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【Abstract】 Objective: To explore the mechanism that elemene ( ELE) reversed the multidurg resistance ( MDＲ)
of A549 /DDP lung adenocarcinoma cell．Methods: MTT assay was used to determine the growth inhibition of human
lung adenocarcinoma A549 /DDP cells in vitro． Mitochondrial membrane potential ( MMP) was monitored by JC － 1
fluorescence probe with laser confocal scanning microscopy，the intercellular reactive oxygen species ( ＲOS) level was
measured by 2＇，7＇－ dichlorfluorescein － diacetate ( DCFH － DA) staining and flow cytometry and the ratio of GSH /
( GSSG + GSH) was calculated according to detection results of GSH kit． The expression of Cytochrome C，Caspase －
3 and the Bcl － 2 family proteins and in the case of cyclosporine A and DEVD － CHO，the expression of Caspase － 3
expression were measured by Western blot． Ｒesults: MTT results showed that different concentrations ELE could in-
hibit the proliferation of A549 /DDP cells in a time － and dose － dependent manner． Intriguingly，ELE plus cisplatin
enhanced the sensitivity of A549 /DDP cells to cisplatin and reversed A549 /DDP cells dury resistance． Different con-
centrations ELE decreased mitochondrial membrane potential，increased intracellular ＲOS concentration and decreased
GSH / ( GSSG + GSH) ratio of A549 /DDP cells in a time － and dose － dependent manner． Furthermore，the combina-
tion with both ELE and cisplatin also enhanced the protein expression of Cytoplasmic C，Caspase － 3 and Bad，and re-
duced the protein levels of Bcl － 2 and Pro － caspase － 3 in the cisplatin － resistant A549 /DDP cancer cells． Conclu-
sion: ELE reversed the MDＲ of A549 /DDP cell line may demage mitochondrial membrane，active intracellular redox
system and induce the mitochondrial apopotosis pathway．
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【摘要】 目的: 探讨榄香烯乳( elemene，ELE) 逆转人肺腺癌耐顺铂( cisplatin，DDP) 细胞 A549 /DDP 的耐药性

及作用机制。方法: 采用 MTT 法检测榄香烯乳单用的细胞毒作用及与 DDP 合用时耐药逆转作用。荧光探针

JC － 1 结合激光共聚焦显微镜检测线粒体膜电位的变化。DCFH － DA 荧光探针结合流式细胞仪检测细胞内

活性氧( reactive oxygen species，ＲOS) 水平。用谷胱甘肽试剂盒结合分光光度法检测计算 GSH/ ( GSSG + GSH)

比值。蛋白质印迹法检测胞质中 Cyto C、Pro － caspase － 3、Caspase － 3 和 Bcl － 2 家族蛋白表达情况。结果: 不

同浓度榄香烯乳抑制 A549 /DDP 细胞株生长，呈时间 － 剂量依赖性效应，联合顺铂能提高 A549 /DDP 细胞株

对顺铂的敏感性而逆转耐药。不同浓度榄香烯乳联合顺铂使 A549 /DDP 细胞株线粒体膜电位下降，ＲOS 浓

度增加，GSH/ ( GSSG + GSH) 比值降低，上调胞质中 Cyto C、Caspase － 3、Bad 蛋白表达，下调 Pro － caspase － 3、
Bcl － 2 蛋白表达。结论: 榄香烯乳逆转 A549 /DDP 细胞株耐药性可能与其损伤线粒 体 膜 ，活 化 胞 内 氧 化还
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原体系，诱导线粒体凋亡路径有关。
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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，ELE) 是从中药莪术中提取

的抗癌新药，其成分 β － 榄香烯发挥主要的抗肿瘤作用，具

有最高的抗肿瘤活性［1］。榄香烯乳注射液目前广泛用于肺

癌等多种恶性肿瘤的治疗［2 － 5］，并取得了较好的治疗效果。
近年研究发现它还可抑制肿瘤细胞的耐药［6 － 7］。我们观察

了榄香烯乳对人肺腺癌耐药细胞株 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

人肺腺癌顺铂耐药细胞株 A549 /DDP 及其敏感株 A549
购自中国军事医学科学院。顺铂( 云南个旧生物制药有限公

司，批号: 090202 ) ; 榄香烯乳注射液( 大连金港制药有限公

司，批号: 081152 ) ; 鼠抗人 Cyto C、Caspase － 3、Bcl － 2、Bad、
Pro － caspase － 3 单克隆抗体及其辣根过氧化物酶( horserad-
ish peroxidase，HＲP) 标记的相应兔抗鼠 IgG 二抗及内参鼠抗

