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芹菜素影响非小细胞肺癌A549细胞顺铂敏感性的RAD51基因
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摘 要 目的：从RAD51基因途径研究芹菜素对非小细胞肺癌（NSCLC）A549细胞顺铂敏感性的影响及其机制。方法：取人肺癌

顺铂耐药细胞 A549/DDP，分为对照组（空白培养基）、顺铂组（5 g/L）和芹菜素低、高剂量组（10、20 μmol/L），采用 MTT 法检测

A549/DDP细胞生长，采用Annexin Ⅴ/PI双染色法结合流式细胞术检测其凋亡情况。取A549/DDP细胞，分为顺铂单用组（1、2、4、8、

16 μg/mL）和芹菜素联用组（10 μmol/L，在顺铂基础上加用），采用MTT法测定并计算细胞增殖抑制率；采用回归分析模型计算药

物的半数抑制浓度（IC50），并以此计算芹菜素的逆转指数。将18只裸鼠随机分为对照组、顺铂单用组和芹菜素联用组，每组6只，

接种A549/DDP细胞使形成移植瘤后，分别腹腔注射生理盐水、顺铂（2 mg/kg，隔天给药1次）、顺铂（剂量、用法同前）+芹菜素药液

（30 mg/kg，每天给药1次），连续给药18 d，测量小鼠的体质量和移植瘤质量并计算抑瘤率。取人肺癌细胞A549和A549/DDP，分

为正常组（A549细胞）、对照组（A549/DDP细胞）、顺铂组（5 g/L，A549/DDP细胞）和芹菜素低、高剂量组（10、20 μmol/L，A549/DDP

细胞），分别采用实时荧光定量聚合酶链反应和Western blotting法检测细胞中RAD51的mRNA及其蛋白表达情况。结果：与对照

组比较，芹菜素低、高剂量组细胞增长数均显著降低，凋亡率均显著升高且显著高于顺铂组（P＜0.05或P＜0.01）。联用芹菜素后，

A549/DDP细胞的增殖抑制率均较相应质量浓度的顺铂单用组显著升高（P＜0.05）；芹菜素联用组的 IC50为（5.81±0.47）μg/mL，显

著低于顺铂单用组的 IC50（14.44±0.52）μg/mL（P＜0.05）；逆转指数为2.49。裸鼠抑瘤实验结果显示，联用芹菜素后，A549/DDP荷

瘤裸鼠抑瘤率为68.72％，显著低于顺铂单用组的33.82％（P＜0.05）。与正常组A549细胞比较，对照组A549/DDP 细胞中RAD51

mRNA 及其蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05）；与对照组 A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高剂量组 A549/DDP 细胞中

RAD51 mRNA及其蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）；与顺铂组A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高剂量组A549/DDP 细胞

中RAD51 mRNA及其蛋白的相对表达量均显著降低（P＜0.05）。结论：芹菜素能够有效逆转人肺癌顺铂耐药细胞A549/DDP的耐

药性，其机制可能与下调RAD51基因转录及其蛋白表达有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects and mechanism of apigenin on cisplatin sensitivity of NSCLC A549 cells by

regulating RAD51 gene. METHODS：Human lung cancer cisplatin-resistant cells A549/DDP were selected and divided into control

group（blank culture medium），cisplatin group（5 g/L），apigenin low-dose and high-dose groups（10，20 μmol/L）. MTT assay

was used to detect the growth of A549/DDP cells，while the Annexin Ⅴ/PI double staining combined with flow cytometry were

used to detect the apoptosis. A549/DDP cells were collected and divided into cisplatin alone group（1，2，4，8，16 μ g/mL），

apigenin combination group（10 μmol/L，based on cisplatin）. MTT method was used to determine and calculate inhibitory rate of

cell proliferation. IC50 values of drugs were calculated by regression model，and reversion index of apigenin was calculated. 18 nude

mice were randomly divided into control group，cisplatin alone group and apigenin combination group，with 6 mice in each group.

After A549/DDP cells were inoculated to form the transplanted tumor，normal saline，cisplatin（2 mg/kg，once every other day），

cisplatin（the same dosage and usage）+apigenin solution（30 mg/kg，once a day）were injected intraperitoneally respectively. After

18 days of continuous administration，the body weight of mice and the mass of the transplanted tumor were detected and the tumor

inhibition rate was calculated. Human lung cancer cells A549 and A549/DDP were collected and divided into normal group（A549

cells），control group（A549/DDP cells），cisplatin group（5 g/L，A549/DDP cells）and apigenin low-dose and high-dose groups

