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细胞周期蛋白依赖激酶 Roscovitine 诱导非小细胞肺癌 A549 细胞凋亡及

其机制的研究
张海华 1 孟 瑾 2 张 峰 2△
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摘要 目的：探讨细胞周期蛋白依赖激酶（CDK）抑制剂 Roscovitine（Ros）诱导非小细胞肺癌（NSCLC）A549 细胞凋亡及其作用机

制。方法：以不同浓度 Ros（10μM、20μM、40μM）处理细胞 24h，采用 Annexin V-PI 染色以流式细胞仪检测细胞凋亡，Western
blot 法检测胞浆中和线粒体促凋亡蛋白 Bax 和 Bad 的表达，流式细胞仪检测线粒体膜电位（MMP）变化。结果：Ros 以剂量依赖的

方式诱导 A549 细胞凋亡，同时 Bad 和 Bax 在胞浆的含量随着 Ros 剂量的增加而减少，而在线粒体中却出现相反的结果，线粒体

膜电位随 Ros 剂量的增大而降低。结论：Ros 可通过促进 Bax 和 Bad 由胞浆向线粒体易位，诱导 NSCLC A549 细胞由线粒体途径

发生凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of cyclin dependent kinase inhibitor roscovitine (Ros)-induced apoptosis on
non-small cell lung cancer A549 cells and its mechanisms. Methods: A549 cells were exposed to varying concentrations of Ros for 24h.
Apoptosis was detected with Annexin V-PI staining by flow cytometry. The expression of pro-apoptotic protein Bax and Bad in
cytoplasm and mitochondria was detected by western blot. The changes of mitochondrial membrane potential (MMP) were analyzed by
flow cytometry. Results: Roscovitine could effectively induce apoptosis and this effect increased with the increasing of the drug
concentration. The expression levels of Bax and Bad in the cytosol declined with Ros treatment, while increased in the mitochondria, and
which was in a dose-dependent manner. Ros also caused decreasing of MMP dose-dependently. Conclusions: Ros induced apoptosis in
A549 cells in a dose-dependent way by facilitating mitochondrial translocation of Bax and Bad, thus activating mitochondrial apoptotic
pathway.
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前言

肺癌在世界癌症患者中是头号杀手，而非小细胞肺癌在肺

部的恶性肿瘤中占有 80%。尽管早期肺癌可能通过手术切除得

到治愈，但是复发率仍旧很高并且通常仅能在晚期才被发现。
一般认为肿瘤的发生是由于单个细胞的转化导致其过度增殖

引起，凋亡信号的失调在其中发挥了重要的作用，这为针对肺

癌细胞凋亡途径的治疗策略提供了理论基础。
细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）抑制剂 roscovitine（Ros）

对癌细胞增殖具有阻遏作用，目前已经进入临床试验阶段。Ros

是一个小分子，它通过直接在 APT 结合区的竞争作用来抑制

CDK。尤其对 CDK1、CDK2 和 CDK5 具有激活作用，并诱导处

于 G1 期与 G2-M 期的细胞发生凋亡[1]。
促凋亡蛋白 Bad[2]和 Bax[3]在线粒体与胞浆之间的易位参

与了细胞凋亡的调节作用。其促凋亡机制为：正常生理状态下

磷酸化的 Bad 与 14-3-3 结合组成无活性的复合物。接受凋亡

刺激后，钙调磷酸酶等诱导 Bad 去磷酸化，去磷酸化的 Bad 与

分子伴侣蛋白 14-3-3 解离，Bad 从构成性结合的 Bcl-xL-Bax
二聚体中置换并释放促凋亡的 Bax [4]，Bax 移位到线粒体，促使

线粒体释放细胞色素 c 和凋亡诱导因子（AIF)，引起 Caspase 级

联反应导致细胞凋亡[5]。本文旨在研究 Ros 诱导 A549 细胞凋

亡作用及其对 Bad 与 Bax 活性的影响。

1 材料和方法

1.1 材料

Roscovitine 和 DMSO 均购自美国 Sigma 公司；DMEM 购
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图 1 A549 细胞经不同剂量 roscovitine（10μM、20μM 和 40μM）处理

24h 后，用流式细胞仪通 Annexin V-FITC 和 PI 染色检测凋亡，（x±s,

n=3），aP<0.01 vs 对照组；bP<0.01 vs ros 20μM

Fig. 1 A549 cells were treated with DMSO as vehicle control or

roscovitine(ros)10μM、20μM and 40μM for 24h. Apoptosis was analyzed

by Annexin V-FITC and PI staining with flow cytometry.（x±s, n=3）,

compared to control group, aP<0.05; compared to ros 20μM group, bP<0.