人 β － actin 单克隆抗体等均为美国 Santa Cruz 公司产品; 2'，
7' － 二氯荧光素二乙酸酯( DCFH － DA) 荧光探针购自 In-
vitrogen 公司; 台盼蓝染色液( TrypanBlue) 、碘化丙啶( propidi-
um iodide，PI) 、四甲基氮唑蓝( MTT) 、二甲基亚砜( DMSO) 、
ＲPMI 1640 培养基、Cyclosporine A、DEVD － CHO 和其他生化

试剂均为美国 Sigma 公司产品; 线粒体膜电位检测试剂盒 JC
－ 1 购自南京凯基生物发展有限公司; GSH/GSSG 检测试剂

盒购自江苏碧云天生物技术研究所。A Coulter EpicsXL 流式

细胞仪( Beckman 公司) ; Tcs SP2 激光共聚焦显微镜( Lecia
公司) ; 分光光度计( Eppendorf) 、电泳仪及转膜设备( Bio －
rad) 、OLMPUS IX71 荧光显微镜( OLMPUS) 、AE31 /CCIS 倒

置显微镜( Moltic Co． Ltd) 、5804Ｒ 低温高速离心机( Eppen-
dorf) 为美国 BD 公司产品。
1． 2 方法

1． 2． 1 细胞培养 人肺腺癌 A549、A549 /DDP( 用终质量浓

度为 2μg /ml DDP 维持其耐药性) 细胞用 10% 胎牛血清培

养，在 37℃ 5% CO2 培养箱中培养，2d 传代 1 次。实验前 1
周将 A549 /DDP 细胞换用无 DDP 的培养基培养。以下实验

中均取对数生长期细胞，每组 3 孔，胰酶消化后，用含 10% 胎

牛血清的 ＲPMI 1640 培养基配成细胞悬液，以 5 × 103 个 /孔
接种于 96 孔板内，待细胞贴壁后，进行实验，实验重复 3 次。
1． 2． 2 A549、A549 /DDP 细胞对 DDP 的敏感性 A549 和

A549 /DDP 细胞贴壁后，分别加入 0． 25、0． 5、1、2、4、8、16 和

32μg /ml 浓度梯度的 DDP( 用含 10% 胎牛血清的 ＲPMI 1640
培养基稀释) 作用 24h，台盼蓝拒染法计数细胞。
1． 2． 3 MTT 法 测 定 ELE 对 A549 /DDP 细 胞 的 毒 性

A549 /DDP 细胞贴壁后，实验组加入终质量浓度为分别为

10、20、40 和 80μg /ml 的 ELE ( 用含 10% 胎牛血清的 ＲPMI
1640 培养基稀释) ，对照组加相同浓度的药物溶解介质。孵

育 12、24、48、72h 后，每孔加入 20μl MTT 液( 5mg /ml) ，继续

培养 4h，然后以 191 × g 离心 3min，弃上清，每孔加入 150ml
DMSO，置摇床上低速振荡 10min。全自动酶标仪于 570nm

处测定各孔吸光值( A 值) ，参比波长为 630nm。取平均值计

算细胞生长率: 生长率( % ) = 实验组 A 值 /对照组 A 值 ×
100%。规定生长率 ＞ 95% 的药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 法测定 ELE 对 A549 /DDP 细胞的耐药逆转

对照组加入终质量浓度分别为 0． 25、0． 5、1、2、4、8、16 和

32μg /ml 的 DDP，实 验 组 在 对 照 组 基 础 上 再 加 入 20μg /ml
ELE。方法同 1． 2． 3。取平均值计算细胞增殖抑制率 = ( 1 －
实验组 A 值 /对照组 A 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( IC50 ) ，计算耐药细胞的耐药倍数。耐药倍数 = 耐药细胞