（10，20 μmol/L，A549/DDP cells），respectively. mRNA and protein expression of RAD51 were detected by real-time fluorescence

quantitative PCR and Western blotting assay. RESULTS：

Compared with control group， the cell growth of apigenin

low-dose and high-dose groups were decreased significantly，

apoptosis rates of them were increased significantly and higher

Δ基金项目：四川省教育厅（自筹经费）科研项目（No.12ZB227）

＊讲师，硕士。研究方向：肿瘤病理。E-mail：molin212@163.com

# 通信作者：副教授，硕士生导师，硕士。研究方向：肿瘤病理。

E-mail：xinrongH292@163.com

··708



中国药房 2020年第31卷第6期 China Pharmacy 2020 Vol. 31 No. 6

目前，化疗是非小细胞肺癌（NSCLC）的主要治疗手

段之一，其标准化疗方案是以铂类为基础的联合化疗，

但NSCLC患者在治疗过程中经常会出现对顺铂耐受的

现象，这对化疗效果造成了严重影响，导致患者生存率

低、预后不良[1]。由于NSCLC细胞对顺铂耐药的机制十

分复杂，涉及多个基因和多条通路，因此阐明顺铂耐药

机制及寻找逆转顺铂耐药的有效途径已成为临床研究

关注的重点。随着分子生物学研究的不断深入和“精准

医学”概念的提出，越来越多的研究者开始从基因层面

去探讨疾病的发生进展以及潜在的诊疗措施[2]。RAD51

是一种新发现的蛋白基因，与细胞的生长密切相关，在

细胞的增殖、分化、DNA修复和周期转换中发挥了重要

的作用[3]。相关研究报道，在多种肿瘤（如肺癌、食管癌、

乳腺癌等）组织中，RAD51蛋白呈异常高表达，提示其异

常表达与肿瘤的分化、侵袭和转移密切相关[4]。芹菜素

（Apigenin）是一种生物类黄酮化合物，广泛存在于自然

界的绿色植物中，能够促进癌细胞凋亡、抑制癌细胞增

殖和周期转换，具有较好的抗肿瘤作用，其在乳腺癌细

胞中改善顺铂耐药的作用也已经得到证实[5]。基于此，

本研究针对芹菜素调控RAD51基因表达途径考察了其

对人肺癌A549细胞顺铂敏感性的影响及机制，以期为

芹菜素用于NSCLC等癌症的治疗提供实验基础。

1 材料
1.1 仪器

JY2000型精密电子天平（上海精密科学仪器有限公

司）；680型酶标仪（美国Bio-Rad公司）；HERAcell BB15

型CO2细胞培养箱（德国Heraeus公司）；EPS300型电泳

仪（上海天能科技有限公司）；UnioⅡ型聚合酶链式反应

（PCR）仪（德国 Biometra 公司）；FACSCaliber 型流式细

胞仪（美国 BD 公司）；GDS8000型凝胶成像仪（英国

UVP公司）；5804R型台式离心机（德国Eppendorf公司）。

1.2 药品与试剂

顺铂原料药（山东齐鲁制药有限公司，批号：

H20183460，纯度：99.8％）；芹菜素原料药（美国Sigma公

司，批号：180623，纯度：≥98％）；胎牛血清、RPMI 1640

培养基（上海明丰生物科技有限公司）；胰蛋白酶消化

液、细胞裂解液（美国R&D Systems公司）；RAD51质粒

中量抽提试剂盒、RAD51兔单克隆抗体、GAPDH 兔单

克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；辣根过氧化物酶标记

羊抗兔 IgG 二抗（英国 Abcam 公司）；青霉素-链霉素双

抗、二甲基亚砜（DMSO）、四甲基偶氮唑盐（MTT）试剂

（美国 Sigma 公司）；Annexin Ⅴ-FITC/PI 凋亡检测试剂

盒、RNA 提取 Trizol 试剂盒、TaqMan miRNA 反转录试

剂盒、SYBR Prellix Ex TaqTM实时 PCR 试剂盒（日本 Ta-

KaRa 公司）；PCR 引物（美国 Genewiz 公司中国总部）；

TBST缓冲液（北京索莱宝科技有限公司）；PVDF膜（美

国 Bio-Rad 公司）；ECL 试剂盒、BCA 蛋白定量试剂盒、

台盼蓝试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司）；0.9％氯

化钠注射液（天津百特医疗用品有限公司，作生理盐水

使用）；pH 7.4磷酸盐缓冲液（PBS）为本实验室自制；其

余试剂均为分析纯或实验室常用规格；水为超纯水。

1.3 细胞

人肺癌细胞A549、顺铂耐药细胞A549/DDP均购自

中国科学院上海细胞库。

1.4 动物

BALB/c Nude 裸鼠，SPF级，雄性，8～10周龄，体质

量 20～25 g，购于上海西普尔-必凯实验动物有限公司，

生产许可证号：SCXK（沪）2018-0006。裸鼠在SPF级实

验动物中心通风饲养，室内温度（21±2）℃，相对湿度

40％～50％，空气更换频率15次/h，12 h光照明暗交替，

