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榄香烯乳逆转肺腺癌A549/DDP细胞耐药性及可能作用机制的研究 
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[ 摘要 ]　目的：探讨榄香烯乳（elemene）逆转人肺腺癌耐顺铂（cisplatin，DDP）细胞 A549/DDP的耐药性及可

能的作用机制。方法：采用MTT法检测榄香烯乳单药作用时的细胞毒作用及与 DDP联合作用对 A549/DDP细

胞耐药的逆转作用；Hoechst 33342法进行细胞核染色，荧光显微镜下观察细胞形态的改变；FCM检测细胞凋亡率；

蛋白质印迹法检测细胞质中细胞色素 C（cytochrome C，cyt C）、pro-caspase-3、caspase-3和抗凋亡因子 B细胞淋

巴瘤 -2（B cell lymphoma-2，Bcl-2）家族蛋白表达的情况。结果：不同浓度榄香烯乳对 A549/DDP细胞均有一定

的抑制作用，呈时间 -剂量依赖性效应，联合DDP能提高耐药细胞株A549/DDP对DDP的敏感性而逆转其耐药性。

Hoechst 33342法和 FCM法检测结果显示，榄香烯乳联合 DDP能更大程度上诱导 A549/DDP细胞的凋亡，提高

耐药细胞的凋亡率，同时还上调 A549/DDP细胞质中 cyt C、caspase-3和 Bad蛋白的表达，而下调 pro-caspase-3

和 Bcl-2蛋白的表达。结论：榄香烯乳能逆转 A549/DDP细胞耐药性可能与其损伤线粒体膜，使线粒体释放 cyt C

到细胞质、同时活化 caspase-3、上调促凋亡蛋白 Bad和下调抗凋亡蛋白 Bcl-2表达以启动凋亡路径有关。
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[ABSTRACT]　Objective: To investigate the effect of elemene on the drug resistance of cisplatin (DDP)-
resistant human lung adenocarcinoma A549/DDP cells, and its possible mechanism. Methods: The growth 
inhibition of A549/DDP cells treated with elemene alone or combined with different concentrations  of 
DDP was detected by MTT assay. The morphological changes of apoptosis of A549/DDP cells treated with 
different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 h were observed by Hoechst 33342 staing 
under fl uorescence a microscope. The apoptosis rate of A549/DDP cells treated with different concentrations 
of elemene (20 and 40 μg/mL) after 24 h were detected by FCM (fl ow cytometry). The expressions of cytochrome C, 
pro-caspase-3, caspase-3 and the Bcl-2 family proteins were measured by Western blotting analysis. Results: 
MTT result showed that different concentrations elemene could inhibit the proliferation of A549/DDP cells 
in a time- and dose- dependent manner. Intriguingly, elemene plus DDP enhanced the sensitivity of A549/
DDP cells to DDP and reversed the resistance of A549/DDP cells. Elemene  was also a strong inducer of 
apoptosis in this model system, and a synergistic effect on induction of cell death was observed when the 
tumor cells were treated with both agents. The result showed that elemene could enhance A549/DDP cell 
apoptosis. Furthermore, the combination of elemene and DDP also enhanced the protein expressions of 
cytochrome C, caspase-3 and Bad, and reduced the protein levels of Bcl-2 and pro-caspase-3 in the A549/
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DDP cells. Conclusion: The reversal of the multi-drug resistance of A549/DDP cell line by elemene may result 
from its effect on induction of apoptosis. Elemene treatment can impaire mitochondrial membrane, release 
cytochrome C into cytoplasm, activate caspase-3，up-regulate pro-apoptotic protein Bad and down-regulate 
anti-apoptotic protein Bcl-2, and fi nally caused apoptosis.
[KEY WORDS]　Lung neoplasms; Drug resietance, neoplasms; Apoptosis; Elemene; A549/DDP cells

[TUMOR, 2013, 33 (12): 1061-1068]

