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RASSF1A逆转A549-DDP细胞对顺铂耐受的实验研究
侯玉磊  吴艳凤  薛成军  李凤增  罗海霞  郑  倩  陈  辉*

(重庆医科大学附属第一医院检验科, 重庆 400016)

摘要      RASSF1A表达下降可能是肺癌对顺铂获得性耐药的主要因素之一。为了寻找预测顺铂

对肺腺癌A549细胞化疗敏感性的生物标志, 该研究以对顺铂耐药的同源A549细胞(A549-DDP)为研

究对象, 利用转染技术上调RASSF1A表达。RT-PCR和Western blot检测转染前后RASSF1A在mRNA和

蛋白水平的表达情况。在不同浓度顺铂作用下, 通过MTT法、克隆形成实验检测转染前后细胞活力

并计算IC50和计数克隆形成数。在同一浓度顺铂作用下, 流式细胞仪检测转染前后细胞凋亡分数的改

变。结果显示: 顺铂作用24 h后, 转染RASSF1A表达质粒的A549-DDP细胞对顺铂IC50明显低于A549-
DDP细胞[(39.9±6.3) µmol/L vs (53.0±5.8) µmol/L, P=0.036]; 不同浓度顺铂连续作用5天后, 转染RASS-
F1A表达质粒的A549-DDP细胞形成的克隆数明显少于A549-DDP细胞组; 在同一浓度顺铂作用下, 转
染RASSF1A表达质粒的A549-DDP凋亡分数明显大于A549-DDP细胞[(7.10±0.01)% vs (3.80±0.18)%, 
P=0.002]。结果提示, RASSF1A表达下降可能是肺腺癌A549细胞对顺铂获得性耐药的重要因素之一, 
RASSF1A表达在临床上作为肺癌患者顺铂化疗耐受的生物标志值得进一步研究。
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RASSF1A Resensitizes A549-DDP Cell to Cisplatin

Hou Yulei, Wu Yanfeng, Xue Chengjun, Li Fengzeng, Luo Haixia, Zheng Qian, Chen Hui*
(Clinical Laboratories, the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University, Chongqing 400016, China)

Abstract        Low expression of RASSF1A may be a critical cause for acquired chemo resistance of lung cancer. 
In order to find a biomarker predicting chemo sensitivity of A549 cell to cisplatin, cisplatin-resistant human A549 
cells (A549-DDP) were chosed and transfected with a RASSF1A plasmid to enhance the expression of RASSF1A. 
Semi-quantitative RT-PCR and Western blot analyses were performed to confirm the expression of RASSF1A 
mRNA or protein before and after cell transfect. Exposing to different concentrations of cispaltin, MTT assays were 
used to evaluate cell viability and calculated the IC50 value to cisplatin before and after transfect respectively; Clone 
forming tests were used to evaluated the clone forming ability before and after cell transfect. Exposing to the same 
concentration of cisplatin, flow cytometric analysis was used to assess apoptosis before and after cell transfect. The 
results indicated: exposing to cisplatin 24 h, IC50 value to cisplatin decreased greatly in A549-DDP cell with exogenous 
expression of RASSF1A than that in A549-DDP cell [(39.9±6.3) µmol/L vs (53.0±5.8) µmol/L, P=0.036]; After expo-
sing to cisplatin for 5 days, the clone number of A549-DDP with exogenous expression of RASSF1A was significantly 
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reduced than that of A549-DDP; with the same concentration of cisplatin, the apoptosis percentage increased greatly in 
A549-DDP with exogenous expression of RASSF1A than that of A549-DDP [(7.10±0.01)% vs (3.80±0.18)%, P=0.002]. 
The results suggest that low expression of RASSF1A may be a critical cause for acquired chemo resistance of lung cancer 
and it needs deeply study about RASSF1A acts as biomarker for chemosensitivity of lung cancer patients in clinic.