的 IC50 /敏感细胞的 IC50。逆转倍数 = 耐药细胞逆转前的

IC50 /耐药细胞逆转后的 IC50。
1． 2． 5 激光共聚焦荧光显微镜检测 ELE 对 A549 /DDP 细

胞线粒体膜电位( △Ψm) 的影响 对照组为 A549 /DDP 细

胞( 终质量浓度为 2μg /ml DDP 维持其耐药性) ，实验组在对

照组基础上再加入 20、40μg /ml ELE。药物作用 0、6、12、24h
后各组加入无血清培 养 基 稀 释 的 JC － 1 染 料 ( 终 浓 度 为

10mg /L) ，37℃孵育 15min，760 × g 离心 5min，吸弃游离的多

余染料，每组制片 3 张，置于激光共聚焦显微镜下进行扫描、
拍照。JC － 1 单体在激发波长 488nm /发射波长 530nm 被检

测( 绿色荧光) ，JC － 1 聚合物在激发波长 535nm /发射波长

590nm 被检测( 红色荧光) 。镜下选取 10 个不重复视野，计

算平均荧光密度( Lecia，LCS Universal Imaging 软件) ，以红色

荧光 /绿色荧光光密度比值表示线粒体△Ψm 的高低，比值

下降表示线粒体△Ψm 下降。
1． 2． 6 检测 ELE 对 A549 /DDP 细胞内活性氧( ＲOS) 和还

原型谷胱甘肽( GSH) 的影响 实验分组同 1． 2． 5。ELE 作

用细胞 24h 后，消化、离心收集细胞加入 5μmol /L DCF － DA
探针，37℃孵育 20min，无血清培养基洗涤三次，用流式细胞

仪在激发波长 488nm /发射波长 525nm 处检测各组荧光强

度。同时参照 GSH 检测试剂盒说明测定上述各组中 GSH。
先测得总谷胱甘肽( GSSG + GSH) 含量，再用适量的 GSH 清

除剂清除样品中的 GSH，重复上述操作，即测得 GSSG 的含

量，总谷胱甘肽( GSSG + GSH) 减去氧化型 GSSG 含量即为

GSH 含量。取 GSH/ ( GSSG + GSH) 二者的比值，比值高则反

映 GSH 水平高，反之亦然。
1． 2． 7 Western blot 检 测 A549 /DDP 细 胞 中 Cyto C、
Caspase － 3 活 性 和 Bcl － 2 家 族 蛋 白 表 达 实 验 分 组 同

1． 2． 5。ELE 作用细胞株 24h，PBS 洗三次，离心收集细胞，加

入细胞裂解液，置冰上 15min，4℃，32116 × g 离心 10min，留

取沉淀并进 行 蛋 白 定 量; 取 50μg 蛋 白 样 品 经 12% SDS －
PAGE 电泳，转膜采用聚二氟乙烯( PVDF) 膜; 5%脱脂牛奶封

闭 2h，TBST 洗膜，鼠抗人 Cyto C( 1∶ 800 稀释)、Caspase －3( 1∶
1000 稀释) 、Bcl － 2 ( 1 ∶ 1000 稀释)、Bad( 1∶ 1000 稀释)、Pro －
caspase －3( 1∶ 1000 稀释) 单克隆抗体及内参鼠抗人 β － actin
单克隆抗体( 1∶ 2000 稀释) 进行孵育，TBST 洗膜后加入相应

的 HＲP 标记的兔抗鼠 IgG 二抗( 1 ∶ 2000 稀释) ，室温孵育
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2h，采用 ECL 化学发光试剂盒进行化学发光法显影，以每条

蛋白电泳带的灰度值表示蛋白的表达量。
1． 2． 8 CyclosPorine A 和 DEVD － CHO 抑 制 ELE 诱 导

A549 /DDP 细胞凋亡 实验分 4 组( 终质量浓度为 2μg /ml
的 DDP 维持其耐药性) : 对照组、40μg /ml ELE 组、40μg /ml
ELE + DEVD － CHO 组、40μg /ml ELE + CyclosPorine A 组。
方法同 1． 2． 7。
1． 3 统计学分析

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( 珋x ± 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 χ2 检验。规定 P ＜ 0． 05 为差