临床上发现肺癌患者多为晚期，确诊时约

2/3患者已失去手术机会，因而化疗是大多数患

者的主要治疗手段之一。肺癌细胞对化疗药物的

耐药是导致肺癌化疗失败的重要原因之一。榄香

烯乳（elemene）是从中药莪术中提取的一种抗癌

新药，主要包括 α-、β-、γ-和 δ-榄香烯等 4种

类型，其中以 β-榄香烯发挥主要的抗肿瘤作用，

具有最高的抗肿瘤活性，是榄香烯复合物中的一种

单体 [1]。榄香烯乳注射液目前已被广泛用于肺癌 [2]、

肝癌 [3]、消化系统恶性肿瘤 [4]和膀胱癌 [5]等恶性肿

瘤的治疗，并取得了较好的治疗效果。近年来的

研究发现，其可逆转肿瘤细胞的耐药性 [6, 7]。因

此，本研究旨在观察榄香烯乳对人肺腺癌耐顺铂

（cisplatin，DDP）细胞株 A549/DDP 多药耐药

的逆转作用，并探讨其可能的作用机制。

1　材料与方法

1.1　主要材料　人肺腺癌 DDP 耐药细胞株

A549/DDP购自中国军事医学科学院，其敏感株

A549细胞为厦门大学生命科学院张其清教授惠

赠。DDP购自云南个旧生物制药有限公司（批号：

090202）、榄香烯乳注射液（β-榄香烯）购自大

连金港制药有限公司（批号：081152）；鼠抗人

细胞色素 C（cytochrome C，cyt C）、caspase-3、

B 细 胞 淋 巴 瘤 -2（B cell lymphoma-2，Bcl-2）、

Bad和 pro-caspase-3单克隆抗体及其辣根过氧化

物酶（horseradish peroxidase，HRP）标记的相

应羊抗鼠 IgG二抗及内参鼠抗人 β-actin单克隆

抗体均为美国 Santa Cruz公司产品；锥虫蓝染色

液、碘化丙啶（propidium iodide，PI）、Annexin 

V-FITC/PI双染试剂盒、增强化学发光试剂盒、

Hoechst 33342染色试剂（浓缩液）、MTT、二甲

基亚砜、RPMI 1640培养液、线粒体膜上的通透

性转运孔（permeability transition pore，PTP）阻

制剂环孢素 A（cyclosporine A）和 caspase-3 抑

制剂 Ac-DEVD-CHO等均为美国 Sigma公司产

品。电泳仪及转膜设备为美国 Bio-Rad公司产品，

OLYMPUS IX71荧光显微镜为日本 Olympus公

司产品，AE31/CCIS倒置显微镜为美国 Moltic

公司产品、紫外分光光度计和 Eppendorf 5804R

低温高速离心机为德国 Eppendorf 公司产品，

FACS Calibur流式细胞仪为美国 BD公司产品。

1.2　方法

1.2.1　细胞培养　人肺腺癌 A549和 A549/DDP

细胞（用终质量浓度为 2 μg/mL的 DDP维持其

耐药性）用含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养液，

置于 37 ℃、CO2体积分数为 5%的培养箱中培养，

2 d传代 1次。实验前 1周将 A549/DDP细胞换

为不含 DDP的培养液进行培养，取对数生长期

的细胞进行实验。

1.2.2　A549 及 A549/DDP 细胞对 DDP 的敏感

性　取对数生长期的 A549和 A549/DDP细胞，

每组 3孔，胰蛋白酶消化后，用含 10%胎牛血

清的 RPMI 1640培养液配制成细胞悬液，以 5×

103个 /孔的密度接种于 96孔板内。待细胞贴壁后，

分别加入梯度浓度的 DDP（0.25、0.5、1、2、4、

8、16和 32 μg/mL）作用 24 h，采用锥虫蓝拒染

法计数细胞，实验重复 3次，绘制生长曲线。

1.2.3　MTT法测定榄香烯乳对 A549/DDP细胞

的细胞毒性　取对数生长期的耐药A549/DDP细胞，

胰蛋白酶消化后，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640

培养液配制成细胞悬液，以 5×103个 /孔的密度接

种于 96孔板内。细胞贴壁后，实验组中分别加入

终质量浓度为 10、20、40和 80 μg/mL的榄香烯

乳（用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液稀

释），对照组中加相同体积和浓度的 RPMI 1640

培养液，每个浓度设 3个平行孔。药物处理 12、

24、48和 72 h后，每孔分别加入 20 μL MTT（5 

mg/mL），继续培养 4 h，然后以 191×g 离心 3 

min，弃上清液，每孔加入 150 μL DMSO，置摇

床上低速振荡 10 min，使结晶物充分溶解。在全

自动酶标仪波长 570 nm处测定各孔吸光度（D）

值，参比波长为 630 nm，实验重复 3次。取 3

孔的平均值计算细胞生长率：生长率＝实验组D  

值 /对照组D 值×100%。以生长率＞ 95%的药
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物浓度为该药的非细胞毒性剂量，并作为最佳逆

