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肺癌已经成为全世界最常见的恶性肿瘤，在恶性肿瘤相

关死亡原因中占第一位 [1]。目前，肺癌的治疗以综合治疗为

主，化学治疗在肺癌治疗中占有重要地位。顺铂（DDP）是一

种常见的化疗药物，可使DNA发生交联，从而抑制癌细胞的

DNA复制和转录，使肿瘤细胞停止生长、发生凋亡。DDP作为

肺癌的一线治疗药物，长期应用可引起肿瘤细胞对其产生耐

药性，因此寻找肺癌细胞DDP逆转剂非常必要[2]。

荜茇酰胺属于生物碱酰胺类化合物，来源于胡椒科植物

荜拨的根，也存在于长柄胡椒和瘤突胡椒等的根中[3-4]。研究

发现，荜茇酰胺可显著抑制乳腺癌[5]、前列腺癌[6]、白血病细胞[7]

等多种实体瘤和血液系统肿瘤的生长，诱导肿瘤细胞凋亡，并

能影响肿瘤细胞的细胞周期进程，但荜茇酰胺逆转DDP耐受

肺癌细胞的作用尚未得到充分研究。为此，笔者研究了荜茇

酰胺在逆转人肺癌细胞对DDP耐药方面的作用。
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摘 要 目的：研究荜茇酰胺对人肺癌A549/顺铂（DDP）细胞耐药性的逆转作用。方法：A549/DDP细胞经0、20、30 μmol/L荜茇

酰胺作用48 h后，用MTS法检测肿瘤细胞抑制率；流式细胞术检测肿瘤细胞凋亡、细胞周期、P-糖蛋白（P-gp）表达和肿瘤细胞内罗

丹明Rht123含量的变化；Western blotting法检测多药耐药基因（MDR）1、多药耐药相关蛋白（MRP）1、DNA拓扑异构酶（Top）Ⅱ、

谷胱甘肽S-转移酶（GST）-π、凋亡抑制蛋白Survivin、周期蛋白依赖性蛋白激酶（CDK）1和蛋白激酶（PK）Cζ蛋白表达；实时荧光聚

合酶链反应（RT-PCR）法检测MDR1、MRP1、Top-II、GST-π、Survivin和CDK1 mRNA表达；酶标仪检测含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白

水解酶（Caspase）-3、8活性。结果：A549/DDP细胞经0、20、30 μmol/L荜茇酰胺作用48 h后，DDP对肿瘤细胞增殖的抑制率明显升

高；与 0 μmol/L 比较，20、30 μmol/L 荜茇酰胺作用 48 h 后，DDP 导致的细胞凋亡率和 G2期/M 期明显升高，P-gp 表达明显减弱，

Rh-123浓度明显增加，MDR1、MRP1、Top-II、GST-π、Survivin、CDK1和 PKCζ蛋白表达明显减弱，MDR1 、MRP1、Top-Ⅱ、GST-π、

Survivin 、CDK mRNA表达明显减弱，Caspase-3、8的活性明显增强。结论：荜茇酰胺可逆转人肺癌A549/DDP细胞DDP耐药性，

可能与其调节多药耐药相关基因表达有关。
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Reversal Effects of Piperlongumine on Drug Resistance of Human Lung Caner A549/DDP Cell to Cisplatin
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the reversal effects of piperlongumine（PL）on drug resistance of human lung cancer A549/

DDP cell to cisplatin. METHODS：After treated with different concentrations of PL for 48 h，the inhibition rate of A549/DDP cell

was determined by MTS assay. Cell apoptosis，cell cycle，P-gp expression and the content of Rh-123 were determined by flow cy-

tometry. The protein expressions of MDR1，MRP1，Top-II，GST-π，Survivin，CDK1 and PKCζ were detected by Western blotting

assay. The mRNA expressions of MDR1，MRP1，Top-II，GST-π，Survivin and CDK1 were detected by RT-PCR. The activities of

Caspase-3 and Caspase-8 containing aminothiopropionic acid were detected by ELIASA. RESULTS：After treated with PL（0，20，

