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摘要　 目的　 探究双微体同源基因 ２（ＭＤＭ２）在双氢青蒿素（ＤＨＡ）抑制肺腺癌细胞增殖和迁移中的作用。 方法　 采用 ＣＣＫ８
法检测 ＤＨＡ 浓度梯度（０、５、１０、２５、５０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ）及时间梯度（０、２４、４８ 和 ７２ ｈ）对肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖的抑制作

用，分别计算半数抑制浓度（ＩＣ５０）；集落形成实验和划痕实验检测 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞集落形成和迁移能力的抑制作用；
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＤＨＡ 对 ＭＤＭ２ 表达以及上皮 －间质转化（ＥＭＴ）相关蛋白 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的抑制作用，以及小干扰

ＲＮＡ 敲减 ＭＤＭ２（ｓｉ⁃ＭＤＭ２）后验证 ＭＤＭ２ 分子对肺腺癌细胞增殖、迁移和 ＥＭＴ 的促进作用；过表达 ＭＤＭ２ 质粒转染 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞，ＤＨＡ 处理后观察过表达 ＭＤＭ２ 对 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖和迁移的逆转作用。 结果　 ＤＨＡ 以浓度和时间

依赖性方式抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖，ＩＣ５０分别为 ３０. ５７ 和 ７８. ６１ μｍｏｌ ／ Ｌ。 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ＤＨＡ 处理的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞

集落形成数和迁移能力均显著下降（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 同时，ＤＨＡ 显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＭＤＭ２ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水

平，并上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 相比，ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达

水平，上调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达，并且显著抑制肺腺癌细胞增殖和迁移能力（均 Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞转染过表达

ＭＤＭ２ 后，增殖和迁移能力显著增强（均 Ｐ ＜ ０. ０５），并且部分逆转 ＤＨＡ 对增殖和迁移的抑制作用（均 Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＤＨＡ
能有效抑制肺腺癌细胞的增殖和迁移，其机制与 ＤＨＡ 抑制 ＭＤＭ２ 有关。
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　 　 肺癌是中国乃至全球肿瘤发病率和病死率最高

的肿瘤之一，肺腺癌是肺癌最常见的病理分型，约占

肺癌总病例的 ４０％ 。 近几十年来，包括靶向治疗、
免疫治疗在内的多种策略在肺腺癌治疗上取得了显

著进展， 但患者的 ５ 年总生存率仍较低， 约为

１８％ ［１］。 传统中药在治疗包括肺癌在内的肿瘤中

具有独特优势［２］，其中青蒿素类的抗疟中药近年来

成为抗肿瘤研究的热点。 双氢青蒿素（ｄｉｈｙｄｒｏａｒｔｅ⁃
ｍｉｓｉｎｉｎ，ＤＨＡ）是青蒿素的半合成衍生物，具有更好

的水溶性和更强的抗疟活性，且毒性更低［３］。 ＤＨＡ
已被证明在体外和体内均具有强大的抗肿瘤作用，
但具体机制不明［４］。 双微体同源基因 ２ （ ｍｕｒｉｎｅ
ｄｏｕｂｌｅ ｍｉｎｕｔｅ ２，ＭＤＭ２）是从小鼠胚胎成纤维细胞

（ＢＡＬＢ ／ ３Ｔ３ＤＭ 细胞）中克隆出来的一个癌基因，在

人类多种肿瘤中都有扩增和（或）过表达，且与恶性

肿瘤的浸润、转移及不良预后有关［５］。 该研究旨在

探讨 ＭＤＭ２ 在 ＤＨＡ 抑制肺腺癌细胞增殖和迁移中

的作用，以期为临床治疗肺腺癌提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料

１． １． １ 　 细胞来源 　 肺腺癌 Ａ５４９ 细胞购自上海富

恒生物技术有限公司，肺腺癌 ＰＣ９ 细胞购自北京沃

比森科技有限公司。
１． １． ２ 　 主要试剂 　 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基 （货号：
Ｌ２１０ＫＪ）购自南京生航生物技术有限公司；１０％
ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶（货号：ＰＧ１１２）购自上海雅酶生物