转耐药浓度。
1.2.4　MTT法检测榄香烯乳对 A549/DDP细胞

的耐药逆转作用　取对数生长期的 A549/DDP

细胞，胰蛋白酶消化后，用含 10%胎牛血清的

RPMI 1640培养液配制成细胞悬液，以 5×103

个 /孔的密度接种于 96孔板内。对照组分别加入

终质量浓度分别为 0.25、0.5、1、2、4、8、16

和 32 μg/mL的 DDP，实验组在对照组基础上分

别再加入 20 μg/mL 榄香烯乳；作用 24 h，每孔

加入 20 μL MTT（5 mg/mL），继续培养 4 h，然

后以 191×g 离心 3 min，弃上清液，每孔加入

150 μL二甲基亚砜，置摇床上低速振荡 10 min，

使结晶物充分溶解。在全自动酶标仪波长 570 nm

处测定各孔的吸光度（D 值），参比波长为 630 

nm。每个浓度设 3个平行孔，实验重复 3次，取

3孔的平均值计算细胞增殖抑制率＝（1－实验

组D 值 /对照组D 值）×100%。采用直线回归

方程计算出细胞生长抑制率 50%时的 DDP浓度，

即为半数抑制浓度（half inhibitory concentration，

IC50）值；计算耐药细胞的耐药倍数，耐药倍数＝

耐药细胞的 IC50值 /敏感细胞的 IC50值。逆转倍

数＝耐药细胞逆转前的 IC50值 /耐药细胞逆转后

的 IC50值。

1.2.5　榄香烯乳对 A549/DDP细胞凋亡的影响

取对数生长期的 A549/DDP细胞，胰蛋白酶消

化后，用含 10%胎牛血清的 RPMI 1640培养液

配制成细胞悬液，以 5×103个 /孔的密度接种于

96孔板内。对照组为 A549/DDP细胞（以终质

量浓度为 2 μg/mL的 DDP维持其耐药性），实

验组为在对照组基础上再加入终质量浓度为 20

和 40 μg/mL的榄香烯乳。每个浓度设 3个平行

孔。药物作用 24 h后，收集细胞，用 DNA荧光

染料 Hoechst 33342进行细胞核染色，在荧光显

微镜下观察细胞核形态。同时采用 FCM检测细

胞的凋亡率，取药物处理 24 h后的 A549/DDP

细胞吹打成细胞悬液， 760×g 离心 5 min，收集

细胞，用 PBS洗涤细胞 2次，收集 2×105个细

胞，加入 500 μL的 Binding Buffer重悬细胞，再

加入 Annexin V-FITC（5 μL）混匀后，再加入

PI（20 μL）混匀，室温避光反应 5 ～ 15 min，

再加入 Binding Buffer（250 μL），混匀后经 300

目尼龙网过滤，在 1 h内上流式细胞仪进行检测，

激发波长（Ex）为 488 nm，发射波长（Em）为

525 nm。采用未染色细胞进行调零，以 Annexin 

V-FITC单染管和 PI单染管做为基准参照，测定

每个上样管数据，利用 Cell Quest Pro软件进行
参数获取和资料分析，实验重复 3次。
1.2.6　蛋白质印迹法检测 A549/DDP细胞中 cyt C

和 caspase-3的活性及抗凋亡因子 Bcl-2家族蛋白

的表达　取对数生长期的 A549/DDP细胞，分

为 2组，每个浓度设 3个平行孔，实验重复 3次。

实验组在对照组（终质量浓度为 2 μg/mL的 DDP

维持其耐药性）基础上再加入终质量浓度为 20和

40 μg/mL的榄香烯乳。药物作用 24 h后，处理

A549/DDP细胞，PBS洗涤细胞 3次，离心收集

细胞，加入细胞裂解液，置于冰上 15 min，4 ℃ 

32 116×g离心10 min，留取沉淀并进行蛋白定量；

取 50 μg蛋白样品行 12%的 SDS-PAGE分离蛋白，

分离后的蛋白转移至聚二氟乙烯膜上；5%脱脂牛

奶封闭 2 h，用 TBST洗膜后，分别加入一抗 [鼠

抗人 cyt C（1 ：800稀释）、caspase-3（1 ：1 000稀

释）、Bcl-2（1 ：1 000 稀释）、Bad（1 ：1 000 稀

释）、pro-caspase-3（1 ：1 000稀释）单克隆抗体

及内参鼠抗人 β-actin单克隆抗体（1 ：2 000稀释）]

