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不同浓度阿霉素对 A549细胞存活影响的机制研究 *
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摘要 目的：探讨在不同浓度阿霉素作用下，肺癌细胞株 A549存活率发生反向变化的可能机制。方法：在阿霉素作用于 A549细胞

24小时后，采用 MTT法检测细胞存活情况的变化；用实时定量 RT-PCR和蛋白印迹法测定 survivin的 mRNA和蛋白水平表达；

免疫印迹检测 p21蛋白表达水平,以及流式细胞术检测药物作用后细胞周期变化。进一步用羟基脲阻滞细胞分化于 G1期，观察

阿霉素对细胞的作用情况。结果：在不同浓度梯度的阿霉素作用下（由低至高），细胞存活率出现先下降后上升的反弹趋势（P<0.

01），并伴随 survivin分子的高表达，同时，药物作用下细胞分化更倾向阻滞于 G1期。结论：高浓度阿霉素作用下细胞分化多阻滞

于 G1期，并诱导出现 survivin分子的高表达，从而增强了对细胞的保护作用是细胞存活率反向升高的可能原因。
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Mechanism of the Effect on Survival of A549 Cells by Different
Concentrations of Adriamycin*

To investigate the protential mechanism of the surviva rate of human lung cancer cell line A549 affected by

adriamycin. Cells viability was detected by MTT after cells were cultured for 24 hours in present of adriamycin. Survivin gene

expression was detected by quantitative real-time PCR, and western blotting was used to observe protein expression of Survivin and p21,

while cell cycle arrest was detected by flow cytometry analysis. Cells viability changes after cell cycle was blocked in G1 phase were ob-

served by hydroxyurea. After being cultured under different concentrations of adriamycin treatment (from low to high), cell via-

bility decreased first and then increased（P<0.01）, and accompanied with survivin overexpression. Flow cytometry analysis confirmed

that cell differentiation was more likely to be arrested at G1 phase under treatment of adriamycin. High concentration of adri-

amycin arrested cell differation at G1 phase and induced survivin overexpression, which enhanced the protective effect of cells them-

selves. This may be the reason why cells viability increased instead under high concentration of adriamycin teatment.

Adriamycin; A549 cell line; Survivin; Cell cycle

前言

目前，恶性肿瘤是对人类健康和生存构成的最大威胁，大

多数明确诊断的肿瘤病人都需要化学药物治疗[1-3]。而化疗过程

中因考虑到化疗药物的副作用和病人的承受力，故选择合理的

给药浓度将很大程度上影响疾病治疗的效果[4-6]。鉴于肺癌近年

来的高发、高致死率趋势，本文首选肺癌细胞株进行相关研究。

阿霉素（adriamycin又称 Doxorubicin hydrochloride），是一类蒽

环类抗恶性肿瘤药，其抗瘤谱广，用于治疗恶性淋巴癌，乳腺

癌、胃癌、肺癌等疗效好，在临床上较为常用[7-11]。本研究拟以肺

癌细胞株 A549为模型，以阿霉素为处理制剂，探讨不同药物

浓度处理细胞后影响细胞存活以及增殖的可能机制。

1 材料和方法

1.1 材料

阿霉素购自美国 sigma公司；A549细胞株：本研究室已

有；1640培养基和胎牛血清购自 hyclone公司；MTT试剂盒购

自南京凯基生物技术有限公司；ReverTra Ace qPCR RT Kit以

及 SYBR Green Realtime PCR Master MIX 购自日本 toyobo 公

司；survivin和 p21兔抗人单抗购自 cell signaling公司。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养 A549 细胞用 1640+10%FBS 血清共培养，

80-90%细胞密度传代，消化用胰酶 +0.25% EDTA，在 37℃、
5% CO2细胞培养箱静置培养。
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1.2.2 MTT检测细胞存活率 取对数生长期 A549细胞，接种

于 96孔板，每孔细胞数目为 1× 104，37℃、5% CO2细胞培养箱

静置培养 24小时，加入不同浓度阿霉素进行处理，药物浓度分

别为（0.1，0.25，0.5，1，2，5，12.5，25，50，100 g/ml），按照实验要
求设立空白对照组并设立 5复孔，处理时间为 24小时后，加入
MTT 孵育 4小时，去除上清液，加入 DMSO 振荡溶解蓝色结