01

图 2 Western blot 检测经 roscovitine 处理过的 A549 细胞中 Bad 与 Bax

在细胞浆和线粒体组分中的水平

Fig. 2 The expression levels of Bax and Bad in cytosol and mitochondria

were detected by western blotting using the antibodies against Bax and

Bad. Actin and Cox IV blots were used as cytosolic and mitochondrial

protein loading control, respectively

自美国 Gibco 公司；Annexin V-FITC 购自美国 BD Pharmingen
公司；Bad 和 Bax 抗体购自 Santa Cruz 公司；辣根过氧化酶购

自 Sigma 公司。
1.2 细胞培养

A549 细胞在 37℃、5％CO2、饱和湿度条件下用含 10%新

生牛血清、10mg/ml 抗生素 （青霉素与链霉素）、2 mmol/L L- 谷

氨酰胺的 DMEM 培养基中培养。将 Ros 溶于 DMSO 中，并用

终浓度为 10μM、20μM 和 40μM 的 Ros 处理细胞，对照组加用

相同体积的 DMSO，时间为 24h。
1.3 AnnexinV-FITC 和 PI 染色

经过不同的处理后，用胰蛋白酶消化细胞，然后经 PBS 洗

涤两次，重悬于 100μL 结合缓冲液中，该缓冲溶液含有 10mM
HEPES，140 mM NaCl 和 2.5 mM CaCl2，pH 7.4，以 5μLAnnex-
in V-FITC 和 5μL PI 染液进行染色。以流式细胞仪采用 Cell
Quest 程序进行分析，分别以 FL1 和 FL2 表示 Annexin V-FITC
和 PI 染色阳性细胞。
1.4 流式细胞仪检测细胞线粒体膜电位（MMP）的变化

通过 MitoTracker 染液以流式细胞仪对 MMP 进行检测，

该染液可聚集于正常线粒体，而当线粒体受损膜电位下降时染

色减弱或消失。在使用前将染料溶解于 DMSO 并经 PBS 进行

稀释，加入培养的活细胞培养液中处理 45 分钟后，经胰蛋白酶

消化细胞。然后用 PBS 洗涤细胞两次，细胞样品通过流式细胞

仪 Cell Quest 程序进行检测，以 FL2 表示染色强度。
1.5 Western blot 检测

经过不同剂量 Ros 处理 A549 细胞 24h，裂解细胞，裂解液

为 250 mM sucrose，70 mM KCl，137 mM NaCl，4.3 mM
Na2HPO4，1.4 mM KH2PO4(pH 7.2)，200 μg/ml digitonin，100 mM
PMSF 和 1:25 的蛋白酶抑制剂。裂解产物冰浴 30 分钟后 4℃、
14000rpm 离心 30 min。取上清液，获得胞浆蛋白。而后将其溶

