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A549 /DDP细胞的抗凋亡特性

与其pH;和 [Ca 2+ ];变化相关补
黄振华 黄有国‘，

(中国科学院生物物理所、生物大分子国家重点实验室，北京 100101)

摘要 以临床用药剂量(30 Funol/L)的顺铂处理敏感的人肺腺癌细胞A549和抗顺铂的A549/DDP细胞，在相
同条件下培养.对培养不同时间的两株细胞DNA琼脂糖凝胶电泳分析的结果表明，前者在培养12 h后即呈现

DNA梯子。而后者在培养48 h后却未见凋亡特征.用流式细胞计检测其凋亡峰也获得相似的结果 当测定与凋

亡相关的生物化学和生物物理变化时发现对顺铂敏感的A549细胞的线粒体膜电势显著降低，胞内更加酸化且胞

内钙离子浓度升高;而抗顺铂药物的A549/DDP细胞的线粒体膜电势和州值却维持在相对较高的水平，而其胞

内钙离子浓度随培养时间的延长下降.这些结果表明，抗顺铂的人肺腺癌A549/)DP 细胞的抗凋亡特性与其胞

内的相对碱化和较高的线粒体膜电势，以及胞内钙离子浓度的降低相关.这些特性可能参与了A549/DDP的顺

铂耐药性的调节

关健词 肺腺癌A549细胞，细胞凋亡，PK' [C."〕，线粒体膜电势
学科分类号 Q279

    在肿瘤的化疗开始阶段，肿瘤细胞比正常细胞
对抗癌药物的反应敏感许多倍川，然而在长期的
化疗过程中，肿瘤细胞却变得比正常细胞对所用化

疗药物以及其他结构乃至作用机制不同的抗肿瘤药

物更不敏感，即产生多药耐药 (multidmg resistance,
64DR)[21，它已成为化疗成功的主要障碍[[31最近
十几年MDR的研究重点集中于药物泵P-gp或
MRP.但基于P-8p和MRP的研究成果付诸临床实
践并不能达到完满的预期效果.目前，一些研究提

示细胞凋亡的减少可能是肿瘤细胞恶性发展的原因

之一[’]，为人们提供了思考多药耐药现象的新线
索.一定剂量范围的抗癌药物可诱导敏感的肿瘤细

胞的凋亡发生151，  MDR细胞的抗凋亡特性可能与
其能抑制胞内细胞凋亡的途径有关.

    对肿瘤细胞的顺铂耐药性的生化特征变化研究

还表明，在顺铂药物长期作用下，Bcl-2, Bel-及的

表达水平增加[[61，                               DNA的修复能力增强[[7l，这说明
受基因调控的细胞凋亡事件的抑制与肿瘤细胞维持

异常增生可能相关.因此.探讨在抗癌药物作用下

肿瘤细胞的凋亡事件变化及其特征，对于了解肿瘤

细胞是否通过抗凋亡途径以维持其细胞大量异常繁

殖，从而表现其抗药性是富于理论和实际意义的.

    本文探讨了临床剂量的顺铂处理 A549和

A549/DDP的不同时相中，细胞凋亡特征及其相关

的生化和生物物理特性的变化，以期进一步对人肺

腺癌细胞的抗顺铂耐药性的细胞分子机理提供新的

信息.

1材料与方法

1.1 试剂

    顺铂 (Cisplatin), RNAase，蛋白酶K购自

Sigma公司.2', 7"-Bis (carbDxyethyl-5, 6-carboxy-

fluorescein                                                                              acetoxymethyl~ (BaCF-AM)，
RlxAamine 123, FIva3/AM，碘化丙旋 (propidium

iodide, PI)购自

为国产分析纯.

Probes公司.其他试剂均

1.2 细胞系与细胞培养
    基本按文献 【8〕方法 人肺腺癌细胞系A549

及其抗顺铂的A549/DDP细胞系由北京市肿瘤所

刘叙仪教授惠赠.两株细胞均为单层贴壁生长细

胞，培养基为RPMI-1640 (pH 7.35)，加人10%热
灭活的小牛血清，100 U/mL青霉素，100 U/mL链

霉素和2 1lulxil/L谷氨酞胺.在37̀C，5% M 的孵

箱 (Life Science, Co)中培养.每2-3天传代一次.
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按1 x 105个find接种，取对数生长期的细胞进行
实验.

