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摘要 目的 研究低氧环境对培美曲塞（PE）介导的非小细胞肺癌细胞凋亡的影响。方法 将 A549

细胞置于 21% O₂或 1% O₂中，给予 8 μmol/LPE 处理 48 h，分为常氧对照组、常氧溶剂组、常氧

加药组、低氧对照组、低氧溶剂组、低氧加药组。台盼蓝染色法检测低氧环境与常氧环境下的

细胞给予 PE 处理后的死亡情况；流式细胞术检测 PE 作用后常氧和低氧环境下细胞的凋亡率；

细胞划痕实验检测 PE 作用后常氧和低氧环境下细胞的迁移距离；Western blot 检测 MRP-1、

Cleaved Caspase-3、E-Cadherin、N-Cadherin 表达。结果 台盼蓝染色结果显示，与常氧加药组

相比，低氧环境下 PE 作用后的细胞死亡率下降（P<0.001）。流式细胞术结果显示，低氧和常

氧环境下 PE 均导致细胞凋亡，但常氧加药组凋亡率显著高于低氧加药组（P<0.000 1）。细胞

划痕结果显示，常氧和低氧环境下 PE 处理 24 h 和 48 h 后，A549 细胞的迁移距离均小于对照组

细胞（P<0.05），但常氧加药组和低氧加药组细胞的迁移距离无显著性差异。Western blot 结果

显示，低氧环境下 PE 处理的细胞中 MRP-1 表达明显高于常氧环境下 PE 处理的细胞（P<0.000 

1）。与对照组比较，常氧条件下，PE作用于A549细胞后，Cleaved Caspase-3的表达上升（P<0.05），

但低氧条件下，PE 处理的细胞中 Cleaved Caspase-3 表达无明显变化。低氧和常氧环境下，PE

处理的细胞中 E-Cadherin 表达下降（P<0.000 1，P<0.001），N-Cadherin 表达降低（P<0.05，

P<0.000 1），但低氧加药处理的细胞中 E-Cadherin 和 N-Cadherin 表达明显低于常氧加药组

（P<0.000 1）。结论 低氧可显著削弱 PE 对 A549 细胞的促凋亡效应，并阻断 Cleaved Caspase-3

激活；其机制可能与低氧诱导 MRP-1 高表达、减少药物蓄积有关。干预 MRP-1 或恢复凋亡通

路活性可能成为克服低氧耐药的新策略。 
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Effect of hypoxic environment on tumor cell apoptosis mediated by the antitumor 

drug pemetrexed 

Abstract Objective To investigate the effect of hypoxia on pemetrexed (PE)-mediated apoptosis in 

non-small cell lung cancer cells. Methods A549 cells were cultured under 21% O₂ (normoxia) or 1% 

O₂ (hypoxia), and treated with 8 μmol/L PE for 48 h. The cells were divided into normoxic control 

group, normoxic vehicle group, normoxic drug-treated group, hypoxic control group, hypoxic vehicle 

group and hypoxic drug-treated group. Trypan blue staining was used to observe cell death after PE 

intervention under normoxia and hypoxia. Flow cytometry was adopted to detect cell apoptosis rate. 

Wound healing assay was used to assess cell migration. Western blot was performed to detect the 

protein levels of MRP-1, Cleaved Caspase-3, E-Cadherin and N-Cadherin. Results Trypan blue 

staining results showed that the cell death rate was reduced in PE-treated cells under hypoxia 

compared with the normoxic PE group (P<0.001). Flow cytometry results indicated that PE induced 

cell apoptosis under both normoxic and hypoxic conditions.However, the apoptosis rate of the 

normoxic PE group was significantly higher than that of the hypoxic PE group (P<0.000 1). Wound 

healing assay showed that the migration distance of A549 cells decreased after PE treatment for 24 h 

and 48 h under normoxia and hypoxia when compared with the control group (P<0.05), while no 

significant difference was found between the normoxic PE group and the hypoxic PE group. Western 

blot results revealed that MRP-1 expression was markedly higher in hypoxic PE-treated cells than in 

normoxic PE-treated cells (P<0.000 1). Compared with the control group, Cleaved Caspase-3 

expression was upregulated in A549 cells following PE intervention under normoxia (P<0.05), 

whereas no obvious alteration in Cleaved Caspase-3 expression was detected in hypoxic PE-treated 

cells. Under both normoxic and hypoxic conditions, PE treatment downregulated the expression of 

