可能是通

过诱导肺癌细胞A549衰老来抑制癌症生长。然后
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我们进一步做了免疫细胞染色, 检测了衰老相关蛋

白的表达。发现在sIFNα处理的细胞中, p53和p21均
有上调(图8)。进一步验证了A549细胞在sIFNα的诱

导下发生了衰老。

3   讨论
干扰素自1957年发现以来[9], 就引起了人们极

大的兴趣, 但由于来源限制, 无法得到广泛应用。直

到1986年, 基因工程干扰素的出现, 才使得干扰素能

够大量应用于临床。为了增强干扰素的活性, 减小

其副作用, 人们对它们进行了很多改造[10,11]。刘新垣

院士与四川辉阳公司合作发现了这种sIFNα有很好

的抗癌作用[12]。目前的研究表明sIFNα对多种肿瘤

细胞具有诱导凋亡作用[13,14]。

干扰素(interferon, 简称IFN)是一类由受病毒感

染或经抗原、有丝分裂原刺激的细胞分泌的蛋白质。 
最初将干扰素分为IFNα、β、γ三种, 现在干扰素按

照受体不同可分为三大类: Ⅰ型、Ⅱ型、Ⅲ型, 其中

Ⅰ型最为复杂, 包括IFN-α、β、ω、ε、κ、δ、τ、ξ, 
IFNα最复杂并且应用最广, 又可分为IFNα-1a、1b、
1c、1d, IFNα-2a、2b、2c等。目前已经确认IFNα具
有抗病毒、抗癌和免疫调节等作用[15]。近年来的研

究表明IFNα对许多血液中的恶性肿瘤如慢性粒细胞

白血病等有很好的疗效[16], 但对实体肿瘤的治疗有

一定的局限。 
通过诱导癌细胞发生衰老作为一种治疗癌症

的策略是一个很新的领域。2002年, Schmitt等[17,18]

率先提出通过诱导肿瘤细胞衰老可以治疗癌症。

近年来, 已陆续发现多种因子可以诱导癌细胞衰

老[19~22], 诱导肿瘤细胞衰老不仅可以减少药物的用

量, 有效地降低药物毒性, 而且对于克服肿瘤的耐药

表1　SA-β-gal阳性细胞统计结果

Table 1　The percentages of SA-β-gal positive cells
组别 SA-β-gal阳性率 (%) P值
Group	 SA-β-gal positive (%)	 P value
Control	 0.715±0.721	 P<0.0001
IFNα2b	 15.526±4.145	 P<0.0001
sIFNα	 75.458±5.363	 __

注: 数据以平均值±SD表示，重复3次独立实验; 组间的显著性差异

用P值表示。

Note: values are means±SD of three independent experiments; the statis-
tic significances of the differences between sIFNα and IFNα2b or PBS 
were shown by P values.

性具有重要意义[23,24]。目前的化疗药物大都是通过

诱导癌细胞凋亡达到治疗癌症的目的。然而癌细胞

一般都具有凋亡障碍, 所以如何克服癌细胞凋亡的

障碍是治疗癌症的一个重大难题。而采用诱导细胞

衰老的方法有望成为解决这一难题的突破口。

本工作用MTT和结晶紫染色的方法均证明

sIFNα对肺癌细胞A549有很强的抑制作用, 同时与

衰老相关的SA-β-Gal活性也显著增加, 而IFNα2b却
没有或只有极弱的抗癌作用, 其SA-β-Gal活性也增

加极少, 故我们可初步推断sIFNα是通过诱导Α549
细胞衰老而治疗这种癌症的。
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Super Interferon alpha Surpress the Proliferation of A549 Cells and Induce 
Cellular Senescence

Hui-Ling Li1,2, Dong-Qin Yang2, Xin Cao2, Hong-Ling Huang2, Miao Ding2, Hai-Neng Xu2, Xin-Yuan Liu2, 
Ming-Yang Li1*

(1Department of Horticulture and Garden, the Chongqing Engineering Research Center for Floriculture, Southwestern University, 
Chongqing 400715, China; 2Institute of Biochemistry and Cell Biology, Shanghai Institute of Biological Sciences, 

Chinese Academy of Sciences, Shanghai 200031, China)

Abstract        In this study, the anti-proliferation effect of sIFNα was tested via the MTT assay and crystal 
violet staining assay. The results showed that sIFNα had a strong anticancer effect while IFNα2b had a limited ef-
fect. After treated with sIFNα, cells possessed enlarged cell size and flatted morphologic and without nucleus mor-
phologic alteration by Hoechst 33258 staining, and there was no detection of apoptosis. At the same time, most of 
sIFNα-treated cells exhibited SA-β-gal positive and with the up-expression of p53 and p21. However, cells treated 
with IFNα2b had little or no changes and few of them were SA-β-gal positive. In conclusion, compared with 
IFNα2b, sIFNα exerted a potent antineoplastic effect and the mechanism might be related to its induction of cellu-
lar senescence.
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