医药科技有限公司；青 － 链霉素、ＲＩＰＡ 裂解液和

ＢＣＡ 试剂盒（货号：ＳＴ４８８Ｓ、Ｐ００１３Ｂ、Ｐ００１２Ｓ）购自

上海碧云天生物技术股份有限公司；ＤＨＡ（货号：
Ｄ７４３９，纯度 ＞ ９７％ ）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司；胎牛血

清（货号：０８６⁃１５０）购自南京维森特生物技术有限公

司；ＭＤＭ２（货号：ａｂ２５９２６５）购自英国 Ａｂｃａｍ 公司；
Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（货号：３１９５Ｔ）购自美国 ＣＳＴ 公司；Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ、ＧＡＰＤＨＡ、山羊抗兔（Ｈ ＋ Ｌ）ＨＲＰ 和山羊抗小
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鼠 （ Ｈ ＋ Ｌ） ＨＲＰ （ 货 号： ＡＦ５２３９、 Ｔ０００４、 Ｓ０００１、
Ｓ０００２）购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司，聚偏氟乙烯膜（货

号：ＩＰＦＬ００００５） 购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司。 小干扰

ＲＮＡ ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 购自上海吉玛制药技术有限公司；过
表达 ＭＤＭ２ 质粒购自生工生物工程（上海）股份有

限公司；转染试剂 （货号： １０１００００４６ ） 购自法国

Ｐｏｌｙｐｌｕｓ⁃ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ 公 司； ＣＣＫ８ 试 剂 （ 货 号：
ＢＭＵ１０６）购自武汉亚科因生物技术有限公司；４％
多聚甲醛通用型组织固定液（货号：Ｐ００９９）购自北

京兰杰柯科技有限公司；１％ 结晶紫水溶液（货号：
ＢＰ⁃ＤＬ１３３）购自南京森贝咖生物科技有限公司。
１． １． ３　 主要仪器　 ＣＯ２ 培养箱、生物安全柜（型号：
ＨＦ２４０、ＨＦｓａｆｅ１２００ＬＣ）购自上海力申科学仪器有限

公司；显影仪（型号：ＪＳ⁃１０７０Ｐ）购自上海培清科技有

限公司；酶标仪（型号：ＳＴ⁃９６０）购自上海科华实验

系统有限公司；倒置显微镜（型号：ＣＫＸ３１）购自日

本 Ｏｌｙｍｐｕｓ 公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 细胞培养　 将 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞分别置于

完全培养基（９０％ ＲＰＭＩ １６４０ ＋ １０％胎牛血清 ＋ １％
青 －链霉素）中，放置于 ３７ ℃含 ５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养，２ ～ ３ ｄ 传代 １ 次。
１． ２． ２　 细胞转染 ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 与过表达 ＭＤＭ２　 将生

长状态良好的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞接种于 ６ 孔板中，
分别进行 ＭＤＭ２ 基因的敲减与过表达处理。 敲减

实验中，设置阴性对照组（ ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）和小干扰

ＲＮＡ 组（ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组）；过表达实验中，设置空白对

照组（ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ 组）和 ＭＤＭ２ 过表达组（ ｐｃＤ⁃
ＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ 组）。 转染体系配比按照 ２００ μＬ ｂｕｆｆ⁃
ｅｒ ＋ ３ μＬ 小干扰 ＲＮＡ 或过表达质粒 ＋ ４ μＬ 转染试

剂（ｒｅａｇｅｎｔ）；静置 １０ ｍｉｎ；６ 孔板换液后，均匀滴加，
培养 ４８ ｈ，用以后续实验。
１． ２． ３　 ＣＣＫ８ 实验　 将消化后的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞

以每孔 ５ ０００ 个细胞的密度接种于 ９６ 孔板中，每孔

加入 １００ μＬ 细胞悬液，置于培养箱中贴壁培养过

夜。 根据不同实验目的，分为以下三部分进行处理。
① ＤＨＡ 处理：按照 ０、５、１０、２５、５０ 和 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 加

ＤＨＡ 处理 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ２４ ｈ，分别计算 ＤＨＡ 对

Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的半数抑制浓度（ｈａｌｆ ｍａｘｉｍａｌ ｉｎ⁃
ｈｉｂｉｔｏｒｙ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅ，ＩＣ５０），并以计算所得 ＩＣ５０浓度分

别处理 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ。 根据

ＩＣ５０值，将实验分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ＤＨＡ 组，用以后续

实验；② ＭＤＭ２ 敲减：ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组和 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组的

Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞铺入 ９６ 孔板中，分别于 ０、２４、４８

和 ７２ ｈ 检测细胞增殖情况。 ③ ＭＤＭ２ 过表达联合

ＤＨＡ 处理：ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ 组、ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ 组、
ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋ ＤＨＡ 组和 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ ＋ ＤＨＡ
组，将处理过的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞铺入 ９６ 孔板中培

养，分别于 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ 检测细胞增殖情况。 检

测时每孔加入 １０ μＬ 的 ＣＣＫ８ 试剂，细胞培养箱内

继续孵育 １ ｈ，使用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度

值（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ），以评估细胞增殖水平。
１． ２． ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验 　 使用 ＲＩＰＡ 裂解液从处

理过的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞中提取蛋白质，用 ＢＣＡ 法

对提取的蛋白质进行蛋白浓度测定，加入蛋白缓冲

液，煮沸 １０ ｍｉｎ。 用 １０％的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分

离蛋白质，转移到聚偏氟乙烯膜上，封闭 ３０ ｍｉｎ，洗
涤 ３ 次，一抗 ＭＤＭ２（１ ∶ １ ０００）、Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ （１ ∶
１ ０００）、Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ（１ ∶ １ ０００）、ＧＡＰＤＨ（１ ∶ ５ ０００）
４ ℃ 孵育过夜，洗涤 ３ 次，二抗孵育 （１ ∶ ５ ０００）
９０ ｍｉｎ，洗涤 ３ 次，显影。
１． ２． ５　 集落形成实验　 将 ＤＨＡ 处理 ２４ ｈ 的 Ａ５４９
和 ＰＣ９ 细胞从 ６ 孔板中消化下来，在每孔 ２ ｍＬ 培

养基中添加含 １ ０００ 个细胞的细胞悬液，培养 ７ ～ １０
ｄ，从显微镜中观察到形成细胞集落（５０ 个细胞及以

上作为 １ 个集落） 即可，磷酸盐缓冲液（ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ，ＰＢＳ）洗 ３ 遍，用 ４％多聚甲醛通用型

组织固定液固定 ３０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 遍，１％ 结晶紫水

溶液染色 １５ ｍｉｎ，观察结果并拍照。
１． ２． ６　 划痕实验　 提前在 ６ 孔板板底划线，将处理

过的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞用 ２００ μＬ 的移液枪枪头进

行划痕，ＰＢＳ 洗 ３ 遍去除悬浮细胞和死细胞，在 ０、
２４ 和 ４８ ｈ 观察细胞迁移的情况并进行拍照记录。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＩｍａｇｅＪ １. ８. ０ 软件对实验

结果图进行量化分析，ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ９. ５. １ 软件进

行数据统计分析和图形绘制，每组实验重复 ３ 次，数
据以 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间比较采用 ｔ 检验，多组间比

较采用方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖和集落形成的

影响　 浓度梯度 ＤＨＡ（０、５、１０、２５、５０ 和 １００ μｍｏｌ ／
Ｌ）分别处理 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞，结果显示 ＤＨＡ 以浓

度依赖性方式抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖（Ａ５４９：
Ｆ ＝ ３ ９８４. ００，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９：Ｆ ＝ １６３. ９０，Ｐ ＜ ０. ０５），
Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的 ＩＣ５０分别为 ３０. ５７、７８. ６１ μｍｏｌ ／
Ｌ，故后续实验 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞分别使用 ３０、８０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ＤＨＡ，见图 １Ａ、１Ｂ。 用 ＤＨＡ 分别处理
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Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ，结果显示 ＤＨＡ
以时间依赖性方式抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖

（Ａ５４９：Ｆ ＝ １ ５１２. ００，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９：Ｆ ＝ ２ ８５０. ００，
Ｐ ＜ ０. ０５），见图 １Ｃ、１Ｄ。 集落形成实验结果显示

ＤＨＡ 显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞集落形成能力

（Ａ５４９： ｔ ＝ ８. ６１， Ｐ ＜ ０. ０１； ＰＣ９： ｔ ＝ １４. ２７， Ｐ ＜
０. ００１），见图 １Ｅ、１Ｆ。 以上结果表明 ＤＨＡ 抑制肺腺

