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地塞米松对顺铂诱导人肺腺癌细胞株凋亡的

抑制作用及其机制
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!!'摘要(!目的!研究地塞米松!)+R"对顺铂!())D"引起的人肺腺癌细胞株;D(C*5凋亡的抑制作用及其分

子机制探讨)方法!体外培养;D(C*5细胞&分别加入不同浓度)+R培养"'L后&加入不同浓度())D继续培养

'BL&采用二甲基溴化四氮唑蓝!GII"法检测细胞存活率#流式细胞仪检测细胞凋亡#用!#.-5*9)+R刺激

;D(C*U细胞&分别于!L+"L+'L+%L+!"L采用VIAD(V技术&检测;D(C*U细胞中糖皮质激素诱导的蛋白激酶!

基因!;Z<A!"和丝裂原活化蛋白激酶磷酸酶!!G<DA!"基因的表达#用生物素标记的抗糖皮质激素受体!ZV"抗体

对;D(C*U细胞中ZV行细胞免疫组化检测)结果!;D(C*U细胞经)+R刺激后&对())D所致的抑制细胞生长

和凋亡呈抵抗作用!!$&$&K"))+R刺激后的;D(C*U细胞表达;Z<A!上调&在!"L时表达达高峰&未检测到

G<DA!表达#细胞免疫组化显示;D(C*5细胞经)+R刺激后 ZV表达上调&细胞内 ZV数目高于对照组!!$

&$&K")结论!体外实验结果表明&)+R对())D引起的;D(C*U细胞凋亡有抑制作用)其分子机理可能是通过上

调细胞内ZV数目&增强通路下游;Z<!的表达&从而产生抗凋亡作用)

'关键词(!地塞米松!肺癌!顺铂!凋亡
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9)+R3-430.6523+3L+;D(C*5,+554VJC4-H3L+,+5542380HH+*+1330.+@-0134!!L&"L&'L&%L&!"L"Q+*+