E-Cadherin (P<0.000 1，P<0.001) and N-Cadherin (P<0.05，P<0.000 1). In addition, the expression 

levels of E-Cadherin and N-Cadherin in the hypoxic PE group were significantly lower than those in 

the normoxic PE group (P<0.000 1). Conclusion Hypoxia significantly attenuates the pro-apoptotic 

effect of PE on A549 cells and blocks Cleaved Caspase-3 activation. This mechanism may be related 

to hypoxia-induced MRP-1 overexpression and reduced drug accumulation. Interfering with MRP-1 

or restoring the activity of the apoptosis pathway may serve as a novel strategy to overcome 

hypoxia-induced drug resistance. 
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    在全球范围内，肺癌仍居癌症死亡首位，2022 年预计新发约 250 万例，死亡约 180 万例；

非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer，NSCLC）占 80%~85%
［1］，其难治性常与肿瘤微环境

缺氧密切相关。培美曲塞（pemetrexed, PE）是一种多靶点抗叶酸制剂，结构上以吡咯嘧啶为核

心，可竞争性抑制胸苷酸合成酶、二氢叶酸还原酶和甘氨酰胺核糖核苷酸甲酰转移酶等至少 3

种叶酸依赖酶，从而阻断嘌呤与嘧啶的再合成，破坏 DNA 复制并诱导肿瘤细胞凋亡
［2］。然而，

肿瘤内缺氧微环境可下调胸苷酸合成酶活性并减少药物摄取，从而削弱 PE 对 DNA 合成的阻断，

最终导致残余病灶耐受和早期复发
［3］。然而，目前关于缺氧削弱 PE 疗效的分子环节仍缺少系

统体内外证据。基于此，该研究以人 NSCLC 的 A549 细胞为模型，在 1% O₂缺氧与 21% O₂常

氧条件下对比 PE 的增殖抑制、凋亡诱导及迁移变化，并重点检测多药耐药相关蛋白（multidrug 

resistance-associated protein 1，MRP-1）介导的药物泵出和 Caspase-3 剪切状态，旨在阐明缺氧

诱导 PE 耐药的具体途径，为克服 NSCLC 核心区耐受提供新的实验依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

1.1.1 细胞 

人类非小细胞肺癌细胞系（A549）购自美国 ATCC 细胞库，冻存于安徽医科大学基础

医学院生物化学与分子生物学实验室液氮罐中。 

1.1.2 主要试剂 

     PE（货号：BA3581，美国 APExBIO 公司）；胎牛血清(货号：E600051，上海生工生物

工程技术服务有限公司)；RPMI 1640[货号：12633020，赛默飞世尔科技（中国）有限公司]；

台盼蓝染液试剂盒、Annexin V-FITC 细胞凋亡检测试剂盒、一抗稀释液（货号：C1313S、C1062S、

P0023A，上海碧云天生物技术有限公司）；一抗 GAPDH、E-Cadherin[货号：ab181602、ab40772，

稀释比 1：500，艾博抗（上海）贸易有限公司]；一抗 N-Cadherin、Cleaved Caspase-3（货号：

22018-1-AP、82707-13-RR，稀释比 1：500，武汉三鹰生物技术有限公司）；MRP-1[货号：PA5-30594，

稀释比 1：500，赛默飞世尔科技（中国）有限公司]。二抗辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠

IgG(H+L)、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L)（货号：A0216、A0208，稀释比 1：50 