实验场所及相关器材均严格清洗、消毒。裸鼠均适应饲

养1周后进行实验，期间统一标准喂食、饮水。

2 方法
2.1 细胞培养

将A549细胞和A549/DDP细胞常规培养于含 10％

胎牛血清的 RPM1640培养基中，于 37 ℃、5％CO2条件

下培养，然后以胰蛋白酶（1 g/L）消化传代，每3天传代1

次。其中，A549/DDP细胞培养液中添加顺铂（2 μg/mL）

以稳定耐药细胞株的耐药表型。取对数生长期细胞，以

0.1％DMSO的RPMI 1640培养基稀释（下同），制成相应

than those of cisplatin group（P＜0.05 or P＜0.01）. After combined with apigenin，proliferation inhibition rate of A549/DDP cells

was increased significantly，compared with cisplatin alone group with the same concentration（P＜0.05）. The IC50 in the apigenin

combination group was（5.81±0.47）μg/mL，significantly lower than（14.44±0.52）μg/mL in cisplatin alone group（P＜0.05），and

reversal index of apigenin was 2.49. The results of nude mice tumor inhibition experiment showed that after combined with

apigenin，tumor inhibition rate of A549/DDP bearing nude mice was 68.72％，significantly lower than 33.82％ in cisplatin alone

group. Compared with A549 cells of normal group，relative expression of RAD51 mRNA and protein were increased significantly in

A549/DDP cells of control group （P＜0.05）. Compared with A549/DDP cells of control group，relative expression of RAD51

mRNA and protein in A549/DDP cells were decreased significantly in apigenin low-dose and high-dose groups （P＜0.05）.

Compared with cisplatin group，relative expression of RAD51 mRNA and protein in A549/DDP cells of apigenin low-dose and

high-dose group were decreased significantly （P＜0.05）. CONCLUSIONS：Apigenin can effectively reverse drug resistance of

cisplatin-resistant A549/DDP cells in human lung cancer. The mechanism may be related to the reduction of RAD51 gene

transcription and protein expression.
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浓度的单细胞悬液并计数后用于后续试验。试验前以

台盼蓝染色法测定，细胞存活率均在95％上。

2.2 芹菜素对A549/DDP细胞增殖的影响考察

取“2.1”项下对数生长期A549/DDP细胞，调整细胞

浓度为5×104个/mL，按每孔100 μL加至96孔板中，随机

分为对照组、顺铂组和芹菜素低、高剂量组。对照组仅

加入A549/DDP细胞；顺铂组加入顺铂（终质量浓度为5

μg/mL，剂量参考临床用药量对应的血药浓度设置）+

A549/DDP细胞；芹菜素低、高剂量组同法加入不同剂量

芹菜素（终浓度为 10、20 μmol/L，剂量参考文献[6]设

置）+A549/DDP 细胞。顺铂原料药以无菌生理盐水制

成 10 g/L 的母液，芹菜素原料药以 DMSO 溶液制成 10

mmol/L的母液，试验时均以RPMI 1640培养基稀释至相

应浓度。

采用 MTT 法检测细胞的增殖能力。各组细胞在

37 ℃、5％CO2条件下分别培养24、48、72 h后，每孔加入

MTT试剂20 μL继续培养4 h。使用酶标仪在495 nm波

长处测定各孔细胞光密度（OD）值，OD值越大则表示细

胞增长数越多。试验均重复3次。

2.3 芹菜素对A549/DDP细胞凋亡的影响考察

采用Annexin Ⅴ/PI双染色法结合流式细胞术检测

细胞凋亡情况。取对数生长期A549/DDP细胞，按“2.2”