异有统计学意义。
2 结果

2． 1 台盼蓝拒染法测定 A549、A549 /DDP 细胞的药物敏感

性

0． 25、0． 5、1、2、4、8、16 和 32μg /ml 浓度梯度的 DDP 作

用细胞 24h，结果显示低浓度 DDP 就能明显抑制 A549 细胞

增殖，IC50 为( 5． 73 ± 2． 11 ) μg /ml，而高浓度 DDP 才可抑制

A549 /DDP 细胞增殖，IC50为( 15． 34 ± 1． 05) μg /ml，差异有统

计学意义( t = 2． 3571，P ＜ 0． 01 ) ，说明 A549 /DDP 细胞具有

DDP 耐药性。
2． 2 ELE 对 A549 /DDP 细胞的毒性

不同浓度 ELE 对 A549 /DDP 细胞均有一定的抑制作用，

并具有 时 间 － 剂 量 依 赖 性 效 应。 ELE ( 10、20、40 和

80μg / ml ) 作 用 A549 / DDP 细 胞 24 h，其 生 长 率 分 别 为

96． 11%、96． 03%、85． 72% 和 76． 59% ，分析发现 20 和 40μg /
ml ELE 组间差异有统计学意义( χ2 = 2． 6249，P ＜ 0． 05) ; 作用

48h，其生长率分别为 95． 02%、93． 42%、70． 89% 和 61． 42% ，

分析发现 20 和 40μg /ml ELE 组间差异仍有统计学意义( χ2

= 2． 1449，P ＜ 0． 05) ，但 20μg /ml ELE 作 用 A549 / DDP 细

胞 24 h 和 48 h 无 差 异 ( 96． 11% vs． 95． 02% ; χ2 = 27． 4632，

P ＞ 0． 05) ，而 40μg /ml ELE 作 用 A549 / DDP 细 胞 24 h 和

48 h 有 差 异 ( 85． 72% vs． 70． 89% ; χ2 = 2． 4136，P ＜ 0． 05，图

1) 。故据上结果，我们选择 20μg /ml ELE 作用 A549 /DDP 细

胞 24h 为研究 ELE 逆转 A549 /DDP 细胞耐药性的最适浓度

和时间。

图 1 ELE对 A549 /DDP细胞成活率的影响
MTT法检测不同浓度梯度榄香烯( 0 － 80μg /ml) 作用不同时间点( 0、12、24、48、72h) A549 /DDP细胞的成活率。最佳逆转浓度为 20μg /ml
( A) ，最适时间为 24h( B) 。

Fig． 1 The effects of ELE treatment on the proliferation of A549 /DDP cells
MTT assays record the cell growth rate of A549 /DDP cells treated by ELE with different dosages ( 0 － 80μg /ml) and in 0，12，24，48，72 hours． The
optimal dose is 20μg /ml ( A) and best action time is 24 hours ( B) ．

2． 3 ELE 对 A549 /DDP 细胞耐药的影响

各组 随 DDP 浓 度 增 加，20μg /ml ELE 对 孵 育 24h 的

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 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． 4321，P ＜ 0． 01) ，20μg / ml ELE 逆 转 耐 药 倍 数 为

( 3． 73 ± 0． 38) 倍。见表 1、图 2。
2． 4 ELE 对 A549 /DDP 细胞线粒体膜电位的影响

结果显示: 药物作用 6h，对照组大部分细胞为红色荧光，

细胞膜完整，细胞核清楚可见( 图 3Aa) ，提示线粒体△Ψm
无明显变化; 相比 20μg /ml ELE 组部分细胞显示红色荧光，

部分显示绿色荧光，部分细胞破裂且细胞内容物外流 ( 图

3Ab) ，提示线粒体△Ψm 有所下降; 40μg /ml ELE 组可见大

量细胞呈绿色荧光，光密度更高，部分细胞呈固缩状，部分细

胞破裂且细胞内容物外流( 图 3Ac) ，提示线粒体△Ψm 下降

明显。暴露于 20、40μg /ml ELE 后，A549 /DDP 细胞线粒体

△Ψm 下降，表现为红色 /绿色荧光光密度的比值降低，且 具

有 时 间 － 效 应 关 系 ，20 和 40μg / ml ELE 作用 A549 /DDP
细胞 6h( χ2 = 2． 2447，P ＜ 0． 05 和 χ2 = 2． 0256，P ＜ 0． 05) 、12h
( χ2 = 2． 0143，P ＜ 0． 05 和 χ2 = 1． 3121，P ＜ 0． 01 ) 、24h( χ2 =