000，上海碧云天生物技术有限公司）。  

1.1.3 主要仪器 



     酶标仪( 型号：Thermo MultiskanGO，美国 Thermo Fisher Scientific 公司)；低温离心机(型

号： Sorvall Legend Micro 21R，美国 Thermo Fisher Scientific 公司)；电泳仪 ( 型号：DYY-6C，

北京六一生物科技有限公司)； －80 ℃冰箱(型号： MDF-U73V，日本 Sanyo 公司)；CO2 细

胞培养箱(型号：MCO-20AIC，日本 Panasonic 公司)；超净工作台(型号：SW-CJ-1F 型，苏州

净化设备有限公司)；正置显微镜(型号：DM4000B，德国 Leica 公司)；电子天平(型号：DC120AS，

南京苏测计量仪器有限公司)；摇床( ZD-9556 型，常州无有实验仪器有限公司)；全自动数码凝

胶成像系统(型号：ChemiQ4600，上海欧翔科学仪器有限公司)。 

1.2 方法 

1.2.1 PE 配制 

    实验前，称取适量 PE 粉末，用少量无菌 DMSO 溶解，配制成 10 mmol/L 的母液，并分

装至多个无菌 EP 管中，于 -20 ℃ 冰箱避光保存，避免反复冻融。使用时，根据实验需要将

母液用含 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 完全培养基稀释至所需工作浓度（8 μmol/L），轻轻混