项下方法按每孔1×106个加至96孔板中，随机分为对照

组、顺铂组和芹菜素低、高剂量组，并同法给药。各组细

胞在37 ℃、5％CO2条件下培养48 h后，以RPMI 1640培

养基制成 1×106个/mL的单细胞悬液，以 800 r/min离心

5 min，PBS洗涤，加入Annexin Ⅴ-FITC试液 5 μL、PI试

液10 μL混匀后染色30 min。采用流式细胞仪检测细胞

凋亡数并计算凋亡率：细胞凋亡率＝凋亡细胞数/（凋亡

细胞数+正常细胞数）×100％。试验均重复3次。

2.4 芹菜素联用对A549/DDP细胞顺铂敏感性的影响

考察

依据“2.2”项下芹菜素对 A549/DDP 细胞增殖的影

响考察结果，采用MTT法考察芹菜素联用对A549/DDP

细胞顺铂敏感性的影响。取对数生长期 A549/DDP 细

胞，按“2.2”项下方法接种至96孔板中，分别加入不同质

量浓度的顺铂（1、2、4、8、16 μg/mL，剂量参照文献[6]设

置）作为顺铂单用组；另设芹菜素联用组，即在加入上述

质量浓度顺铂的基础上同时加入芹菜素（10 μmol/L）。

各组细胞在 37 ℃、5％CO2条件下培养 24 h 后，加 MTT

试剂20 μL 继续培养4 h。采用酶标仪在495 nm波长处

测定各孔细胞OD值并计算细胞增殖抑制率：增殖抑制

率（％）＝（1－芹菜素联用组OD平均值/相应质量浓度

顺铂单用组OD平均值）×100％。采用回归分析模型计

算药物的半数抑制浓度（IC50）。以 IC50值计算芹菜素的

逆转指数：逆转指数＝顺铂单用组 IC50值/相应质量浓度

芹菜素联用组 IC50值。试验均重复3次。

2.5 芹菜素联用对顺铂作用后A549/DDP荷瘤裸鼠抑

瘤情况的影响考察

将18只裸鼠随机分为对照组、顺铂单用组和芹菜素

联用组，每组6只。将含有A549/DDP细胞（1×106个）的

PBS溶液200 μL皮下注射至裸鼠腋下区域，1～2周后可

见肿瘤组织块生长。每2天用卡尺测量移植瘤长径（A，

mm）和短径（B，mm），计算移植瘤体积（V，mm3）：V＝A×

B2×π/6。当移植瘤生长至20～25 mm3时，对照组裸鼠注

射等量生理盐水，顺铂单用组裸鼠腹腔注射顺铂药液（2

mg/kg，隔天给药1次，剂量参照文献[7]设置），芹菜素联

用组裸鼠在顺铂给药的基础上腹腔注射芹菜素药液（30

mg/kg，每天给药1次，剂量参照前期实验结果设置），均

连续给药18 d。顺铂、芹菜素药液均以生理盐水制成所

需浓度，无菌滤器过滤，当天使用。给药期间每天测量

并计算移植瘤体积，记录裸鼠的体质量变化。给药结束

后，处死裸鼠并剥离移植瘤组织块，称定瘤组织质量并

计算抑瘤率：抑瘤率＝（对照组移植瘤组织质量－给药

组移植瘤组织质量）/对照组移植瘤组织质量×100％。

2.6 不同细胞中RAD51 mRNA表达及芹菜素对其影

响考察

取“2.1”项下对数生长期细胞，按“2.2”项下方法以

1×106个/孔加入96孔板，随机分为正常组、对照组、顺铂

组和芹菜素低、高剂量组。正常组加入A549细胞（以含

0.1％DMSO的RPMI 1640培养基稀释，下同）；对照组、

顺铂组和芹菜素低、高剂量组加入 A549/DDP细胞和相

应药物。各组细胞在37 ℃、5％CO2条件下培养24 h后，

采用Trizol试剂盒提取细胞总RNA，再采用逆转录试剂

盒对其进行逆转录获得 cDNA（逆转录反应条件：42 ℃，

反应 30 min；逆转录酶失活条件：85 ℃，反应 15 s）。按

照实时 PCR 试剂盒说明书要求操作，进行逆转录定量

PCR检测（引物序列见表1）。PCR扩增反应条件：95 ℃

预变性5 min；95 ℃变性20 s，60 ℃退火30 s，40个循环；

75℃延伸10 min。取PCR产物5 μL，加载样缓冲液1 μL，

在 20 g/L琼脂糖凝胶上电泳，溴化乙啶染色后，采用凝

胶成像仪分析。以GAPDH为内参，采用 Image J 1.48软

件分析目标基因的蛋白表达产物的相对灰度值，用来表

示其mRNA的相对表达量。试验均重复3次。

表1 PCR引物序列

Tab 1 PCR primer sequence

基因名称
RAD51

GAPDH

序列
5′-CAACCCATTTCACGGTTAGAGC-3′（正向）

5′-GCTTTGGCTTCACTAATTCCCTT-3′（反向）

5′-CAGAACATCATCCCTGCCTCTAC-3′（正向）

5′-TTGAAGTCAGAGGAGACCACCTG-3′（反向）

2.7 不同细胞中RAD51蛋白的表达及芹菜素对其影响

考察

采用Western blotting法检测细胞中RAD51蛋白表

达水平。按“2.6”项下方法将A549细胞和A549/DDP细

胞进行分组、给药，在 37 ℃、5％CO2条件下培养 24 h。

取细胞进行蛋白裂解，并采用 BCA 法检测蛋白质浓
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度。使用 10％十二烷基磺酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶

（SDS-PAGE）电泳，以 PVDF膜进行转膜；室温下以 5％

脱脂牛奶封闭 2 h，TBST 缓冲液漂洗 3次；先后加入

RAD51抗体、GAPDH 抗体（稀释度均为 1 ∶ 500）于 4 ℃

孵育 12 h，再加入二抗（稀释度 1 ∶ 5 000）于室温下孵育

60 min，然后采用 ECL 试剂进行化学发光检测。以

GAPDH 作为内参，采用凝胶成像仪分析，并以Quantity

One 4.6.6图像处理软件分析目标蛋白条带的相对灰度

值，用来表示其相对表达量。试验均重复3次。

2.8 统计学方法

使用SPSS 20.0软件对实验数据进行统计分析。实

验数据均以 x±s表示。多组间比较采用单因素方差分

析，组间两两比较采用LSD-t检验，同一指标不同时间点

的比较采用重复测量方差分析。P＜0.05为差异有统计

学意义。

3 结果
3.1 芹菜素对A549/DDP细胞增殖的影响

与对照组比较，在药物作用48、72 h后，各给药组细

胞增长数均显著降低（P＜0.05），而在作用 24 h 时各组

间细胞增长数差异均无统计学意义（P＞0.05），详见表

2。为排除芹菜素本身可能存在的细胞毒性作用而造成

对增敏试验结果的干扰，故选择以 10 μmol/L芹菜素作

用24 h来考察其对A549/DDP细胞顺铂敏感性的影响。

表2 各组A549/DDP细胞增殖情况（x±±s，n＝3）

Tab 2 Viability of A549/DDP cells in each group（x±±

s，n＝3）

组别

对照组
顺铂组
芹菜素低剂量组
芹菜素高剂量组

OD值（450 nm）

24 h

0.42±0.07

0.39±0.05

0.37±0.08

0.30±0.05

48 h

0.81±0.09

0.72±0.07#

0.60±0.06##

0.42±0.05##

72 h

1.35±0.10

1.18±0.12#

1.03±0.01##

0.81±0.09##

注：与对照组比较，#P＜0.05，##P＜0.01

Note：vs. control group，#P＜0.05，##P＜0.01

3.2 芹菜素对A549/DDP细胞凋亡的影响

与对照组比较，各给药组A549/DDP细胞凋亡率均

显著升高（P＜0.05或 P＜0.01）；与顺铂组比较，芹菜素

低、高剂量组 A549/DDP 细胞凋亡率显著升高（P＜

0.01）。各组细胞凋亡流式细胞图见图1，凋亡率检测结

果见表3。

3.3 芹菜素联用对A549/DDP细胞顺铂敏感性的影响

随着顺铂质量浓度增加，顺铂单用组A549/DDP细

胞的增殖抑制率逐渐升高；在联用 10 μmol/L 芹菜素

后，A549/DDP细胞的增殖抑制率（除顺铂质量浓度为1

μg/mL时）较相应质量浓度的顺铂单用组显著升高（P＜

0.05），详见表 4。芹菜素联用组的 IC50为（5.81±0.47）

μg/mL，较顺铂单用组的 IC50（14.44±0.52）μg/mL显著降

低（P＜0.05）；芹菜素的逆转指数为2.49。

3.4 芹菜素联用对顺铂作用后A549/DDP荷瘤裸鼠抑

瘤情况的影响

建模结束后，与对照组比较，各给药组裸鼠体质量

和移植瘤体积差异均无统计学意义（P＞0.05）；给药结

束后，与对照组比较，各给药组裸鼠体质量、移植瘤体积

和瘤组织质量均显著降低，且芹菜素联用组显著低于顺

铂单用组（P＜0.05）；芹菜素联用组的抑瘤率为68.72％，

图1 各组A549/DDP细胞凋亡流式细胞图

Fig 1 Flow cytometries of A549/DDP cells apoptosis

in each group
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表3 各组A549/DDP细胞凋亡率（x±±s，n＝3，％％）

Tab 3 Apoptotic rate of A549/DDP cells in each group

（x±±s，n＝3，％％）

组别
对照组
顺铂组
芹菜素低剂量组
芹菜素高剂量组

48 h凋亡率
3.03±0.42

13.75±1.32#

22.69±1.27##ΔΔ

32.98±3.18##ΔΔ

注：与对照组比较，#P＜0.05，##P＜0.01；与顺铂组比较，ΔΔP＜0.01

Note：vs. control group，#P＜0.05，##P＜0.01；vs. cisplatin group，
ΔΔP＜0.01

表4 顺铂单用或联用芹菜素时各组A549/DDP细胞的

增殖抑制率（x±±s，n＝3，％％）

Tab 4 Inhibitory rate of A549/DDP cells treated by

cisplatin alone or combined with apigenin in

each group（x±±s，n＝3，％％）

顺铂质量浓度，μg/mL

1

2

4

8

16

顺铂单用组
9.62±0.38

12.87±0.78

20.89±1.21

36.06±1.23

60.47±0.50

芹菜素联用组
17.63±0.37

24.05±1.14▲

39.39±1.81▲

59.57±1.84▲

82.28±0.43▲

注：与顺铂单用组比较，▲P＜0.05

Note：vs. cisplatin alone group，▲P＜0.05
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显著高于顺铂单用组的33.82％（P＜0.05），详见表5。

