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摘 要 目的：研究利巴韦林对人肺腺癌细胞 A549、人乳腺癌细胞 Hela 迁移和凋亡的影响。方法：以 A549、Hela 细胞为模型细

胞，分别分为对照组和利巴韦林低、中、高剂量（20、40、80 μmol/ml）组，作用24 h后检测各组细胞的存活率、迁移能力、凋亡情况、

酸性膜泡积累情况、自噬标志蛋白LC3（以LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ为指标）的表达情况。结果：与对照组比较，利巴韦林能降低A549、Hela
细胞的存活率（中、高剂量组差异均有统计学意义，P＜0.05或P＜0.01）和迁移能力，增加A549、Hela细胞的凋亡率（低、中、高剂量

差异均有统计学意义，P＜0.05或P＜0.01）、酸性膜泡积累数量与剂量呈反相关，LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值（中、高剂量差异均有统计学

意义，P＜0.01），作用与剂量呈正相关。结论：利巴韦林可能通过诱导细胞自噬降低A549、Hela细胞的迁移并诱导其凋亡。

关键词 利巴韦林；人肺腺癌细胞A549；人乳腺癌细胞Hela；迁移；凋亡

Effects of Ribavirin on the Migration and Apoptosis of Human Lung Adenocarcinoma A549 Cells and Hu-
man Breast Cancer Hela Cells
ZHENG Lai-shuang1，LI Shuai2，MA Yu-lian1（1.Henan Medicine Procurement Service Center，Zhengzhou 450003，
China；2.Henan Cancer Hospital，Zhengzhou 450008，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of ribavirin on the migration and apoptosis of human lung adenocarcinoma A549

cells and breast cancer Hela cells. METHODS：A549 cells and Hela cells were taken as model cells and divided into control group，
ribavirin low-dose，medium-dose and high-dose groups（20，40，80 μmol/ml）. The survival rate，migration ability，cell apoptosis，
the accumulation of acid membranous vesicles，the expression of cell autophagy marker LC3（LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ）were determined 24

h later. RESULTS：Compared with control group，ribavirin could decrease the survival rate（there was statistical significance of me-
dium-dose and high-dose groups，P＜0.05 or P＜0.01）and migration ability of 549 cells and Hela cells；also could increase the
apoptosis rate of them（there was statistical significance of low-dose，medium-dose and high-dose groups，P＜0.05 or P＜0.01），

the number of acid membranous vesicles and LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ（there was statistical significance of medium-dose and high-dose，P＜
0.01）；the effects were positively associated with dosage. CONCLUSIONS：Ribavirin can reduce the migration and induce apopto-
sis of A549 and Hela cells by inducing cell autophagy.
KEYWORDS Ribavirin；Human lung adenocarcinoma A549 cells；Human breast cancer Hela cells；Migration；Apoptosis

参数与TP5本身可能有所差别，但这并不影响对微球体内释药
动力学的比较研究与评价。

本文研究取得的结果不仅突破了TP5长效微球体内分析
的限制，对于其他有类似代谢特点的蛋白多肽类药物的新型
制剂药动学研究，同样也具有参考价值和借鉴意义。
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近年来肿瘤的发病率逐年升高并成为导致患者死亡的主