1.3 顺铂作用下细胞生长曲线的测定
    将A549和A549 /DDP在24孔板上，每孔加

入2m1 (2x100个/nd)细胞悬液.待细胞贴壁之
后，在培养基内加人临床用药剂量的顺铂

(30 lirnol几)处理4h，然后再换上无顺铂的培养
基.在不同的培养时间内，用胎盼蓝染色计数活细

胞数得顺铂处理后细胞的生长曲线

1.4  DNA梯子的琼脂箱凝胶电泳
    取1x106细胞，1 000 x g离心5 min，取细

胞用 PBS洗两次，加 500风细胞裂解液
【10 mmol/L Tris-HCI(pH 8.0)，150 cnmol/L

NaCl, 10 mmol/L EDTA, 0.5% SDS,蛋白酶K

(用前加)], 50℃水浴3h，用500川酚:氯仿 异
戊醇 (体积比为25:24:1)的抽提液抽提3次，在

6000xg离心5 min取上清，加人1 ml预冷的无
水乙醇及50风3 mot几 的乙酸钠，0℃过夜.

12 000 x g离心15 min，去上清，自然晾干，沉淀
溶于50 p1 TE (10 mmol/L TrisHCI, 0.1 mmol/L

EDTA, 1 mol/L NaCl, pH 8.0)中，同时加人终

浓度为0.5 g/L的RNAase，在37'U消化30 min.
以1.8%的琼脂糖凝胶进行DNA电泳.

1.5 胞内【H.]，变化的流式细胞仪测定

    取对数生长期的细胞，在30 pmol/L顺铂浓度
处理4h后，换成正常培养基继续培养，并取不同

培养时间的细胞，以Hepes缓冲液 (25 mrnol/L

Hepes. PH 7.4, 140 mmol/L NaCl, 5 mmo/L KCI,

0.8  mn o1几 M9Cl2,  1.8  mmol几 CaC12,

5.5 mmol/L葡萄糖)配成1x1护个And 的细胞悬
掖，用荧光探剂BCECF-AM于37℃负载 (终浓度

为3 pinol/L)细胞30 min.用相同的缓冲液洗3
次之后，于Becton-Dikinsion流式细胞仪测胞内

[H"];浓度，用氢灯在488 nm激发波长下测量

530 nm/640 nm荧光强度的比值 (方法详见

Molecular Probes手册).PH,的校正按文献 「9],

即配制三个不同PH (6.68, 7.26, 7.52)的高钾
Hepes缓冲液 (25 mmol/L Hepes, 145 mmol/L

KCI, 0.8 mmol几 MgC12, 1.8 mmol几 CaCl2,

5.5 mrnol/I菊萄糖)，分别悬浮细胞.加人H十/

K十离子通道尼日利亚菌素 (10 mg/L)之后立即
按以上方法测定530 =/640 run荧光强度的比值.

得出三个已知pH值的荧光强度的比值，绘制标准
曲线_以此求出未知细胞的PR.

1.6 线粒体膜电势和胞内钙离子浓度测定

    两株细胞绎顺铂如上处理后，用荧光探剂
Rhodamine-123(终浓度为10 pmol/L)测定线粒体
膜电势〔101，胞内钙离子浓度用Fluo-3/AM(终浓

度为6 Kmol/L)测定[ti].用含荧光探剂的无血清
RPMI-1640分别标记两株细胞 (Ix106个/nil),

均负载30 min, PBS洗三次.于Becton-Dickinsion

流式细胞仪上在激发波长488 nm，发射波长
525 nm测量荧光强度的变化.

2 结 果

2.1顺铂对人肺腺癌细胞A549生长的影响
    对顺铂药物敏感的人肺腺癌A549细胞和抗顺

铂药物的A549/DDP细胞在培养% h内的生长曲

线如图1所示，可以看出A549细胞在48 h之前生

长迅速，细胞数量呈线性上升，48 h后生长速度

随培养时间的增加而减慢;而A549/DDP细胞在

96h培养过程中一直呈现明显的增长趋势，但当

以临床用药剂量(30 ltmol/L)的顺铂药物分别处
理两株细胞时，可见A549细胞随培养时间增加其
生长速度明显变慢，至96 h时，其细胞总数量仅

约为2x1护细胞;而A549/DDP细胞的生长速度
虽被抑制，但相对于A549其生长速度仍保持较高

的生长速度，至% h时，A549/DDP细胞总数量

(约6.4x 1护个)为A549的30倍左右，并仍处于

增长趋势.这清楚表明在临床剂量的顺铂处理条件

下，两株细胞的生长进程明显不同，这对于分析两
株细胞的凋亡变化历程提供了较好的前提.