解于含有 1% SDS 的裂解液中，以获取线粒体片段。Bradford
法测定蛋白浓度，取 20μg 的蛋白上样，SDS-PAGE 电泳，然后

转移到硝酸纤维膜上。5%脱脂奶粉室温封闭 1 小时，将 NC 膜

先后与第一抗体 Bax、Bad、COX IV 和 Actin 抗体 4℃孵育过

夜；PBST 缓冲液洗膜 3 次，每次 10min，加入 1: 5000 稀释的第

二抗体室温孵育 1 小时，再次洗膜共 3 次，每次 10min。用 ECL
(enhanced chemiluminescence) 化学发光试剂盒检测蛋白的表

达。
1.6 统计学处理

所有的数据均以 s 表示，两组均值的比较用非配对 t 检验，

P<0.05 表示两组差别具有显著性的意义。

2 结果

2.1 Roscovitine 诱导 A549 细胞凋亡

Ros 可以在某些肿瘤细胞中引起凋亡 [6-7]，本研究首先在

A549 细胞中确定 Ros 确实存在诱导肺癌细胞凋亡的作用。
A549 细胞以不同浓度 Ros 处理 24h，以 Annexin V 阳性细胞代

表凋亡细胞。结果如图 1 所示，早期凋亡细胞(Anneinx V+ 和

PI-)显示在图中右下象限，而晚期凋亡的细胞(Annexin V+ 和

PI+）显示在右上象限。与对照组相比，10μM 的 Ros 对凋亡无

明显影响，而 20μM 和 40μM 的 Ros 可以显著的诱导 A549 细

胞凋亡（P<0.01），呈剂量依赖性。

2.2 Roscovitine 促进胞浆中 Bax 和 Bad 向线粒体转位

Ros 处理细胞 24h 后，提取各组蛋白，Western blot 法检测

胞浆和线粒体组分中 Bax 和 Bad 的蛋白表达水平。结果如图

2，对照组和 Ros10μM 组胞浆中可检测到 Bax 和 Bad，但线粒

体中未检测到两种蛋白表达，而 Ros20μM 和 40μM 处理组均

检测到线粒体 Bax 和 Bad 蛋白，且蛋白水平随 Ros 浓度增高

而增高，表明一定浓度的 Ros 可促进 Bax 和 Bad 由胞浆向线

粒体转位。

2.3 Roscovitine 诱导 MMP 下降

MMP 的降低在诱发凋亡过程中扮演了重要的角色，MMP
下降可以使线粒体膜通透性显著增加，导致许多重要的促凋亡

蛋白从线粒体基质内扩散到胞浆进而诱发凋亡。本实验发现经

20μM 和 40μM 的 Ros 处理后引起细胞 MMP 显著下降（P<0.
01），并呈浓度依赖性（图 3）。
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图 3 A549 细胞经不同剂量（10μM、20μM、40μM）的 roscovitine 处理

后，应用流式细胞仪检测细胞中 MMP 的变化，（s, n=3），aP<0.01 vs 对

照组；bP<0.01 vs ros 20μM

Fig. 3 A549 cells were exposed to varying concentrations（10μM、20μM、
40μM） of roscovitine (Ros), MMP changes was measured by flow