30 μmol/L）for 48 h，inhibition rate of cisplatin to A549/DDP cell was increased significantly. Compared with 0 μmol/L PL，20，

30 μmol/L PL could improve the rate of cisplatin-induced cell apoptosis and G2/M，the content of Rh-123 and the activities of Cas-

pase-3 and Caspase-8 significantly，while decreased the expression of P-gp，the protein expression of MDR1，MRP1，Top-II，

GST-π，Survivin，CDK1 and PKCζ，mRNA expression of MDR1，MRP1，Top-Ⅱ，GST-π，Survivin and CDK1. CONCLU-

SIONS：PL can reverse drug resistance of human lung cancer A549/DDP cell to cisplatin，which may be associated with the regula-

tion of drug resistance-related gene expression.
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1.2 药品与试剂

荜茇酰胺、抗β-actin一抗（美国Sigma 公司）；DDP（山东齐

鲁制药有限公司，批号：20130304，规格：10 mg/瓶）；RMPI

1640培养基、胎牛血清（美国 Invitrogen公司）；MTS试剂（美国

Promega公司）；细胞周期和凋亡检测试剂盒、一抗谷胱甘肽S-

转移酶（GST）-π（美国BD 公司）；实时荧光定量PCR试剂盒和

反转录试剂盒（上海Takara公司）；一抗多药耐药基因（MDR）

1、多药耐药相关蛋白（MRP）1、凋亡抑制蛋白（Survivin）、周期

蛋白依赖性蛋白激酶（CDK）1、蛋白解酶（PK）Cζ和抗鼠、抗兔

二抗（美国 Santa Cruz 公司）；一抗拓普异物酶（Top）Ⅱ（美国

Antibodies 公司）；增强型化学发光（ECL）试剂盒（美国 Milli-

pore公司）；含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶（Caspase）3、8

试剂盒、结晶紫溶液、青霉素溶液、链霉素溶液（杭州碧云天生

物技术研究所）；其余试剂均为分析纯。

1.3 癌细胞

人肺癌细胞系A549和A549/DDP 购自中国科学院上海生

命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所。

2 方法
2.1 细胞培养

将人肺腺癌细胞A549和A549/DDP置于RMPI 1640培养

基中，在含100 u/ml青霉素、100 mg/L链霉素和10％胎牛血清

的培养液下，于37 ℃、5％CO2下培养。待细胞长满后，常规更

换培养液，用 0.25％胰酶消化，以 1 ∶ 2 的比例传代。所有实验

均选用处于对数生长期的细胞。

2.2 药物处理及分组

DDP 用灭菌生理盐水制备成高质量浓度（1 g/L）的贮备

液，使用前用培养液稀释至所需质量浓度。荜茇酰胺溶于二

甲基亚砜（DMSO），贮备液浓度为 20.0 mmol/L。取对数生长

期的A549/DDP细胞，用0.25％的胰酶消化，制成1×105 ml－1的

单细胞悬液，按 100 μl /孔分别接种于 96孔板中，置于 37 ℃、

5％CO2条件的培养箱中培养过夜，显微镜下观察细胞贴壁后

用微量移液器吸弃旧培养基，细胞用不同浓度的荜茇酰胺（0、

20、30 μmol/L）分别处理 48 h，作为实验组；对照组加入 0.1％

二甲基亚砜（DMSO）。每组设置5个复孔。

2.3 MTS 法检测荜茇酰胺对A549/DDP 细胞耐药性的逆转

作用

取对数生长期的A549/DDP细胞，经不同质量浓度的荜茇

酰胺（0、20、30 μmol/L）处理 48 h后，吸弃培养基，按照试剂盒

说明书加入MTS试剂，用全自动酶联免疫仪在490 nm波长处

测定每孔的吸光度（A），取5个平行孔的平均值。阴性组为加

细胞不加药，空白组为不加细胞不加药。细胞抑制率＝[1－

（实验组A－空白组A）/（阴性组A－空白组A）×100％。以上实

验重复3次。

2.4 流式细胞仪检测A549/DDP细胞周期和细胞凋亡

取对数生长期的A549/DDP细胞，调整细胞密度接种于 6

cm培养皿上，用不同浓度荜茇酰胺（0、20、30 μmol/L）处理48 h

后，用 0.25％的胰酶消化，以离心半径为 10.8 cm、2 000 r/min

离心 5 min，收集细胞，PBS 洗 2次；以离心半径为 10.8 cm、

2 000 r/min离心 5 min，收集细胞，用 500 μl 70％乙醇固定，于

