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ATRA 促进 DDP 对肺腺癌细胞 A549 凋亡作用机

制的研究
宁云娜张维东* 张月英贾青王兆朋

(山东省现代医用药物与技术重点实验室， 山东省医学科学院基础医学研究所，济南 250062)

摘要 探讨全反式维甲酸(all-trans retinoic acid, ATRA)对顺铀(cisplatin， DDP)抑制肺腺癌细

胞林(A549)增殖的影响及其机制 。 采用四甲基偶氮哇盐比色法(MTT) 、 实时荧光定量逆转录聚合

酶链反应(qRT-PCR)以及流式细胞术检测 DDP 、 ATRA 处理前后 A549 凋亡率及维甲酸受体 -ß

(retinoic acid recepωr ß, RARß) mRNA、 凋亡抑制蛋白 Survivin mRNA 的转录情况。 结果表明 DDP

对 A549 有抑制作用，且呈剂量依赖性。 ATRA 小于 0.4 mmol/L 抑制作用不明显， ATRA 达到

0 .4 mmol/L 及更高浓度时，抑制作用显著，且呈剂量依赖性。 qRT-PCR 结果显示 DDP 纽 RARß

mRNA及 Survivin mRNA 均降低。 ATRA纽 RARß mRNA增加，而 Survivin mRNA 降低;联合用 药

纽较空白组 RARß mRNA 降低，较 DDP组 RARß mRNA提高，而 Survivin mRNA 均降低。 流式结

果显示联合用药组较单独用药组凋亡率明显增高 。 A四A上调RARß并下调 Survivin，提高 A549化

疗敏感性，强化 DDP化疗作用 。

关键词 全反式维甲酸; 顺铀;非小细胞肺癌; RARß; Survivin 

近年来许多学者报道维甲酸类物质如 ATRA 可

以诱导多种肿瘤细胞的分化和凋亡[1.气 特别是ATRA

和 DNA损伤性化疗药物的联合应用，使癌细胞对化

疗药物的敏感性大为增加。其中， DDP 是非小细胞

肺癌(non-small celllung cancer, NSCLC)治疗中 DNA

损伤性化疗药物之一， 其能破坏DNA功能，阻止DNA

复制，导致癌细胞死亡。 本实验选用肺腺癌细胞株

A549 为研究对象，观察不同浓度的ATRA对 A549细

胞增殖的影响， 并观察 ATRA在辅助 DDP诱导 A549

细胞凋亡中的作用及机制 。

1 材料与方法

司产品 。

1.1.2 细胞培养与引物设计合成 人肺腺癌A549

细胞系由山东省医学科学院基础研究所冻存，培养

在含 lO% FBS 的 RPMI-1ω0(含L谷氨酌氨 0.272 g1L，

青霉素 1∞ U/ml，链霉素 1∞ U/ml)培养液， 置于 37
0

C 、

50 ml/L C02饱和湿度的培养箱中培养， 并用含2.5 gIL 
膜蛋白酶消化、 传代、扩增、取对数生长期的细

胞用于实验。 Survivin mRNA、 RARß mRNA 引物

由上海博尚公司设计合成，引物序列见表 1 。

1.2 方法

1.2 .1 MTT 法检测不同药物浓度对 A549 细胞增踵

的抑制情况 取对数期生长期细胞制成细胞悬液

1.1 材料 1x 105 个 /时， 种在 96 孔板中， 每孔加细胞 1x104 个。

1.1.1主要试剂 胎牛血清(FBS)为四季青公司产 设空白对照组、 DMSO对照组、 ATRA组(0.1 mmolι 、

品;膜酶为 Hyclone 公司产品; ATRA(100 mmollL，用

灭菌 DMSO 配制) 、 DDP ， RPMI-1640 培养基、平

衡盐 PBS，均为美国 Gibco 公司产品; 左旋谷氨酸氨，

为 Amresco 公司产品;青霉素、链霉素，为山东鲁

抗医药股份有限公司产品; DMSO 、 MTT(5 mg/L, 

用 pH 7.2 的 PBS 配制)，为 Sigma 公司产品;总 RNA

提取试剂RNAiso Reagent, RT-PCR试剂盒，为TaKaRa

公司产品; Annexin V -FITCIPI 试剂盒，为美国 BD 公

0.2 mmollL 、 0.4 mmollL、 0.8 mmollL、1.6 mmollL 、

3.2 mmol/L 、 6.4 mmol/L 、 12.8 mmol/L ) , DDP 
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898 ·探索发现·

