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布雷菲德菌素 A 通过线粒体凋亡途径增强顺铂抗肺癌
细胞的作用
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摘要　 本研究证明了线粒体凋亡途径在布雷菲德菌素 A ( brefeldin A,BFA) 联合顺铂 ( cis-
dichlorodiamine platinum,CDDP) 抗非小细胞肺癌( non-small cell lung cancer,NSCLC) 中的作用。
MTT 结果显示, BFA 对肺 癌 GLC-82 和 NCI-H1299 细 胞 的 半 数 有 效 抑 制 浓 度 ( half maximal
inhibitory concentration,IC50)分别是 100 ng / mL 和 400 ng / mL,CDDP 对 GLC-82 和 NCI-H1299 细胞

的 IC50分别是 4 μg / mL 和 15 μg / mL;而分别采用半量的 BFA 和 CDDP 联合处理 GLC-82 或 NCI-
H1299 细胞后,抑制作用均进一步加强。 DAPI 染色结果进一步证明了二者的协同作用———与单独

用药组相比,细胞核染色质固缩加剧,核裂解碎片增多,乃至形成凋亡小体,表明细胞凋亡的发生。
与单药组比较,联合用药导致肺癌 GLC-82 细胞线粒体膜电位显著下降;q-RT-PCR 及 Western 印迹

结果显示,在联合用药早期(24 h),GLC-82 细胞可能通过提高 Bcl2 表达以促进存活;而在联合用

药晚期(48 h),细胞已发生不可逆转的凋亡,Bcl2 表达受抑制,同时二者通过促进 Bax 表达来诱导

细胞色素 C 释放,使胱天蛋白酶 3 发生剪切激活,最终诱导细胞凋亡发生。 提示线粒体凋亡途径

可能是 BFA 协同 CDDP 抗非小细胞肺癌的分子机制之一,为肺癌的临床治疗方案提供了更多的理

论依据。
关键词　 布雷菲德菌素 A; 顺铂; 肺癌; 协同作用; 线粒体凋亡
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Abstract　 In this study, we investigated the involvement of mitochondrial apoptosis pathway in the
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synergistic anti-cancer effect of brefeldin A (BFA) and cis-dichlorodiamine platinum (CDDP) on the
non-small cell lung cancer (NSCLC). MTT assays revealed that BFA alone inhibited the proliferation of
GLC-82 cells or NCI-H1299 cells with an IC50 of 100 ng / mL or 400 ng / mL respectively, and CDDP
alone inhibited the proliferation of GLC-82 cells or NCI-H1299 cells with an IC50 of 4 μg / mL or 15 μg /
mL respectively. The inhibitory effect was further strengthened with half doses of BFA and CDDP in
combination. With combined exposure of drugs, more abnormal cells with chromatin condensation were
observed, together with increased numbers of apoptotic bodies with nucleus and cytoplasm fragmentation.
Compared to single drug exposures, the mitochondrial membrane potential of GLC-82 cells decreased
significantly. qRT-PCR and Western blotting results showed that cells may improve survival by increasing
the expression level of Bcl2 at the early stage (24 h), and an irreversible apoptosis at the late stage (48
h) when the expression level of Bcl2 was inhibited. At the same time, BFA and CDDP induced the
release of Cyt C by promoting the expression level of Bax, which induced the shear activation of Caspase
3 and eventually induced apoptosis. These data suggested that the mitochondrial apoptosis pathway may
be one of the molecular mechanisms of BFA in combination with CDDP against human lung cancer cells.
Our work thus provide a more theoretical basis for the clinical treatment of NSCLC.
Key words　 brefeldin A(BFA); cis-dichlorodiamine platinum(CDDP); lung cancer; synergistic effect;
mitochondrial apoptosis