cytometry.（x±s, n=3）, compared to control group, aP<0.05; compared to

ros 20μM group, bP<0.01

3 讨论

肿瘤的形成是一个复杂的、多步骤的过程，凋亡系统的失

活在其中扮演了重要的角色，因此研究癌细胞的凋亡途径及其

机制对抑制癌症的发生、癌症患者的治疗、提高癌症患者的生

存率至关重要。
据相关文献的报道将 Ros 应用在一些类型的肿瘤中具有

诱导癌细胞凋亡的作用，这其中就包括 Ewing 肉瘤[8]、前列腺癌

[9]、乳腺癌[10]和白血病[11]等。本实验首先证实 Ros 以剂量依赖的

方式引起 NSCLC A549 细胞凋亡，有效的起始浓度为 20μM。
在凋亡过程中，线粒体途径可以被多种损伤信号激活，MMP 下

降是线粒体损伤的标志，可使线粒体膜通透性显著增加，导致

许多重要的促凋亡蛋白从线粒体基质内扩散到胞浆，其中包括

细胞色素 c 和 AIF，进而导致 Caspase-9 的活化和下游 Cas-
pase-3 的激活。在人类 MCF-7 乳腺癌细胞，已证明 Ros 通过促

进线粒体损伤以及细胞色素 c 和 AIF 的释放诱导细胞凋亡[12]。
生理状态下，Bad 与 Bax 主要存在于胞浆之中。虽然在线

粒体上也发现有部分 Bax 存在，但 Bax 分子并非插入线粒体

外膜内而是附着于线粒体表面 [13]。Bad 游离于胞浆而不是固定

于线粒体外膜，不含信号锚定蛋白的结构特点决定了它接受多

种细胞外传入的信号，并传递到线粒体外膜与其他 Bcl-2 家族

成员相互作用，从而调节细胞的生长或凋亡[14]。本实验中，对照

组的 Bad 和 Bax 在胞浆中均有表达，而在线粒体未检测到，这

验证了上述蛋白生理状态细胞内分布。
目前尚未明确 Ros 如何活化 Bax 和 Bad 蛋白，有研究表

明蛋白激酶 B (PKB)/AKT 的激活可以通过磷酸化 Bad 和 Bax

介导抑凋亡的生存信号[15]。磷脂酰肌醇 -3- 激酶(PI3K) /AKT 生

存信号转导通路作为重要的细胞生存通路，在促进细胞生长、
增殖、抑制细胞凋亡等方面起着重要作用。AKT 可诱导 Bad 分

子中丝氨酸 Ser155 磷酸化[16]，抑制细胞凋亡。Bad 在内源性线

粒体凋亡途径中发挥了重要作用[16-18]，凋亡信号及其他细胞损

伤信号均通过 Bad 转呈至线粒体外膜，藉此触发 Caspase 依赖

性凋亡进程[19-21]。凋亡信号可诱导 Bad 去磷酸化，进而发生构象

变化并自转位至线粒体外膜，干扰 Bcl-xL-Bax 聚合物的稳定

性，将 Bax 从中置换出来。解离后的 Bax 作用于线粒体外膜形

成孔道，导致线粒体膜电位下降和细胞色素 c、AIF 外流，触发

整个凋亡事件的发生[22]。本实验通过 Western blot 检测发现随

着 Ros 剂量的升高，Bad 与 Bax 在胞浆中表达减少，在线粒体

中表达增加，同时伴有线粒体膜电位下降，说明在 Ros 诱导的

凋亡中存在了 Bad 与 Bax 从胞浆到线粒体的转位，然而 Ros

是否通过影响 PI3K 通路进而促进 Bax 与 Bad 活化有待进一

步证实。
综上所述，Ros 可诱导 NSCLC 中 A549 细胞凋亡，其机制

与 Bad 和 Bax 由胞浆向线粒体的转位进而激活线粒体凋亡途

径密切相关。本研究为 CDK 抑制剂用于临床抗肿瘤治疗提供

了理论依据。
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数据表示为 mean±SEM(n=2)，*,**: P<0.05, 0.01 vs 对照。相对移动参数 RM(t) = (Flud(t) - FG0/G1)/(FG2/M - FG0/G1) ，Flud(t), FG0/G1 和 FG2/M

分别为 BrdU 标记 t 小时后被 BrdU 标记的未分裂的 S 期细胞（lud），G0/G1 期细胞和 G2/M 期细胞的 PI 参数的平均荧光强度（DNA 含量）。DNA

合成时间 Ts = 0. 5×t/(RM(t) - RM(0))，RM(0)和 RM(t) 是 BrdU 标记 t 小时后的相对移动参数，RM(0)设为 0.55。
All data are expressed as mean ± SEM (n=2). *,**: P<0.05, 0.01 vs control. RM, relative movement,RM(t) = (Flud(t) - FG0/G1)/(FG2/M - FG0/G1).

Where Flud(t), FG0/G1 and FG2/M are the mean PI fluorescence (DNA content) of the BrdU labelled undivided cells, the G0/G1 and G2/M population at

time (t) (hour) after BrdU pulsing. Ts, DNA synthesis time,Ts = 0. 5×t/(RM(t) - RM(0)).RM(0) and RM(t) are the relative movement values at time 0 and

t (hour) after BrdU pulsing respectively, RM(0) is estimated to be 0.55.

Time(h) RM Ts

Control 12 1.05±0.01 12.10±0.58

PSP（0.1 mg/ml） 12 0.61±0.00* 108.40±0.22*

Control 24 1.55±0.01 11.95±0.43

PSP（0.1 mg/ml） 24 0.65±0.00* 114.52±0.31*

表 1 PSP 对 Molt-4 细胞周期相对移动参数和 DNA 合成时间的影响

Table 1 The effect of PSP on relative movement and DNA synthesis time of the Molt-4 cells

（上接第 3837 页）
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