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小白菊内酯增强伏立诺他抑制非小细胞肺癌A549细胞

增殖的机制

王玉青, 纪梦颖, 郭乔如, 韦 荣, 高 玥, 陶移文, 张建业*

(广州医科大学药学院, 广东省分子靶标与临床药理学重点实验室, 广东 广州 511436)

摘要: 本研究考察了小白菊内酯 (parthenolide, PTL) 与组蛋白去乙酰化酶抑制剂伏立诺他 (vorinostat, suberoyl‐

anilide hydroxamic acid, SAHA) 对非小细胞肺癌A549增殖的协同作用及作用机制。采用CCK-8 (cell counting kit-8)

和集落形成实验检测PTL和SAHA的协同作用和细胞增殖情况; 细胞划痕实验检测A549细胞的迁移能力; Annexin

V-FITC/PI (fluorescein isothiocyanate isomer/propidium iodide) 流式细胞术实验和Western blot实验检测细胞凋亡情

况并探索抗肿瘤作用机制。结果表明, PTL和 SAHA通过协同作用增强了对A549细胞的增殖和迁移的抑制作用,

且联合用药组抑制作用明显强于单药组。PTL协同SAHA通过调节 p53和 c-myc通路诱导细胞凋亡, 影响凋亡相关

蛋白 PARP (poly ADP-ribose polymerase)、caspase-9 (cysteinyl aspartate specific proteinase-9) 和 caspase-3的表达。上

述研究结果表明, PTL与SAHA联合用药具有协同作用, 可诱导A549细胞凋亡并抑制细胞的增殖, 对非小细胞肺癌

治疗新方法的研究具有潜在价值。
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The mechanism of parthenolide strengthen vorinostat on inhibiting
the proliferation of A549 non-small cell lung cancer cells
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Abstract: This research explored the synergistic effects and the mechanism of parthenolide (PTL) and vorinostat

(suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA) on the proliferation of A549 non-small cell lung cancer cells. The combi‐

nation effect of PTL and SAHA was detected by cell counting kit-8 (CCK-8) and colony formation assays. Scratch

test was performed to detect cell migration. Annexin V-fluorescein isothiocyanate isomer/propidium iodide (FITC/

PI) flow cytometry and Western blot analyses were used to determine cell apoptosis and its mechanism. The results

showed that combination of PTL and SAHA inhibited the proliferation and migration of A549 with a synergistic

effect compared to the single-drug groups. The combination of PTL and SAHA had synergistic effect to induce cell

apoptosis by regulating p53 and c-myc pathways, and affected the expression levels of poly ADP-ribose poly‐

merase (PARP), cysteinyl aspartate specific proteinase (caspase)-9, and caspase-3. Taken together, this study shows

that combination of PTL and SAHA has synergistic effect, induces cell apoptosis and inhibits A549 proliferation,

which is likely to be a novel strategy for the treatment of non-small cell lung cancer.
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非小细胞肺癌 (non-small cell lung cancer, NSCLC)