4 ℃下过夜。第2天，将乙醇固定的细胞于4 ℃下，以离心半径

为 10.8 cm、2 000 r/min 离心 5 min，弃上层乙醇溶液，收集细

胞。冷PBS洗细胞2次，每管加50 g/L的PI溶液500 μl 重悬细

胞沉淀，室温避光静置30 min染色，用流式细胞仪检测细胞周

期分布。

2.5 流式细胞仪检测A549/DDP 细胞P-糖蛋白（P-gp）表达和

罗丹明（Rh）123浓度

取对数生长期的A549/DDP 细胞，加入不同浓度荜茇酰胺

（0、20、30 μmol/L）孵育 48 h后，用 0.25％的胰酶消化，以离心

半径为10.8 cm、2 000 r/min离心5 min，收集细胞，用70％乙醇

4 ℃固定 l h，PBS洗2次，加入适量的P-gp单抗约50 μl，于4 ℃

下过夜。以离心半径为 10.8 cm、2 000 r/min离心 5 min，收集

细胞，用 PBS 洗 2次，加入荧光素标记的羊抗鼠免疫球蛋白

（Ig）G二抗于4 ℃下放置1 h后用PBS洗2次，然后用0.5 ml的

PBS重悬，用流式细胞仪检测P-gp蛋白表达量。

取对数生长期的A549/DDP细胞，加入不同浓度荜茇酰胺

溶液（0、20、30 μmol/L）孵育48 h后，加入10 μmol/L Rh-123 染

液，培养 1 h 后收集细胞，调整细胞密度至 106 ml－1，用流式细

胞仪检测细胞中 Rh-123的荧光强度（488 nm 激发光，560 nm

发射光），即Rh-123的浓度。

2.6 Western blot 法检测A549/DDP细胞蛋白表达

取对数生长期的A549/DDP 细胞，加入不同浓度荜茇酰胺

溶液（0、20、30 μmol/L）48 h 后，收集细胞裂解物提取蛋白。

BCA 法测定细胞裂解物的蛋白含量，取等量蛋白质以 12％

SDS-PAGE 法分离，并转移至 PVDF 膜上，加单克隆抗体于

4 ℃下过夜孵育，以检测目标蛋白。洗去一抗，以HRP 连接的

二抗于室温孵育 2 h，洗涤后以 ECL 试剂盒显示免疫印迹条

带，以β-actin作内参。

2.7 RT-PCR 检测A549/DDP细胞中mRNA表达水平

取对数生长期的A549/DDP 细胞，加入不同浓度荜茇酰胺

溶液（0、20、30 μmol/L）孵育 48 h 后，用 TRIzol 试剂提取细胞

RNA，紫外分光光度仪测定其浓度。取总 RNA 2 μg，按 M-

MLV逆转录试剂盒操作说明合成 cDNA。以GAPDH作内参，

用 ABI 7500荧光定量 PCR 仪上 SYBR Green I 染料检测各基

因的表达情况。反应程序：94 ℃预变性 3 min；95 ℃变性 5 s，

退火温度 30 ℃，72 ℃95 s，72 ℃延伸 5 min，共 35个循环。采

用实时定量法分析各样品的基因表达差异。各基因引物序列

见表1。

表1 基因引物序列及退火温度

Tab 1 Primer sequence and annealing temperature

基因名称
MDR1

MRP1

Top-II

GST-π

Survivin

CDK1

GAPDH

引物序列
F：5′-AAAAAGATCAACTCGTACCACTC-3′
R：5′-GCACAAAATACACCAACAA-3′
F：5′-TTACTCATTCAGCTCGTCTTGTC-3′
R：5′-CAGGGATTAGGGTCGTGGAT-3′
F：5′-GGCTCGATTGTTATTTCCAC-3′
R：5′- GGTTGTAGAATTAAGAATAGG-3′
F：5′- TGGGCATCTGAAGCCTTTTG-3′
R：5′- GATCTGGTCACCCACGATGAA-3′
F：5′- GCATGGGTGCCCCGACGTTG-3′
R：5′- GCTCCGGCCAGAGGCCTCAA-3′
F：5′- GGATGTGCTTATGCAGGATTCC-3′
R：5′- ATGTACTGACCAGGAGGGATAG-3′
F：5′-GGAGCGAGATCCCTCCAAAAT-3′
R：5′-GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG-3′

退火温度，℃
65

60

55

60

60

60

60

2.8 酶标仪检测Caspase-3、8活性的表达

取对数生长期的A549/DDP 细胞，加入不同浓度荜茇酰胺
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溶液（0、20、30 μmol/L）孵育 48 h后，参考Caspase-3、8活性检

测试剂盒说明书进行操作，用酶标仪测定OD405的吸光度，以此

来表示Caspase-3、8的相对活性。

2.9 统计学方法

采用 SPSS17.0软件处理分析实验数据。数据以x±s 表

示，多组间单因素比较先用单因素分析其正态分布，后以LSD

法进行统计。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 荜茇酰胺对A549/DDP细胞DPP敏感性的影响