  珑 .1  Growth curve of A549 and A549/DDP

                cisplatin (30 pmol/L)
. — . :A549;. — . :A549/DDP;‘ 一

      cisplatin;，一 ，二A549/DDP 4 cisplatin二士，

treated with

‘ :A549+

.=3
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在未用药物之前，A549胞内的钙离子浓度明显比

A549/DDP高.而且药物处理后随培养时间的增
加，两株细胞内CA,十的变化也表明A549胞内钙离

子浓度逐渐升高，而A549/DDP却逐渐降低.这

亦可能暗示两株细胞内在顺铂处理后不同的时相中

Ca'动态变化特征不同
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3 讨 论

    本文用检测DNA梯子和凋亡特征峰的结果清

楚表明，在临床用药剂量的顺铂 (30 pmol/L)处
理敏感的A549和对顺铂抗性的A549/DDP细胞的

条件下，前者具有明显的凋亡特征，在培养12 h
时和24 h即可分别检测出表征细胞凋亡特征的

DNA梯子 (图2)和凋亡峰.而后者在培养48 h

后也未检测到凋亡事件的发生.这可能表明A549/
DDP细胞的顺铂耐药性与其在适应药物处理过程

中细胞特性的改变如抗凋亡特性的形成相关.

    细胞凋亡 (或程序性死亡)是细胞生长过程中

自我调控的一种方式，它受多种因素的影响.目

前，一般认为线粒体膜电势的降低或破坏，是导致

细胞凋亡或坏死的重要原因之一:141.对顺铂敏感
的A549细胞在整个用药之后的培养过程中细胞的

膜电势呈明显地下降，且在12 h时膜电势的明显

下降与前述的DNA梯子出现的时相一致 而抗顺

铂的A549 /DDP细胞线粒体相对于A549一直维持

较高的膜电势.这对抗药性的A549 /DDP细胞提
供较好的能量化状态以维持其抗药性提供了生存的

能量基础

    除了线粒体膜电势的变化与细胞凋亡相关外，

胞内pH的变化也参与细胞凋亡的调控.Barry
等‘15〕指出胞内的酸化可能因其激活核内依赖pH;
值变化的核酸内切酶从而引起胞内DNA的降解.

细胞凋亡之前常有胞内的酸化[’“}，酸性的胞质环
境有利于caspase的激活以及细胞色素C (Cyt c)

从线粒体释放_象DNA片段化等典型的凋亡事件

能通过增加胞内pH而被抑制〔171.本文有关两株
细胞胞内pH值变化的实验结果清楚地表明，对顺

铂敏感的A549胞内pH值 (7.1)较耐药性的
A549 /DDP的pH值 (7.45)低 这可能使含有两

个碱性氨基的顺铂易于滞留胞内，从而对顺铂药物

表现较高的敏感性，而且，以临床用药剂量的顺铂

处理两株细胞时，在培养的整个过程中A549胞内

酸化增强.胞内H'增加可通过激活核酸内切酶使

DNA降解，因而促进A549的凋亡事件的发生.

本文有关胞内H十浓度变化的结果，对近来提出的

肿瘤细胞抗药性可能与细胞酸碱变化也相关的假说

提供了实验证据.应指出的是对顺铂敏感的A549

细胞凋亡特性的明显变化与其胞内H+浓度变化和

线粒体膜电势变化的时相具有很好的一致性

(12 h).同时，越来越多的实验已表明细胞凋亡‘1

胞内〔a2’的升高及其诱发的特定的生化反应对细

胞凋亡有重要的调控作用.钙离子积聚可引起线粒

体的功能失调并激活核中DIVA裂解酶等从而诱发
细胞的凋亡〔18]我们曾经报道A549 /1)D1」细胞在

静息状态下的胞内C矛十浓度降低[[8]以及细胞周期

的改变[19]与其耐药性相关.本文的实验结果清楚
地表明两株细胞内Cal’的动态变化也呈现明显的

差异，在整个培养时间内A549胞内钙离子浓度明

显升高，而相同的处理条件下A549/DD1」胞内钙
离子浓度相对于A549者明显降低.这表明A549/

DDP胞内的低钙有利于防止激活与细胞凋亡相关

的酶从而表现其抗凋亡特性.本文的结果还提示耐

药性的肿瘤细胞内钙离子变化与胞内pH以及线粒
体膜电势变化的相互关系是值得深人探讨的问题

    有关肿瘤细胞抗药性与细胞凋亡的相关性研

究，目前，在基因调控与凋亡发生的相关性方面已

进行了不少研究「20]，但其机理尚未阐明.有关人

肺腺癌细胞的顺铂耐药性形成与抗凋亡事件的相关

性研究还尚未见报道 本文实验结果对耐顺铂的

A549/DDP细胞的抗凋亡特性与其胞内pH的相对

碱化、胞内钙离子的降低，以及保持相对较高的膜

电势的相关性提供了较有力的实验证据，对深人探

索A549/DDP的顺铂耐药性的分子机制提供了新
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Changes of the pHi and [Ca2+ ]1 Are Responsible for the