是肺癌的一种, 约占肺癌发病的 85%, 分为腺癌、大细

胞癌和鳞状细胞癌等[1,2], 近年来发病率和死亡率均呈

上升趋势, 严重威胁着人类健康。目前, 人们在治疗

NSCLC方面已经取得重要进展, 靶向治疗和免疫治疗

等方法明显提高了 5年成活率, 但随着高复发率、转移

和耐药等问题的出现[3], 高效、廉价和低不良反应的新

型治疗方案仍是迫切需要的。组蛋白去乙酰化酶抑制

剂 (histone deacetylase inhibitor, HDACi) 可干扰组蛋

白的去乙酰化功能, 使染色质松弛并影响转录因子的

转录, 可以诱导肿瘤细胞的周期阻滞和细胞凋亡, 在肿

瘤治疗中发挥着重要作用[4,5]。伏立诺他 (vorinostat,

suberoylanilide hydroxamic acid, SAHA), 化学名 N-羟

基-N'-苯基辛二酰胺, 是最早上市的HDACi, 最初用于

治疗皮肤T淋巴细胞瘤[6]。虽然研究表明SAHA可抑制

多种肿瘤细胞增殖 (包括淋巴瘤、多发性骨髓瘤、白血

病和非小细胞肺癌等), 但临床试验显示 HDACi单药

活性较低。为了增强 SAHA的抗肿瘤活性, 将 SAHA

与其他药物联用已成为重要的恶性肿瘤治疗方案[7-9]。

随着我国中药研究的逐渐深入, 从中药中提取的

活性抗肿瘤成分具有多靶点治疗的优势, 逐步引起人们

的重视。小白菊内酯 (parthenolide, PTL) 是从艾菊和

小白菊等药用植物中提取分离到的倍半萜内脂类化合物,

具有抗炎、调节免疫、治疗头痛和风湿等功效[10]。前期

研究表明[11,12], PTL 能够通过 NF- κB (nuclear factor

kappa-B) 和 c-myc 等通路抑制肿瘤细胞增殖与迁移 ,

诱导细胞凋亡。本研究主要探讨了PTL协同SAHA增

强对非小细胞肺癌细胞A549的抑制活性及机制。

材料与方法

细胞系 人非小细胞肺癌细胞A549购自江苏凯

基生物技术股份有限公司。

药物与试剂 PTL (纯度>98%, 南京春秋生物工

程有限公司); 伏立诺他 (上海碧云天生物技术有限公

司); DMEM (Dulbecco's modified eagle medium) 高糖

培养基、胰酶和青链霉素 (杭州吉诺生物医药技术有

限公司); 胎牛血清 (fetal bovine serum, 美国 Gibco 公

司); 细胞增殖与毒性检测试剂盒 (cell counting kit-8,

CCK-8, 广州求真生物科技有限公司); 细胞凋亡试剂盒

(Annexin V-fluorescein isothiocyanate isomer/propidium

iodide, AnnexinV-FITC/PI, 杭州联科生物技术股份有

限公司); 结晶紫 (上海阿拉丁生化科技股份有限公

司); 抗 体 GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehy‐

drogenase, CST-5174T)、p53 (CST-2527T)、c-myc (CST-

18583)、PARP (poly ADP-ribose polymerase, CST-

9532T)、cleaved PARP (CST-5625T)、caspase-9 (cyste‐

inyl aspartate specific proteinase-9, CST-9508T)、

cleaved caspase-9 (CST-7237T)、caspase-3 (CST-9668T)