　 　 肺癌( lung cancer)是最常见的癌症之一,也是

癌症死亡的首要原因。 其中,非小细胞肺癌( non-
small cell lung cancer,NSCLC)是其最常见的病理类

型[1]。 2017 年全国肿瘤登记中心收集并汇总了

2014 年全国肿瘤登记处的统计资料,预测结果显

示,2014 年中国新发恶性肿瘤病例约 380. 4 万例,
死亡病例 229. 6 万例。 其中,肺癌每年发病病例约

为 78. 1 万,死亡病例约为 62. 6 万;另据估计,2015
年中国肺癌发病例约为 73. 3 万,死亡病例约为

61. 0 万,其发病率及死亡率均居全国恶性肿瘤的首

位[2-3]。 顺铂(cis-dichlorodiamine platinum,CDDP)是
首先应用于临床抗肿瘤的铂络合物,也是治疗肺癌

的一线化疗药物,但是其对机体具有较强的毒副作

用,如耳毒性、肾毒性、听神经毒性和消化道反应等。
近年来,随着癌细胞对化疗药物耐药性的增强,铂类

治疗的效果并不理想。 因此,寻找一种既能够促进

肺癌细胞凋亡,同时又能够减少 CDDP 剂量的低毒

性、辅助性治疗药物,具有十分重要的研究意义。 天

然产物具有结构和功能的多样性,是开发和研究疾

病治疗新药物的重要材料,其中真菌产生的次生代

谢产物被认为是新药主要结构的重要来源[4-5]。 布

雷菲德菌素 A(brefeldin A,BFA)是一种大环内酯类

抗生素,是真菌中重要的次生代谢产物,具有多种生

物活性,包括抗肿瘤、抗菌、抗病毒活性等[6]。 已有

研究表明,BFA 对人前列腺癌、白血病和结肠癌均

具有一定的抑制作用,此外还可协同增强吉他西滨

对人胰腺癌 MIA PaCa-2 细胞的抑制作用[7-8]。 细胞

凋亡主要包括 3 条途径,即线粒体凋亡途径、内质网

应激凋亡途径和细胞死亡受体途径[9]。 研究表明,
BFA 可通过激活线粒体凋亡途径,诱导卵巢癌细胞

和乳腺癌细胞凋亡的发生[10-11]。 本课题组前期的

研究结果表明,BFA 可协同 CDDP 增强对肺癌 GLC-
82 细胞的抑制作用,且与内质网应激凋亡途径中

IRE1-XBP1 和 PERK-ATF4 通路的激活有关[12-14],
但二者协同抗肺癌的作用是否也与其线粒体凋亡途

径的激活有关,尚未阐明。 因此,本研究探讨了线粒

体凋亡途径标志性分子 B 细胞淋巴瘤 /白血病 2 蛋

白(B-cell lymphoma / leukemia,Bcl2)、Bcl2 相关 X 蛋

白(bcl2-associated X,Bax)和细胞色素 C(cytochrome
C,Cyt C)在 BFA 协同 CDDP 抗肺癌中的作用,为肺

癌的临床治疗方案提供更多的理论依据。

1　 材料与方法

1. 1　 材料

人肺癌 GLC-82 细胞系,由中科院昆明动物所

曹毅研究员惠赠。 人肺癌 NCI-H1299 细胞系,由中

国科学院细胞库提供。
布雷菲德菌素 A 购自 Cell Signaling Technology

公司,顺铂注射液(Cl2 (NH3) 2Pt)购自山东齐鲁制

药公司,胎牛血清购自浙江天杭生物科技有限公司,
RPMI-1640 培养基购自 Gibco 公司,PCR 引物由上

海生工生物公司合成,M-MLV 逆转录酶和 RNase 抑

制剂购自 Promega 公司,dNTP Mix(10mM)购自上海

生工 生 物 公 司, RNAiso TM Plus 购 自 TaKaRa
Biotechnology 公司,q-RT-PCR 试剂盒购自 Bio-Rad
公司,兔抗人 β 肌动蛋白单抗、兔抗人 Bcl2 多抗、兔
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抗人 Bax 多抗及二抗均购自 Protein-Tech Group 公

司,兔抗人细胞色素 C 单抗购自 Abcam 公司。
二氧化碳培养箱(Gold-Sim)购自西盟国际公

司,生物洁净工作台(BCM-1300 A)购自安泰空气技

术公司,倒置荧光显微镜( IX73) 购自 Olympus 公

司,程序降温盒(5100-0001)购自 Nalgene 公司,流
式细胞仪(Gallios)购自 Beckman Coulter 公司,PCR
仪 ( CFX Connect TM Optics Module ) 和 电 泳 仪

(PowerPac Basic)均购自 Bio-Rad 公司,凝胶成像系

统(Gel Doc XR)Bio-Rad 公司。
1. 2　 细胞培养

人肺 癌 GLC-82、 NCI-H1299 细 胞 系 培 养 于

RPMI-1640 培养基中,培养基含有 10 % 胎牛血清、
2. 0 g / L NaHCO3、100 μg / mL 链霉素和 100 U / mL
青霉素,置于 37 ℃、95 % 空气、5 % CO2、饱和湿度