Table 1 The sequences of primers 

Sense pnmers Anti-sense primers 
Survivin 
RAR~ 

~ actin 

AGA CAT CTG GAG GCT CAT TGC 
CCA TCG CAG ACC AAA TTA CCC 
CAC TCT TCC AGC CTT CCT TCC 

CTG GAG GTT CTG GAG GGT TTC 
TGT GTC ATC CAT TTC CAA AGG C 
AGG TCT TTG CGG ATG TCC AC 

组(0.5mg/L 、 1.0mg/L 、 2.0mg/L 、 4.0mg/L 、 8.0

mg/L、 16.0mg/L、 32.0mg/L 、 64.0mg/L)及联合用

药组(ATRA 0.8 mmollL, DDP 8.0 mgIL)，每组 6 复孔，

于 37.C 、 50 ml/L CO2 饱和湿度的培养箱中培养。
培养 24 h 后加 Mπ(5 mg/ml)20μ1，继续培养 4h 后

弃上请，加 DMSO 溶解液 150μI 并在振荡器上振荡

5 min，待结晶物质充分溶解后，用酶标仪在 490 nm 

波长测定吸光值 A(将空白孔调零)，生长抑制率(%)

=1-(实验组A值/对照组A值)xl00% 。

1.2.2 SYBR green 实时荧光定量 PCR检测 Survivin

mRNA、 RARß mRNA表达水平 取对数生长期细

胞消化后以 lxlOS个/ml 的密度接种于 25cm2培养瓶

中，每瓶接种量为 5 ml。细胞贴壁后，实验组分别

加入AT队、 DDP和 ATRA+DDP，使 ATRA 终浓度

为(0.1 阳nollL、 0.4阳nol/L、1.6 阳nol/L、 6.4阳nol/L);

DDP 终浓度为(0.5 mg/L 、 2.0 mg/L 、 8.0 mg/L 、

32.0mgι); 联合用药组终浓度为(ATRAO.8μmollL，

DDP 8.0 mg/L)。空白对照组不加任何试剂， DMSO

对照组只加等量 DMSO溶剂。于 24 h 后消化、 PBS

冲洗，用于细胞总 RNA 的提取。

1.2.3 细胞总RNA的提取及质量浓度测定 按操作

说明分别提取对照组与实验组细胞的总 RNA， -70.C 

保存待用。取适量RNA稀释后用紫外分光光度仪测

定A2ω和 A280 的吸光度比值，检测 RNA质量，并按公

式 RNA浓度(μg/μ1)=(A2ωx40x 稀释倍数)/1000， 计

算 RNA 的浓度。

1.2.4逆转录 分别取对照组与实验组细胞的总

RNAl 悔，使用TaKaRa DRR037 A 反转录试剂盒，按

照操作说明进行反转录反应。反应体系为: Total 

RNAl 阳， 5xPrimeScript Buffer 4μ， PrimeScript RT 

Enzyme Mix 1 1 Jll, Oligo dT Primer 1μ1， RN ase Free 

世也0 补至 20 Jll。反应参数为: 37.C 15 min, 85.C 5 So 

产物 cDNA 分装后 -20.C保存待用 。

1.2.5 实时荧光定量 PCR 分别取对照组与实验

组细胞的cDNA模板2μ，使用 TaKaRa DRR041A 实

时定量试剂盒，按照操作说明进行 PCR 反应。反应

体系为:DNA 模板2μ， SYBR Premix Ex Taq 10μ1， 

PCR Forward Primer 0.4 μ1 ， PCR Reverse Primer 

0.4 μ1， ROX Reference Dye 0.4 μ1，灭菌蒸馆水补至

20μ。反应参数为:预变性 95.C 30 s, PCR 反应 95.C

5 s, 60.C 31 s，共 40 个循环。以不加模板的 PCR

反应管作为阴性对照 I 以不加引物的 PCR 反应管作

为阴性对照 11 。

1.2.6 FITC-Annexin VIPI 法检测 A549 细胞凋亡率

取对数生长期细胞消化后以 lxl05 个 /ml 的密度接种

于 25 cm2 培养瓶中，每瓶接种量为 5 ml。细胞贴壁

后，实验组分别加入A四A、 DDP和 ATRA+DDP，其

中 ATRA终浓度为1.6阳o且;DDP终浓度为 8.0mg/L;

