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TGF-β1经DNMT1调控肺癌A549细胞对

顺铂的敏感性
李德涛  吴艳凤  薛成军  侯玉磊  陈  辉*

(重庆医科大学附属第一医院检验科, 重庆 400016)

摘要      转化生长因子 -β1(transforming growth factor-beta 1, TGF-β1)与肿瘤的发生、发展以

及凋亡关系密切, DNA甲基化关键酶DNMTs(DNA methyltransferases)在肿瘤发生及耐药中发挥重

要作用, SPARC(secreted protein acidic and rich in cysteine)常因异常甲基化而表达下调。为探究肺

癌对顺铂耐受的分子机制, 该研究以肺腺癌A549细胞为研究对象, 通过外源TGF-β1作用A549细
胞 , 利用RT-PCR检测TGF-β1作用后DNMTs和SPARC mRNA水平的变化以及A549细胞增殖能力和对

顺铂敏感性的影响。结果显示: 5 ng/mL、10 ng/mL TGF-β1作用24 h后, A549细胞DNMT1 mRNA表达

均显著下调(P<0.01、P<0.001), SPARC mRNA表达均显著上调(P<0.001、P<0.001); 5 ng/mL、10 ng/mL 
TGF-β1作用后的A549细胞对顺铂的IC50均显著低于对照组[(12.34±0.36) μmol/L、(10.93±0.69) μmol/L, 
对照组为(21.54±1.21) μmol/L; P<0.01、P<0.01]; 5 ng/mL、10 ng/mL TGF-β1作用后的A549细胞在顺

铂环境中, 其克隆数显著低于空白对照; 15 μmol/L顺铂作用24 h时 , 5 ng/mL、10 ng/mL TGF-β1组
细胞凋亡分数均显著高于空白对照(P<0.05、P<0.01)。结果提示: TGF-β1可下调A549细胞DNMT1
的表达, 进而上调抑癌基因SPARC并增加其对顺铂的敏感性, 成功逆转肺腺癌A549细胞的恶性表

型。该研究为进一步阐明肺癌对顺铂的耐受机制提供了新的思路。
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TGF-β1 Regulated the A549 Cells Sensitivity to Cisplatin through DNMT1

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

Abstract       TGF-β1 is closely associated with the occurrence, development and apoptosis of carcinogenesis. 
As the key regulative enzyme of DNA methylation, DNMTs play an important role in the occurrence of tumor and 
drug-resistance. The expression of SPARC in tumor is always reduced for aberrantly methylation. In order to demon-
strate the resistive mechanism of cisplatin, human lung adenocarcinoma A549 cells were cultured. After treated with 
TGF-β1, the changes of DNMTs and SPARC mRNA levels were detected by RT-PCR, and the effect of TGF-β1 on 
A549 cell’s viability and sensitivity to cisplatin were evaluated too. Results showed that after treated with 5 ng/mL and 
10 ng/mL TGF-β1 for 24 h, mRNA expressions of DNMT1 were reduced greatly (P<0.01, P<0.001), and SPARC 
were increased greatly (P<0.001, P<0.001); After exposed to different concentrations of cisplatin for 24 h, the IC50 
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of 5 ng/mL and 10 ng/mL TGF-β1 groups [(12.34±0.36) μmol/L, (10.93±0.69) μmol/L] were decreased greatly than 
that of negative control [(21.54±1.21) μmol/L] (P<0.01, P<0.01). The clone formation number of 5 ng/mL and 10 ng/mL 
TGF-β1 groups were decreased greatly than that of negative control with different concentrations of cisplatin; The 
apoptosis fractions of 5 ng/mL and 10 ng/mL TGF-β1 groups were obviously higher than that of negative control 
(P<0.05, P<0.01) with 15 μmol/L cisplatin for 24 h. The present study indicated that TGF-β1 could decrease the 
expression of DNMT1 in A549 cells, then increase its sensitivity to cisplatin with the higher expression of SPARC, and 
finally, reverse the malignant phenotype of A549 cells successfully. These findings provide a new idea for further study 
on the cisplatin-resistance mechanism of lung cancer. 
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肺癌是临床上发病率和死亡率极高的一种恶