表 5 两组裸鼠体质量、移植瘤变化及抑瘤率（x±±s，

n＝6）

Tab 5 Change of body weight and transplanted tu-

mor and inhibitory rate of tumor in nude mice

of 2 groups（x±±s，n＝6）

组别

对照组
顺铂单用组
芹菜素联用组

体质量，g

建模结束后
20.89±0.57

20.77±0.45

21.02±0.68

给药结束后
21.55±0.66

18.68±0.53#

17.04±0.46#▲

移植瘤体积，mm3

建模结束后
172.07±36.20

168.42±28.45

169.03±32.65

给药结束后
458.79±40.21

301.83±39.23#

242.43±26.54#▲

瘤组织质量，
mg

98.63±5.56

65.27±7.31#

30.85±2.08#▲

抑瘤率，
％

0

33.82

68.72▲

注：与对照组比较，#P＜0.05；与顺铂单用组比较，▲P＜0.05

Note：vs. control group，#P＜0.05；vs. cisplatin alone group，▲P＜

0.05

3.5 不同细胞中RAD51 mRNA表达差异及芹菜素对

其表达的影响

与正常组 A549细胞比较，对照组 A549/DDP 细胞

中RAD51 mRNA的相对表达量显著升高（P＜0.05）；与

对照组A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高剂量组A549/

DDP 细胞中 RAD51 mRNA 的相对表达量均显著降低

（P＜0.05）；与顺铂组A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高

剂量组A549/DDP 细胞中RAD51 mRNA的相对表达量

均显著降低（P＜0.05）。各组细胞中RAD51 mRNA的相

对表达量见表6。

表 6 各组细胞中RAD51 mRNA及其蛋白的相对表达

量（x±±s，n＝3）

Tab 6 Relative expression of mRNA and protein of

RAD51 in cells of each group（x±±s，n＝3）

组别
正常组
对照组
顺铂组
芹菜素低剂量组
芹菜素高剂量组

细胞
A549

A549/DDP

A549/DDP

A549/DDP

A549/DDP

RAD51 mRNA相对表达量
1.00±0.03

1.28±0.05＊

1.26±0.03

1.07±0.04#Δ

0.97±0.04#Δ

RAD51 蛋白相对表达量
1.00±0.05

1.34±0.08＊

1.32±0.05

1.13±0.07#Δ

1.01±0.10#Δ

注：与正常组比较，＊P＜0.05；与对照组比较，#P＜0.05；与顺铂组

比较，ΔP＜0.05

Note：vs. normal group，＊ P＜0.05；vs. control group，#P＜0.05；

vs. cisplatin group，ΔP＜0.05

3.6 不同细胞中RAD51蛋白表达差异及芹菜素对其表

达的影响

与正常组A549细胞比较，对照组A549/DDP细胞中

RAD51蛋白的相对表达量均显著升高（P＜0.05）；与对

照组 A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高剂量组 A549/

DDP 细胞中RAD51蛋白的相对表达量均显著降低（P＜

0.05）；与顺铂组A549/DDP 细胞比较，芹菜素低、高剂量

组A549/DDP 细胞中RAD51蛋白的相对表达量均显著

降低（P＜0.05）。各组细胞中RAD51蛋白的相对表达量

见表6。

4 讨论
铂类药物迄今为止仍是临床治疗肺癌应用最广泛

的一线化疗药物[1]。但随着治疗时间的推移，铂类药物

的耐药问题日益严重，造成患者化疗失败、肿瘤复发。

因此，如何减少甚至逆转肿瘤细胞对于铂类药物的耐药

性是改善患者预后、提高患者生存率的关键。据既往文

献报道，钙通道拮抗剂等能够逆转肿瘤细胞耐药性，但

往往由于中毒剂量与逆转耐药性剂量太过接近，限制了

其临床应用[8-9]。

芹菜素是一种生物类黄酮化合物，随着对芹菜素应

用于抗癌领域的研究不断深入，有学者研究发现，芹菜

素对肿瘤细胞具有高度选择性，能够高选择性地诱导肿

瘤细胞凋亡，而不损伤正常细胞[5]；且芹菜素摄入体内后

对多种类型的肿瘤均能产生预防作用[10]。陈况况等[11]指

出，芹菜素能促进肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤细胞的增殖、