的 CO2 培养箱中培养。 细胞为贴壁生长,每 2 ~ 3 d
传代 1 次。
1. 3　 MTT 检测

取对数期细胞培养 24 h,对于 GLC-82 细胞:分
别设置 0、25、50、75、100、125、150 ng / mL BFA 及 0、
1、2、3、4、5、6 μg / mL CDDP 为实验组;对于 NCI-
H1299 细胞:分别设置 0、100、200、300、400、500 ng /
mL BFA 及 0、6、9、12、15、18、21 μg / mL CDDP 为实

验组。 药物处理 24 h,加入 MTT,孵育 4 h 后弃上

清,加入 DMSO,于 570 nm 波长下测定各孔的吸光

值(A)。 细胞生长抑制率计算公式如下:抑制率

(% ) =1-(实验组 A 值-调零组 A 值) / (对照组 A 值-
调零组 A 值)。
1. 4　 DAPI 染色

调整细胞浓度为 3 × 105 个 / mL,将细胞接种于

6 孔板(板底放置有无菌盖玻片)中静置培养 24 h,
对于 GLC-82 细胞:分别设置 50 ng / mL BFA 组,2
μg / mL CDDP 组,50 ng / mL BFA + 2 μg / mL CDDP
组为实验组,对照组加入等体积生理盐水;对于

NCI-H1299 细胞:分别设置 200 ng / mL BFA 组,7. 5
μg / mL CDDP 组, 200 ng / mL BFA + 7. 5 μg / mL
CDDP 组为实验组,对照组加入等体积生理盐水。
继续培养 24 h,经丙酮固定后,用 DAPI 溶液染色 5
min,于荧光显微镜下观察细胞核的变化,并采集

图像。
1. 5　 流式细胞术检测线粒体膜电位的变化

取对数期 GLC-82 细胞接种于 6 孔培养板中,
每孔 3 × 105 个细胞,静置培养 24 h,分别设置 50
ng / mL BFA 组、2 μg / mL CDDP 组和 50 ng / mL BFA

+2 μg / mL CDDP 组为实验组,对照组加入等体积

生理盐水。 继续培养 12 h 和 24 h,收集细胞,用
PBS 溶液漂洗 2 次,800 r / min 离心 5 min,用 JC-1 染

料进 行 染 色, 具 体 步 骤 详 见 说 明 书 ( 碧 云 天,
C2006),用流式细胞仪检测分析。
1. 6　 实时荧光定量 PCR

药物处理细胞 24 h 或 48 h,裂解 GLC-82 细胞

后提取其总 RNA,超微量分光光度计检测总 RNA
纯度并测定其浓度,琼脂糖凝胶电泳检测总 RNA 的

完整性, 根据 q-RT-PCR 试剂 盒 法 逆 转 录 合 成

cDNA。 引物:β-Actin,F:5′-CGGGAAATCGTGCGTG
AC-3′, R: 5′-CAGGAAGGAAGGCTGGAAG-3′; Bcl2,
F: 5′-GGTGGGGTCATGTGTGTGG-3′, R: 5′-CGG
TTCAGGTACTCAGTCATCC-3′; Bax, F: 5′-CCCGAG
AGGTCTTTTTCCGAG-3′, R: 5′-CCAGCCCATGATGG
TTCTGAT-3′; Cyt C, F: 5′-CTTTGGGCGGAAGA
CAGGTC-3′, R: 5′-TTATTGGC GGCTGTGTAAGAG-
3′。 将 cDNA 按 1∶ 10 稀释后作为模板,建立以下反

应体系:总体积 10 μL,包括 1 μL cDNA,5 μL Sso
Fast Eva Green supermix,0. 5 μL 3􀆳 引物,0. 5 μL 5􀆳
引物,3 μL 无菌水。 PCR 反应程序为:94 ℃ 60 s,
95 ℃ 20 s,56 ℃(β-Actin 和 Bax)或 60. 3 ℃ (Bcl2)
或 57. 6 ℃ (Cyt C)30 s,40 个循环周期。 每个样品