和 cleaved caspase-3 (CST-9661S) (美国 Cell Signaling

Technology公司); 化学发光试剂盒 (武汉塞维尔生物

科技有限公司); 其他试剂均为分析纯试剂。

主要仪器 CO2 细胞培养箱和 NanoDrop 1000

Spectrophotometer (美国 Thermo Scientific 公司); SW-

CJ-2FD洁净工作台 (苏州安泰空气技术有限公司); 台

式低速离心机 (湖南星科科学仪器有限公司); XDS-2

倒置显微镜 (广州粤显光学仪器有限公司); 酶标仪

(BioTek 公司); CKX5 光学显微镜 (Olympus 公司); 凝

胶成像仪 (ChemiDoc XRS+, Bio-Rad公司); CytoFLEX

流式细胞仪 (美国贝克曼库尔特有限公司)。

细胞培养与试剂配制 人非小细胞肺癌细胞

A549培养于含有 10%胎牛血清、1%青霉素-链霉素的

DMEM 高糖培养基中, 培养于 37 ℃、含 5% CO2的饱

和湿度细胞培养箱。PTL和SAHA用DMSO溶解配制

母液, 给药时用DMEM稀释成不同的浓度。

CCK-8 法检测细胞存活率 将处于对数生长期

的 A549 细胞以每孔 4 000 个接种于 96 孔板中 , 置于

37 ℃、5% 的 CO2环境中培养过夜 , 加入不同浓度的

PTL和SAHA, 分别培养 24、48和 72 h。向每孔中加入

100 μL 含有 10% CCK-8的细胞培养基, 于 37 ℃、5%

CO2 的细胞培养箱孵育 2 h, 酶标仪测试各孔 450 nm

处的吸光度 (A), 计算细胞存活率 ; 细胞存活率 (cell

viability rate) = (A用药组 - A空白组)/ (A对照组 - A空白组) ×

100%。

集落形成实验检测 A549 细胞的克隆形成能力

将对数生长期的A549细胞以每皿 1 000个接种于细胞

35 mm培养皿中, 细胞贴壁后加入不同浓度的 PTL和

SAHA, 置于37 ℃、5% CO2环境中培养14天后, 弃去培

养液, 向每皿中加入4%多聚甲醛固定液, 随后加入0.1%

的结晶紫染色液, 晾干、拍照、计算细胞集落形成数目。

细胞划痕实验检测A549细胞的迁移能力 将对

数生长期的A549细胞以每孔 20万个接种于 6孔板中,

置于 37 ℃、5% CO2环境中培养至细胞融合度达到约

85%时, 10 μL移液器吸头对培养板底部均匀划痕, 用

无血清培养液洗去被划下的细胞。随后在 6孔板中加

入溶解有不同浓度 PTL和 SAHA的无血清培养液, 记

为 0 h, 于 37 ℃、5% CO2的细胞培养箱继续培养, 并用

显微镜观察和拍摄各组细胞在 0、24、48和 72 h细胞划

痕的状态, 计算划痕愈合率 (migration rate%) = (1 - 某

一时间点划痕面积/0 h划痕面积)×100%。

流式细胞术检测细胞凋亡 将处于对数生长期的
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A549细胞以每孔 20万个接种于 6孔板中, 置于 37 ℃、

5% CO2环境中培养过夜, 加入不同浓度的PTL和SAHA

培养48 h后, 用胰酶消化细胞, 离心, 弃去上清, 用磷酸

盐缓冲液重悬洗涤, 加入AnnexinV-FITC/PI试剂盒染

料, 避光孵育20 min, 使用流式细胞仪分析细胞凋亡。

Western blot法检测相关蛋白表达 将处于对数生

长期的A549细胞接种于 6孔板中, 接种密度为每孔 20

万个, 置于 37 ℃、5%的CO2环境中培养使细胞完全贴

壁后, 加入溶解有PTL和SAHA细胞培养液, 继续培养

48 h后, 用胰酶消化离心收集细胞, 加入蛋白酶抑制剂

和RIPA (radio immunoprecipitation assay) 裂解液, 冰浴

裂解 30 min, 提取细胞总蛋白。测定蛋白含量后 , 取

20 μg总蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离, 转膜, 5%牛血清白蛋白 (用含0.1% Tween 20的

Tris缓冲盐溶液稀释) 封闭 1 h, 分别加入一抗GAPDH

(1∶2 000)、p53 (1∶1 000)、c-myc (1∶1 000)、PARP (1∶

1 000)、cleaved PARP (1∶1 000)、caspase-9 (1∶1 000)、

cleaved caspase-9 (1∶1 000)、caspase-3 (1∶1 000) 和

cleaved caspase-3 (1∶1 000) 于 4 ℃孵育过夜, TBST洗

涤 3次, 分别加入对应的辣根过氧化物酶标记二抗 (1∶

10 000) 2 h, TBST洗膜 3次, 化学发光法显影后, 得到

蛋白免疫印迹条带。以GAPDH蛋白条带作为参照。

统计学分析 数据均以
-
x ± s表示, 每项实验至少

重复 3 次。使用 GraphPad Prism 5.0 统计软件进行单

因素方差分析, 以P<0.05为差异有统计学意义。

结果

1 SAHA和PTL对A549细胞增殖的影响

如 CCK-8 实验结果所示 (图 1), 与对照组相比 ,

SAHA和 PTL对体外培养的 A549细胞的增殖均具有

抑制作用, 且具有浓度依赖性和时间依赖性。SAHA

作用于A549细胞 24、48和 72 h的半数抑制浓度 (half

maximal inhibitory concentration, IC50) 分别为 24.3、9.2

和 3.9 μmol·L-1; PTL作用于A549细胞 24、48和 72 h的

IC50分别为59.5、16.7和8.6 μmol·L-1。

2 PTL协同SAHA抑制A549细胞增殖

如CCK-8实验结果所示 (图 2A), 与单用SAHA组

相比 , SAHA 与 2、4 和 8 μmol·L-1的 PTL 联用 , 能够明

显增强 SAHA 抑制非小细胞肺癌 A549 细胞增殖的

能力。为了进一步明确 PTL与 SAHA的协同作用, 应

用 CompuSyn 软件计算各实验组的联合指数 (combi‐

nation index, CI), 当CI<0.9时, 具有协同效应; 当CI界

于 0.9～1.1时, 具有叠加作用。如表 1和图 2B所示, 在

A549 细胞中 PTL 与 SAHA 联用, 大部分 CI<0.9, 因此

PTL与SAHA联用能够协同抑制A549细胞的增殖, 其

中给药浓度为 SAHA 4 μmol·L-1和 PTL 8 μmol·L-1时 ,

协同效率最高。

3 PTL协同SAHA对A549细胞集落形成的影响

细胞集落形成实验结果表明 (图3), PTL (8 μmol·L-1)