癌细胞增殖和集落形成能力。
２． ２　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞迁移和 ＥＭＴ 相关

蛋白表达的影响 　 用 ＤＨＡ 处理 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞

２４ ｈ，划痕实验检测 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞迁移

的作用。 结果显示，Ａ５４９ 细胞中，Ｃｏｎｔｒｏｌ 组 ２４、４８ ｈ
迁移率分别为 （ ３３. ６７０ ± ３. ７３６ ）％ 、 （ ４７. ５４０ ±
１. ０６５）％ ，ＤＨＡ 组 ２４、４８ ｈ 迁移率分别为（８. ８６２ ±
２. ５５３）％ 、（２２. ４８０ ± ４. ９６５）％ ；ＰＣ９ 细胞 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
２４、４８ ｈ 迁 移 率 分 别 为 （ ３４. １１０ ± ２. ７９１ ）％ 、
（６４. ６３０ ± ２. ４８８）％ ，ＤＨＡ 组 ２４、４８ ｈ 迁移率分别

为（１６. ０２０ ± １. ３２１）％ 、（３３. ３９０ ± ０. ８９２）％ ，ＤＨＡ
显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞迁移能力 （ Ａ５４９２４ ｈ：
ｔ ＝ ９. ５０ ，Ｐ ＜ ０. ０１ ；Ａ５４９４８ ｈ： ｔ ＝ ８. ５５ ，Ｐ ＜ ０. ０１；

图 １　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖和集落形成的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＨＡ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＤＨＡ； Ｂ： Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｖａｒｉｏｕｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａ⁃
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ＤＨＡ； Ｃ： Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＨＡ ｏｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ； Ｄ： Ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ＤＨＡ ｏｎ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ；
Ｅ： Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＨＡ； Ｆ： Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＤＨＡ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ０ ｈ ｇｒｏｕｐ； △△Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ２４ ｈ ｇｒｏｕｐ； ＆Ｐ ＜ ０. ０５， ＆＆Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ４８ ｈ ｇｒｏｕｐ；
▲▲Ｐ ＜ ０. ０１， ▲▲▲Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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ＰＣ９２４ ｈ：ｔ ＝ １０. １４，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９４８ ｈ： ｔ ＝ ２０. ４７，Ｐ ＜
０. ００１），见图 ２Ａ、２Ｂ。 ＤＨＡ 处理后通过Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
实验检测 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＥＭＴ 相关蛋白 Ｅ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 和 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的表达。 结果显示与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组
相比，ＤＨＡ 组 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表

达水平上升（Ａ５４９：ｔ ＝ ４. ７０，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９：ｔ ＝ ４. ０９，
Ｐ ＜ ０. ０５ ）， 同时 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平下降

（Ａ５４９： ｔ ＝ ９. ５９， Ｐ ＜ ０. ００１； ＰＣ９： ｔ ＝ ３. ４９， Ｐ ＜
０. ０５），见图 ２Ｃ、２Ｄ。 以上结果表明 ＤＨＡ 抑制肺腺

癌细胞迁移和 ＥＭＴ。
２． ３　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＭＤＭ２ 蛋白表达

的影响 　 ＤＨＡ 处理后通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测

ＭＤＭ２ 蛋白表达。 结果显示与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 相比，ＤＨＡ
组 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＭＤＭ２ 的表达水平显著降低

（Ａ５４９： ｔ ＝ ３. ２１， Ｐ ＜ ０. ０５； ＰＣ９： ｔ ＝ １２. ０４， Ｐ ＜
０. ０１），见图 ３。 以上结果表明 ＤＨＡ 可能通过调控

ＭＤＭ２ 发挥抗肿瘤作用。
２． ４　 ＭＤＭ２ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖 、迁移及

图 ２　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞迁移和 ＥＭＴ 相关蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｏｆ ＤＨＡ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＭＴ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌ
　 　 Ａ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＤＨＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ × ４０； Ｂ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ＤＨＡ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
× ４０； Ｃ： ＥＭＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｄ： ＥＭＴ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ３　 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＭＤＭ２ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＤＨＡ ｏｎ ＭＤＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： ＭＤＭ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＤＨＡ⁃ｔｒｅａｔｅｄ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： ＭＤＭ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＤＨＡ⁃ｔｒｅａｔｅｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．