要原因之一。有研究显示，肿瘤的发生、发展，与细胞凋亡和

增殖之间的失衡、细胞迁移具有极为密切的关系 [1]。与此同

时，细胞自噬参与了细胞凋亡、增殖、迁移等调控[2]，靶向自噬

研究肿瘤的治疗已成为当今热点[3]。利巴韦林是一种广谱抗

病毒合成药，通过抑制肌苷单磷酸脱氢酶，使鸟嘌呤核苷酸不

能合成，从而阻止病毒核酸的合成[4]。已有文献报道，利巴韦

林具有抗肿瘤作用，且其衍生物具有降低人肺腺癌细胞A549、

人乳腺癌细胞 Hela 存活率的作用 [5]，但是利巴韦林对 A549、

Hela细胞的作用机制则少见报道。本文旨在初步探究利巴韦

林对A549、Hela细胞凋亡和迁移的影响。

1 材料
1.1 仪器

荧光显微镜（日本Nikon公司）；Thermo3131型CO2培养箱、

Thermo3001型多功能酶标仪（美国Thermo公司）；TGL16M型

离心机（湖南凯达公司）；MIC0266型倒置显微镜（德国Zeiss公

司）；FACS Aria Ⅲ型流式细胞仪（美国BD公司）。

1.2 药品与试剂

利巴韦林原料药（批号：R9644-10，纯度：98％）、二甲基亚

砜（DMSO）、磺酰罗丹明B（SRB）、Hoechst 33258和吖啶橙（美

国Sigma公司）；RIPA裂解液（碧云天生物技术研究所）；微管

相关蛋白轻链 3（LC3）抗体（美国Cell Signaling Technology公

司）；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体和辣根过氧化物酶

（HRP）标记的二抗（美国 Santa Cruz 公司）；增强化学发光

（ECL）试剂盒（加拿大Fermentas公司）；聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜和超敏化学发光底物（美国Millipore公司）；1640完全培养