联合用药组中 ATRA 终浓度为 0.8μmollL、 DDP 终

浓度为 4.0mgIL。空白对照组不加任何试剂、 DMSO

对照组只加等量DMSO 溶剂，继续培养 12 h。然后

先用 0.25% 膜蛋白酶消化，制成单个细胞悬液，调整

待测细胞的密度为知105-1xl06 个 /ml。取 lml 细胞

用 PBS 离心洗涤， 1 000 r/min, 4.C离心 10 min 共 2

次，弃上清液。将细胞重悬浮于 500μl 结合缓冲液。

加入 10μ Annexin V-FITC和5μ1 PI，轻轻混匀，避光

室温反应 15 min，立即上流式细胞仪检测，每个样品

10000 个细胞。双染 Annexin V -FITC/PI 法可直接

测得每个样本 10 000 个细胞中正常细胞、早期凋

亡、晚期凋亡、死亡细胞所占的比例。

1.3 统计学处理

采用统计软件 SPSS 1 6.0 分析。实验数据均以

王土s 表示。数据采用单因素方差分析以及 Pearson 相

关性分析方法分析， P<0.05 为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 DDP 对 A549 细胞生长抑制的作用

与空白对照组相比， DDP 以 0.5-64.0 mgIL浓度

处理 A549 细胞 24 h，均有拥制 A549 细胞增殖作用，

并呈剂量依赖性 r=0.963 ， P<O.OI 。联合用药组处理

A549 细胞 24h，其抑制率与 DDP 高浓度组 16.0mgIL

浓度组抑制率相当(P=0.815); DMSO对照组与空白

对照组无显著性差异(P=0.774) 。

2.2 ATRA 对 A549 细胞生长抑制的作用

与空白对照组相比， ATRA 以 0.1-0.4 μmollL浓

度处理 A549 细胞 24 h，抑制增殖作用较低，但当

ATRA浓度上升到 0.8-12.8μmol/L时，抑制增殖作
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宁云娜等: ATRA促进DDP对肺腺癌细胞 A549 凋亡作用机制的研究

mRNA 转录量显著降低，仅为空白对照组 RARß

mRNA转录量的 1110 以下(P=0.008， P=0.004); 与空

白对照组相比A四AO.l阳。比组处理A549细胞24h

后， RARß mRNA 转录量无明显变化(P=0.792)， 而

ATRAO.4阳nollL、1.6μmollL、 6.4 μmollL 组 RARß

mRNA转录量明显上升，最高可达空白对照组的 4倍

以上;联合用药组较 DDP 8.0 mglL 组 RARß mRNA

转录量提高 4倍以上(P<0.05)， 虽然低于空白对照组

RARß mRNA 转录量， 但己无显著性差异(P=0.068) 。

DMSO对照组与空白对照组无显著性差异(P=û.955) 。

2.4 Survivin mRNA表达水平变化

与空白对照组相比 DDP 0.5 mglL 组处理 A549

细胞 24 h 后， Survivin mRNA转录量无明显变化(P=

0.388)，而 DDP 2.0 mglL 组、 DDP 8.0 mglL 组以及

DDP 32.0 mg/L 处理 A549 细胞 24 h 后， Survivin 

mRNA 转录量显著降低(P<0.05); 与空白对照组相比

ATRAO.lμmollL 组处理A549 细胞 24h 后， Survivin 

mRNA转录量轻微升高(P=0.018)， ATRA 0.4 μmollL 

组处理 A549 细胞 24h 后， Survivin mRNA转录量无

明显变化(P=Û.363)， 而 A四A 1.6 阳。νL、 6.4 阳。νL

组 Survivin mRNA转录量明显下降(P<0.05) ; 联合用

药组 Survivin mRNA较其他组显著下降(P<O.O日， 并

且其抑制作用与 DDP 32.0 mg/L 组水平无显著差

异(P=0.780) o DMSO 对照组与空白对照组无显著

性差异(P=0.426) 。

2.5 流式细胞术检溃IJA549 细胞晚期凋亡率

A四A、 DDP及联合用药组处理A549 细胞 12h

后，流式测定显示联合用药组较单独用药组晚期凋亡

率明显增高(P<0.05) 。
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Fig.l Inhibition rate of DDP to A549 cells 
*P<0.05 vs control group; '" P=0.815 vs DDP(l6.0 mg/L) group; 

* 
* 

'P=0.774 vs control group. 