ＥＭＴ 的影响 　 ＭＤＭ２ 小干扰 ＲＮＡ 处理 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞 ４８ ｈ 后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果表明 ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组

显著抑制 ＭＤＭ２ 的表达 （ Ａ５４９： ｔ ＝ １４. ５８， Ｐ ＜
０. ００１；ＰＣ９：ｔ ＝ ７. ６５，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ４Ａ、４Ｂ。 ＣＣＫ８
实验通过双因素方差分析比较 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃
ＭＤＭ２ 组在不同时间点对 Ａ５４９ 及 ＰＣ９ 细胞增殖的

影响，结果显示，在 Ａ５４９ 细胞中，与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相

比，ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组 ２４ ｈ（Ｐ ＜ ０. ０１）、４８ ｈ（Ｐ ＜ ０. ００１）和
７２ ｈ（Ｐ ＜ ０. ００１）对细胞增殖均表现出显著的抑制；
在 ＰＣ９ 细胞中，ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组细胞增殖在 ４８ ｈ（Ｐ ＜
０. ０１）和 ７２ ｈ（Ｐ ＜ ０. ０１）具有显著抑制，见图 ４Ｃ、
４Ｄ。 划痕实验结果显示，Ａ５４９ 细胞 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和

ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组 ２４ ｈ 迁 移 率 分 别 是 （ ２７. ３５０ ±
３. １８６）％ 、（３. ８１０ ± １. １１８）％ ，４８ ｈ 迁移率分别是

（３９. ７１０ ± ２. ５８７）％ 、（１２. ８００ ± ２. ２６１）％ ；ＰＣ９ 细

胞 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组和 ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组 ２４ ｈ 迁移率分别是

（２０. ３６０ ± ０. ４００）％ 、（８. １１７ ± ０. ３６０）％ ，４８ ｈ 迁移

率 分 别 是 （ ４７. １７０ ± ２. ０２３ ）％ 、 （ ２６. ４１０ ±
０. ４６９）％ ，与 ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞迁移率显著下降（Ａ５４９２４ ｈ： ｔ ＝ ９. ５０，Ｐ ＜
０. ００１；Ａ５４９４８ ｈ： ｔ ＝ ８. ５５， Ｐ ＜ ０. ００１； ＰＣ９２４ ｈ： ｔ ＝
１０. １４，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９４８ ｈ：ｔ ＝ ２０. ４７，Ｐ ＜ ０. ００１），见图

４Ｅ、４Ｆ。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＥＭＴ 相

关蛋白表达，结果显示，ｓｉ⁃ＭＤＭ２ 组 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细

胞中 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平上升 （ Ａ５４９： ｔ ＝
１０. ７５，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９：ｔ ＝ ２. ４６，Ｐ ＜ ０. ０５），且 Ｎ⁃ｃａｄ⁃
ｈｅｒｉｎ 蛋白表达水平下降（Ａ５４９：ｔ ＝ ７. ９７，Ｐ ＜ ０. ０１；
ＰＣ９：ｔ ＝ ３. ９８，Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ４Ｇ、４Ｈ。 以上结果表

明 ＭＤＭ２ 促进肺腺癌细胞增殖、迁移和 ＥＭＴ。
２． ５　 过表达 ＭＤＭ２ 对 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细

胞增殖和迁移的影响 　 ｐｃＤＮＡ３. １ 空载体和 ｐｃＤ⁃

ＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ 过表达质粒转染 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞后

ＤＨＡ 处理，验证 ＭＤＭ２ 在 ＤＨＡ 发挥抗肿瘤效应中

的作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ
组相比，ＭＤＭ２ 在 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞中均过表达，此
外，与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋ ＤＨＡ 组相比，过表达 ＭＤＭ２
部分抵消 ＤＨＡ 对 ＭＤＭ２ 的显著抑制（Ａ５４９：Ｆ ＝
８３. １０，Ｐ ＜ ０. ０１；ＰＣ９：Ｆ ＝ ５３. ４５，Ｐ ＜ ０. ０１），见图

５Ａ、５Ｂ。 进一步增殖实验显示，过表达 ＭＤＭ２ 显著

促进 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖，与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋
ＤＨＡ 组相比，过表达 ＭＤＭ２ 部分抵消 ＤＨＡ 对 Ａ５４９
和 ＰＣ９ 细胞增殖抑制作用（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ５Ｃ、５Ｄ。
２４ ｈ 划痕结果显示，ＤＨＡ 显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细