侵袭和转移，同时能够干扰肿瘤细胞的多种信号传导途

径等，对肝癌、肺癌、食管癌、乳腺癌、肺癌、肝癌等多种

肿瘤细胞具有一定的抑制作用。赵亚新等[12]通过体外

实验研究证实，芹菜素能够通过抑制MDR1基因转录和

P糖蛋白介导的药物外转运功能进而逆转人乳腺癌阿霉

素耐药细胞 MCF-7/ADR 的多药耐药性。但芹菜素在

NSCLC治疗中能否同样逆转肿瘤细胞的耐药性及其具

体机制仍无确切定论。近年来，临床上已有研究证实了

RAD51基因与 NSCLC 的顺铂耐药性存在密切关联 [13]。

有研究指出，抑制范可尼贫血（FA）通路DNA的交联损

伤修复功能，能够改善肺癌细胞耐药、增强顺铂的细胞

毒性及其介导的促细胞凋亡作用，而RAD51是FA通路

中重要的下游基因，敲除RAD51 C等位基因后可增加人

肺癌细胞Calu-1对顺铂的敏感性[14]。因此，本研究基于

芹菜素对 RAD51基因表达的调控途径，以人肺癌细胞

A549及其顺铂耐药细胞A549/DDP为对象，通过体内外

研究探讨芹菜素对NSCLC肿瘤细胞化疗药物敏感性的

影响及其机制。

本研究结果显示，与对照组比较，在药物作用 48、

72 h后，顺铂组和芹菜素低、高剂量组A549/DDP细胞增

长数均显著降低，而作用 24 h 时各组间细胞增长数比

较，差异均无统计学意义，这表明芹菜素对A549/DDP细

胞增殖有显著抑制作用，且这一作用有随芹菜素浓度升

高和作用时间延长而增强的趋势。细胞凋亡试验结果

显示，与顺铂比较，10、20 μmol/L芹菜素作用后能够更

显著地促进A549/DDP细胞的凋亡。在此基础上，为排

除芹菜素的细胞毒作用的影响，本研究选用 10 μmol/L

芹菜素联合处理 24 h，考察A549/DDP细胞对顺铂的敏

感性变化，结果芹菜素联用组的 IC50值较相应质量浓度

的顺铂单用组显著降低，表明联用芹菜素能使 A549/

DDP细胞对顺铂的敏感性显著升高；芹菜素具有逆转肿

瘤细胞耐药的作用，其逆转指数高达2.49。裸鼠抑瘤实

验结果也显示，芹菜素联用组裸鼠的移植瘤组织质量显

著低于顺铂单用组，其抑瘤率达到68.72％，显著高于顺

铂单用组的 33.82％，表明芹菜素能提高顺铂对 A549/
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DDP荷瘤裸鼠的抑瘤作用。体内外试验均提示芹菜素

可逆转A549/DDP 细胞的耐药性，增加肿瘤细胞/组织对

顺铂的敏感性。

肿瘤细胞耐药涉及多种因素，而铂类药物破坏肿瘤

细胞 DNA 双链结构后的 DNA 结构损伤修复是造成耐

药的重要原因，其中同源重组是DNA双链断裂修复的

重要机制之一[15]。而耐药相关基因表达和调控的异常

以及遗传机制、表观遗传机制调控的异常等与肿瘤化疗

耐药密切相关。RAD51基因可以经由同源重组来修复

双链断裂的生物遗传物质 DNA[16]。研究证实，RAD51

蛋白是DNA双链同源重组修复通路中的重要蛋白，其

在肺癌、宫颈癌、胰腺癌和膀胱癌等多种肿瘤组织中均

呈异常高表达，且与这些肿瘤的病理分期、分化程度、转

移及预后密切相关，是造成肿瘤细胞对铂类药物化疗和

放疗耐药的重要因素[17-18]。许多药物可以通过下调或抑

制RAD51的表达达到化疗或是放疗增敏的作用，例如奥

拉帕尼可以通过间接抑制RAD51介导的双链断裂修复

增加对结肠癌细胞的细胞毒性[19]，大黄素能够通过 26S

蛋白酶体降解作用促进吉非替尼诱导RAD51蛋白的不

稳定性来增加吉非替尼对肺癌细胞的杀伤作用[20]。本

研究检测了 A549 细胞和 A549/DDP 细胞中 RAD51

mRNA及其蛋白的表达水平以及芹菜素干预的影响，结

果显示，对照组A549/DDP细胞中RAD51 mRNA及其蛋

白的表达水平明显高于正常组A549细胞，提示RAD51

与NSCLC的化疗药耐药存在关联；而采用芹菜素处理

后，A549/DDP细胞中RAD51 mRNA及其蛋白表达水平

较顺铂组均显著降低，表明芹菜素可下调RAD51基因的

转录和蛋白表达。这提示，芹菜素可能通过下调

RAD51 mRNA及其蛋白表达，引起FA通路功能障碍，从

而抑制NSCLC肿瘤细胞的DNA修复，逆转耐药肿瘤细

胞对铂类药物的耐药性，进而诱导肿瘤细胞凋亡并抑制

其增殖，有望开发为新型的抗肿瘤药物和化疗增敏剂。

综上所述，芹菜素能够有效逆转人肺癌顺铂耐药细

胞A549/DDP的耐药性，其机制可能与下调RAD51基因

转录及其蛋白表达有关。
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乌头注射液对膝关节骨性关节炎模型兔体内COMP、p53蛋白、
BMP-2等因子的影响Δ