用明显增强，总体呈剂量依赖性 r=0.876， P=0.004 。

联合用药组处理 A549 细胞 24 h， 其抑制率与 ATRA

高浓度组 12.8μmol/L 浓度组抑制率相当(P=0.332)，

DMSO对照组与空白对照组无显著性差异(P=û.650) 。

2.3 RARp mRNA 表达水平变化

与空白对照组相比 DDP 0 .5 mglL 组以及DDP

2.0 mgIL处理 A549细胞 24 h 后， RARß mRNA转录

量无明显变化(P=0.804， P=0. 114)， 而 DDP 8.0mg，ι 

组以及DDP 32.0 mgIL处理A549细胞24h后， RARß
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Fig.2 Inhibition rate of A TRA to A549 cells 
*P<0.05 vs control group; '" P=0.332; 'P=0.650 vs control group. 
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Fig.3 Relative quantity of RAR~ mRNA expression 
*P<0.05 vs control group; '" P>0.05 vs control group; ' P=O.955 vs 
control group. 
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3 讨论
早期NSCLC 以手术切除为主，但晚期或不能切
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Fig.4 Relative quantity of Survivin mRNA expression 
*P<O.05 vs control group; '" P>0.05 vs control group; #P=0 .426 vs 
control group. 
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Fig.5 Flow cytometry 
A: contro1 group; B: DMSO contro1 group; C: ATRA group; D: DDP group; E: combined treatment group. *P<0.05 vs contro1 group; 
#P=0 .426 vs contro1 group. 
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表达于胚胎和发育的胎儿组织，在终末分化的成人组