胞迁移，过表达 ＭＤＭ２ 对细胞迁移能力无明显差

异，但过表达 ＭＤＭ２ 处理 ４８ ｈ 显著促进 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞的迁移能力；与 ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋ ＤＨＡ 组

相比，过表达 ＭＤＭ２ 部分抵消 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞迁移能力显著抑制 （ Ａ５４９：Ｆ ＝ ２８３. ４０，Ｐ ＜
０. ０１；ＰＣ９：Ｆ ＝ １４１. ３０，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ５Ｅ、５Ｆ。 以

上结果表明 ＤＨＡ 通过抑制 ＭＤＭ２ 抑制肺腺癌细胞

增殖和迁移。

３　 讨论

　 　 本研究采用 ＣＣＫ８ 检测 ＤＨＡ 浓度梯度及时间

梯度对肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖的作用，实验

显示 ＤＨＡ 以浓度和时间依赖性方式抑制 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞增殖；后续集落形成实验和划痕实验显示

ＤＨＡ 显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的集落形成和迁移

能力。 本课题组前期研究［６］ 表明 ＤＨＡ 抑制非小细

胞肺癌细胞增殖、集落形成和迁移。 本研究进一步

在肺腺癌细胞中证实了 ＤＨＡ 的抑癌作用。 ＥＭＴ 的

标志变化是失去上皮标志物（如 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）以及获
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图 ４　 ＭＤＭ２ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖、迁移及 ＥＭＴ 的影响

Ｆｉｇ． ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＤＭ２ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ， ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＥＭＴ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： ＭＤＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： ＭＤＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｃ： ＣＣＫ８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｄ： ＣＣＫ８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ； Ｅ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉ⁃ＭＤＭ２ × ４０； Ｆ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ９ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｓｉ⁃ＭＤＭ２ × ４０； Ｇ： Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＭＴ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｈ： Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＥＭＴ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ

ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； ａ： ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｓｉ⁃ＭＤＭ２ ｇｒｏｕｐ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１， ∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｓｉ⁃Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ．
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图 ５　 过表达 ＭＤＭ２ 对 ＤＨＡ 抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖和迁移的影响

Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＭＤＭ２ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＤＨＡ ⁃ ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ａ５４９ ａｎｄ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ
　 　 Ａ： ＭＤＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ； Ｂ： ＭＤＭ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ；
Ｃ： ＣＣＫ８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ； Ｄ： ＣＣＫ８ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ； Ｅ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ × ４０； Ｆ： Ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＰＣ９ ｃｅｌｌｓ × ４０； ａ： ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ｂ： ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ ｇｒｏｕｐ； ｃ：
ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ； ｄ： ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ ＋ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１，∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１ ｖｓ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ｇｒｏｕｐ； ＆＆Ｐ ＜ ０. ０１， ＆＆＆Ｐ ＜ ０. ００１

ｖｓ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＭＤＭ２ ｇｒｏｕｐ； ＃Ｐ ＜ ０. ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ ｐｃＤＮＡ３. １⁃ＮＣ ＋ ＤＨＡ ｇｒｏｕｐ．
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得间充质标志物（如 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ）。 本研究中 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验显示 ＤＨＡ 能显著增强 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 的蛋

白水平表达，抑制 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白水平表达，表明

ＤＨＡ 能够抑制肺腺癌细胞 ＥＭＴ。 Ｍａ ｅｔ ａｌ［７］ 表明

ＤＨＡ 抑制胃癌 ＡＧＳ 和 ＨＧＣ２７ 细胞增殖、迁移和

ＥＭＴ，且该团队研究表明 ＤＨＡ 通过下调 Ｓｎａｉｌ 和

ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路抑制胃癌细胞转移。 本研究结

果与之一致，证实了 ＤＨＡ 在肺腺癌中抑制细胞增

殖、集落形成、迁移和 ＥＭＴ。 研究［８］ 表明，在非小细

胞肺癌中，ＤＨＡ 通过抑制 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路

抑制非小细胞肺癌细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
但是 ＤＨＡ 在肺腺癌中是否通过 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号