性肿瘤 , 其中 80%是非小细胞肺癌 (non-small cell 
lung cancer, NSCLC)[1-2]。由于其发病隐匿, 三分之

二的病人在诊断初期就高度转移并失去了手术的机

会, 以顺铂为基础的化疗方案能有效延缓病程, 显著

提高患者生存率。但随之出现的药物耐受, 很大程

度上减缓了药效, 不仅增加了患者的负担, 甚至加速

患者的死亡。因此, 研究肺癌对顺铂的耐受机制、

寻找逆转肺癌对顺铂耐受的起始点和关键点显得极

为重要。

转化生长因子 -β1(transforming growth factor 
-beta 1, TGF-β1)是一种多效细胞因子 , 广泛参与细

胞的增殖、分化、凋亡等过程 [3]。DNA甲基转移

酶 (DNA methyltransferases, DNMTs)是甲基化表观

修饰的关键酶。此前报道显示 , TGF-β1通过调控

DNMTs改变前列腺癌细胞的侵袭性[3]。Nagaraju等[4]

在胰腺癌的研究中发现, 抑制DNMTs的表达可以恢

复抑癌基因SPARC(secreted protein acidic and rich in 
cysteine)的表达, 增加胰腺癌细胞PNAC-1对化疗药

物5-氟尿嘧啶的敏感性。TGF-β1能否通过DNMTs
及SPARC改变肺癌细胞的恶性表型, 并调控其对顺

铂的敏感性, 至今未见报道。基于此, 本研究拟通

过外源性TGF-β1作用肺腺癌A549细胞, 初步探究

TGF-β1对DNMTs、SPARC的调控以及肺腺癌A549
细胞对顺铂敏感性的影响。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞株      人肺腺癌A549细胞由重庆医科大

学附属第一医院邱峰教授惠赠。

1.1.2   试剂      RPMI-1640培养基、新生小牛血清购

自美国Hyclone公司; 顺铂购自山东齐鲁制药有限公

司; TGF-β1购自PeproTech公司; MTT购自美国Sigma
公司; RNA提取试剂盒、逆转录酶以及Taq DNA聚

合酶购自TaKaRa公司。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养和外源性TGF-β1作用      用含10%
小牛血清的RPMI-1640培养基在37 ºC、5% CO2条

件下培养A549细胞24 h。选择对数生长期的A549细
胞, 0.25%胰酶消化贴壁生长的A549细胞 , 用RPMI-
1640培养基中和、收集细胞, 离心弃上清, RPMI-
1640培养基重悬, 牛鲍氏计数板计数。按2.5×105/孔
铺6孔板, 37 ºC、5% CO2培养24 h。换含1%小牛血

清的RPMI-1640培养基在37 ºC、5% CO2条件下培

养24 h。分别用5 ng/mL和10 ng/mL两个浓度的外源

性TGF-β1作用24 h, 用于后续实验, 并设立空白对照

组(negative control group, NC)。
1.2.2   RT-PCR检测DNMT1及SPARC的表达水平      
用Trizol法提取各组细胞总RNA, 分光光度法检测

RNA浓度, 参照文献[3,5]设计引物, 取400 ng总RNA, 
按TaKaRa逆转录试剂盒说明书合成cDNA序列, 然后

按以下步骤进行PCR反应: 95 ºC预变性5 min; 94 ºC
变性30 s, 58 ºC退火30 s, 72 ºC延伸30 s, 35个循环; 
72 ºC延伸10 min。GAPDH以相同条件反应35个循