设 3 管重复。 用 β 肌动蛋白作为内参,采用 2 -△△CT

的方法,以 3 管重复的平均值计算基因的相对表

达量。
1. 7　 Western 印迹

药物处理细胞 24 h 或 48 h,裂解 GLC-82 细胞

后提取总蛋白质,BCA 法测定蛋白质的浓度,取一

定量蛋白质样品,进行蛋白质变性、上样、电泳、转
膜、脱脂牛奶封闭、一抗孵育(Bcl2 1∶ 1 000;Bax 1∶ 2
000;Cytc 1∶ 10 000;β-肌动蛋白 1∶ 10 000)、二抗孵

育(1∶ 2 000)、曝光显影和拍照。 　
1. 8　 统计学方法

采用 SPSS 22. 0 统计软件分析,实验数据用

􀭰x ± s表示,IPP 软件分析 Western 印迹条带的灰度

值,两组间比较采用独立样本 t 检验分析,多组间比

较采用单因素方差分析(one-way ANOVA),以 P <
0. 05 表示差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 BFA 和 CDDP 抑制 GLC-82、NCI-H1299 细

胞的生长

药物处理后,采用 MTT 法测定细胞的存活率。
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本研究显示, BFA 和 CDDP 均能抑制 GLC-82 和

H1299 细胞的生长,且均呈剂量性依赖。 对于 GLC-
82 细胞,BFA 和 CDDP 的 IC50 分别是 100 ng / mL
(Fig. 1 A)和 4 μg / mL(Fig. 1B)。 选择 IC50 各一半

的浓度联合处理细胞,BFA、CDDP 及联合用药对

GLC-82 细胞生长的抑制率分别为(23. 6 ± 2. 7)% 、
(21. 6 ± 1. 8)% 和(59. 8 ± 1. 2)% (P < 0. 01,Fig.
1C),表明二者联合用药能够增强对 GLC-82 细胞生

长的抑制作用。
对于 NCI-H1299 细胞,BFA 和 CDDP 的 IC50 分

别是 400 ng / mL(Fig. 1D)和 15 μg / mL(Fig. 1E)。
选择 IC50各一半的浓度联合处理细胞,BFA、CDDP
及联合用药对 NCI-H1299 细胞生长的抑制率分别

为( 31. 4 ± 0. 6 )% 、 ( 32. 1 ± 1. 2 )% 和 ( 53. 2 ±
0. 9)% (Fig. 1F),表明 BFA 和 CDDP 联合用药能够

增强对 H1299 细胞生长的抑制作用。

Fig. 1　 Inhibitory effects of BFA and CDDP on the growth of GLC-82 and NCI-H1299 cells in vitro　 　 GLC-82 cells were
treated with BFA (0, 25, 50, 75, 100, 125, 150 ng / mL) (A), CDDP (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6 μg / mL) (B), as well as BFA and
CDDP (C) for 24 hours. NCI-H1299 cells were treated with BFA (0, 100, 200, 300, 400, 500 ng / mL) (D), CDDP (0, 6, 9,
12, 15, 18, 21 μg / mL) (E), as well as BFA and CDDP (F) for 24 hours. The MTT method was used to test cell proliferation.
The absorbance at 570 nm was measured using a microtiter plate reader (SpectraMax 2e). The data were presented as mean ± SD
of three independent experiments. ∗P < 0. 05 and ∗∗P < 0. 01, compared with the control group without BFA and CDDP; #P <
0. 05 and##P < 0. 01, compared with the group of BFA + CDDP