晶 10 min，490 nm出测定各孔吸光度值，观察药物对细胞生存

的影响。

1.2.3 检测 survivin 表达水平 选择药物浓度 0.1,0.5,1,5,50

g/ml五个药物浓度组，设定无药物组为空白对照；处理时间梯

度依次为 4,8,16,24小时，对不同组和时间点的样本收集，采用
TRIZOL法提取细胞 RNA，反转录 cDNA，荧光定量 PCR：50℃

2 min，95 ℃ 5 min，1 cycle；95 ℃ 15 s，63 ℃ 1 min，40 cycles;以
GAPDH为内参，观察 survivin基因表达水平的变化情况（引物

设计如表 1）。另外，采用 western blotting检测五个药物浓度组

处理 24小时后 survivin蛋白表达水平的变化。

1.2.4 细胞周期检测 对上述五个浓度组，处理 24小时后，采

用流式细胞分析术对细胞所处周期情况进行观察；通过 west-

ern blotting检测 p21蛋白表达水平观察细胞周期阻滞情况；进

一步选择 hydroxyurea周期抑制剂将细胞阻滞于 G1期后（浓

度 2 mol/mL作用 16h），继而观察药物对细胞作用变化情况。
1.2.5 统计学方法 实验所有数据均以 x± s表示，采用 SPSS

16.0 统计软件处理数据，3 组以上数据用单因素方差分析
（one-way ANOVA），组间两比较采用 LSD法。检验水平（琢为
0.05。
1.3 统计学方法

本实验所有数据以均数± 标准差(x± s)表示，采用 t检验,

分析比较 B、C、D、E组与对照组（A组）之间 EPCs数量、增殖、

迁移与粘附能力的差异。采用 SPSS17.0统计软件处理数据，以

上各组检验标准取 P<0.05有统计学意义。

2 结果

2.1 A549细胞药物浓度 -生长曲线
MTT实验发现不同浓度药物处理 A549细胞后，细胞存活

率出现一个先下降后上升的过程，在高浓度药物组，细胞存活

率反弹上升，并且这种变化趋势明显，有统计学意义。具体结果

如图 1所示。
2.2 药物作用后 survivin基因以及蛋白水平变化

基于在高浓度阿霉素处理后，瘤细胞存活率反而出现反向

升高的现象，本文对细胞存活有直接影响的 survivin基因表达
以及蛋白水平进行检测，RT-PCR检测五个药物浓度在不同时

间点 survivin基因表达水平变化情况如图 2所示。survivin作

为促细胞生存基因，其表达量随着浓度的变化，在 4h的时候，

各个组间表达水平差异并不明显，然而在 8h组表现出先降低，

后上升的趋势，各组间差异明显（P<0.05）；在 16h、24h 组与 8h

组情况类似，未列出。值得注意的是，在浓度为 50 g/ml时，sur-

vivin分子基因水平显著上升。而且通过比较可以看到，survivin

分子的这个趋势与细胞生存率变化趋势具有一致性。

进一步采用蛋白印迹，观察五个处理组 24小时 survivin

蛋白表达水平的变化情况。结果表明，survivin各个处理组表达

水平与基因表达水平趋势一致，也出现了一个先下降后升高的

过程。其中，浓度 5，50 g/ml时，survivin蛋白表达量升高非常明

显。如图 3所示：

2.3 药物作用对 A549细胞周期的影响

对细胞周期结果进行分析：实验中发现，给予药物处理后，

细胞多数处于 G0,G1/S期，处于 G2/M期细胞数目几乎为 0。处

理组随着浓度由低至高，其 G1期细胞相对比例出现一个先下

图 1 不同浓度阿霉素刺激 A549细胞后存活率

Fig.1 Cells viability on different concentration of adriamycin

基因 引物序列

survivin

GAPDH

Fwd：GGCTGAAGTCTGGCGTAAGA

Rev：GGCTAGGGACGACGATGAA

Fwd：AATTCCATGGCACCGTCA

Rev：TGGACTCCACGACGTACTCA

表 1 survivin，GAPDH引物序列

Table 1 Quantitative real-time PCR primers

图 2 细胞 survivin基因表达水平在阿霉素刺激后发生改变

Fig.2 The relative expression level of survivin gene changes after cells

stimulated by Adriamycin

图 3 阿霉素处理细胞 24小时后 survivin蛋白表达水平变化情况

Fig.3 The expression of survivin protein changes after stimulating with

adriamycin for 24 hours
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降后上升的过程，并且这个过程也是和 MTT细胞生存率实验