环。PCR产物在2%的琼脂糖凝胶中120 V恒压电泳

35 min。
1.2.3   MTT法检测细胞活力并计算IC50      选择经不

同浓度TGF-β1作用24 h的A549细胞, 按5×103/孔初始

细胞密度铺96孔板, 并设空白调零孔。每个药物浓度

设5个平行孔。常规培养24 h后, 加入顺铂使终浓度分

别为: 0, 10, 20, 30, 40, 50, 60 μmol/L。培养20 h以后每

孔加5 mg/mL的MTT试剂20 μL, 继续培养4 h, 弃细胞

培养液, 每孔加150 μL DMSO, 避光摇床震荡10 min, 
酶标仪在490 nm波长处读取吸光度, 计算IC50。
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1.2.4   细胞克隆形成实验     选择经不同浓度TGF-β1
作用24 h后的A549细胞, 按5×103/孔的初始细胞密度

铺12孔板, 培养24 h后, 分别给予0, 2, 20 μmol/L顺铂

作用24 h。连续培养5 d, 弃去细胞培养液, 用PBS缓
冲液清洗2次, 甲醇避光固定15 min, 流水缓慢冲洗2
次, 结晶紫染色5 min, 流水缓缓冲去染液, 待干燥后

计数各组克隆形成数。

1.2.5   流式细胞仪检测细胞凋亡情况      选择经不

同浓度TGF-β1处理24 h后的细胞, 按2×105/孔铺6孔
板, 常规培养24 h, 给予15 μmol/L顺铂继续培养24 h, 
消化收集细胞, PBS洗3次, 800 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 
Propidium Iodide, 混匀 , 室温条件下避光反应15 min, 
然后用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

1.3   统计学处理 
所有实验至少重复 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 , 所有数据用SPSS 
19.0软件进行统计学分析 , P<0.05为差异具有统计

学意义。

2   结果
2.1   TGF-β1对A549细胞DNMT1及SPARC的作用

5 ng/mL TGF-β1、10 ng/mL TGF-β1作用A549细
胞24 h后 , DNMT1 mRNA水平较空白对照组显著下

降(P<0.01、P<0.001), 而SPARC mRNA水平显著升

高(P<0.001、P<0.001)。5 ng/mL TGF-β1和10 ng/mL 
TGF-β1组之间DNMT1和SPARC的mRNA表达无显

著差异(P>0.05, 图1)。
2.2   TGF-β1对A549细胞活力及顺铂IC50的影响

5 ng/mL、10 ng/mL TGF-β1作用A549细胞24 h
以后, 在不同浓度的顺铂培养液中, 细胞活力均显著

低于NC, 但5 ng/mL TGF-β1组、10 ng/mL TGF-β1组
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A: 不同浓度TGF-β1作用24 h后DNMT1、SPARC在mRNA水平的变

化。1: NC组; 2: 5 ng/mL TGF-β1组; 3: 10 ng/mL TGF-β1组; B: 不同

浓度TGF-β1作用24 h后DNMT1、SPARC与GAPDH的灰度比值。

**P<0.01, ***P<0.001, 与NC组比较。

A: the mRNA changes of DNMT1 and SPARC after treated with differ-
ent concentrations of TGF-β1 for 24 h. 1: NC group; 2: 5 ng/mL TGF-β1 
group; 3: 10 ng/mL TGF-β1 group; B: the ratio of DNMT1 or SPARC to 
GAPDH after treated with different concentrations of TGF-β1 for 24 h. 
**P<0.01, ***P<0.001 vs NC group.
图1  不同浓度TGF-β1作用后DNMT1和SPARC在mRNA

水平的变化

Fig.1  The mRNA changes of DNMT1 and SPARC after 
treated with different concentrations of TGF-β1 

A: 不同浓度顺铂作用后各组细胞活力的变化; B: 不同浓度顺铂作用

24 h后各组IC50的变化, ** P<0.01, 与NC组比较。 
A: the changes of cell viability among different groups; B: the changes 
of IC50 among different groups with different concentrations of cisplatin 
for 24 h; **P<0.01 vs NC group.