和 SAHA (4 μmol·L-1) 协同作用 , 能够显著降低 A549

细胞集落数量, 说明PTL协同SAHA可以抑制A549细

胞的集落形成能力。

Figure 1 The proliferation of A549 cells after treated by SAHA or PTL in 24, 48, or 72 h. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs

control group. SAHA: Vorinostat, suberoylanilide hydroxamic acid; PTL: Parthenolide

Figure 2 The synergistic effects of PTL and SAHA on the proliferation of A549 non-small cell lung cancer cells. A: Effects of different

concentrations of PTL combined with SAHA on the proliferation of A549 cells; B: The combination index (CI) values of PTL and SAHA in

A549 cells
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4 PTL协同SAHA对A549细胞迁移能力的影响

细胞划痕实验结果显示 (图 4), 空白对照组在 24、

48和 72 h细胞划痕面积逐渐减小, 至 72 h时, 划痕基

本愈合; SAHA和 PTL单独用药对划痕的愈合有一定

的抑制作用; PTL (8 μmol·L-1) 和SAHA (4 μmol·L-1) 协

同作用时, 细胞划痕的愈合能力明显减弱, 说明PTL和

SAHA协同作用能有效抑制A549细胞的迁移能力。

5 PTL协同SAHA对p53和c-myc蛋白表达水平的影响

通过Western blot法检测PTL与SAHA联合用药对

p53和 c-myc表达的影响, 研究PTL与SAHA联合用药

抑制A549细胞增殖的作用机制。结果显示 (图5), PTL

(8 μmol·L-1)、SAHA (4 μmol·L-1) 以及 PTL (8 μmol·L-1)

联合 SAHA (4 μmol·L-1) 处理 A549 细胞后 , PTL 或

SAHA 单独给药后 , p53 的表达水平少量增加 , c-myc

的表达水平基本不变; PTL与 SAHA联合用药显著增

加了p53的表达水平, 显著降低了 c-myc的表达水平。

6 PTL增强了SAHA诱导A549细胞凋亡

流式细胞实验结果显示 (图 6), 与空白对照组相

比, SAHA和PTL单独用药可少量诱导A549细胞凋亡;

PTL (8 μmol·L-1) 和SAHA (4 μmol·L-1) 协同作用时, 凋

Table 1 The CI values of PTL and SAHA in A549 cells

PTL/μmol·L-1

2.0
2.0
2.0
4.0
4.0
4.0
8.0
8.0
8.0

SAHA/μmol·L-1

2.0
4.0
8.0
2.0
4.0
8.0
2.0
4.0
8.0

CI
0.979 ± 0.022
0.914 ± 0.021
0.878 ± 0.030
0.871 ± 0.014
0.864 ± 0.027
0.802 ± 0.035
0.893 ± 0.016
0.782 ± 0.045
0.830 ± 0.031

Figure 4 PTL combined with SAHA could decrease the migra‐

tive ability of A549 cells in vitro. Cells were damaged by mechani‐

cal scraping. Representative monolayer images of cell migration in

the wound scrape model at 0, 24, 48, and 72 h are shown. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, ***P<0.001 vs control group. Scale bar: 100 μm

Figure 3 PTL combined with SAHA inhibit the colony forma‐

tion of A549 cells in vitro. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01, ***P<

0.001 vs control group

Figure 6 PTL combined with SAHA induces apoptosis of A549

cells in vitro. PI: Propidium iodide; Annexin V-FITC: Annexin V-

fluorescein isothiocyanate isomer

Figure 5 Effects of PTL combined with SAHA on protein ex‐

pression levels of p53 and c-myc in A549 cells, which were quanti‐

tatively analyzed. n = 3,
-
x ± s. *P<0.05, **P<0.01 vs control group.

GAPDH: Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
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亡细胞百分比达到 39.21%, 说明 PTL和 SAHA联用能

够明显增强SAHA诱导A549细胞凋亡。

Western blot 法 检 测 PTL (8 μmol·L-1)、SAHA

(4 μmol·L-1) 以及PTL (8 μmol·L-1) 联合SAHA (4 μmol·L-1)