匀并过滤除菌（0.22 μm 滤膜），现配现用。 

1.2.2 细胞培养 

    复苏 A549 细胞，用含有 10%FBS、1% 青-链霉素混合液的 RPMI1640 培养基，在 37 ℃、

5% CO2的培养箱中培养。待细胞完全贴壁后，传代3次后细胞状态仍然良好可用于接下的实验。 

1.2.3 细胞分组 

     将 A549 细胞分为 6 组：常氧对照组，细胞常规培养未做任何处理；常氧溶剂组，细胞

培养基中加入 DMSO 后在常氧培养箱培养；常氧加药组，在完全培养基中加入配制成 8 μmol/L 

PE 溶液，将细胞置于常氧培养箱中培养；低氧对照组，细胞置于低氧培养箱培养中；低氧溶

剂组，细胞培养基中加入 DMSO 后置于低氧培养箱培养；低氧加药组，在完全培养基中加入配

制成 8 μmol/L PE 溶液，并将细胞置于低氧培养箱中培养。常氧培养箱设置条件：37 ℃、5% CO2、

21% O2；低氧培养箱设置条件：37 ℃、5% CO2、1% O2。 

1.2.4 台盼蓝染色 

     用完全培养基培养 A549 细胞至对数生长期，PBS 洗涤后，胰蛋白酶消化并计数，种入 6

孔细胞培养板中，共种 2 块细胞培养板。当 6 孔板中的细胞生长密度达到 40%～50%时，PBS

洗涤后，前 2 个孔中分别加入 2 mL 完全培养基，中间 2 个孔加入 2 mL 含有 DMSO 溶剂的完

全培养基，最后 2 个孔种加入 2 mLPE 浓度为 8 μmol/L 的完全培养基。加药处理后的两块 6 孔



板分别放置于低氧和常氧培养箱中培养 48 h 后取出，PBS 洗涤后，胰酶消化后收集细胞以 1500 

r/min 低速离心 1 min 后弃上清液，然后加入 1 mL 完全培养基重悬细胞。将 100 μL 细胞重悬液

加到 1.5 mL EP 管中，再加入 100 μL 台盼蓝染色液（2×），混匀，染 3 min。吸取少量经过染

色的细胞，用计数板进行细胞计数。每个细胞组的样品至少要数 500 个，数出蓝色细胞和总的

细胞数。细胞死亡率=蓝色细胞数/细胞总数×100%。 

1.2.5 Annexin V-FITC 细胞凋亡检测 

    用完全培养基培养 A549 细胞至对数生长期，PBS 洗涤后，胰蛋白酶消化并计数，种入 6

孔细胞培养板中，共计种 2 块细胞培养板。当 6 孔板中的细胞生长密度达到 40%～50%时，PBS

洗涤后，加药处理后的 2 块 6 孔板分别放置于低氧和常氧培养箱中培养 48 h 后取出，PBS 洗涤

后，胰酶消化后收集的细胞以 1 500 r/min 低速离心 5 min 后弃上清液。然后用 1×结合缓冲液重

悬细胞，细胞密度约为 1× 106 个/mL。转移 100 μL 的细胞重悬液(1×105个细胞)到 5 mL 的流式

管中。加入 5 μL 的 FITC Annexin V 和 5 μL 的 PI，轻摇细胞，室温(25 °C)避光孵育 15 min。然

后在每根流式管中加入 400 μL 的 1×结合缓冲液，1h 内上机分析。 

1.2.6 划痕实验 

    取一瓶生长密度 80%以上的 A549 细胞，胰酶消化后，均匀分散种入 6 孔细胞培养板中，

然后置于常氧培养箱中培养。当细胞铺满整个孔底部时，用黄色枪头，借助无菌尺子，在铺满

细胞的孔底划出“十”字型划痕。加药处理组与之前相同，加药处理后立即放置于倒置显微镜

下拍摄划痕位置，记为 0 h。划痕并加药处理后的 6孔板分别放置于低氧和常氧环境中培养 48 h。

划痕并加药处理后 24 h 和 48 h 后，在与 0 h 时同一拍摄位置再次拍摄，记为 24 h 和 48 h。导出

图片进行分析。 

1.2.7 Western blot 检测 

    A549 细胞在 6 孔板内生长密度达 80%以上后，PBS 洗 3 次，将长满 A549 细胞的 6 孔板放

在冰上，每孔加 200 μL 含蛋白酶抑制剂的蛋白裂解液，冰上裂解 30 min 后，用细胞刮轻轻将

贴壁的细胞刮下来。再用枪头吸取孔内蛋白裂解液于 EP 管中，EP 管要做好标记，在-20 ℃和 4 ℃

冰箱之间反复冻融 3 次，使细胞充分裂解。4 ℃、14 000 r/min 离心 30 min，离心后取上清液放

入另一标记好的洁净 EP 管中，BCA 法测定蛋白浓度。根据测出的蛋白浓度数值，将不同分组

的细胞，加上蛋白上样缓冲液，混匀，然后煮沸使蛋白变性，－80 ℃ 保存。取 15 μg 蛋白进行

十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳，转移到 PVDF 膜上，用 5%的脱脂牛奶封闭 2 h，一抗 4 ℃

摇床孵育过夜，二抗室温孵育 2 h 后显影。用 ImageJ 软件分析各条带的灰度值。  



1.3 统计学处理 

    采用 SPSS 18.0 软件进行数据分析，实验数据以 sx  表示。多组间差异比较采用单因素

方差分析（one-way ANOVA），若总体差异有统计学意义（P<0.05），进一步采用 Dunnett 法

进行事后两两比较（以同氧环境对照组为参照）。P<0.05 为差异有统计学意义。 

2 结果 

2.1 A549 细胞于 PE 作用后在低氧环境与常氧环境下细胞的死亡情况 

    台盼蓝染色结果显示，在常氧条件下，常氧对照组和加药组死亡细胞百分比分别为 4.94%

和 30.70%；在低氧条件下，低氧对照组和加药组死亡细胞百分比分别为 5.36%和 10.44%。结果

表明，常氧条件下，PE 可诱导 A549 细胞死亡（P<0.001）。而在低氧条件下，其促死亡效应

明显减弱（P<0.05）。与常氧加药组相比，低氧加药组细胞死亡率明显降低（P<0.001），提示

低氧环境降低了 PE 对 A549 细胞死亡的诱导能力。见表 1。 

表 1 台盼蓝染色法检测细胞死亡情况 ( sx  ,n=3) 

Tab.1 Trypan blue staining was used to detect cell death ( sx  , n=3) 

Group Non-blue 

stained cell 

count 

Blue-stained cell 

number 

Dead cell percentage 

(%) 

Normoxia control  4.25×105 2.10×104 4.94 

Normoxia vehicle  5.60×105 2.85×104 5.09 

Normoxia drug-treated 4.56×105 1.40×105 30.70*** 

Hypoxia control  4.10×105 2.20×104 5.36 

Hypoxia vehicle  4.45×105 2.35×104 5.28 

Hypoxia drug-treated  4.98×105 5.20×104 10.44#&&& 

注：***P＜0.001 vs Normoxia control group; #P＜0.05 vs Hypoxia control group; &&&P＜0.001 vs 

Normoxia drug-treated group. 