1． 3084，P ＜ 0． 01 和 χ2 = 1． 0034，P ＜ 0． 01) 与对照组比，差异

有统计学意义( 图 3B) 。
2． 5 ELE 对 A549 /DDP 细胞内 ＲOS 和 GSH 的影响

用荧光探针 DCFH － DA 测定细胞内 ＲOS 水平。DCFH
－ DA 本身没有荧光，可以自由穿过细胞膜。进入细胞后，经

酯酶作用脱去二酯生成 2 ＇，7 ＇ － 二氯氢化荧光素 ( DCFH) ，

DCFH 被超氧阴离子和过氧化氢等 ＲOS 氧化，生成发荧光的

2＇，7＇－ 二氯荧光素( DCF) ，通过 DCF 水平的变化即可反映

ＲOS 水平的变化。用还原型谷胱甘肽( GSH) 检测试剂盒测

定细胞内还原型 GSH 含量。其测定原理为: GSH 被 5＇－ 二巯

基 － 2 － 硝基苯酸( DTNB) 氧化，生成 GSSG 和稳定的 5 － 巯

基 － 2 － 硝基苯酸( TNB) ; GSSG 与 GSSG 还原酶及 NAPDH
反应，还原生成 GSH。在 NAPDH 与 GSSG 还原酶维持 GSH
总量 不 变 的 条 件 下，GSH 和 DTNB 反 应 生 成 黄 色 TNB
( 412nm 波长处有最大吸光度) 的速率与样品中总谷胱甘肽

成正比。结果发现 20、40μg /ml ELE 作用 A549 /DDP 细胞

24h，与对照组比较，细胞内 DCF 荧光强度增加( χ2 = 3． 2443，

P ＜ 0． 05; χ2 = 2． 1254，P ＜ 0． 05 ) ，说明细胞内 ＲOS 含量增

加; GSH/ ( GSSG + GSH) 比值降低，说明 GSH 含量减少( χ2 =
2． 8437，P ＜ 0． 05; χ2 = 2． 1244，P ＜ 0． 05) ，且呈剂量 － 效应关
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系( 图 4) 。
表 1 ELE 对 A549 /DDP 细胞多药耐药的逆转作用 ( n = 3，珋x ± s)

Tab． 1 The effect of Elemene on reversal multidurg resistance of
A549 /DDP cells ( n = 3，珋x ± s)

DDP
( μg /ml)

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*

注: * P ＜ 0． 05，与对照组 ( 不同浓度 DDP 处理的 A549 /DDP 细胞)
比;实验组:在对照组基础上加入 20μg /ml ELE。
Note: * P ＜ 0． 05，vs control group ( A549 /DDP cells treated with differ-
ent concentrations DDP) ; Experimental group: ELE ( 20μg /ml) combined
with different concentrations DDP．

2． 6 A549 /DDP 细胞中 Cyto C、Caspase － 3 活性和 Bcl － 2
家族蛋白的表达

Western blot 法检测结果显示 20、40μg /ml ELE 作用于

A549 /DDP 细胞 24h 与对照组比较，Cyto C 灰 度 值 增 高 ，为

对 照 组 的 ( 1． 43 ± 0． 11) 倍( χ2 = 1． 9642，P ＜ 0． 05) 和( 1． 63
± 0． 15) 倍( χ2 = 1． 7692，P ＜ 0． 05) ; Pro － caspase － 3 灰度值

减小，为对照组的( 0． 75 ± 0． 09) 倍( χ2 = 3． 8782，P ＜ 0． 05) 和

( 0． 48 ± 0． 13) 倍( χ2 = 3． 9644，P ＜ 0． 05) ; Caspase － 3 灰度值

增加，为对照组的( 1． 39 ± 0． 12) 倍( χ2 = 2． 1134，P ＜ 0． 05) 和

( 1． 72 ± 0． 14) 倍( χ2 = 2． 3516，P ＜ 0． 05 ) ; Bcl － 2 灰度值降

低，为对照组的( 0． 55 ± 0． 10 ) 倍( χ2 = 3． 9442，P ＜ 0． 05 ) 和

( 0． 32 ± 0． 13) 倍( χ2 = 4． 0142，P ＜ 0． 05) ; Bad 灰度值增加，

为对照组的( 1． 51 ± 0． 11) 倍( χ2 = 1． 9641，P ＜ 0． 05) 和( 1． 82
± 0． 15) 倍( χ2 = 1． 8746，P ＜ 0． 05) ; 且均呈剂量依赖性，表明