A549/DDP 细胞经荜茇酰胺作用48 h 后，细胞抑制率呈现

剂量依赖性，20 μmol/L荜茇酰胺抑制率为4.1％，30 μmol/L 荜

茇酰胺抑制率为7.9％，分别为无毒浓度（细胞抑制率＜5％）和

低毒浓度（细胞抑制率＜10％），故采用上述两种浓度进行实

验。A549/DDP细胞经0、20、30 μmol/L荜茇酰胺处理48 h后，

DDP对细胞增殖的抑制率明显上升。荜茇酰胺对A549/DDP

细胞DDP敏感性的影响见图1。

3.2 荜茇酰胺对A549/DDP细胞周期和细胞凋亡的影响

与0 μmol/L（5.6％）比较，20、30 μmol/L荜茇酰胺处理48 h

后，G2/M 期明显升高（分别为 15.4％、24.1％）；与 0 μmol/L

（7.2％）比较，20、30 μmol/L荜茇酰胺处理 48 h后，A549/DDP

细胞的凋亡率明显增加（分别为18.6％、27.5％）。荜茇酰胺对

A549/DDP细胞周期和细胞凋亡的影响分别见图2、图3。

3.3 荜茇酰胺对A549/DDP细胞内P-gp含量和Rh-123 浓度

的影响

与0 μmol/L比较，A549/DDP 细胞经20、30 μmol/L荜茇酰

胺分别作用48 h后，P-gp的荧光强度明显减弱，分别为67.3％、

31.5％；同时，A549/DDP细胞吸收荧光染料Rh-123 的能力却

明显提高，分别提高到1.6倍和2.2倍。

3.4 荜茇酰胺对A549/DDP细胞内耐药基因蛋白表达的影响

与 0 μmol/L 比较，20、30 μmol/L 荜茇酰胺可明显减弱

MDR1、MRP1、Top-Ⅱ、GST-π、Survivin、CDK1、PKCζ蛋白的表

达，且 MDR1 mRNA 表达分别降低到 61.2％和 18.5％，MRP1

mRNA表达分别降低到72.4％和46.8％，Top-Ⅱ mRNA表达分

别降低到 52.7％和 21.7％，GST-π mRNA 表达分别降低到

68.5％和 35.4％，Survivin mRNA 表达分别降低到 32.6％和

15.5％，CDK1 mRNA表达分别降低到 43.6％和 27.6％。荜茇

酰胺对A549/DDP细胞耐药蛋白表达的影响见图4。

3.5 荜茇酰胺对A549/DDP细胞Caspase-3、8活性的影响

与 0 μmol/L 比较，20、30 μmol/L 荜茇酰胺可明显增强

Caspase-3、8的活性，其中 Caspase-3活性分别增强到 1.8倍和

2.5倍，Caspase-8活性分别增强到1.5倍和2.1倍。

4 讨论
肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，其发病率、死亡率近年来

均呈明显上升趋势，因此积极寻找高效低毒、作用靶点广、逆

转作用显著的肿瘤多药耐药逆转剂成为当前研究的热点。荜

茇酰胺是一种来源于植物的生物碱/酰胺类化合物，具有抗肿

瘤作用。本研究以荜茇酰胺作为DDP耐药的逆转剂，显示出

其能够协同 DDP 明显抑制 A549/DDP 细胞增殖，逆转 A549/

DDP细胞耐药性，提高肺癌细胞对化疗药物的敏感性。

A549