2. 2　 BFA 协同 CDDP 促进 GLC-82、NCI-H1299
细胞核固缩和裂解

DAPI 染料能够穿透活细胞膜,与核 DNA 相结

合,产生蓝色荧光,可用于检测细胞核的变化及细胞

凋亡情况。 本研究显示,对于 GLC-82 细胞,对照组

细胞核较为完整,呈圆形或者椭圆形,染色质均匀,
呈淡蓝色(Fig. 2A)。 BFA 组和 CDDP 组的部分细

胞核发生固缩,产生部分蓝色荧光( Fig. 2B,2C)。
BFA + CDDP 组出现大小不等的凋亡小体(核裂解

的碎片)(箭头所示),具有典型的细胞凋亡核形态

特征(Fig. 2D)。
对于 NCI-H1299 细胞,DAPI 染色结果与 GLC-

82 细胞基本一致,对照组细胞核完整,呈圆形或者

椭圆形,染色质均匀,呈淡蓝色(Fig. 2E)。 BFA 组

和 CDDP 组的部分细胞核发生固缩、裂解,产生部分

蓝色荧光(Fig. 2F,2G)。 联合用药组细胞核固缩严

重、且为致密浓染,亦呈现出典型的细胞凋亡核形态

学变化(Fig. 2H)。
2. 3　 BFA 协同 CDDP 促进 GLC-82 细胞线粒体膜

电位下降

上述实验结果表明,BFA 和 CDDP 对非小细胞

肺癌 GLC-82、NCI-H1299 细胞均具有生长抑制作用

和促凋亡作用。 在此基础上,本研究选择其中一种

代表细胞系 GLC-82 细胞,通过检测其线粒体膜电

位和线粒体凋亡途径标志性分子 Bcl2、Bax 和 Cyt C
表达的变化,以进一步探讨二者协同促进非小细胞

肺癌细胞凋亡的作用。
本研究采用 JC-1 试剂盒,用于检测细胞线粒体

膜电位。 当线粒体膜电位较高时,JC-1 聚集在线粒

体基质中,形成聚合物,呈现红色荧光;当线粒体膜
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电位较低时,JC-1 不能聚集在线粒体的基质中,此
时 JC-1 为单体,呈现绿色荧光。 JC-1 从红色荧光到

绿色荧光的转变,可作为细胞早期凋亡的一个检测

指标。 结果显示,药物处理 12 h 时,BFA 组、CDDP
组和 BFA + CDDP 组细胞线粒体膜电位下降率分别

为( 11. 9 ± 0. 7 )% 、 ( 17. 0 ± 0. 5 )% 和 ( 42. 8 ±
0. 8)% ,均显著高于对照组 (2. 5 ± 0. 3 )% ( P <
0. 01);此外,BFA + CDDP 组线粒体膜电位下降率

亦显著高于 BFA 组和 CDDP 组(P < 0. 01) (Fig. 3
A,3B)。 药物处理 24 h 时,BFA 组、CDDP 组和 BFA
+ CDDP 组细胞线粒体膜电位下降率分别为(6. 1 ±
0. 2)% 、(8. 4 ± 0. 2)%和(28. 3 ± 0. 7)% ,均显著高

于对照组(3. 7 ± 0. 2)% (P < 0. 01);此外,BFA +
CDDP 组线粒体膜电位下降率亦显著高于 BFA 组和

CDDP 组(P < 0. 01)(Fig. 3C,3D)。
2. 4　 BFA 与 CDDP 对 GLC-82 细胞 Bcl2 表达的

影响

q-RT-PCR 及 Western 印迹结果显示,药物处理

细胞 24 h 时,与对照组相比,BFA 组 Bcl2 mRNA 水

平(Fig. 4 A)显著升高(P < 0. 05),Bcl2 蛋白水平

(Fig. 5A,5B)有所降低(P > 0. 05);CDDP 组和 BFA
+ CDDP 组 Bcl2 mRNA 水平(Fig. 4A)和 Bcl2 蛋白

水平( Fig. 5A,5B) 均显著升高 (P < 0. 01 或 P <
0. 05)。 药物处理细胞 48 h 时,与对照组相比,BFA
组 Bcl2 mRNA 水平(Fig. 4A)和 Bcl2 蛋白水平(Fig.
5A,5B)均有所升高(P < 0. 01,P > 0. 05);CDDP 组

Bcl2 mRNA 水平 ( Fig. 4A) 有所升高 (P > 0. 05),
Bcl2 蛋白水平(Fig. 5A,5B)显著降低(P < 0. 01);
BFA + CDDP 组 Bcl2 mRNA 水平(Fig. 4A)有所升高

(P < 0. 01),Bcl2 蛋白水平(Fig. 5A,5B)显著降低

(P < 0. 01)。
药物处理细胞 24 h 时,与 BFA 组、CDDP 组相

比,联合用药组 Bcl2 mRNA 水平( Fig. 4A)和 Bcl2
蛋白水平(Fig. 5A, 5B)均显著升高(P < 0. 01)。 药

物处理细胞 48 h 时,与 BFA 组相比,联合用药组

Bcl2 mRNA 水平(Fig. 4A)和 Bcl2 蛋白水平( Fig.
5A,5B)均显著降低(P < 0. 01,P < 0. 01);与 CDDP
组相比,联合用药组 Bcl2 mRNA 水平( Fig. 4A)和