进行孵育，4 ℃反应过夜，TBST洗膜后加入相应

的 HRP标记的羊抗鼠 IgG二抗（1 ：2 000稀释），

室温孵育 2 h，采用增强化学发光试剂盒进行化学

发光显影，以每条蛋白电泳条带的灰度值表示蛋

白的相对表达量。

1.2.7　环孢素 A 和 Ac-DEVD-CHO 对榄香烯

乳诱导的 A549/DDP细胞中 caspase-3表达的影

响　取对数生长期的 A549/DDP细胞，实验分 4

组：对照组 A549/DDP细胞（以终质量浓度为 2 

μg/mL的 DDP维持其耐药性）、榄香烯乳组 [在

对照组的基础上加入榄香烯乳（40 μg/mL）]、

榄香烯乳联合 Ac-DEVD-CHO组 [在对照组的

基础上加入榄香烯乳（40 μg/mL）和 Ac-DEVD-

CHO（50 μmol/L）]、榄香烯乳联合环孢素A组 [在

对照组的基础上加入榄香烯乳（40 μg/mL）和环

孢素 A（2 μmol/L）]。每个浓度设 3个平行孔，

实验重复 3次。药物作用 24 h后，处理 A549/

DDP细胞，PBS洗涤细胞 3次，离心收集细胞，

加入细胞裂解液，置于冰上 15 min，32 116×g

离心 10 min，留取沉淀并进行蛋白定量；取 50 

μg蛋白样品经 12%的 SDS-PAGE分离，转膜聚

二氟乙烯膜；5%脱脂牛奶封闭 2 h，用 TBST洗

膜，加入鼠抗人 caspase-3单克隆抗体（1 ：1 000

稀释 )及内参照鼠抗人 β-actin单克隆抗体（1 ：

2 000稀释）进行孵育，4 ℃反应过夜，TBST洗

膜后加入 HRP 标记的羊抗鼠 IgG 二抗室（1 ：

2 000稀释），室温孵育 2 h，采用增强化学发光
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试剂盒进行化学发光显影，以每条蛋白电泳条带