Key  words        lung cancer A549-DDP cell line; RASSF1A expression plasmid; cisplatin

肺癌是发病率和死亡率极高的恶性肿瘤之一, 
其发病率在男性群体中处于首位, 女性群体中位于

第二位[1]。在所有肺癌中, 80%以上的为非小细胞肺

癌[2]。目前, 以顺铂为基础的化疗仍然是非小细胞肺

癌治疗的重要措施之一[3]。但肺癌等肿瘤患者对顺

铂的耐受日益增多[2]。耐药的出现对病人来说可谓

是雪上加霜, 既延误治疗时机, 加重病情, 还可因药

物毒副作用产生新的痛苦, 甚至加速死亡。因此, 寻
找预测顺铂化疗耐受性的指标, 是对肺癌实施个体

化治疗的重要前提。

RASSF1A(Ras-associated domain family 1, isoform 
A)是被广泛研究的抑癌基因, 其广泛表达于正常组织

中, 已发现在肺癌、乳腺癌、鼻咽癌、肾癌等肿瘤组

织中却表达下降[4]。RASSF1A与肿瘤化疗敏感性的关

系已在肝癌、卵巢癌中报道[5-6], 但RASSF1A与肺癌对

顺铂化疗敏感性关系尚未见报道。本课题组在以前

的研究中发现, RASSF1A在肺腺癌细胞株A549中高表

达, 而在对顺铂耐药的肺腺癌细胞株A549-DDP中表

达下降。因此, RASSF1A在A549细胞对顺铂耐受中的

作用引起了我们的关注。本课题拟通过质粒转染上

调A549-DDP的RASSF1A表达, 并观察RASSF1A表达

与A549-DDP对顺铂敏感性的关系。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      顺铂耐受的肺腺癌A549细胞株

(A549-DDP)由重庆医科大学附属第一医院邱峰教

授惠赠, A549-DDP是在人肺腺癌细胞A549的基础

上, 以顺铂作为诱导药物, 采用逐步递增浓度的方法

诱导获得, 在常规培养中使用2 μg/mL的顺铂维持其

耐药性状。

1.1.2   主要试剂      RPMI-1640培养基与新鲜小牛血

清购自美国Gbico公司, 顺铂、MTT购自美国Sigma
公司, RNA提取试剂盒、逆转录试剂盒和TaqDNA
聚合酶购自TaKaRa公司, RASSF1A表达质粒购自美

国Addgene公司, 转染试剂(X-TremeGENEHp DNA 

Transfection Regent)购自美国Roche公司, 质粒小量

提取试剂盒购自Omega公司, RASSF1A一抗购自

Abcam公司。

1.2   方法

1.2.1   RASSF1A表达质粒的提取      添加5 mL LB培
养基于无菌的玻璃试管, 用接种环挑取含有RASS-
F1A表达质粒的DH5α菌液于准备好的LB培养基中, 
200 r/min, 37 °C摇菌12~16 h, 按质粒提取试剂盒说

明书进行提取细菌质粒, 分光光度计检测RASSF1A
表达质粒浓度和纯度。

1.2.2   细胞培养和RASSF1A表达质粒转染A549-
DDP细胞      用含10%小牛血清的RPMI-1640培养基

常规培养A549-DDP细胞(培养基加入2 μg/mL顺铂

以维持A549-DDP细胞的耐药性状), 37 °C、5% CO2

条件下培养24 h, 0.25%胰酶消化贴壁A549-DDP细
胞, 新鲜RPMI-1640培养基中和胰酶并收集细胞悬

液, 离心弃上清, RPMI-1640培养液重悬细胞, 牛鲍

计数板计数, 按照每孔2×105细胞铺6孔板, 37 °C、5% 
CO2培养24 h; 选择对数生长期的A549-DDP细胞株, 
常规细胞换液, 严格按照转染试剂说明书将2 μL转
染试剂+1 μg DNA分别转染PCMV5-RASSF1A表达