2.2 Annexin V-FITC 细胞凋亡试剂盒检测常氧和低氧培养 48 h 后细胞的凋亡率 

细胞流式结果显示，在常氧条件下，常氧对照组与常氧溶剂组的细胞凋亡率分别为 3.91%

和 5.01%，而常氧加药组的凋亡率升高至 32.59%，显著高于常氧对照组（P<0.000 1），表明常

氧加药组明显促进了细胞凋亡。相比之下，在低氧条件下，低氧对照组和低氧溶剂组的凋亡率

分别为 5.98%和 7.33%，低氧加药组则为 9.78%，虽略高于对照组（P<0.05），但明显低于常氧

加药组（P<0.000 1）。通过对比低氧加药组与常氧加药组的凋亡率，进一步证实低氧环境削弱

了 PE 对 A549 细胞的促凋亡效应。见图 1。 

 



图 1 PE 作用于 A549 细胞后在常氧和低氧环境中培养 48 h 后细胞的凋亡率 

Fig.1 Apoptosis rate of A549 cells cultured in normoxia and hypoxia incubator for 48 hours after 

PE treatment 

注：a: Normoxia control group; b: Normoxia vehicle group; c: Normoxia drug-treated group; d: 

Hypoxia control group; e: Hypoxia vehicle group; f: Hypoxia drug-treated group; ****P＜0.000 1 vs 

Normoxia control group;#P＜ 0.05 vs Hypoxia control group;&&&&P＜ 0.000 1 vs Normoxia 

drug-treated group. 

2.3 A549 细胞于 PE 作用后在低氧环境与常氧环境下细胞的迁移情况 

本课题采用细胞划痕实验方法对 PE 作用于 A549 细胞后在常氧和低氧环境下细胞的迁移情

况进行了双因素方差分析研究。采用 Dunnett 法进行事后两两比较（以同氧环境对照组为参照）

分析 4 组数据，结果如图 2 所示，常氧加药组的 24 h 和 48 h 的细胞迁移距离要小于常氧对照组

的细胞迁移距离（P<0.01）；低氧加药组的 24 h 和 48 h 的细胞迁移距也小于低氧对照组的细胞

迁移距离（P<0.01、P<0.05）。但常氧和低氧对照组的迁移距离相近，常氧和低氧加药组的迁

移距离也相近，而常氧对照组与低氧对照组、常氧加药组与低氧加药组的迁移距离无显著差异

（F(3,16)=2.590, P>0.05）。通过比较这 4 组的数据，表明低氧环境对 A549 细胞的迁移能力影

响不大。 



 

图 2 PE 作用于 A549 细胞后在常氧和低氧培养箱培养 24h 和 48 h 后细胞的迁移距离 

Fig.2 The migration distance of A549 cells after treatment with PE, followed by culture under 

normoxic and hypoxic conditions for 24 h and 48 h. 

注：a: Normoxia control group; b: Normoxia drug-treated group; c: Hypoxia control group; d: Hypoxia 

drug-treated group;**P＜0.01 vs 24 h Normoxia control group;##P＜0.01 vs 48 h Normoxia control 

group;&& P＜0.01 vs 24 h Hypoxia control group; ∆P＜0.05 vs 48 h Hypoxia control group. 



2.4 低氧环境中，加入 PE 后，A549 细胞中多耐药相关蛋白 MRP-1 表达量变化 

常氧环境下，PE 处理 A549 细胞后，MRP-1 蛋白表达量上升（P<0.01）。低氧环境下，溶

剂组和 PE 处理细胞后 MRP-1 蛋白表达均显著上升（P<0.000 1，P<0.000 1），且低氧加药组的

MRP-1 蛋白表达量明显高于常氧加药组，差异有统计学意义（P<0.000 1）。见图 3。 

 

 图 3 PE 作用于 A549 细胞 48 h 后，在常氧和低氧环境下 MRP-1 蛋白表达量 

Fig.3 MRP-1 protein expression levels in A549 cells cultured in normoxia and hypoxia incubator 

for 48 hours after PE treatment 

注：a: Normoxia control group; b: Normoxia vehicle group; c: Normoxia drug-treated group; d: 

Hypoxia control group; e: Hypoxia vehicle group; f: Hypoxia drug-treated group; **P＜0.01 vs 

Normoxia control group; ####P＜0.000 1 vs Hypoxia control group; &&&&P＜0.000 1 vs Normoxia 

drug-treated group. 