基和达尔伯克必需基本培养基（DMEM高糖培养基）（美国 In-

vitrogen公司）；胎牛血清（美国Hyclone公司）。

1.3 细胞

A549细胞、Hela细胞（中国科学院上海细胞库）。

2 方法
2.1 细胞培养

A549细胞在 1640完全培养基中常规培养，Hela 细胞在

DMEM高糖培养基中常规培养，培养基中均含有 10％胎牛血

清，培养条件均为饱和湿度下37 ℃和5％CO2。

2.2 分组与给药

将 A549、Hela 细胞分别分为 4组，即对照组和利巴韦林

低、中、高剂量（20、40、80 μmol/ml）组，每组4个复孔。对照组

细胞中加入含有2‰的DMSO培养液；利巴韦林低、中、高剂量

组细胞中分别加入含有质量浓度为20、40、80 μmol/ml的利巴

韦林培养液，其中利巴韦林各剂量组即为实验组。

2.3 SRB法检测细胞的存活率

将A549、Hela细胞分别种植到 96孔板中，细胞密度为每

孔 3×104个，分组与给药同“2.2”项，以细胞培养液（不含细胞）

为空白对照；加药处理 24 h 后，弃去旧培养液，每孔加入 100

µl 10％的三氯乙酸（TCA），4 ℃下固定1 h；去离子水轻轻冲洗

5次，室温下自然晾干；每孔加入 50 µl 0.4％的SRB，室温染色

5 min（平板震荡）；弃染液，1％的乙酸洗5次，风干；每孔加100

µl 10 mmol/L三羟甲基氨基甲烷（Tris）液，在平板震荡器上震

荡5 min。以空白对照调零，用酶标仪于540 nm 波长下检测各

组细胞的光密度（OD）值。按公式计算细胞存活率，细胞存活

率＝（实验组OD值/对照组OD值）×100％，对照组存活率设置

为100％。

2.4 划痕试验检测细胞的迁移能力

将A549、Hela细胞分别种植到 24孔板中，细胞密度为每

孔3×105个，行划痕试验，即用20 µl枪头在每个孔中划互相垂

直的2条直线，枪头要垂直，不能倾斜。用PBS洗细胞3次，冲

洗掉划下的细胞，分组与给药同“2.2”项，作用24 h后用倒置显

微镜拍照，观察各组细胞的迁移能力。

2.5 Hoechst 33258染色检测细胞的凋亡情况

将A549、Hela细胞分别种植到 24孔板中，细胞密度为每

孔 3×105个，分组与给药同“2.2”项，作用 24 h 后用 Hoechst

33258对各组细胞进行活细胞染色；即弃细胞培养液，用磷酸

盐缓冲液（PBS）冲洗细胞 1次，每孔加入 Hoechst 33258染液

0.5 ml（10 μg/ml），包上铝箔放入CO2培养箱中孵育15 min；弃

染液，再用PBS冲洗细胞2次。在荧光显微镜下观察、拍照，紫

外光激发，发射光为蓝色，以Hoechst 33258染色显示细胞核片

段化的细胞为凋亡细胞[6]，计算凋亡率（凋亡率＝凋亡细胞/细

胞总数）。

2.6 吖啶橙染色检测细胞中酸性膜泡积累情况

将A549、Hela细胞分别种植到 24孔板中，细胞密度为每

孔3×105个，分组与给药同“2.2”项，作用24 h后吸弃各孔中培养

液，PBS冲洗细胞2次，每孔中加入3滴吖啶橙染液（0.1 mg/ml），

染色1 min；再用PBS洗细胞2次；吸干PBS，再加入2滴新PBS

（保持孔底湿润），用倒置荧光显微镜观察，用蓝色荧光激发，绿

色为细胞核，红色即为酸性膜泡，拍照记录。吖啶橙染色显示的

酸性膜泡积累情况是检测细胞自噬水平的重要指标积累数量减

少，自噬水平增加[7]。

2.7 蛋白质印迹（Western blot）法检测细胞中LC3的蛋白水平

将A549、Hela细胞分别种植到10 cm培养皿中，分组与给

药同“2.2”项，作用24 h后，利用RIPA裂解液收集全蛋白，20 µl

上样量进行电泳，按常规转膜；封闭后加LC3抗体（1 ∶ 2 000），

4 ℃过夜，PBS漂洗 3次加HRP标记的二抗（1 ∶ 5 000），室温 1

h，ECL显色，拍照。以GAPDH抗体为参照，以膜型LC3（LC3-

Ⅱ）与胞浆型LC3（LC3-Ⅰ）的比值为指标评价LC3蛋白水平，

该比值与自噬水平呈正相关[8]。

2.8 统计学方法

所有数据均采用SPSS Statistics Base 20软件进行处理，至

少取 3次独立试验的结果，进行 One-way ANOVA 检验、t 检

验。结果以平均值±标准差的形式表示，以α＝0.05为检验水

准，P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞存活率

与对照组比较，利巴韦林中、高剂量组A549、Hela细胞的

存活率均降低，差异具有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01），利

巴韦林低剂量组A549、Hela细胞的存活率降低，但差异无统计

学意义，由此表明此作用具有浓度依赖性，结果见图1。

3.2 细胞迁移能力

与对照组比较，利巴韦林低、中、高剂量组A549、Hela细胞

的迁移能力均降低，且具有浓度依赖性，结果见图2。

3.3 细胞凋亡情况

与对照组比较，利巴韦林低、中、高剂量组A549、Hela细胞

的凋亡率均明显增加，差异具有统计学意义（P＜0.05或 P＜

0.01），由此表明此作用具有浓度依赖性，结果见图3。
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3.4 细胞中酸性膜泡积累情况