的灰度值表示蛋白的相对表达量。

1.3　统计学方法　采用 SPSS 11.5统计分析软件

包对所有数据进行统计学分析，统计数据用  ± s
表示，多组间比较采用单因素方差分析，两组间

比较采用 t 检验或 χ 2检验。以P ＜ 0.05为差异有

统计学意义。

2　结　果

2.1　锥虫蓝拒染法检测 A549和 A549/DDP细

胞对 DDP 的敏感性　采用不同质量浓度梯度

的 DDP（0.25、0.5、1、2、4、8、16 和 32 μg/

mL）作用 A549和 A549/DDP细胞 24 h后，锥

虫蓝拒染法检测结果显示，DDP对 A549细胞的

IC50 值 为（5.73±2.11） μg/mL， 对 A549/DDP

细胞的 IC50 值为（15.34±1.05）μg/mL，说明

A549/DDP细胞具有 DDP的耐药性（图 1）。

2.2　榄香烯乳对 A549/DDP细胞的细胞毒作用

MTT法检测结果显示，不同质量浓度的榄香烯乳

对 A549/DDP细胞均有一定的抑制作用，并具有剂

量依赖性，即随着榄香烯乳浓度增加，抑制作用增

强。榄香烯乳（10、20、40和 80 μg/mL）作用于

A549/DDP细胞 24 h后，其生长率分别为 96.11%、

96.03%、85.72%和 76.59%，统计结果显示不同质量

浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）组间差异有统计学

意义（χ2＝ 2.625，P ＜ 0.05）；作用于 A549/DDP

细胞 48 h后，其生长率分别为 95.02%、93.42%、

70.89%和 61.42%，不同质量浓度榄香烯乳（20

和 40 μg/mL）组间差异仍有统计学意义（χ 2＝

2.145，P ＜ 0.05）；但榄香烯乳（20 μg/mL）作

用于 A549/DDP 细胞 24 和 48 h 的差异无统计

学 意 义（96.11% vs  95.02%，χ 2 ＝ 27.463，P ＞

0.05），而榄香烯乳（40 μg/mL）组 24和 48 h间

的差异有统计学意义（85.72% vs  70.89%， χ 2 ＝

2.414，P ＜ 0.05），见图 2。根据以上结果，本

研究中选择质量浓度为 20 μg/mL的榄香烯乳作

用 A549/DDP细胞 24 h作为研究榄香烯乳逆转

A549/DDP细胞耐药性的最适浓度和时间。

2.3　榄香烯乳逆转 A549/DDP细胞的耐药性　

MTT法检测结果显示，不同浓度的 DDP（0.25、

0.5、1、2、4、8、16和 32 μg/mL）联合榄香烯

乳（20 μg/mL）作用 24 h后，随着 DDP浓度的

增加，A549/DDP细胞增殖抑制率也不断增加（P

均＜ 0.05）。实验组中 A549/DDP 细胞对 DDP

Ce
ll 

vi
ab

ili
ty

/%

DDP/(μg · mL-1)
32

120
A549
A549/DDP

100

80

60

40

20

0
1684210.50.250

F ig. 1　T he g row th inhibitor y effects  of  different 

concentrations of DDP on A549 and A549/DDP cells.

图 1　不同质量浓度 DDP对 A549和 A549/DDP细胞的
生长抑制作用
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图 2　不同质量浓度榄香烯乳作用 A549/DDP细胞 12、

24、48和 72 h后对细胞存活率的影响

的 IC50 值为（4.15±0.89）μg/mL，而对照组中

则为（15.46±1.23）μg/mL，差异有统计学意义     

（t ＝ 1.432，P ＜ 0.01），20 μg/mL榄香烯乳的逆

转耐药倍数为（3.73±0.38）倍（表 1）。
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2.4　榄香烯乳对 A549/DDP细胞凋亡的影响　

Hoechst 33342荧光染色结果显示，与对照组细

胞呈弥散均匀蓝色荧光相比，采用榄香烯乳（20

和 40 μg/mL）处理 24 h后的实验组 A549/DDP

细胞的细胞核变圆、体积缩小、核染色质致密深

染，形成颗粒状蓝色荧光，呈典型的凋亡形态学

改变，且呈剂量依赖性（图 3）。

AnnexinV-FTIC/PI 双染法 FCM 检测结果

显示，对照组 A549/DDP细胞的早期凋亡率为

（5.73±0.09）%，中晚期凋亡率为（17.3±0.11）%；

而实验组中不同质量浓度的榄香烯乳（20和 40 

μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后，细胞的

早期凋亡率分别为（17.61±0.10）%和（37.80±

0.12）%，中晚期凋亡率分别为（18.9±0.11）%

和（32.4±0.13）%，早期凋亡率和中晚期凋亡率

较对照组均有提高（P ＜ 0.05），见图 4。

2.5　蛋白质印迹法检测A549/DDP细胞中 cyt C、

caspase-3活性和 Bcl-2家族蛋白的表达　蛋白质

Annexin-Ⅴ -FITC

PI
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100 101

101

100

104102 103

102

103

104

1.52

28.2

32.4
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100 101
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100

104102 103

102

103
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18.9

17.61

Control
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Fig. 4　The apoptosis rates of A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 

h were detected by FCM (flow cytometry). Control: A549/DDP cells treated without elemene.

图 4　不同质量浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对细胞凋亡率的影响

表 1　榄香烯乳（20 μg/mL）对 A549/DDP细胞多药耐
药的逆转作用
Tabel 1　The effect of elemene on reversal multidurg 

resistance of A549/DDP cells
(n=3,  ± s)

DDP/(μg · mL-1) Cell proliferation inhibition rate /%

Control group Experimental group

0.25 6.35±1.03 16.79±1.85*

0.5 9.88±0.99 24.20±0.13*

1 15.89±0.46 30.14±0.47*

2 17.55±1.35 39.64±0.09*

4 28.11±0.65 49.34±0.05*

8 37.21±1.45 65.37±1.05*

16 55.96±2.03 78.21±0.79*

32 80.44±0.77 94.85±0.91*

*P ＜ 0.05, vs  control group (A549/DDP cells treated 
with different concentrations of DDP); Experimental 
group: Elemene (20 μg/mL) combined with different 
concentrations of DDP.