2.5 低氧环境中，加入 PE 后，A549 细胞中凋亡相关蛋白表达量变化   

在常氧环境下，PE处理的A549细胞中凋亡相关蛋白Cleaved Caspase-3表达升高（P<0.05），

而低氧化境下 PE 处理对 Cleaved Caspase-3 的表达无明显影响，但常氧加药组中 Cleaved 

Caspase-3 表达显著高于低氧加药组，差异有统计学意义（P<0.000 1）。见图 4。 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 PE 作用于 A549 细胞 48 h 后，在常氧和低氧环境下 Cleaved Caspase-3 蛋白表达量 

Fig.4: Cleaved Caspase-3 protein expression levels in A549 cells cultured in normoxia and 

hypoxia incubator for 48 hours after PE treatment 

注：a: Normoxia control group; b: Normoxia vehicle group; c: Normoxia drug-treated group; d: 

Hypoxia control group; e: Hypoxia vehicle group; f: Hypoxia drug-treated group; *P<0.05 vs 

Normoxia control group; ####P<0.000 1 vs Normoxia drug-treated group. 

2.6 低氧环境下，PE 作用于 A549 细胞后，E-Cadherin 和 N-Cadherin 表达量变化 

不论是常氧环境还是低氧环境，与对应对照组相比，加药组的 E-Cadherin 的表达量明显下

降（P<0.000 1，P<0.001），N-Cadherin 的表达也明显下降（P<0.05，P<0.000 1）。并且与常

氧加药组相比，低氧加药组的 E-Cadherin 和 N-Cadherin 的表达量明显下降（P<0.000 1，P<0.000 

1）。见图 5。 



 

图 5 PE 作用于 A549 细胞后，在常氧和低氧环境下 E-Cadherin 和 N-Cadherin 蛋白表达量 

Fig.5 Expression levels of E-Cadherin and N-Cadherin proteins in A549 cells cultured in 

normoxia and hypoxia incubator for 48 hours after PE treatment 

注：a: Normoxia control group; b: Normoxia vehicle group; c: Normoxia drug-treated group; d: 

Hypoxia control group; e: Hypoxia vehicle group; f: Hypoxia drug-treated group; *P＜0.05,****P＜

0.000 1 vs Normoxia control group；###P＜0.001，####P＜0.000 1 vs Hypoxia control group；&&&&P

＜0.000 1 vs Normoxia drug-treated group. 