Bcl2 蛋白水平(Fig. 5A,5B)均有所升高(P < 0. 01,
P > 0. 05)。 表明联合用药 24 h 时,BFA 与 CDDP 协

同促进了 Bcl2 的表达;联合用药 48 h 时,二者协同

抑制了 Bcl2 的表达。
2. 5　 BFA协同 CDDP促进GLC-82细胞 Bax的表达

q-RT-PCR 及 Western 印迹结果显示,药物处理

细胞 24 h 时,与对照组相比,BFA 组 Bax mRNA 水

平( Fig. 4B) 有所升高 (P < 0. 05),Bax 蛋白水平

(Fig. 5A,5C)有所降低(P > 0. 05);CDDP 组和 BFA
+ CDDP 组 Bax mRNA 水平(Fig. 4B)和 Bax 蛋白水

平( Fig. 5A, 5C) 均显著升高 ( P < 0. 01 或 P <
0. 05)。 药物处理细胞 48 h 时,与对照组相比,BFA
组 Bax mRNA 水平(Fig. 4B)有所升高(P < 0. 05),
Bax 蛋白水平(Fig. 5A,5C)有所降低(P < 0. 05);
CDDP 组和 BFA + CDDP 组 Bax mRNA 水平(Fig.
4B)和 Bax 蛋白水平(Fig. 5A,5C)均显著升高(P <
0. 01 或 P < 0. 05)。

药物处理细胞 24 h 时,与 BFA 组、CDDP 组相

比,联合用药组 Bax mRNA 水平(Fig. 4B)和 Bax 蛋

白水平(Fig. 5A,5C)均显著升高(P < 0. 01);药物

处理细胞 48 h 时,与 BFA 组相比,联合用药组 Bax
mRNA 水平(Fig. 4B)和 Bax 蛋白水平(Fig. 5A,5C)
均显著升高(P < 0. 01,P < 0. 01),与 CDDP 组相比,
联合用药组 Bax mRNA 水平(Fig. 4B)和 Bax 蛋白水

平(Fig. 5A,5C)均有所升高(P < 0. 01,P > 0. 05)。
表明联合用药 24 h 和 48 h 时,BFA 协同 CDDP 促进

了 Bax 的表达。
2. 6　 BFA 协同 CDDP 促进 GLC-82 细胞 Cyt C 的

表达

q-RT-PCR 及 Western 印迹结果显示,药物处理

细胞 24 h 时,与对照组相比,BFA 组 Cyt C mRNA 水

平(Fig. 4C)显著升高(P < 0. 01)、Cyt C 蛋白水平

(Fig. 5A,5D)有所降低(P > 0. 05);CDDP 组和 BFA
+ CDDP 组 Cyt C mRNA 水平(Fig. 4C)和 Cyt C 蛋

白水平(Fig. 5A,5D)均显著升高(P < 0. 01 或 P <
0. 05)。 药物处理细胞 48 h 时,与对照组相比,BFA
组 CDDP 组和 BFA + CDDP 组 Cyt C mRNA 水平

(Fig. 4C)和 Cyt C 蛋白水平(Fig. 5A,5D)均显著升

高(P < 0. 01 或 P < 0. 05)。
药物处理细胞 24 h 时,与 BFA 组、CDDP 组相

比,联合用药组 Cyt C mRNA 水平(Fig. 4C)和 Cyt C
蛋白水平(Fig. 5A,5D)均显著升高(P < 0. 01);药
物处理细胞 48 h 时,与 BFA 组相比,联合用药组

Cyt C mRNA 水平(Fig. 4C)和 Cyt C 蛋白水平(Fig.
5A,5D)均显著升高(P < 0. 01,P < 0. 01),与 CDDP
组相比,联合用药组 Cyt C mRNA 水平(Fig. 4C)和
Cyt C 蛋白水平(Fig. 5A,5D)均显著升高(P < 0. 01,
P < 0. 01)。 表明用药 24 h 和 48 h 时,BFA 协同

CDDP 促进了 Cyt C 的表达。
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Fig. 2　 Combined treatment of BFA and CDDP induced GLC-82 and NCI-H1299 cell nucleic changes　 　 The cells were
treated with BFA or / and CDDP for 24 hours, then stained with DAPI and imaged by inverted fluorescence microscopy. The arrow
indicated apoptotic bodies or nuclear fragments