质粒和PCMV5空载体, 37 °C、5% CO2培养24 h。
1.2.3   RNA提取和RT-PCR检测转染前后RASSF1A 
mRNA水平      参照文献[5]设计引物, 其中GAPDH为

内参基因。Trizol法提取各组的总RNA, 分光光度法

检测RNA浓度。取400 ng总RNA用RT反应液合成第

一条cDNA序列, 然后按照PCR反应, 条件如下: 95 °C
预变性, 5 min; 94 °C变性, 30 s, 60 °C退火, 30 s, 72 °C
延伸30 s, 共35个循环。GAPDH以相同条件反应35个
循环。PCR产物在2%琼脂糖凝胶中电泳20 min。
1.2.4   Western blot检测转染前后RASSF1A蛋白表达

情况      用冷的PBS洗涤细胞两遍, 加入40 μL RIPA, 
4 °C, 12 000 r/min, 离心10 min。BCA试剂盒检测蛋

白浓度, 将细胞总蛋白和6×上样缓冲液混匀, 100 °C, 
5 min使蛋白变性, 进行SDS-PAGE电泳, 条件: 先80 V, 
30 min; 后为100 V, 100 min。然后将聚丙烯胺凝胶
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上的蛋白转移至PVDF膜, 转膜条件: 100 V, 90 min。
将PVDF膜用含5% BSA的PBST封闭1 h, 一抗(1:500) 
4 °C孵育过夜, 0.1%的TPBS洗3次, 用HRP标记的二

抗(1:1 000)在4 °C条件下孵育1 h, 0.1%的TPBS洗3
次, 用ECL试剂盒显色并在BIO-RAD成像仪上成像。

1.2.5   MTT法检测细胞活力并计算IC50      选择转

染后的A549-DDP细胞, 按照4 000/孔的初始细胞

密度铺96孔板, 每个浓度设5个平行孔, 培养24 h, 
给予不同浓度顺铂, 顺铂浓度如下: 0, 10, 20, 30, 
40, 50, 60, 70 μmol/L。当细胞培养至20 h时, 每孔

加入5 mg/mL的MTT试剂, 继续培养4 h, 然后弃去

细胞培养液, 每孔加入150 μL DMSO, 摇床摇10 min, 
然后在490 nm处比色, 计算IC50。

1.2.6   细胞克隆形成实验      选择转染后的A549-
DDP细胞, 按照10 000/孔的初始细胞密度铺12孔板, 
培养24 h给药, 给药浓度如下: 0, 20, 100 μmol/L。连

续培养5天, 弃去细胞培养液, 用PBS洗涤2次, 然后

用甲醇固定15 min, 弃去甲醇并用流水轻轻冲洗两

次, 结晶紫染色5 min, 用流水轻轻冲去染液。自然

干燥后计数克隆形成数。

1.2.7   流式细胞术检测细胞凋亡情况      选择转染

后的A549-DDP细胞, 按照每孔200 000/孔的初始细

胞密度铺6孔板, 培养24 h后, 20 μmol/L顺铂给药, 
继续培养24 h, 收集细胞, 用冷的PBS洗涤细胞3次, 
2 000 r/min, 离心5 min, 收集细胞。