3 讨论 

NSCLC 肿瘤内普遍存在的 1%~2% O₂的低氧微环境。低氧微环境可上调 MRP-1 的表达，

增强肿瘤细胞药物外排能力，降低肿瘤细胞药物敏感性[4-5]。PE 作为叶酸拮抗剂，主要通过抑

制胸苷酸合酶、诱导 DNA 损伤杀伤肿瘤细胞，而低氧可进一步促进药物外排并抑制细胞凋亡，

从双重层面削弱 PE 的抗肿瘤效应，进而诱导 NSCLC 细胞产生化疗耐药[6]。基于此，深入探

究低氧通过调控药物外排与凋亡失衡介导 PE 耐药的分子机制，可为阐明 NSCLC 化疗耐药机

制提供理论依据。 

   台盼蓝为带负电的活性染料，无法穿透结构完整的细胞膜。细胞发生损伤或凋亡后细胞膜破



损，台盼蓝可进入胞内将死细胞染色为淡蓝色；活细胞膜结构完整因而保持无色透明[7]。本研

究表明虽然在低氧环境下，PE 使得 A549 细胞死亡率升高，但其增幅显著小于常氧组，这说明

低氧能够削弱 PE 的细胞杀伤作用。 

 基因突变与表观遗传异常可破坏 G1/S、G2/M 关键检查点，持续驱动细胞生长与 DNA 复

制，赋予肿瘤无限增殖能力[8]。同时，促凋亡基因受抑制、抗凋亡基因异常激活，导致凋亡通

路失衡，进一步促进肿瘤恶性进展[9-10]。本研究通过流式细胞术检测常氧与低氧条件下 PE 干预

后的 A549 细胞凋亡水平。结果显示，低氧组细胞凋亡虽有小幅上升，但显著低于常氧加药组，

证实低氧可明显削弱 PE 诱导肺癌细胞凋亡的作用。 

癌症预后主要取决于肿瘤是否转移[11]。临床上转移性癌症治愈率低，占癌症死亡 90%以上

[12]。本研究通过划痕实验检测常氧与低氧条件下 PE 对 A549 细胞迁移的影响。结果表明，两种

环境中 PE 均可显著抑制细胞迁移，但抑制效果无明显差异。提示低氧本身不影响 A549 细胞迁

移，也不会干扰 PE 的抗迁移作用。 

    为探讨低氧环境下肺癌细胞 A549 对 PE 药物敏感性改变的潜在机制，本研究检测了 MRP-1

表达。该蛋白定位于细胞膜与胞内膜系统，依靠 ATP 供能，主动外排化疗药物及其代谢偶联物，

降低胞内药物浓度，使得肿瘤对多种化疗药物产生耐药[13]。已有研究证实，MRP-1 在多种实体

瘤中高表达，与化疗耐受及不良预后密切相关[14]。本实验检测结果显示，低氧可上调 A549 细

胞 MRP-1 表达，且低氧联合 PE 处理后其表达水平最高，显著高于常氧环境，进一步证实低

氧会削弱肺癌细胞对 PE 的药物敏感性。 

细胞凋亡是细胞在基因调控下、按自身程序主动走向死亡的一种生理性自杀过程 [15]。

Caspase 家族中 Caspase-3 在细胞凋亡中起着不可替代的作用，是凋亡的重要执行者[16-17]。本实

验检测了在低氧和常氧环境下，PE 作用于 A549 细胞后 Cleaved Caspase-3 的表达情况。结果显

示，常氧条件下 PE 可显著上调 Cleaved Caspase-3 表达，低氧环境中则无明显变化。提示低

氧环境降低了 PE 对 A549 细胞的促凋亡能力，该结论与流式凋亡检测结果一致。 

E-Cadherin 与  N-Cadherin 除调控细胞黏附外，还可通过膜信号通路参与凋亡调控。

E-Cadherin 可锚定膜上 β-catenin，阻止其入核激活抗凋亡基因[18]；N-Cadherin 结合 FGFR-1 后，

可激活 PI3K-AKT、ERK 通路，抑制线粒体凋亡进程[19]。本研究发现，无论是常氧还是低氧条

件下，PE 处理均显著降低 A549 细胞中 E-Cadherin 和 N-Cadherin 的表达水平。对比分析显

示，相较于常氧加药组，低氧加药组中两种 EMT 标志物的下调程度更为明显，表明低氧可进

一步增强 PE 对 EMT 相关蛋白表达的抑制作用。 



综上所述，1% O₂低氧微环境可降低 A549 细胞对 PE 的药物敏感性，上调 MRP-1 表达、抑

制 Cleaved Caspase-3 活化，减弱 PE 增殖抑制与凋亡诱导作用，进而诱导 NSCLC 细胞产生化疗

耐药。低氧虽可促进肿瘤细胞迁移，但不影响 PE 的迁移抑制效果。本研究证实低氧通过增强

药物外排、阻滞凋亡进程共同介导 PE 耐药，可为 NSCLC 个体化治疗与耐药逆转提供实验支撑，

以 MRP-1 与 Cleaved Caspase-3 为标志物，亦能指导临床化疗方案优化，为中晚期肺癌耐药干预

提供新的作用靶点与研究方向。 
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