织中不表达(胸腺除夕忡，但几乎在所有的人类肿瘤组

织中均有不同水平的表达[5] 0 Survivin 基因具有肿瘤

特异性表达的特点，其表达与细胞周期密切相关，是

G/M 期的调节基因，参与细胞周期调控、有丝分裂

及肿瘤的恶性转化，并与肿瘤的发生发展和预后密切

相关。 本研究中 ATRA 1.6 μmol/L、 6.4 μmol/L 组

Survivin mRNA转录量明显下降(P<O.O日，显示ATRA

可能通过抑制凋亡抑制基因 Survivin 的表达，从而促

进细胞的凋亡， 抑制了细胞的生长，从而使细胞增殖

受到一定的抑制 。

相关研究发现， A'顶A和其他分化诱导剂或抗肿

瘤药物合用能明显增加其抗肿瘤的作用，但是ATRA

促进DNA损伤的肿瘤细胞凋亡的机制目前尚不十分

清楚，可能与其调节某些癌基因和维甲酸受体基因的

表达有关[6，7] 。 本研究发现小剂量 ATRA 24 h 内对

A549 细胞的抑制作用不明显，并且当 ATRA 浓度为

0. 1μmollL 时竟有促进 Survivin 表达的作用，具体机

制不详。但当 ATRA浓度达到 0.4 μmollL 及更高浓

度时，便开始对A549细胞株产生明显的抑制作用，且

呈剂量依赖性，并且当 ATRA 和 DDP 联合应用时，

A549 细胞凋亡率显著提高 产生明显的协同增敏效

应，其机制可能正是因为 A549 细胞在 ATRA作用下

在l1tffi I 1r~m阴阳回阳刚在ι盯阳

除的NSCLC则以联合化疗为主的综合治疗为主要手

段。 而约 80% 的 NSCLC 患者确诊时己属晚期，丧

失手术机会，联合化疗是最重要的治疗方法[坷。 DDP

是目前肺癌化疗联合用药的关键药物。 己有研究证

实， DDP 为细胞周期非特异药物，它可阻止DNA 再

复制， 从而导致细胞死亡， DDP 的抗肿瘤活性与其诱

导细胞凋亡有关。 但其对正常组织的毒性又常导致

患者不能长期坚持用药故寻找高效低毒的化疗联合

用药方案，在一定程度上可延长患者的生存期，提高

生活质量一直是肿瘤临床界关注的课题之一。

维甲类化合物包括维生素甲酸的天然及人工合

成的衍生物，在调节细胞的增殖分化方面具有广泛的

生物学活性。有研究表明， ATRA对某些肿瘤细胞具

有增殖抑制作用I11， 可使肿瘤细胞终末分化，并能诱

导肿瘤细胞凋亡[2]0 ATRA对于肺癌的研究， 国外早

前有文献报道指出，在较低浓度 ATRA 处理肺腺癌

A549 细胞没有任何抑制效应， 但可抑制对于 ATRA

敏感的细胞系的增殖。推测 A549 可能对 ATRA 不

敏感[4] 。 我们的实验结果也证明了这一点 。

Survivin 属于凋亡抑制蛋白(inhibitor of apopto­

sis protein, 1-AP)家族是新近发现的功能最强的凋亡

抑制因子，是结构独特的 IAPs 成员。 Survivin 具有

抑制细胞凋亡，促进细胞增生，参与调节细胞有丝分

翻促进血世师资种生物宇副11 1 陆目E市
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使癌基因 Survivin 表达下调，进而使 A549 细胞对抗

肿瘤药物敏感性增高，从而强化了 DDP对 A549细胞

的杀伤作用 。 因此本研究认为 ATRA 单独用于

NSCLC 的治疗作用不明显但ATRA和 DNA损伤性

化疗药物(DDP)联合使用，却能够显著增加NSCLC对

DDP类化疗药的敏感性。综上所述，本研究认为诱

导分化剂ATRA联合细胞毒类药物DDP不仅可以减

低 DDP 单药应用剂量，减少 DDP 毒副作用，也可提

高 A549细胞对DDP化疗的敏感性，为两药联合应用

治疗 NSCLC 提供实验依据。
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Study on the Mechanism about A TRA to Promote the Apoptosis of DDP 
on Lung Adenocarcinoma A549 

Yun-NaNi吨， Wei-Dong Zhang* , Yue-Ying Zhang, Qing Jia, Zhao-Peng Wang 
(Key Laboratory for Modem Medicine and Technology of ShanDong Province, Institute of Basic Medicine Shangdong Academy of 

Medical Sciences, Jinan 250062, China) 

Abstract To discuss the effect of all-trans retinoic acid (ATRA) on the cisplatin (DDP) induced lung 
adenocarcinoma cellline (A549) apoptosis and its mechanism. Using methyl thiazolyl tetrazolium salt assay (MTT), 
real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR) and flow cytometry to detect the 
A549 apoptosis ra饨， the transcription level of retinoic acid receptor 13 (RARß) mRNA and the transcription level of 
inhibitor of apoptosis protein Survivin mRNA. The results showed that DDP had inhibition effect on A549 in a dose­
dependent way. When ATRA was less than 0.4 μmoνL， the inhibition effect was not obvious, but when it up to 
0.4 μmoνL or higher concentrations, the inhibition effect was significantly in a dose-dependent way. The qRT-PCR 
results showed that 出e expression of RARß mRNA and Survivin mRNA all decreased in the DDP groups. In ATRA 
groups the叩ession of RARß mRNA increased, while the叫ression of Survivin mRNA decreased. In Combined 
treatment groups, t阳hee叼x冲p臼ression ofR阳AR邸13m咄RN队A w阳a副s low仰we町rt恤har恤lan缸nt削hat回川a创t in t耻heC伽ont盹ntro往ω削ro时01 g伊rou叩耶p严s bu川1

the DDP group伊s. And when i挝tc∞ome臼s tωo Sur凹Vl忖vin mRNA, it decreased both in Control groups and DDP groups. The 
flow cytome位y results showed that the apoptosis rate in combined treatment groups were higher than that in single 
drug groups. In conclusion, the ATRA could promote the expression of RARß while inhibited the expression of 
Survivin. Through such means, ATRA could increase the chemosensitivity of A549 and strengthen the role of DDP 

怠
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