A549/DDP+0 μmol/L荜芨酰胺
A549/DDP+20 μmol/L荜芨酰胺
A549/DDP+30 μmol/L荜芨酰胺
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图1 荜茇酰胺对A549/DDP细胞DDP敏感性的影响
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图3 荜茇酰胺对A549/DDP细胞凋亡的影响
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肿瘤细胞对化疗药物产生耐受性的机制有很多，如过度

表达MDR1、MRP等多药耐药蛋白，增加药物的外排、降低药

物在细胞内蓄积和在药靶部位的有效浓度等。MDRl基因和

MRP基因都能在细胞膜上过度表达它们的产物，如P-gp等跨

膜糖蛋白，加强细胞的药泵作用[8-12]。本研究发现，荜茇酰胺可

增加 A549/DDP 细胞对 DDP 的敏感性，且细胞对荧光染料

Rh-123的吸收明显提高。Rh-123是 MDR1底物，细胞内 Rh-

123的浓度增加可间接说明肿瘤细胞对化疗药物的外排作用

降低。进一步的 Western blotting 和 RT-PCR 检测结果显示，

MDR1、MRP 和 P-gp 的蛋白和 mRNA 表达水平均下降，与

Rh-123的研究结果一致。

近来研究发现，P-gp 还具有凋亡抑制作用，其通过抑制

Caspase-3、8导致MDR细胞产生凋亡抗性[13-14]。本研究结果发

现，荜茇酰胺可增加A549/DDP细胞中Caspase-3、8的活性，表

明荜茇酰胺可增强Caspase依赖性凋亡而发挥作用。

Top-Ⅱ是一种催化 DNA 断裂和重新连接 DNA 链的酶。

肿瘤细胞耐药与细胞核内的Top-Ⅱ活性降低有关[15]。有研究

报道，GST-π也参与介导肿瘤多药耐药机制，且GST-π在化疗前

表达高者对化疗的敏感性差。Survivin是凋亡抑制蛋白家族

的成员，具有肿瘤特异性，只表达于肿瘤和胚胎组织中，其可

抑制肿瘤细胞的凋亡，在人类多种癌组织中表达上调[16]。本研

究结果显示，荜茇酰胺可抑制A549/DDP细胞中Top-Ⅱ、GST-π

及Survivin的表达。

综上所述，荜茇酰胺逆转 A549/DDP 的 DDP 耐药性可能

与增加肿瘤细胞药物蓄积、诱导Caspase依赖性凋亡有关，其

耐药机制可能涉及 MDRl 和 MRP 等耐药基因的抑制，以及

Top-Ⅱ介导的DNA修复能力增强、GST-π介导的细胞解毒功能

加强和Caspase依赖性细胞凋亡机制。
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图4 荜茇酰胺对A549/DDP细胞耐药蛋白表达的影响

Fig 4 Effects of PL on protein expression of drug resis-

tance-related gene in A549/DDP cell
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