与对照组比较，利巴韦林低、中、高剂量组A549、Hela细胞

中酸性膜泡累积数据均明显减少，提示自噬水平增加，且具有

浓度依赖性，结果见图4。

3.5 LC3蛋白表达情况

与对照组比较，利巴韦林低、中、高剂量组A549和利巴韦

林中、高剂量组Hela细胞的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值均增加，差异

具有统计学意义（P＜0.05或 P＜0.01）；利巴韦林低剂量组

Hela 细胞的 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值也增加，但差异无统计学意

义，由此表明此作用具有浓度依赖性，结果见图5。

4 讨论
研究显示，自噬是广泛存在于真核细胞中的基本生命现

象，是细胞自我更新、自我修复的过程，是程序性细胞死亡的

一种形式，所以自噬在决定细胞增殖或凋亡方面发挥着不可

估量的价值[9]。已有研究表明，自噬在肿瘤细胞的生理调控方

面占据着重要地位，在肿瘤发展的各个阶段发挥着复杂的作

用，甚至关系到肿瘤细胞的存亡[10]；至今，诸多临床与实验室数

据均验证了自噬与肿瘤间具有一定关联性[11-12]。

近年来，由于受环境变化、人们生活习惯改变等因素影

响，恶性肿瘤成为严重威胁人类健康的疾病之一，然而人们对

于肿瘤细胞自噬的分子机制仍然了解甚少，因此也不同程度

图1 各组细胞的存活率比较
a. A549细胞；b. Hela细胞

与对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 1 Comparison of survival rate of cells in each group
a. A549 cells；b. Hela cells

vs. control group：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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图2 各组细胞迁移的显微镜图
a. A549细胞；b. Hela细胞

Fig 2 Microgram of cell migration in each group
a. A549 cells；b. Hela cells
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图3 各组细胞凋亡率比较
A.显微镜图；B.柱状图

与对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 3 Comparison of cell apoptosis rate in each group
A. microgram；B. histogram

vs. control group：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01
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图4 各组细胞中酸性膜泡积累的显微镜图
A.对照组；B.利巴韦林低剂量组；C.利巴韦林中剂量组；D.利巴韦林高

剂量组

Fig 4 Microgram of acid membranous vesicles in each

group cells
A. control group；B. ribavirin low-dose group；C. ribavirin medium-

dose group；D. ribavirin high-dose group
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Hela细胞：

A B C D

A B C D
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地影响了抗肿瘤药的研究与开发进展。目前，随着对肿瘤发

生机制以及相关药物的深入研究，结果显示该类药物可直接

（或间接）启动自噬造成细胞死亡或是通过溶酶体酶活化释放

凋亡因子诱导细胞凋亡、乃至发生细胞坏死等。此过程中，肿

瘤细胞对抗肿瘤药的反应表现出自噬活性过强、甚至自噬性

细胞死亡等[13]。因此，笔者认为应积极筛选具备自噬调控功能

的药物，从而以其为工具，探索阐明自噬机制，同时在此基础

上还可为肿瘤治疗提供理论依据和方法支持[14]。

由此，笔者选取人工合成的广谱抗病毒药——利巴韦林，

该药属于鸟苷酸生物合成抑制剂，通过细胞内磷酸化，其产物

类似肌苷和鸟苷，在进入机体后能抑制肌苷酸-5-磷酸脱氢酶，

进而阻断肌苷酸转变为鸟苷酸，可有效抑制病毒体核酸的合

成和多种DNA及RNA病毒的复制，因此是治疗病毒性感染疾

病的首选药物[15]。利巴韦林因其作用确切、价格较低，临床常

广泛用于婴、幼儿及成人的流行性气管炎、肠炎以及与干扰素

合并用于各型肝炎的治疗[16-18]；但是其在肿瘤治疗方面的作用

还知之甚少。通过本次观察与研究不同浓度利巴韦林对

A549、Hela 细胞的影响，发现利巴韦林可以有效降低 A549、

Hela细胞的存活率和迁移能力，此外还可诱导其发生凋亡，并

提高A549、Hela细胞自噬水平。由此，笔者认为利巴韦林可能

通过诱导A549、Hela细胞自噬，引起细胞凋亡，进而减低其存

活率和迁移能力。然而，利巴韦林调控A549、Hela细胞自噬的

具体机制仍需进一步深入研究。

综上所述，本研究初步探讨了利巴韦林在抗癌治疗中的

潜在价值，为利巴韦林的临床应用以及肿瘤细胞自噬的分子

机制研究提供了一个新的切入点，值得临床进一步研究。
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A549细胞： Hela细胞：

图5 各组细胞中LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ蛋白表达情况比较
A.电泳图；B.柱状图

与对照组比较：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Fig 5 Comparison of the protein expression of LC3-Ⅱ and

LC3-Ⅰ in each group cells
A. electrophoretogram；B. histogram

vs. control group：＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

··3106