+R3*2,3+8*+4@+,30O+5PN;+.0Aj621303230O+VIAD(V3+,L1-5-7PQ2464+83-8+3+,33L++R@*+440-1-H3L+4+*6.218

756,-,-*30,-08A0186,+8S0124+!;Z<A!"218.03-7+1A2,30O23+8@*-3+01S0124+@L-4@L2324+A!!G<DA!"01;D(C*5

,+554N;0.65321+-645P3L+756,-,-*30,-08*+,+@3-*!ZV"-H3L+;D(C*5,+55501+,+554Q+*+.+246*+8/P64017/0-301A

52/+5+82130A756,-,-*30,-08*+,+@3-*2130/-8PQ03L0..61-L043-,L+.043*P2442PN:,B&?>B!;D(C*5 ,+5544L-Q+8

*+404321,+3- ())DA0186,+8 2@-@3-404 QL05+ @*+A,6536*+8 Q03L )+R 218 3L+*+404321,+013+1403P Q24 )+R

,-1,+13*230-1A8+@+18+13NCH3+*)+R430.65230173L+;D(C*5 ,+554&;Z<A!+R@*+44+801,*+24+8218*+2,L+83L+

@+2S23!"LNY633L++R@*+440-1-HG<DA!Q241-38+3+,3+8NU..61-L043-,L+.043*P*+465344L-Q+83L236@A

*+76523+8ZV01;D(C*5,+5542H3+*430.65230-1Q03L)+RNIL+16./+*-H013*2,+55652*ZVQ2440710H0,2135PL07L+*

3L213L23-H,-13*-57*-6@N8;($?&B#;(!IL++R@+*0.+1325*+46534*,H*@D+8+.-143*23+83L23)+R01L0/0342@-@3-404

-1())DA0186,+8L6.21561728+1-,2*,01-.2,+55501+&;D(C*5NIL042130A2@-@3-404+HH+,3.07L386+3-)+R

01,*+240173L++R@*+440-1-H;Z<A!&212130A2@-@3-30,@*-3+01&010348-Q143*+2.407125@23LQ2P3L*-67L3L+

01,*+24+.+13-H013*2,+55652*ZV-H;D(C*5,+554N

'J,GK;F-B(!!)+R2.+3L24-1+!!9617,21,+*!!(04@52301!!C@-@3-404

!!地塞米松!)+R2.+3L24-1+&)+R"是临床常用

的糖皮质激素!756,-,-*30,-08&Z("类药物)研究发

" 四川省卫生厅课题!J-N&X&K"B"资助

# 通讯作者&MA.205$!#BB!BBXW#!"!#X$,-.

现&)+R对卵巢癌+乳腺癌+宫颈癌等多种实体肿瘤

存在潜在的诱导化疗抵抗+抑制化疗药物引起的细

胞凋亡现象
/!&"0)我们前期研究也发现)+R可以诱

导人非小细胞肺癌离体细胞及人肺腺癌细胞株

;D(C*5对顺铂!())D"化疗抵抗/#0&但其作用机



第%期 曹!菲等$地塞米松对顺铂诱导人肺腺癌细胞株凋亡的抑制作用及其机制

制并不完全清楚)?6等
/'0
在研究乳腺癌对)+R诱

导的化疗凋亡抵抗的分子机制时发现&血清和糖皮

质 激 素 诱 导 的 蛋 白 激 酶 ! !4+*6. 218

756,-,-*30,-08A0186,0/5+S0124+!&;Z<!"及有丝裂

原活 化 蛋 白 激 酶 磷 酸 酶 !!.03-7+1A2,30O23+8

@*-3+01S0124+@L-4@L2324+A!&G<DA!"在抗凋亡信

号转导通路中起着重要的作用)本研究以;D(C*

5细胞为研究对象&通过体外实验&探讨 )+R对

())D诱导;D(C*5凋亡的影响及发生的可能机

制&为今后临床())D化疗过程中正确认识和使用

)+R提供依据)

1!材料与方法

1L1!主要试剂

())D!云南个旧生物药业有限公司产品"#)+R

!天津药业焦作有限公司产品"#二苯基溴化四氮唑

蓝!GII"+胰蛋白酶!;07.2公司产品"#凋亡检测

试剂盒!凯基生物")总 VJC 抽提试剂 IV0T-5

!U1O03*-7+1公司产品"#VIAD(V试剂盒!北京天为

时代科技有限公司产品"#兔抗糖皮质激素受体

!ZV"抗体!V2//03C130AZV单克隆抗体"+)CY显

色试剂盒!武汉博士德生物工程有限公司产品")

1L/!细胞株及细胞培养

;D(C*5细胞株购自上海细胞所&培养于含

!&[的胎牛血清+!&&f*.9青霉素和!&&#7*.9

链霉素+"..-5*9谷氨酰胺的VDGUA!%'&培养基

中&培养条件为#W\&饱和湿度&K[ (=" 孵箱内&

肺癌细胞呈贴壁生长&"%#8后用&$"K[胰蛋白酶

消化传代&实验时所用细胞均处于对数生长期)

1L2!不同浓度9,Y刺激"X8E!$对899X诱导下

细胞存活率的影响

采用 GII检测细胞存活率)收集呈对数生长

期的;D(C*5细胞&用&$"K[胰蛋白酶AM)IC消

化液处理&制成单细胞悬液)取K̂ !&'*.9;D(C*

U细胞悬液接种于X%孔培养板内&每孔!&&#9&

"'L贴壁后&分别加入不同浓度的)+R!&+&$!+!$&+

!&$&#.-5*9"培养&"'L后加入不同浓度 ())D

!B$K+!W$&+#'$&#.-5*9"培养&各设'个复孔)于

#W\&K[(=" 孵箱中继续培养 'BL 后&加入

"$K.7*.9GII"&#9&于#W\反应'L&弃上清&

加入!K&#9)G;=充分溶解&酶标仪测定:KW&1.的

吸光值!C"&并按下式计算细胞存活率)存活率

!["]!实验孔C值b空白孔C值"*!对照孔C值

b空白孔C值"̂ !&&[)