Anti-apoptotic Character of A549/DDP Cells"
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Abstract  Human lung adenccarcinoma A549州is and cisplatin-resistant A549/DDP cells were treated with

clinically relevant doses of cisplatin (30 pmol/L) and then further cultured under the same conditions. DNAs of
both cell lines were extracted and subjected separately to agarose gel electrophoresis. Results showed that DNA

ladders could be seen in A549 cells cultured for 12 b, while no apoptotic character appeared in cisplatin-resistant
A549,DDP cells even after being cultured for 48 hour. This difference between two cell lines was further

confirmed by apoptotic peaks measured with flow cytometry. Biochemical and biophysical experiments indicated

that the mitochondria) membrane potential and pH; of cisplatin-sensitive A549 cells decreased significantly,

whereas the intracellular free汾十concentration increased greatly with the culture time. But the mitochondria)
membrane potential and pH; remained at a relatively high level and the intracellular free Ca'* concentration was
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reduced gradually with the culture time for cisplatin-resistant A549/DDP cells. It would be suggested that the

anti-apoptolic character of A549/DDP cells is related with the relative intracellular basification, the persistence

of mitochondria) membrane potential and decrease in intracellular free以十concentration which would be
responsible for the resistance of A549/DDP cells to cisplatin.
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mas双向启动子

郑成超 刘石娟
(山东农业大学生命科学学院，泰安27101的

    农杆菌Ti质粒上存在甘露碱合成酶 (raannopine

synth-)基因、 1’和二 2'，两基因之间479饰的间隔

区即为由、 1‘和mast，基因共用的双向启动子.由于”uzs

启动子长度较短，且在各种类型的植物中能够高效表达。

所以可用于许多植物基因表达载体的构建、

    为确定、 1‘启动子不同区段的作用，将不同缺失长

度的~ 1’启动子与GUS报告基因融合 在转基因烟草中

发现，随着mast’启动子片段的缩短，GUS活性表达水平

反而提高，但当缺失至一58时便没有了活性.表明有多个

DNA元件调节二 1’启动子的活性 进一步分析发现、在

一100一一58之间存在一个正调控元件，一100饰以上的

上游序列中则至少含有两个负调控元件，它们抑制一100一

一58之间正调控元件的作用.从而使mall̀转录活性降低

精细的序列分析证实，在一100一一58之间的区域中有一

个20饰的对基因表达起重要作用的。元件.这表明，对

于、 1‘启动子，提高基因转录活性最主要的是一100至

一58CX段，它包含有A/1'富含区和。 元件.

    利用内部缺失策略研究发现，一293一一263之间存在

阻遏蛋白结合序列，去掉该序列，--I’启动子转录活性大

大增加.在一262一一161内含有a, a和a"三个回文结构，

这三个回文结构相继缺失，会导致mall‘活性的逐渐下降_

因此，，、a, a'回文结构对维持、s1'活性有重要作用.

    当ma52启动子序列缺失至一318时，能够检测到较高

的转录活性;缺失至一138时，转录活性较低;缺失至

一57时，则不能转录.序列分析表明，一318至一215区段

起关键作用，此区段可分为三个区域，即区域I(一318一

一298)、区域Q(一298一一284),区域Q((一283一

一2巧).该区域不仅含有二元件序列.而且含有A门富

含区.表明。元件和A/1，富含区对。as l’和、 2'基因的

转录活性是非常重要的_同样，回文序列a、a’和a’’对维持

mast'的活性也起重要作用 新近实验发现，-186一一90

区段作为~ 1’活性的增强子恰好是mast‘活性的抑制子

而一343一一256和一271一一172两个区段作为~ 1’活性

的抑制子序列又是~ 2'活性的增强子

    用多种植物材料实验均发现，mast’启动子的基因转录

活性远远高于- 1 '启动子，可达7-8倍一这可能是因为

mast，启动子含有一个抑制子和两个增强子，而mast’启动

子含有两个抑制子和一个增强子所致.总之，、 启动子

含有六个重要区段，即一个A/C富含区、两个。元件和

三个回文结构，它们均对二 基因的转录具有重要作用，

其中两个。元件的作用可以相互补充 但在构建高效启

动子时，应当尽量减少~ 启动子序列在空间和方向上的

改变，维待其原有构型，并应首先考虑利用二s2'启动子
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reduced gradually with the culture time for cisplatin-resistant A549/DDP cells. It would be suggested that the

anti-apoptolic character of A549/DDP cells is related with the relative intracellular basification, the persistence

of mitochondria) membrane potential and decrease in intracellular free以十concentration which would be
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