Fig. 3　The morphological changes of apoptosis of A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 

and 40 μg/mL) for 24 h were observed under a fluorescence microscope (staining by Hoechst 33342, ×400). Control: A549/

DDP cells treated without elemene.

图 3　不同质量浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对细胞凋亡形态学的影响（Hoechst 33342

染色，×400）
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印迹法检测结果显示，不同质量浓度的榄香烯乳（20

和 40 μg/mL）作用于 A549/DDP细胞 24 h后，与

对照组比较，cyt C、caspase-3及Bad的表达量被上调，

而 pro-caspase-3和 Bcl-2的表达量被下调，差异

均有统计学意义（P ＜ 0.05），且呈剂量依赖性（图

5）。以上结果提示，不同质量浓度的榄香烯乳通

过损伤线粒体膜，使线粒体释放 cyt C到细胞质中，

同时活化 pro-caspase-3激活 caspase-3，上调促凋

亡蛋白 Bcl-2的表达和下调抗凋亡蛋白 Bad的表

达而启动凋亡路径来逆转 A549/DDP细胞的耐药

性的。

2.6　环孢素 A 和 Ac-DEVD-CHO 抑制榄香

烯乳诱导的 A549/DDP 细胞中 caspase-3 的表

达　为了进一步了解线粒体膜和凋亡路径在逆

转耐药中的作用，本研究中分别采用线粒体膜

PTP 阻制剂环孢素 A 和 caspase-3 抑制剂 Ac-

DEVD-CH 联合榄香烯乳（40 μg/mL）作用于

A549/DDP细胞 24 h。蛋白质印迹法检测结果显

示，榄香烯乳（40 μg/mL）单药组中 caspase-3

的表达量较对照组增加，差异有统计学意义                

（ P ＜ 0.05)，而榄香烯乳（40 μg/mL）联合环孢

素 A和榄香烯乳（40 μg/mL）联合 Ac-DEVD-

CHO组中 caspase-3的表达量均较榄香烯乳单药

组明显下调，差异有统计学意义（P ＜ 0.05，图 6），

表明二者抑制了榄香烯乳诱导的 caspase-3的活

性，从而阻止细胞的凋亡路径；这也从反面证明，

线粒体膜完整和 caspase-3活化在榄香烯乳诱导

A549/DDP凋亡中起着重要作用。

Fig. 5　The expression levels of pro-caspase-3, caspase-3, Bcl-2 (B cell lymphoma-2), Bad and cyt C (cytochrome C) 

proteins in A549/DDP cells treated with different concentrations of elemene (20 and 40 μg/mL) for 24 h were detected by 

Western blotting. *P<0.05, vs  control group ( A549/DDP cells treated without elemene), n=3.

图 5　不同浓度榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 h后对 cyto C、pro-caspase-3、caspase-3、Bad和
Bcl-2蛋白表达的影响

Fig. 6　The expression level of caspase-3 protein was inhibited in A549/DDP cells treated with elemene (40 μg/mL) 

combined with cyclosporine or Ac-DEVD-CHO for 24 h detected by Western blotting. *P<0.05, vs  control group (A549/

DDP cells treated without elemene); △P<0.05, vs  elemene (40 μg/mL) group; n=3.

图 6　环孢素 A和 Ac-DEVD-CHO抑制榄香烯乳（40 μg/mL）作用 24 h后 A549/DDP细胞中 caspase-3蛋白的表达
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3　讨　论

近年来研究发现，榄香烯除具有直接抗肿瘤
的作用外，其还可以逆转肿瘤细胞的耐药性 [6, 7]。

张晔等 [8]研究发现，β-榄香烯能明显抑制白血病
K562亲本细胞株及其柔红霉素（daunorubicin，

DNR）耐药株 K562/DNR的生长，且呈剂量依
赖关系。其作用机制可能是加入低毒剂量 β-榄
香烯后，K562/DNR细胞内药物蓄积的浓度明显
增加，使 P- 糖蛋白（P-glycoprotein，P-gp）蛋
白表达下降且诱导 PARP裂解，从而认为 β-榄
香烯部分逆转 K562/DNR细胞耐药性。P-gp是
一种依赖于 ATP的药物外排泵，它能将细胞内
药物泵出细胞外而降低细胞内药物浓度导致耐             