1L3!9,Y刺激"X8E!$对不同浓度899X诱导下

细胞凋亡的影响

采用流式细胞术检测细胞凋亡率)用含!&[

小牛血清的!%'&培养基调整细胞浓度为'^!&K*

孔&并铺于%孔板中&置K[(="+#W\培养箱中培

养"'L后&将细胞分为阴性对照组+不同浓度顺铂

!B$K+!W+#'#.-5*9"组+不同浓度顺铂`地塞米松

组!!#.-5*9"组&每组设'复孔)其中阴性对照组

不加药物&地塞米松组加药后作用"'L&加入各种

浓度顺铂&培养"'L后收集贴壁细胞&制成单细胞

悬液&DY;洗涤"次&使用凋亡检测试剂盒!凯基生

物"进行染色&上流式细胞仪检测&Y)FC(;)0O2

分析软件测定细胞凋亡)

1L6!:QDX8: 检测 9,Y对"X8E!$细胞41701+

"7%01基因表达的影响

一般步骤按试剂盒说明书进行)反转录采用

=507-8I 引物&在 ;D(C*5 细胞培养液中加入

!#.-5*9)+R&设不含)+R作为阴性对照组)分别

于!L+"L+'L+%L+!"L&提取总VJC)反转录反

应条件为#&\K.01&'%\#&.01&XX\K.01&

K \ K .01&' \ 保 存#B5U(! 基 因 引 物 KhA

ZZCZZCIZZZI(IZCC(ZC(IIICA#h&其 反

义 链 为 KhACZ(ZII(((I(IZZCZCIZZIC

ZCA#h&产物大小为'B%/@)GU!(!基因引物KhA

(((ZCZCC(CZC(CCCZCZ(C((ZA#h&其反义

链 为 KhACIC(Z(C(IZ(((CZZIC(CZCCCA

#h&产物大小为%"&/@)内参照物$A2,301引物KhA

CCZCZCIZZ((C(ZZ(IZ(IA#h&其反义链为

KhAZC(I(ZI(CIC(I((IZ(IIZ(IA#h&产 物

大小为'"!/@)D(V反应条件为X'\ ".01&X'

\#&4&KK\#&4&W"\'K4&#&个循环&最后W"

\延伸K.01#"&7*9琼脂糖凝胶电泳分析D(V产

物)B5U(!+GU!(!表达水平以目的基因条带与$A

2,301条带光密度比值为相对表达量)用f>DZ);A

B&&&蛋白凝胶色谱仪92/Q-*S4'$K软件分析)

1L4!免疫组织化学法检测 9,Y对"X8E!$细胞

]:表达的影响

接种细胞前先将X%孔板预处理&"&&#9血清

包被孔底部及四周)按B̂ !&'*.9将;D(C*5细

胞悬液接种X%孔板中&每孔!&&#9&加入!#.-5*9

)+R培养&"'L后除去培养液)加入XK[酒精固定

细胞!K%"&.01&除去酒精)加K[Y;C封闭液&室

温"&.01&甩去多余液体不洗)设空白对照组!不

加一抗&加DY;"及阴性对照组!不加)+R&加一抗&

#&X
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二抗"&按照公司试剂盒说明操作)将兔抗人ZV抗

体!一抗"按!_"&&用DY;稀释后&'\孵育过夜&

DY;洗涤#次&加入!_"&&&稀释的生物素标记的

山羊抗兔U7Z!二抗"&)CY显色及苏木精复染)显

微镜观察+采图&以;D(C*5胞质及胞核内出现棕

黄色颗粒为阳性&每孔分别观察!&个高倍视野!'&&

倍"&每个视野计数"&&个细胞&计算平均阳性细胞

率)以上计数和阳性判断由"名病理医师双盲观

察)判断标准分为$阳性率$K[为阴性&K[%"K[

为`&"%[%K&[为``&'K&[为```)

1LM!统计学方法

计量资料数据以,2a?表示)多组间比较进行

单因素方差分析&组间比较采用成对样品@检验&以

!$&$&K为差异有统计学意义)

/!结果

/L1!9,Y对899X抑制"X8E!$细胞生长的抵抗

作用

由图!可见&)+R单用时&)+R各浓度组细胞存

活率均高于对照组&差异有统计学意义!!$&$&K"&

)+R&$!#.-5*9组细胞存活率低于)+R!$&+!&$&

#.-5*9组&差异有统计学意义!!$&$&K"&后"组

差异无统计学意义&因此&后续实验选用 )+R!$&

#.-5*9#在())D一定浓度内!B$K+!W$&#.-5*9"&

)+R各浓度组均表现为对())D抑制;D(C*5细

胞生长呈抵抗作用!与对照组相比&!均$&$&K"&在

())D浓度为#'$&#.-5*9时&)+R各浓度组仍表

现为对())D抑制;D(C*5细胞生长呈抵抗作用&

但与对照组相比&差异无统计学意义)