加入500 μL的Binding Buffer悬浮细胞并加入

5 μL Annexin V-EGFP混匀后, 加入5 μL Propidium 
Iodide, 混匀; 室温、避光、反应15 min后, 用流式细

胞仪检测细胞凋亡情况(早期凋亡与晚期凋亡之和)。
1.2.8   统计学处理      所有的实验至少重复3次, 实
验数据用x

_
±s表示, 不同实验组之间的比较用F检验, 

所有的统计学分析均在统计学软件SPSS17.0上进

行, P<0.05为有统计学意义。

2   结果
2.1   RT-PCR和Western blot检测转染前后RASSF1A
在 mRNA和蛋白水平的变化

转染PCMV5-RASSF1A的A549-DDP细胞RASSF1A 
mRNA和蛋白水平明显升高, 转染PCMV5空质粒

的A549-DDP细 胞 和A549-DDP细 胞 中, RASSF1A 
mRNA和蛋白变化不大(图1A和图1B)。

通过计算RASSF1A与GAPDH灰度值比发
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A: RT-PCR analysis for RASSF1A mRNA; B: Western blot analysis for RASSF1A protein expression; C: quantification of RASSF1A mRNA levels rela-
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图1  在质粒转染前后RASSF1A在mRNA和蛋白水平的变化

Fig.1  Changes of RASSF1A mRNA and protein levels in A549-DDP before and after RASSF1A plasmid transfection
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现, 发现转染PCMV5-RASSF1A的A549-DDP细胞

RASSF1A/GAPDH在mRNA和蛋白水平均大于对照

组(P=0.002; P=0.021, 图1C和图1D)。
2.2   RASSF1A质粒转染前后A549-DDP细胞活力

及IC50的改变

转染PCMV5-RASSF1A表达质粒24 h后, A549-
DDP细胞株在不同浓度的顺铂培养液中, 其活力明

显均低于对照组(转染PCMV5空质粒和未转染的

A549-DDP细胞株), 但转染PCMV5空质粒的A549-
DDP细胞和A549-DDP细胞的活力无显著差异(图2)。

不同浓度顺铂作用24 h后, PCMV5-RASSF1A
转 染 组、PCMV5组 和A549-DDP组 的IC50分 别 为

(39.9±6.3) μmol/L、(51.9±6.3) μmol/L、(53.0±5.8) 
μmol/L, 其中, PCMV5-RASSF1A转染后的A549-DDP
细胞对顺铂的IC50明显低于转染PCMV5空质粒和

A549-DDP组(P=0.036, 图3)。

2.3   RASSF1A质粒转染前后, A549-DDP细胞克

隆形成能力的改变

不同浓度顺铂作用下, 转染PCMV5-RASSF1A
质粒的A549-DDP细胞形成的克隆数明显少于对照

组(转染PCMV5空质粒和未转染的A549-DDP细胞

株, 表1和图4)。
2.4   RASSF1A质粒转染前后A549-DDP细胞在顺

铂作用下的凋亡的比较

20 μmol/L顺铂作用24 h后, 转染PCMV5-RASSF1A
转染组、PCMV5转染组和A549-DDP细胞组凋亡分数

分 别 为: (7.10±0.01)%、(3.50±0.22)%、(3.80±0.18)%, 
如图5所示, PCMV5-RASSF1A转染组的细胞凋亡分

数显著大于PCMV5转染组和A549-DDP组(P=0.002), 
而转染PCMV5空质粒的A549-DDP细胞和A549-
DDP细胞凋亡分数无显著差异(P>0.05)。  

图2  不同浓度顺铂作用后各组细胞活力变化情况

Fig.2  Changes of cell viability among different groups
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Fig.4  Clone forming abilities among different groups before and after RASSF1A transfection
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3   讨论
化疗是治疗恶性肿瘤的主要方法之一, 但是近