20 和 40μg /ml ELE 都会损伤线粒体膜，使线粒体释放 Cyto C
到胞质使其表达增加，同时通过活化 Caspase － 3，上调促凋

亡蛋白 Bcl － 2，减低抑凋亡蛋白 Bad 表达而启动凋亡路径来

逆转耐药( 图 5) 。

图 2 20μg /ml ELE对不同 DDP 浓度下孵育 24h 的 A549 /DDP
细胞的增殖抑制作用

Fig． 2 Inhibition A549 /DDP cells proliferation when 20μg /ml ELE
in combination with different concentration DDP on A549 /
DDP cells for 24h

图 3 激光共聚焦显微镜观察 ELE作用 6h A549 /DDP细胞内线粒体膜电位的荧光强度( × 400，A) 和 ELE作用不同时间细胞内红 /绿荧光
强度比率( B)

Fig． 3 Ｒesults of the mitochondrial membrane potential detection by the laser confocal scanning microscopy ( × 400) by 20，40 μg /ml ELE treated
for 6h ( A) and red /green rate of fluorescence of A549 /DDP cells by 20，40μg /ml ELE treated for different time ( B)

* P ＜ 0． 05，vs control group．

2． 7 CyclosPorine A 和 DEVD － CHO 对 ELE 诱导 A549 /
DDP 细胞凋亡的影响

线粒 体 膜 通 透 性 转 运 孔 阻 制 剂 CyclosPorine A 和

Caspase － 3 抑制剂 DEVD － CHO 共同作用于加了 40μg /ml
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ELE 的 A549 /DDP 细胞 24h，结果发现: 40μg /ml ELE 组灰度

值较对照组增加，为对照组的( 1． 72 ± 0． 13 ) 倍，差异有统计

学意义( χ2 = 1． 9652，P ＜ 0． 05) ，而 40μg /ml ELE + CyclosPo-
rine A 和 40μg /ml ELE + DEVD － CHO 组 Caspase － 3 灰度值

降低，为 40μg /ml ELE 组的( 0． 68 ± 0． 14) 倍( χ2 = 1． 6641，P
＜0． 05) 和( 0． 72 ± 0． 16) 倍( χ2 = 1． 7654，P ＜ 0． 05) ，差异有

统计学意义( 图 6) 。

图 4 ELE增加 A549 /DDP细胞内 ＲOS浓度、降低 GSH的含量
Fig． 4 Elemene increases ＲOS concentration and decrease GSH expression in A549 /DDP cells

* P ＜ 0． 05，vs control group．

图 5 不同浓度榄香烯乳( 20、40μg /ml) 作用 A549 /DDP细胞 24h后对 Cyto C、Pro － caspase － 3、Caspase － 3、Bad和 Bcl － 2 蛋白表达的影响
Fig． 5 The Cyto C，Caspase and Bcl － 2 family protein expressions when different concentration ELE acted at A549 /DDP cells for 24h

* P ＜ 0． 05 vs． control group．

图 6 CyclosPorine A和 DEVD － CHO抑制 Caspase － 3 蛋白表达
* P ＜ 0． 05 表示与对照组比较，▲P ＜ 0． 05 表示与 40μg /ml ELE组比较。

Fig． 6 CyclosPorine A and DEVD － CHO inhibited Caspase － 3 protein expression of A549 /DDP cells
* P ＜ 0． 05 vs． control group，▲P ＜ 0． 05 vs． 40 μg /ml ELE group．