图1!9,Y对899X诱导"X8E!$细胞生长抑制的影响

T#A1!\<W'$>;R9,Y;(899XD#(-&$,-AF;K>%#(%#=#>#;(;R"X8E!$

$,??B

/L/!9,Y对不同浓度899X诱导"X8E!$细胞凋

亡的影响

由图"可见&())D可诱导;D(C*5细胞凋

亡&())D各浓度组细胞凋亡率均高于阴性对照组&

差异有统计学意义!!$&$&K"#)+R处理后&())D

诱导;D(C*5细胞凋亡率较())D各浓度组降低

!!$&$&K"&提示)+R具有抵抗())D诱导细胞凋

亡的作用)

图/!9,Y对899X诱导"X8E!$细胞凋亡的影响

T#A/!\<W'$>;R9,Y;(899XD#(-&$,-'W;W>;B#B;R"X8E!$$,??B

C&&C!&C"&C#$())D&&B$K&!W$&&#'$& #.-5*9#Y$)+R

!#.-5*9#($C!`Y#)$C"`Y#M$C#`YN" !$&$&K&O4N&

#.-5*9())D7*-6@##!$&$&K&O4N())D7*-6@233L+42.+

,-1,+13*230-1-H())D

/L2!9,Y对41701+"7%01基因表达的影响

B5U(!+GU!(!及$A2,301D(V产物琼脂糖电

泳图#)图中各组可见B5UA!及$A2,301条带&未见

G<DA!条带)B5U(!基因的相对表达量分别为$

阴性对照组!!$!'Ka&$&%"+加入!#.-5*9)+R!L

!!$!K"a&$&B"+"L!!$!K"a&$&'"+'L!!$!'Ka

&$&K"+%L!!$!K%a&$&%"+!"L!!$W%%a&$&'"&

B5U(!基因在!"L表达与阴性对照组比较差异有

'&X
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图2!9,Y对"X8E!$细胞中41701和"7%01基因表达的影响

T#A2!\<W'$>;R9,Y;(41701'(-"7%01,YWF,BB#;(#("X8E!$

$,??B

G$G2*S+*#!$(-13*-57*-6@#"&#&'&K218%$!#.-5*9)+R

3*+23+8H-*!&"&'&%218!"L

统计学意义!!$&$&K"#GU!(!基因各组细胞均未

见表达)

/L3!9,Y诱导"X8E!$细胞]:表达

免疫组织化学染色显示!图'"&阴性对照组可

见少量 ZV阳性表达细胞&阳性细胞率为!!!$Ka

!$"!"[#!#.-5*9)+R处理的细胞&可见大量ZV

阳性表达细胞&细胞浆和细胞核内呈现深褐色颗

粒&其阳性率高达!WB$#aW$%"[&与阴性对照组比

较差异有统计学意义!!$&$&K")

图3!9,Y诱导"X8E!$细胞]:表达的免疫组织化学染色)V300

T#A3!9,YD#(-&$,-,YWF,BB#;(;R]:#("X8E!$$,??B-,>,$>,-=G#<<&(;$G>;$%,<#$'?B>'#(#(AL V300

C$Y521S,-13*-5#Y$J+7230O+,-13*-5#($I*+23+8,+554Q03L!#.-5*9)+R

2!讨论

糖皮质激素是一种至关重要的皮质类固醇激

素
/K0&糖皮质激素除了直接用于非实体性肿瘤如淋

巴瘤的化疗以外&还用于处理肿瘤化疗相关的水肿+

炎症+疼痛+电解质失衡以及恶心+呕吐等临床症状)