结果相似。

进一步对五个处理组 p21蛋白表达情况进行观察，发现药

物刺激后，p21相对于未处理组，其表达水平显著升高，提示细

胞发生了周期阻滞。结果如图 5所示。

2.4 周期抑制对 A549存活率的影响

用羟基脲周期抑制细胞至 G1期，再用阿霉素处理，观察

细胞存活率变化情况。图 6结果显示，将 A549细胞用羟基脲

抑制在 G1期后，再用阿霉素进行处理，发现阿霉素对细胞作

用能力明显降低，说明细胞周期阻滞有助于细胞对阿霉素抗药

作用。图 6结果显示，将 A549细胞用羟基脲抑制在 G1期后，

再用阿霉素进行处理，发现阿霉素对细胞作用能力明显降低，

说明细胞周期阻滞有助于细胞对阿霉素抗药作用。

3 讨论

阿霉素作为一个抗肿瘤药物在临床普遍应用，研究阿霉素

用药后产生的耐药机制研究，对于揭示该药本身与其他化疗耐

药的某些耐药机制有普遍意义[12，13]。从本研究中可以看到，不同

浓度阿霉素对 A549细胞抑制能力有差异，由低至高，细胞存活

率出现了一个先降低后升高的反弹现象。导致这一现象的原因

是什么原因尚不清楚。现有研究支持，在肿瘤细胞株中，细胞周

期与肿瘤耐药性的产生关联密切 [14]，survivin是一个抑制细胞

凋亡、促进细胞生存的蛋白，可以同时通过调控细胞周期，影响

细胞有丝分裂过程，从而对细胞生存起到了保护的作用[15]，而

抑制 survivin分子的表达，可以增强药物的作用能力[16-18]。

本文设想细胞周期以及 survivin分子可能参与到这个现象

之中。首先对不同浓度阿霉作用下 survivin分子表达情况进行

观察，发现无论是基因还是蛋白水平，其表达与药物剂量存在

相关性，随着药物浓度的持续升高，有一个先下降后上升的趋

势；提示 survivin的表达增加可能促进了细胞的保护作用。研

究表明，survivin与调节细胞周期相关，说明细胞周期调控可能

参与到了这个过程[19，20]。p21蛋白印迹结果也显示，在阿霉素作

用下，p21蛋白表达量相对对照组明显升高，表明细胞周期阻

滞确有发生，进一步流式结果也证实在不同阿霉素浓度作用情

况下，A549细胞细胞周期停滞在 G1/S期。按照浓度梯度分析，

处于 G1期细胞比例与 MTT 检测细胞存活率线性趋势一致，

提示细胞周期阻滞于 G1期的情况下，有助于细胞耐受阿霉素

的作用，从而保护细胞生存。进而，本文用羟基脲将 A549细胞

阻滞于 G1期[21]，再用阿霉素进行处理，显示阿霉素对周期阻滞

后的细胞作用能力下降明显，细胞整体生存水平大幅上升，并

且浓度差异性也不再明显,提示处于 G1期的 A549细胞对阿霉

素不敏感。

本研究主要以 A549细胞为模型，探讨了化疗药物阿霉素

作用下浓度依赖的敏感性问题，结果提示高浓度阿霉素作用

下，会引起细胞周期阻滞，反而降低了对细胞的杀伤作用。通过

本研究结果可以对临床合理使用化疗药物剂量提供一定的参

考。在后续的研究中，我们将从其它的模型以及化疗药物入手，

作进一步的观察和机制研究，以便更深入了解肿瘤耐药性产生

的原因。
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