柳晓峰＊，安玉芳 #，崔立建（黑龙江省中医药科学院，哈尔滨 150036）
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摘 要 目的：考察乌头注射液对膝关节骨性关节炎（KOA）模型兔体内软骨寡聚基质蛋白（COMP）、抑癌基因p53编码蛋白（p53

蛋白）、骨形成蛋白2（BMP-2）等因子的影响，探讨该注射液治疗KOA的作用机制。方法：将24只兔随机分为空白组、模型组、玻

璃酸钠组、乌头注射液组，每组6只。除空白组兔不作任何处理外，分别在第1、4、7天时于模型组、玻璃酸钠组、乌头注射液组兔关

节腔注射2％木瓜蛋白酶溶液-0.03 mol/L L-半胱氨酸溶液以建立KOA模型；在造模成功后第1、4、7天时，分别于其关节腔注射生

理盐水、玻璃酸钠注射液、乌头注射液各0.1 mL/kg。上述4组兔分别在给药结束后抽取关节液，采用酶联免疫吸附法测定COMP

和p53蛋白含量；肉眼观察兔膝关节软骨形态；取膝关节软骨组织，采用苏木精-伊红法染色后于光镜下观察组织形态学改变并进

行Mankin评分；采用PV二步法制作膝关节软骨组织的免疫组化标本，检测BMP-2的相对表达量。结果：与空白组比较，模型组兔

膝关节软骨边缘破坏，软骨面有缺损；组织形态学观察结果显示，膝关节软骨组织结构明显不规则，软骨细胞可见明显扩大，有白

泡样改变，细胞间分布紊乱，且 Mankin 评分显著升高（P＜0.05）；膝关节液中 COMP、p53蛋白含量显著升高，膝关节软骨组织中

BMP-2相对表达量显著降低（P＜0.05）。与模型组比较，各给药组兔膝关节软骨的外观和组织形态学变化均有所改善，Mankin评

分显著降低（P＜0.05）；膝关节液中COMP、p53蛋白含量显著降低，膝关节组织中BMP-2相对表达量显著升高（P＜0.05），但乌头

注射液组与玻璃酸钠组比较差异无统计学意义（P＞0.05）。结论：乌头注射液具有改善KOA模型兔膝关节滑膜炎症、延缓关节软

骨退变、保护关节的作用；其机制可能与抑制COMP分泌、降低p53蛋白表达、促进BMP-2释放有关。

关键词 乌头注射液；膝关节骨性关节炎；软骨寡聚基质蛋白；p53蛋白；骨形态发生蛋白2；兔

Effects of Aconitum Injection on COMP，p53 Protein and BMP-2 in Knee Osteoarthritis Model Rabbits

LIU Xiaofeng，AN Yufang，CUI Lijian（Heilongjiang Academy of TCM，Harbin 150036，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the effects of Aconitum injection on cartilage oligomeric matrix protein（COMP），

encoded protein by tumor suppressor gene p53（p53 protein） and bone morphogenetic protein 2（BMP-2） in knee osteoarthritis

（KOA）model rabbit，so as to explore the mechanism of the injection in the treatment of KOA. METHODS：Totally 24 rabbits

were randomly divided into blank group，model group，Sodium hyaluronate group and Aconitum injection group，with 6 rabbits in

each group. KOA model was established by injecting 2％ papain-0.03 mol/L L-cysteine solution into the articular cavity of rabbits in

model group，sodium hyaluronate group and Aconitum injection group at the 1st，4th and 7th day，respectively，except the blank

group. At the 1st，4th and 7th day after modeling succeeded，0.1 mL/kg of normal saline，Sodium hyaluronate injection and

Aconitum injection were injected into the articular cavity of rabbits，respectively. The cartilage tissue of knee joint was taken from

above 4 groups，and the contents of COMP and p53 protein were detected by ELISA. The cartilage morphology of rabbit knee joint

was observed by naked eye. The cartilage of the knee joint was collected and stained by HE staining，and then the histomorphology

changes were observed by light microscope；Mankin scoring was conducted. The two-step method of PV was used to make the

immunohistochemical specimens of knee joint cartilage，and the relative expression of BMP-2 was detected. RESULTS：Compared

with blank group，the edge of cartilage was damaged and the cartilage surface was damaged in the model group. The results of

histomorphology observation showed that the joint tissue structure was obviously irregular，the distribution of chondrocytes was

disordered with morphological changes，and the Mankin score was significantly increased（P＜0.05）；the contents of COMP and
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