图2  TGF-β1对细胞活力及顺铂IC50的影响

Fig.2  The effect of TGF-β1 on cell viability and 
IC50 of cisplatin
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之间细胞活力无显著差异(图2A)。
空白对照组、5 ng/mLTGF-β1组、10 ng/mL 

TGF-β1组的 IC50分别是: (21.54±1.21) μmol/L、

(12.34±0.36) μmol/L和 (10.93±0.69) μmol/L。其中, 
5 ng/mL TGF-β1、10 ng/mL TGF-β1组 IC50显著低于

NC组(P<0.01、P<0.01), 5 ng/mL TGF-β1组和10 ng/mL 
TGF-β1组之间IC50无显著差异(P>0.05, 图2B)。
2.3   TGF-β1对A549细胞克隆形成能力的影响

在0 μmol/L、2 μmol/L顺铂作用下, 空白对照

组细胞克隆形成数显著高于 5 ng/mL TGF-β1组和

10 ng/mL TGF-β1组 , 差异具有统计学意义(P<0.05、
P<0.01); 5 ng/mL TGF-β1组和10 ng/mL TGF-β1组之

间克隆形成数无显著差异(P>0.05); 在20 μmol/L顺
铂作用下, 三组之间无显著差异(P>0.05, 图3)。
2.4   TGF-β1对顺铂诱导的A549细胞凋亡能力的

影响

在 15 μmol/L顺铂作用下, 5 ng/mL TGF-β1组
和10 ng/mL TGF-β1组的凋亡分数较NC组显著增加

(P<0.05、P<0.01); 5 ng/mL TGF-β1组和10 ng/mL 
TGF-β1组有显著差异(P<0.05, 图4)。

3   讨论 
在发展中国家, 肺癌是导致男性死亡率最高的

肿瘤。由于大部分患者在初诊时已发生转移, 5年生

存率往往低于15%[2]。以顺铂为基础药物的联合化

疗作为肺癌的主要治疗方案[6], 能够有效地减缓疾

病进程, 提高患者的5年生存率。但顺铂耐受的出现, 
导致治疗效果不好, 其毒副作用突显, 给患者带来极

**

**

*

*

NC

5 ng/mL TGF-β1

10 ng/mL TGF-β1

Concentration of cisplatin (μmol/L)

1 500

1 000

500

0

C
lo

ne
 n

um
be

r

 0 2 20

各组凋亡分数分别为: NC组, (2.23±0.16)%; 5 ng/mL TGF-β1组, (2.94±0.24)%; 10 ng/mL TGF-β1组, (4.58±0.28)%。

The apoptosis fractions as follow: NC group, (2.23±0.16)%; 5 ng/mL TGF-β1 group, (2.94±0.24)%; 10 ng/mL TGF-β1 group, (4.58±0.28)%. 
图4  TGF-β1对顺铂诱导的凋亡能力的影响

Fig.4  The effect of TGF-β1 on apoptosis induced by cisplatin

*P<0.05, **P<0.01, 与NC组比较。

*P<0.05, **P<0.01 vs NC group.
图3  TGF-β1在不同浓度顺铂作用下对克隆形成能力的影响

Fig.3  The effect of TGF-β1 on the clone forming ability with 
different concentrations of cisplatin

大的痛苦。因此, 研究肺癌对顺铂的耐受机制显得

尤为重要。TGF-β1作为一种多效细胞因子, 广泛参

与多种类型细胞的发展、转移及凋亡过程。其在肿

瘤的不同进程中发挥着抑制和促进肿瘤生长两种不

同的作用 [7]。DNA异常甲基化与肿瘤发生、发展以

及肿瘤化疗耐药的产生有很大的关系[8], 虽有研究证

实 , TGF-β1在前列腺癌中能够改变DNMTs的表达[3], 
但TGF-β1和DNMT1与肺癌对顺铂化疗耐受的关系

尚未见报道。

本研究利用不同浓度的外源TGF-β1作用A549
细胞24 h后发现: DNMT1 mRNA表达下调; A549细
胞对顺铂的 IC50减小, 凋亡分数增大; 在一定顺铂浓

度下, 细胞克隆形成能力显著降低。这提示在A549
细胞中, TGF-β1可能通过抑制DNMT1的表达增加

其对顺铂的敏感性。多效细胞因子TGF-β1在肿瘤

的进展中主要发挥两种不同的作用, 在早期抑制肿
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瘤细胞的生长、促进凋亡, 而在中晚期则发挥促进