年来肿瘤化疗耐药日益突出, 严重地影响了化疗效

果。因此对肿瘤化疗耐药的机制研究成为一个新的

热点。一种化疗药物的有效性主要在于引起肿瘤细

胞凋亡的能力[7]。抑癌基因表达的降低能够引起肿

瘤细胞促凋亡途径的改变, 降低化疗药物对肿瘤细胞

促凋亡的能力, 引起肿瘤细胞对化疗药物的耐受[8-9]。

RASSF1A位于染色体3p21.3区域, 因在肺癌和

乳腺癌中表达下降而被发现。随后的多个研究证

实, RASSF1A参与了肿瘤发生、发展的全过程, 通过

激活效应物和相关的信号通路, 调控细胞周期进展、

凋亡、微管形成和迁徙等多个过程, 是介导细胞外

促有丝分裂和凋亡信号的关键枢纽[10-11]。Dammann

等[12]报道RASSF1A在正常肺组织100%表达, 但在17
种小细胞肺癌细胞株中表达下降。他们将肺腺癌细

胞株A549用RASSF1A转染后, 发现其克隆增生比对

照组降低了2/3。进而将RASSF1A转染的A549细胞

株接种至裸鼠后, 发现其体内成瘤能力也明显低于

对照组。Shivakumar等[13]利用转染技术将RASSF1A
转染NCI-H1299肺癌细胞株发现细胞周期被成功阻

断在G1/S期。Burbee等[14]通过对多种肺癌细胞株及

动物实验也发现了类似的结果。可见, RASSF1A的
表达下降在肺癌的发生中起着非常重要的作用。                            

RASSF1A表达与肿瘤化疗敏感性的关系新

近成为研究的热点。本研究成功利用转染技术将

RASSF1A表达质粒转入A549-DDP细胞(在mRNA
和蛋白水平得到证实), 转染后A549-DDP对顺铂的

表1  不同浓度顺铂作用下, 各组细胞克隆形成数

Table 1  Clone numbers among different groups with different concentrations of cisplatin
顺铂浓度(μmol/L) 
Concentrations of  
cisplatin(μmol/L)

PCMV5-RASSF1A组细胞克隆数

Cell clones of PCMV5-RASSF1A 
group

PCMV5组细胞克隆数

Cell clones of PCMV5 
group

A549-DDP组细胞克隆数

Cell clones of A549-DDP 
group

P值
P value

0 748.7±67.2 1 848.0±83.3 1 735.2±78.4 0.000*
20 153.5±14.6 746.7±70.2 685.3±63.4 0.000*
100 5.8±2.1 5.3±3.5 6.5±2.4 0.854

*P<0.05.
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图5  流式细胞仪检测顺铂作用24 h后, 各组的凋亡变化情况

Fig.5  Changes of apoptosis among different groups after exposing A549-DDP cell to cisplatin for 24 h
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IC50显著下降, 并促进了A549-DDP细胞在含顺铂

培养液中的死亡和凋亡, 表明RASSF1A的表达下降

在A549对顺铂的耐受中发挥了比较重要的作用。

Zhao等[6]利用基因转染技术将RASSF1A真核表达

载体转入RASSF1A表达缺失的肝癌细胞株SMMC-
7721, 发现SMMC-7721对丝裂霉素的IC50下降了

4倍。Balch等[15]利用5-AZA使甲基化的RASSF1A
去甲基化而恢复RASSF1A的表达, 发现卵巢癌细

胞对顺铂的IC50浓度明显降低。Guan等[5]发现, 野
生型RASSF1A质粒能够增加BEL-7402对丝裂霉素

的化疗敏感性。Whang等[16]的研究证实, RASSF1A
通过诱导肺癌细胞停滞在G2/M期, 从而提高其对

紫杉醇和长春新碱的药物敏感性。他们的研究

结果与我们在肺癌A549细胞中的结果基本一致。

Agathanggelou等[17]用RASSF1A质粒转染A549细胞, 
成功地诱导了A549细胞周期停止, 并筛选出66个表

达发生明显改变(2倍以上)的下游基因, 这些基因涉

及到转录、信号转导、细胞周期、凋亡等多个环节, 
其中多个信号和分子与顺铂的作用及耐受机制相

关。可见, RASSF1A的表达在增强肿瘤细胞对化疗

药物的敏感性方面同样起着至关重要的作用。

本研究在细胞水平首次证实了RASSF1A与
A549-DDP细胞对顺铂敏感性之间的关系, 这既为临

床预测肺癌对顺铂化疗敏感性提供了可供参考的实

验室标志, 也为抗肺癌化学新药设计提供了关键的

靶点。
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