虽然)+R对淋巴瘤和多发性骨髓瘤细胞是一种促

凋亡剂
/%0&但对多种实体肿瘤细胞却具有抗凋亡作

用
/! '0))+R对化疗药物引起的实体性肿瘤细胞凋

亡的抑制作用已经引起了国内外医学研究人员的关

注)EL217等
/!&"0
采用细胞株和肿瘤手术标本&对多

种实体肿瘤进行了筛查&发现 )+R可以诱导卵巢

癌+乳腺癌+宫颈癌等多种实体肿瘤对化疗药物抵

抗)我们研究发现)+R对人非小细胞肺癌标本及

;D(C*5细胞存在显著的化疗抵抗&并存在性别差

异
/#0)有研究显示&糖皮质激素可以通过调节转化

生长 因 子A$!!IZFA$!"+血 管 内 皮 生 长 因 子

!>MZF"+白介素AB!U9AB"等的表达/W X0&从而抑制

肿瘤增殖&发挥抗前列腺癌的作用)有研究显示乳

腺癌对)+R诱导的化疗凋亡抵抗最为显著&并对其

抗凋亡分子机制进行研究&?6等
/'0
采用 .VJC微

阵列技术&对)+R*紫杉醇联合处理前后乳腺肿瘤细

胞株内!"%X%个基因表达变化的分析显示&;Z<A!

和 G<DA!是乳腺肿瘤细胞经)+R诱导后异常高表

达的"个关键蛋白&对抑制化疗药物引起的细胞凋

亡起决定性作用)而 G+5L+. 等
/!&0
的研究证实

)+R可能通过上调;Z<!+G<D!和双特异性磷酸!

!)f;D!"的表达从而抑制化疗诱导的卵巢癌细胞

凋亡)目前认为&糖皮质激素通过与细胞内的 ZV

结合&激活的ZV通过一系列细胞内信号传递&活化

或抑制基因的转录&从而发挥其促凋亡或抗凋亡的

作用
/!!0)糖皮质激素在参与细胞程序死亡的过程

中有正负调节双重作用&且与细胞和组织学种类变

化而不同
/!"0)

本研究结果显示&)+R可诱导人肺腺癌细胞株

;D(C*5对 ())D产生抵抗&其分子机制可能与

;Z<A!介导的抑制细胞凋亡有关);D(C*5细胞

经)+R诱导后&细胞内 ZV表达上调&使下游通路

中的B5U(!基因高表达&从而诱导;D(C*5细胞

对())D产生药物抵抗)在时序上)+R作用以后

!"L!本研究中"B5U(!基因表达达高峰)然而&与

经)+R诱导后的乳腺癌细胞相比&抗凋亡基因

GU!(!在人肺腺癌细胞株;D(C*5并未表达&可

能与ZV的表达水平可以影响不同的信号传导和靶

基因的激活
/!#0
有关)如研究显示&ZV介导的转录

因子F=g=#2失活是乳腺上皮细胞生存的一个重

K&X
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要机制&ZV活化经ZVA;Z<A!AF=g=#2信号传导

通路而致F=g=#2择优磷酸化和失活
/!'0)F=g=#

蛋白被认为是激活胞外配体的启动子&包括启动死

亡因子即()XKA9+转录编码肿瘤坏死因子相关凋

亡诱导配体+5A型肿瘤坏死因子受体结合蛋白+促

Y细胞淋巴瘤凋亡*白血病基因蛋白家族成员的

Y0.以及Y,5A%
/!K0)糖皮质激素诱导的;Z<A!活化

后F=g=#2蛋白质失活可能导致上述的促凋亡蛋

白转录下调&有助于ZV介导细胞凋亡的抵抗
/!%0)

由于;D(C*5细胞对())D显示出化疗药物

抵抗&预示B5U(!基因在)+R诱导ZV阳性的人肺

腺癌化疗抵抗中可能起着重要的作用)如果这种现

象在临床治疗中也存在&那么)+R的使用很可能会

降低化疗药物的疗效&甚至引起肿瘤细胞对化疗药

物的抵抗))+R诱导实体肿瘤对化疗药物凋亡抵抗

的机制可能存在多途径+多信号的调节&并在不同的

组织细胞其机制可能不尽相同)而且)+R对某些

肿瘤也存在诱导化疗凋亡作用&)+R的这种双向调

节机制尚需要进一步的研究和阐明)
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