处理后 , A549 细胞中 PARP、cleaved PARP、caspase-9、

cleaved caspase-9、caspase-3 和 cleaved caspase-3 蛋白

的表达情况。结果显示 (图 7), PTL联合SAHA作用于

A549细胞显著下调了凋亡相关蛋白PARP、caspase-9和

caspase-3 蛋白的表达 , 激活了 cleaved PARP、cleaved

caspase-9和 cleaved caspase-3蛋白的表达。

讨论

肺癌已成为全球新发癌症中发病率最高的疾病,

且逐渐向年轻人群发展, 在临床治疗上随着治疗的推

进, 现有治疗方法会出现耐药和预后效果差等问题。

因此, 人们一直在探索肺癌治疗的新药物和新方法。

伏立诺他作为最早上市的HDACi, 有研究表明 SAHA

的单药活性较低且具有明显不良反应 , 为了增强

SAHA的抗肿瘤活性, 将 SAHA与其他药物联用已经

成为重要的恶性肿瘤治疗方案[7-9], 如 SAHA与紫杉醇

联用可以增加对A549细胞的抑制作用[13]。

在肺癌的发病机制中, 细胞凋亡起着重要作用, 细

胞凋亡与增殖之间的失衡会导致肿瘤的发生[14,15]。肿

瘤细胞凋亡的启动主要依赖凋亡受体通路或线粒体通

路两种途径 , 可能会受到 Bcl-2、p53、c-myc 或 caspase

家族蛋白的调控。其中, caspase家族扮演着重要的角

色, caspase蛋白可以直接诱导细胞凋亡, 也可以再次

激活细胞内第二信使, 影响细胞内 Bax 和 c-myc的表

达并作用于线粒体再诱导细胞凋亡[16]。本研究结果表

明, PTL与组蛋白去乙酰化酶抑制剂 SAHA的联合用

药调控了A549细胞中的 p53和 c-myc信号通路, 进而

激活 caspase凋亡途径并促进细胞凋亡。

中药现代化研究发现, 中药辅助疗法是肿瘤治疗

的有效途径之一[17]。多项研究表明, 中药活性成分或

提取物能够抑制肿瘤细胞增殖, 部分中药活性成分与

目前药物联合使用具有协同作用[18-20], 一些补气益气

中药联合化疗可延长晚期 NSCLC 患者的生存期[21]。

从栀子中提取的天然产物京尼平 (genipin) 通过自噬

增加奥沙利铂诱导的胃癌细胞死亡[16]。天然的黄酮苷

柚皮苷可以抑制氧化应激和炎症反应, 与阿托伐他汀

联合用药抑制前列腺癌的发展[22]。人参皂苷的苷元

20(S)-原蒽甲酚和表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制

剂 (EGFR-TKI) 联合用药, 通过减少硬脂酰辅酶 A 脱

氢酶 1 (stearoyl-CoA desaturase 1, SCD1) 诱导的脂质

积累, 克服了非小细胞肺癌细胞对 EGFR-TKI的耐药

性[23]。黄酮类化合物槲皮素和伊立替康联合治疗可显

著下调血管生成相关因子, 在体内外抑制胃癌细胞的

转移[24]。本研究探讨了从小白菊中提取的 PTL 联合

SAHA对非小细胞肺癌细胞的抑制作用。

PTL作为中药来源的活性小分子, 对人体正常细

胞的细胞毒性极弱, 具有联合其他药物增强抗肿瘤活

性的发展潜力。研究表明, PTL可以诱导多种肿瘤细

胞增殖, 如 Li等[25]研究结果显示, PTL可以通过ROS/

4E-BP1 (reactive oxygen species/4E binding protein 1)

信号通路诱导自噬小体聚集 , 降低 LC3 (microtubule-

associated protein 1A/1B-light chain 3) 和 p62 (sequesto‐

some 1) 蛋白的表达, 最终抑制细胞增殖。Bai等[26]研

究结果表明 , PTL 通过 PI3K/Akt (phosphoinositide 3-

kinase/protein kinase B) 信号通路 , 调节 Bcl-2、Bax、

caspase-3和MMP-9 (matrix metallopeptidase 9) 等的表

达 , 抑制非小细胞肺癌细胞株 H1975 的增殖与侵袭。

Ou等[27]研究结果表明, PTL通过抑制 NF-κB水平, 诱

导人食管鳞癌KYSE150细胞凋亡, 并抑制细胞增殖和

迁移。

本研究显示 , PTL 与组蛋白去乙酰化酶抑制剂

SAHA联合用药, 对非小细胞肺癌A549细胞的增殖抑

制和凋亡具有协同效应, 并探讨了其可能的作用机制

为: PTL协同 SAHA诱导 p53上调, 下调 c-myc的表达,

协同激活了 PARP、caspase-9 和 caspase-3 凋亡通路。

综上所述, 本研究为NSCLC治疗新方案的开发中PTL

与SAHA的联合用药提供了实验依据。
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