细胞迁移和血管生成等作用[9]。Zhang等[3]在前列

腺癌的研究中利用TGF-β1诱导前列腺癌细胞CaP中
DNMT1、DNMT3a、DNMT3b的表达 , 进而增加前

列腺癌细胞CaP的侵袭性。Perlman等[10]在肝癌的

研究中利用不同浓度的TGF-β1作用AML12细胞发

现, TGF-β1可经Fas受体蛋白Daxx调控 JNK的表达

而诱导细胞的凋亡。Gajewska等[11]研究发现, 给予

2 ng/mL TGF-β1的刺激即能检测牛乳腺癌细胞的自

噬和凋亡标志物MAP1、 LAC3和Beclin1显著增加, 
进而引起牛乳腺癌细胞的凋亡; 我们在肺癌中发现, 
TGF-β1发挥着促进凋亡、抑制增殖的作用。

DNMT1作为DNA甲基化调控的关键调控酶之

一, 其在肺癌患者中表达往往增加。徐洪涛等 [12]运

用组织芯片和免疫组化技术比较84例肺癌组织及健

康人肺组织发现, 肺癌组织中的DNMT1的阳性表达

率显著高于健康人肺组织, 并且DNMT1的表达与肺

腺癌病理类型、低分化和淋巴转移相关。Xing等 [13]

运用实时荧光定量PCR技术检测了148个NSCLC肿
瘤标本, 发现DNMT1高表达的NSCLC患者预后较

差, 均表明DNMT1与肺癌的发生发展密切相关。本

研究采用外源性TGF-β1作用A549细胞, 成功地下调

了DNMT1的表达, 并最终影响其对顺铂的敏感性。

Mutze等[14]在胃癌的研究中也得到了类似的结果, 发
现83%的患者癌组织DNMT1高表达, 而DNMT1低
表达的胃癌患者, 对治疗往往有较好的应答性和较

高的生存率; 在顺铂耐受的胃癌细胞株AGS中, 利
用发夹RNA技术下调基因DNMT1的表达, 与DNMT
阻断剂地西他宾的协同作用, 显著地逆转了AGS
细胞对顺铂的耐药性。Nagaraju等[4]在胰腺癌细胞

株 PANC-1中发现, 利用姜黄素类似物EF31、Mi-
aPaCa-2抑制DNMT1的表达导致抑癌基因 SPARC、

P16和E-cadherin的表达上调, 进而抑制胰腺癌细胞

株PANC-1的增殖。这均表明 , DNMT1参与调控多

种肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。我们在肺癌中首

次发现DNMT1的这一作用受TGF-β1的调控。

SPARC是一种与生长、重塑和组织修复有关的

基质细胞糖蛋白。SPARC作为一种抑癌基因, 在卵巢

癌[15]、胰腺癌[16]和急性髓系白血病[17]等中的研究

较多。Tang等 [18]通过在直肠癌MIP101细胞中转导

SPARC重组质粒, 发现caspase-8信号通路增强, 并且

MIP101对5-氟尿嘧啶的敏感性增强。Pan等[19]在肺

癌细胞中利用非固醇类抗炎药(NS398)的启动子脱

甲基化作用恢复SPARC的表达, 并减弱肺癌细胞的

侵袭性。我们在肺癌的研究中首次发现, SPARC可

在TGF-β1的作用下经DNMT1表达上调, 从而增加

A549细胞对顺铂的敏感性。

综上, 本研究初步证实外源性TGF-β1通过下调

DNMT1恢复其下游抑癌基因SPARC的表达, 增加肺

癌A549细胞对顺铂的敏感性。我们的结果首次提示: 
TGF-β1→DNMT1→SPARC可能是TGF-β1调控肺癌

对顺铂敏感性的通路之一, 这将为研究肺癌对顺铂

化疗耐受提供新的思路, 有助于进一步阐明肺癌对

顺铂耐受的分子机制, 有望为化疗药物的设计提供

新的靶点。
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