3 讨论

过去认为，凋亡主要是由细胞核的改变引起，现在研究

显示线粒体才是细胞凋亡的控制中心。而线粒体损伤造成

膜电位( ΔΨm) 下降是细胞启动凋亡的一个特征性标志。JC
－ 1 荧光探针多用于检测细胞、组织或纯化的线粒体膜电位

改变。当线粒体 ΔΨm 较高时，JC － 1 以聚合物形式聚集在

线粒体基质中，产生红色荧光; 当线粒体 ΔΨm 较低时，JC － 1
为单体，不能聚集在线粒体基质中，产生绿色荧光，这样就可

以非常方便地通过荧光颜色的改变来检测线粒体 ΔΨm 的变

化［8］。我们的研究结果显示: 20、40μg /ml ELE 作用 A549 /

DDP 细胞 6h，部分细胞显示绿色荧光、细胞呈固缩状、细胞

破裂且细胞内容物外流，进一步分析发现细胞的红色 /绿色

荧光光密度比值降低，且具有时间 － 剂量效应关系，说明

ELE 逆转 A549 /DDP 细胞耐药与其损伤线粒体膜，使其膜电

位下降有关。
线粒体在产能过程中，氧化呼吸链电子传递如受到抑制

或破坏将会导致线粒体内 ＲOS 的增加，而 ＲOS 可以活化氧

自由基，使其攻击线粒体膜，引起线粒体膜损伤、ΔΨm 下降，

造成通透性增加［9］。而细胞内 GST 则是氧自由基的清除剂，

它能很好地清除胞内的 ＲOS，抑制细胞的损伤。本研究发现
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20、40μg /ml ELE 作用 A549 /DDP 细胞 24h，与对照组比较，

细胞内 DCF 荧光强度增加，说明胞内 ＲOS 含量增加; GSH/
( GSSG + GSH ) 比 值 降 低，说 明 GSH 含 量 减 少，ELE 逆 转

A549 /DDP 细胞耐药与其增加细胞内 ＲOS 含量，降低细胞内

GSH 含量有关，而这反过来又进一步加重了线粒体膜的损

伤，造成 ΔΨm 进一步下降，产生恶性循环。这与 Yang 等［10］

发现墨角藻聚糖通过提高肝癌 SMMC － 7721 细胞株内的

ＲOS，降低 GSH，使线粒体膜去极化，诱导凋亡相一致。
Cyto C 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，特别是线粒体内外膜间的通透性转

运孔( permeability transition pore，PTP) 破坏，线粒体膜通透性

增高，使不能通过线粒体外膜的 Cyto C 穿过外膜释放到胞质

中，使 Pro － caspase － 3 活化，进一步激活 Caspase － 3 而诱导

凋亡途径［11］。同时 Bcl － 2 家族蛋白中抗凋亡蛋白( 如 Bcl －
2、Bcl － xL) 表达降低，促凋亡蛋白( 如 Bax、Bad) 表达增高，

又进一步促使 Cyto C 释放到胞质，触发 Caspase 级联放大，诱

发更大的细胞凋亡［12 － 20］。本研究显示，20、40μg /ml 浓度榄

香烯作用 A549 /DDP 细胞 24h，胞质中 Cyto C 高表达、Pro －
caspase － 3 表达减低，Caspase － 3 表达增加，Bcl － 2 表达降

低，Bad 表达增加且均呈剂量依赖性，说明 ELE 造成线粒体

膜损伤，使线粒体释放 Cyto C 到胞质，活化 Pro － caspase － 3，

激活 Caspase － 3 而执行细胞凋亡。同时抗凋亡蛋白 Bcl － 2
低表达、促凋亡蛋白 Bad 高表达进一步促使 Cyto C 释放，诱

导更大的细胞凋亡，形成放大效应。进一步研究发现，当我

们在 40μg /ml 浓度榄香烯中加入线粒体 PTP 抑制剂 Cyclos-
Porine A 和 Caspase － 3 抑制剂 DEVD － CHO 时，Caspase － 3
表达减低，说明 CyclosPorine A 能阻止 PTP 的通透性，DEVD
－ CHO 能抑制 Caspase － 3 的激活，从而抑制 A549 /DDP 细胞

凋亡。这从反面说明 ELE 逆转 A549 /DDP 细胞耐药与 Cyto
C 释放、Caspase 激活及抗凋亡蛋白 Bcl － 2 低表达、促凋亡蛋

白 Bad 高表达有关，这可能就是其逆转机制之一。
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