Fig. 3　 Effects of BFA and CDDP on mitochondrial membrane potential by cell flow cytometry　 　 After GLC-82 cells were
treated with BFA in combination with CDDP for 12 or 24 hours, the mitochondrial membrane potentials were tested by flow cytometry
using JC-1 staining. The results showed the rate decline of every independent experiment. The data were presented as mean ± SD of
three determinations from independent experiments. ∗∗P < 0. 01, compared with the control group without BFA and CDDP; ##P <
0. 01, compared with the group of BFA + CDDP. (A-B) Cells were treated with BFA or / and CDDP for 12 hours; (C-D) Cells were
treated with BFA or / and CDDP for 24 hours
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Fig. 4　 Effects of combination of BFA (50 ng / mL) and CDDP (2 μg / mL) on the expression of Bcl2, Bax and Cyt C
mRNA　 　 After GLC-82 cells were treated with BFA combined CDDP for 24 hours, total RNA was isolated using the TRIzol
reagent and treated with DNaseⅠ to remove genomic DNA. The levels of Bcl2 (A), Bax (B), Cyt C (C) were quantified by real-
time PCR and normalized with β-Actin by a CFX Connect using a commercial kit. The data were presented as means ± SD of three
determinations from independent experiments. ∗P < 0. 05 and ∗∗P < 0. 01, compared with the control group without BFA and
CDDP; #P < 0. 05 and ##P < 0. 01, compared with the group of BFA + CDDP

Fig. 5　 Effects of combination of BFA (50 ng / mL) and CDDP (2 μg / mL) on expression of Bcl2, Bax and Cyt C proteins
After GLC-82 cells were treated with BFA in combination with CDDP for 24 hours, cell lysates were prepared. The proteins were
separated by 10 % SDS-PAGE. After transferring onto the PVDF membrane, the blots were probed with anti-β-Actin, anti-Bcl2,
anti-Bax and anti-Cyt C antibodies (A). β-Actin was used for normalization. The amount of Bcl2 (B), Bax (C), Cyt C (D)
proteins were quantified by the integrated density (Image-Pro Plus) of each band. The data were presented as mean ± SD of three
independent experiments. ∗P < 0. 05 and ∗∗P < 0. 01, compared with the control group without BFA and CDDP; #P < 0. 05 and
##P < 0. 01, compared with the group of BFA + CDDP

3　 讨论

本研究结果显示,BFA 和 CDDP 均能够抑制非

小细胞肺癌 GLC-82 细胞和 NCI-H1299 细胞的生

长,且均呈剂量性依赖。 选择 IC50各一半的浓度联

合处理细胞,细胞生长的抑制作用进一步增强。 此

外,联合用药导致 GLC-82 细胞和 NCI-H1299 细胞

的细胞核固缩严重、且为致密浓染,出现大小不等的

凋亡小体,呈现出典型的细胞凋亡核形态学特征,表
明细胞凋亡的发生。 在此基础上,选用其中一种代

表细胞系 GLC-82 细胞,进一步探讨了二者协同抑

制细胞生长及促进细胞凋亡的作用,是否与其线粒

体凋亡途径的激活有关。
线粒体是真核细胞中能量代谢的中心,其正常

生理功能的丧失会导致细胞凋亡的发生,其担负着

细胞凋亡信号的传导和放大。 线粒体凋亡途径主要
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有外源性凋亡途径和内源性凋亡途径,两种途径的

信号均集中在线粒体上,并通过 Bcl2 蛋白家族来调

控细胞凋亡。 Bcl2 蛋白家族在线粒体凋亡途径的

调控中发挥重要的作用。 一方面,线粒体中的抗凋

亡蛋白 Bcl2 释放 Ca2 + ,诱导线粒体膜上通透性转换

孔开放,改变线粒体膜的通透性,从而启动细胞的外

源性凋亡程序[15]。 另一方面,Bcl2 与 Bcl2 家族的

其他成员如促凋亡蛋白 Bax 松散地结合于线粒体外

膜,使 Bax 从细胞质向线粒体移位而发生寡聚化,促
使线粒体外膜上形成离子通道,膜通透性增加,导致

线粒体跨膜电位降低,从而释放 Cyt C 蛋白[16-18]。
Cyt C 是线粒体凋亡途径的一个关键性分子,Cyt C
主要位于线粒体内膜上,不能自由通过线粒体外膜,
Cyt C 的释放是线粒体内源性凋亡途径启动的标志