药 [9]。目前普遍认为，化疗耐药性产生与细胞膜
上 P-gp高表达密切相关，故通过抑制 P-gp的功
能可部分逆转肿瘤细胞耐药 [10, 11]。本课题组前期
研究发现，当榄香烯乳（20和 40 μg/mL）作用
于 A549/DDP细胞 24 h后，细胞体内罗丹明 -123

（rhodamine-123，Rho-123）的荧光强度增强，
荧光曲线明显右移，蛋白质印迹反应进一步显示
细胞膜上 P-gp表达降低。这些结果表明，当榄
香烯乳质量浓度为 20和 40 μg/mL时可以增加化
疗药物在细胞内的积聚，下调肿瘤细胞膜上 P-gp

的表达而逆转细胞化疗耐药。本次研究也发现，
榄香烯乳（20 μg/mL）作用 A549/DDP细胞 24 

h，实验组的 IC50值为（4.15±0.89）μg/mL，而对
照组则为（15.46±1.23）μg/mL，榄香烯乳的逆
转耐药倍数为（3.73±0.38）倍。可见榄香烯乳
20μg/mL时即可提高化疗药物 DDP的细胞毒作
用而逆转耐药。

线粒体膜电位下降、通透性增加，一方面使
其膜间隙的 cyt C释放至细胞质中而触发 caspase

级联反应，使无活性的 pro-caspase-3活化，进
一步激活 caspase-3（caspase-3激活是细胞凋亡
中不可逆转的一步），从而诱发细胞的凋亡；另
一方面通过其外膜上的 Bcl-2家族蛋白调控 cyt C

的释放。Bcl-2蛋白家族包括抗凋亡（如 Bcl-2和
Bcl-xL）和促凋亡（如 Bax和 Bad）蛋白。Bcl-2

家族蛋白调控 cyt C释放是通过引起线粒体膜上
PTP的去极化，造成线粒体膜电位改变而改变其
通透性，因此 cyt C是细胞凋亡信号转导过程的
关键因素之一。cyt C位于线粒体膜间隙中，不能
通过线粒体外膜，故不能在细胞质中检测到。当
线粒体结构破坏，尤其是线粒体内外膜间的 PTP

被破坏，线粒体膜通透性增加，使原本不能通过
线粒体外膜的 cyt C穿过外膜释放到细胞质中，
使 pro-caspase-3活化，进一步激活 caspase-3而

诱导凋亡途径。同时，Bcl-2家族蛋白中抗凋亡
蛋白（如 Bcl-2和 Bcl-xL）表达降低，促凋亡蛋
白（如 Bax和 Bad）表达增高，这又进一步促使
cyt C释放到细胞质，触发 caspase级联放大，进一
步诱导细胞凋亡 [12-19]。本研究结果显示，当榄香
烯（20、40 μg/mL）作用 A549/DDP 细胞 24 h

后，细胞质中 cyt C、caspase-3和 Bad的表达上
调，而 pro-caspase-3和 Bcl-2的表达下调，说明
榄香烯（40 μg/mL）可造成线粒体膜损伤，使线
粒体释放 cyt C到细胞质中，活化 pro-caspase-3，

激活 caspase-3而诱发细胞凋亡。同时，抗凋亡蛋
白 Bcl-2低表达、促凋亡蛋白 Bad高表达又加重
线粒体膜损伤，进一步促使 cyt C的释放，进而
诱导更多的细胞凋亡，形成放大效应。进一步研
究发现，在榄香烯乳（40 μg/mL）处理的细胞中
同时加入 PTP抑制剂环孢素 A和 caspase-3抑制
剂 Ac-DEVD-CHO后，caspase-3表达较榄香烯
乳单药组均下调，说明环孢素 A能阻止线粒体膜
上 PTP的通透性，间接抑制 caspase-3的激活；
而Ac-DEVD-CHO则直接抑制 caspase-3的激活，
从而抑制 A549/DDP细胞凋亡。这从反面说明，
榄香烯乳逆转 A549/DDP细胞耐药与线粒体膜的
完整性和 caspase激活有关。
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