通路抑制细胞增殖和迁移还有待进一步阐明。
　 　 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验检测 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞 ＭＤＭ２ 蛋白表达水平，结果表明，ＤＨＡ 显著抑

制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ＭＤＭ２ 的蛋白表达。 Ｈｏｕ ｅｔ
ａｌ［９］在人肝癌细胞中已表明青蒿素及其衍生物

ＤＨＡ 通过抑制 ＭＤＭ２ 的表达来促进肝癌细胞的凋

亡。 本研究结果与之一致，即 ＤＨＡ 可以抑制肺腺癌

细胞 ＭＤＭ２ 的表达。 ＭＤＭ２ 具有 Ｅ３ 泛素连接酶

ＲＩＮＧ 结构，它通过 Ｅ３ 泛素连接酶将 ｐ５３ 泛素化，
进而促使 ｐ５３ 被蛋白酶体降解［１０］，维持 ｐ５３ 在正常

细胞内低水平，防止过度激活损伤细胞。 ＤＨＡ 已经

被证实在胃癌［１１］和神经胶质瘤［１２］ 等多种肿瘤中通

过调节 ｐ５３ 抑制肿瘤的发生和侵袭。 鉴于 ＭＤＭ２
与 ｐ５３ 之间的密切关系，本研究推测在肺腺癌中，
ＤＨＡ 抑制 ＭＤＭ２ 的表达可能是其发挥抗肿瘤效应

的重要途径之一。
　 　 本研究通过 ＣＣＫ８ 实验和划痕实验表明，敲减

ＭＤＭ２ 能显著抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的增殖与迁移

能力。 此外，敲减 ＭＤＭ２ 促进 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白表达，
同时抑制 Ｎ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 蛋白的表达。 研究［１３］ 指出，
ＭＤＭ２ 促进肝细胞癌、肺腺癌和卵巢癌等多种癌症

的增殖和 ＥＭＴ。 例如，ＭＤＭ２ 作为 ｍｉＲ⁃５９０⁃３ｐ 的直

接靶点促进肝细胞癌 ＥＭＴ［１４］，并在肺腺癌中通过激

活 Ｓｍａｄ２ ／ ３ 信号通路诱导 ＥＭＴ［１５］。 本研究结果与

之一致，进一步证实了 ＭＤＭ２ 在肺腺癌 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞系中的促癌作用， Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞中

ＭＤＭ２ 的表达促进肺腺癌细胞增殖和迁移。 多种

ＭＤＭ２ 小分子抑制剂已进入临床试验环节，但是由

于 ＭＤＭ２⁃ｐ５３ 的相互作用是正常细胞生理活动的不

可或缺性，导致 ＭＤＭ２ 小分子抑制剂在临床试验环

节并不顺利。 因此，本研究显示 ＤＨＡ 可以抑制

ＭＤＭ２，可能为肺腺癌治疗提供一个新的思路。

　 　 本研究继续采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验、ＣＣＫ８ 实验

和划痕实验过表达 ＭＤＭ２ 验证 ＭＤＭ２ 在 ＤＨＡ 抗肿

瘤效应中的作用。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显示 ＭＤＭ２ 过表达

部分抵消了 ＤＨＡ 对 ＭＤＭ２ 的显著抑制；ＣＣＫ８ 实验

和划痕实验显示 ＭＤＭ２ 过表达显著促进了 Ａ５４９ 和

ＰＣ９ 细胞的增殖和迁移能力，并且部分逆转 ＤＨＡ 对

Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的增殖和迁移能力的影响，证实了

过表达 ＭＤＭ２ 可以部分逆转 ＤＨＡ 对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞增殖和迁移的抑制作用。 ＤＨＡ 不仅临床上被

广泛用于治疗疟疾，而且已被证实能通过多种分子

机制展现其抗癌功效，这些机制包括但不限于抑制

细胞增殖、诱导细胞凋亡、阻碍肿瘤转移和血管生

成、促进免疫功能、以及诱导自噬和内质网应激

等［４］。 本研究的结果与这些发现相契合，进一步揭

示了 ＤＨＡ 能够通过 ＭＤＭ２ 相关途径有效抑制肺腺

癌细胞的增殖与迁移。
　 　 综上所述，本研究通过体外实验揭示了 ＭＤＭ２
在 ＤＨＡ 抑制肺腺癌细胞增殖和迁移中的关键作用。
研究结果表明，ＤＨＡ 抑制 ＭＤＭ２ 的表达，进而抑制