性事件。 其从由线粒体向细胞质发生移位,与凋亡

蛋白酶激活因子(apoptosis protease-activating factor,
Apaf-1)形成复合物,诱导胱天蛋白酶 9 与其结合形

成凋亡小体,激活后的胱天蛋白酶 9 能够进一步激

活下游的胱天蛋白酶 3 等分子,从而引发胱天蛋白

酶家族级联反应,最终启动细胞内源性凋亡的

程序[19-21]。
本研究结果显示,BFA 与 CDDP 联合处理 GLC-

82 细胞 12 h 和 24 h,细胞线粒体膜电位均显著下

降,且与 24 h 时相比,12 h 时膜电位下降更为显著,
表明联合用药引起了细胞凋亡早期线粒体功能的改

变。 二者联合处理细胞 24 h 时,Bcl2、Bax 和 Cyt C
的表达水平均有所上调;联合处理细胞 48 h 时,
Bcl2 的表达水平显著下调,而 Bax 和 Cyt C 的表达

仍维持在较高水平,表明在 BFA 与 CDDP 联合用药

的早期,GLC-82 细胞可能通过提高 Bcl2 的表达来

促进细胞的存活;而在联合用药的晚期,细胞发生不

可逆转的凋亡,从而 Bcl2 的表达受到抑制,同时二

者通过促进 Bax 的表达来诱导 Cyt C 的释放,促使

胱天蛋白酶 3 发生剪切而激活,最终诱导细胞凋亡

的发生。 本课题组前期的研究结果也表明,BFA 联

合 CDDP 促进了 GLC-82 细胞中胱天蛋白酶 3 前体

发生裂解激活[13],进一步佐证了本研究结果。 有研

究显示,BFA 可通过激活线粒体凋亡途径,下调

Bcl2 水平、上调 Bax 和 Cyt C 的水平,来诱导卵巢癌

细胞 OVCAR-3 凋亡的发生[10];BFA 还能够下调乳

腺癌细胞 MDA-MB-231 抗凋亡蛋白 Bcl2 的表达水

平,从而对乳腺癌细胞产生毒性和促凋亡作用[11],
本研究结果与其具有一致性。 因此,BFA 协同增强

CDDP 诱导 GLC-82 细胞凋亡的另一种主要机制可

能是,BFA 与 CDDP 联合诱导细胞线粒体膜上通透

性转换孔开放,促进膜通透性增加,导致线粒体跨膜

电位降低;同时通过降低抗凋亡蛋白 Bcl2 的表达和

增加促凋亡蛋白 Bax 的表达,进一步促进了 Cyt C
的释放,最终激活了胱天蛋白酶 3,从而启动细胞线

粒体内源性凋亡程序。 此外,研究表明 BFA 可通过

线粒体介导的细胞凋亡途径,来激活 NT2 神经元样

细胞内质网应激凋亡途径,并最终激活胱天蛋白酶

3 和胱天蛋白酶 6[22]。 研究表明,内质网应激途径

的标志性分子 C / EBP 同源蛋白(C / EBP-homologous
protein,CHOP)的高表达能够抑制 Bcl2 的表达,诱
导 Bax 由细胞质移位至线粒体,同时触发 Bax / Bad
系统,激活胱天蛋白酶 9、胱天蛋白酶 3 等,从而启

动胱天蛋白酶家族发生级联反应,促进细胞凋亡的

发生[23]。 而本课题组前期研究结果表明,BFA 联合

CDDP 能够促进 GLC-82 细胞中 CHOP 的表达[11],
因此我们推测在 BFA 联合 CDDP 诱导 GLC-82 细胞

凋亡的过程中,线粒体凋亡途径可能与内质网应激

凋亡途径相互调控、协同发挥作用,但其具体的分子

机制有待进一步深入研究。
综上所述,BFA 协同增强了 CDDP 诱导非小细

胞肺癌 GLC-82 和 NCI-H1299 细胞凋亡的作用,且
可能与细胞线粒体凋亡途径的激活密切相关,为肺

癌的靶向治疗及临床化疗方案提供了新的方向和

思路。
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