肺腺癌细胞的增殖、迁移。 本研究为 ＤＨＡ 的抗肿瘤

机制提供了新的见解，但 ＤＨＡ 如何抑制 ＭＤＭ２ 的

分子机制仍需进一步深入探究。
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肿瘤坏死因子⁃α在利什曼原虫脾脏感染中的作用
甄二娜１，吴余玲１，胡姗姗１，２

（ １ 安徽医科大学药学科学学院临床药理研究所、抗炎免疫药物教育部重点实验室，合肥　 ２３００３２；
２ 中国科学技术大学附属第一医院检验科，合肥　 ２３００３６）

摘要　 目的　 探究肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）在小鼠利什曼原虫脾脏感染中的作用。 方法　 在小鼠的右侧后足皮下注射利什

曼原虫的前鞭毛体建立感染模型。 测量小鼠足垫厚度和体质量监测感染；通过 ＨＥ 染色观察感染后脾脏病理学变化；流式细

胞术检测脾脏内淋巴细胞和巨噬细胞的改变；间接免疫荧光法检测脾脏内精氨酸酶 １（Ａｒｇ⁃１）和诱导型一氧化氮合酶（ ｉＮＯＳ）
的表达水平；体外调控 ＴＮＦ⁃α 观察对巨噬细胞感染利什曼原虫的影响。 结果　 与 Ｂ６. ＷＴ 小鼠相比，Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠感染后

４２ ｄ 脾脏明显肿大，结构紊乱，各种细胞浸润并分散在整个脾脏中。 流式结果显示，感染利什曼原虫后，小鼠脾脏中 Ｔ 细胞和

Ｂ 细胞比例未发生明显改变，而 ＣＤ１１ｂ 单核细胞明显增加；免疫荧光结果显示，Ｍ２ 型单核 ／巨噬细胞的标志物 Ａｒｇ⁃１ 在

Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏中高表达（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｂ６. ＷＴ 小鼠的脾脏中 ｉＮＯＳ 表达相对较强（Ｐ ＜ ０. ０５）；体外研究显示，ＴＮＦ⁃α 缺失

或抑制 ＴＮＦ⁃α 后，腹腔巨噬细胞感染利什曼原虫明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１），而加入 ＴＮＦ⁃α 后显著抑制了该细胞的感染（Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠后足垫皮下接种利什曼原虫后发生脾脏感染，可能与 ＴＮＦ⁃α 的缺失导致巨噬细胞发生 Ｍ２ 型分化和

一氧化氮产生减少有关。
关键词　 利什曼原虫；肿瘤坏死因子⁃α；脾脏；巨噬细胞；流式分析；免疫反应

中图分类号　 Ｒ ５３１. ６
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２５）１２ － ２３２５ － ０８
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２５． １２． ０１６

　 　 利什曼病是由利什曼原生动物寄生虫引起的重

大全球健康问题，每年影响全球约 １００ 万人。 利什

曼感染的临床表现包含可自愈的皮肤病以及致命性

的内脏感染（脾脏、肝脏和骨髓） ［１］。 在实验室环境

中，Ｃ５７ＢＬ（Ｂ６. ＷＴ）或 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠感染巨大利什

曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ，Ｌ． ｍａｊｏｒ）是 １ 个用于研究感染
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反应中细胞因子的作用以及辅助性 Ｔ 细胞（ Ｔｈ１ ／
Ｔｈ２）反应遗传二象性的经典动物模型［２］。 Ｌ． ｍａｊｏｒ
抵抗型 Ｂ６. ＷＴ 小鼠在感染后可通过产生干扰素⁃γ
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ） 以及一氧化氮 （ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）实现自愈。 而易感的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠在感染后主

要产生 Ｔｈ２ 型细胞因子，无法清除寄生虫最终死于

感染［３ － ４］。
　 　 肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃
α）是一种多效性细胞因子，主要由巨噬细胞、树突

状细胞和 Ｔ 淋巴细胞等免疫细胞产生。 既往研

究［５］表明，ＴＮＦ⁃α 缺失会导致 Ｌ． ｍａｊｏｒ 抵抗型小鼠
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