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[摘　要]	 目的：探讨苦参碱对非小细胞肺癌(non-small lung cancer cel l，NSCLC)顺铂耐药性的逆转作用及

其机制。方法：MTT法检测细胞存活率；采用试剂盒检测细胞乳酸脱氢酶及caspase-3活性，考察

核因子E-2-相关因子2(nuclear factor-E2-related factor，Nrf2)激动剂对NSCLC细胞凋亡及膜连蛋白

A4(Annexin A4)表达的影响，同时考察苦参碱对NSCLC顺铂耐药的改善作用及对Nrf2/Annexin A4

的调控作用。结果：使用Nrf2激动剂后，NSCLC细胞顺铂耐药显著，顺铂耐药细胞存活率较普通

肺癌细胞显著升高，凋亡率显著降低，Annexin A4表达明显升高，而苦参碱可以显著抑制Nrf2诱导

的Annexin A4表达，提高细胞对顺铂的敏感性，促进细胞凋亡发生。结论：苦参碱对人NSCLC顺

铂耐药细胞株顺铂耐药性有改善作用，其机制可能与调节Nrf2/Annexin A4有关。

[关键词]	 非小细胞肺癌；顺铂；核因子E-2-相关因子2；膜连蛋白A4；苦参碱
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Abstract Objective: To investigate the reversal effect of Matrine on cisplatin-resistant non-small cell lung cancer (NSCLC) 

cells and its mechanism. Methods: MTT assay was used to detect cell viability, lactate dehydrogenase (LDH) and 

caspase-3 (caspase-3) activity, and Nrf2 agonists were given to investigate the effects of Nrf2 on apoptosis and 

Annexin A4 expression in NSCLC cells. Matrine was also given to investigate its effect on cisplatin resistance and 
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肺 癌 是 发 病 率 和 病 死 率 增 长 最 快 ， 对 人 群

健康和生命威胁最大的恶性肿瘤之一，近5 0年来

许多国家都报道肺癌的发病率和病死率均明显增

高，男性肺癌发病率和病死率均占所有恶性肿瘤

的第一位，女性发病率占第二位，病死率占第二

位 [ 1 ]。 我 国 过 去 3 0 年 肺 癌 的 发 病 率 上 升 了 4 倍 ，

其中非小细胞肺癌(n o n - s m a l l  l u n g  c a n c e r  c e l l，

NSCLC)占所有肺癌的75%~80%。约75%初诊肺癌

发现时大多属于该类疾病中晚期 [ 1 ]。化学药物疗

法(以下简称化疗)是肺癌的主要治疗方法，90%以

上的肺癌需要接受化疗治疗。化疗治疗NSCLC的

肿瘤缓解率为40%~50% [2]。顺铂临床常见NSCLC

化疗常用药物，但是顺铂耐药是临床目前的常见

问题，严重影响治疗效果 [ 3 ]。近年靶向药物发展

迅速，但由于价格昂贵等问题，临床使用普及率

相对较低。因此有效改善顺铂耐药是临床亟待解

决的问题，特别是对低收入家庭患者的临床治疗

具有显著意义。A n n e x i n  A 4属于膜联蛋白家族，

与细胞分化、肿瘤增殖及侵袭密切相关 [ 4 ]，膜联

蛋白A4的高表达率是三阴性乳腺癌患者预后的独

立预测因子 [5]；Annex in A4可以通过调控NF-κB反

馈回路调节胆囊癌细胞恶性行为和肿瘤生长 [ 6 ]；

抑制A n n e x i n  A 4可以增加紫杉醇对肺癌细胞的敏 

感性[7]。

苦参碱属于生物碱，广泛存在于豆科植物苦

参的干燥根、植株、果实中。胸膜腔内灌注苦参

碱 - 顺铂可显著提高顺铂对 N S C L C 亚临床胸膜转

移患者基质细胞衍生因子 - 1 的影响 [ 8 ]；苦参碱可

以诱导NSCLC细胞活性氧激活p 3 8，导致c a s pa se

依赖的细胞凋亡 [ 9 ]。而苦参碱在顺铂耐药及其对

Annexin A4的调控机制鲜见报道。本研究将通过建

立NSCLC耐药细胞株，考察苦参碱对NSCLC顺铂

耐药及其对Annexin A4的调控机制。

1  材料与方法

1.1  主要试剂及仪器

NSCLC细胞株A549，A549/DDP细胞由空军

军医大学生物技术中心馈赠，DME M培养基、胎

牛血清(fetal  bov ine serum，FBS)购自美国GIBCO

公 司 ； 青 霉 素 链 霉 素 溶 液 - 双 抗 、 胰 蛋 白 酶 购 自

美国Hy C l o n e公司；苦参碱、顺铂、Nr f 2激动剂

(TBHQ)、Diethylmaleate、DMSO及3-(4,5-二甲基

噻唑 - 2 ) - 2 , 5 -二苯基四氮唑溴盐购自美国Si g m a公

司；LDH检测试剂盒购自南京建成生物工程研究

所；c a s pa se - 3活性检测试剂盒购自南京建成生物

工程研究所。二氧化碳培养箱(HF-90型)购自力康

生物医疗科技控股有限公司；多功能酶标仪(Tecan 

Mpro200)购自瑞士Tecan公司；甲醇、乙腈分析纯

购自美国Fisher公司；其他试剂均为国产分析纯。

1.2  MTT 试验

对数生长期的A549细胞及顺铂耐药A549/DDP

细胞接种于96 孔培养板，接种密度为1×104/mL，

在37 ℃，5%CO 2孵箱中孵育24 h后加入2.5，5，

10，20，40，120 μmol/L顺铂；设置空白，每孔总

体积为200 μL，再孵育24 h后吸出培养基，每孔加

入MTT溶液100 μL，继续孵育4 h后吸去MTT液，

每孔加入200 μL DMSO，振荡15 min，溶解蓝色

结晶后，490 nm波长酶联免疫检测仪测定各孔光

吸收值。苦参碱给药剂量通过前期预实验选取无

细胞毒浓度剂量(0.5 μmol/L)，Nrf2激动剂剂量为

(5，10 μmol/L)，苦参碱，Nrf2激动剂实验中与顺

铂共同孵育24 h。

1.3  乳酸脱氢酶检测

将对数生长期A549 细胞，A549/DDP细胞以

regulation of Nrf2/Annexin A4 in NSCLC. Results: MTT assay showed that Nrf2 agonist significantly inhibited 

the cisplatin resistance of NSCLC cells, the survival rate of cisplatin-resistant NSCLC cells was significantly higher 

than that of normal lung cancer cells, the apoptosis rate was significantly decreased, the expression of Annexin 

A4 was significantly increased, while matrine significantly inhibited Nrf2-induced Annexin A4 expression, and 

significantly increased the cisplatin resistance of NSCLC cells. The sensitivity of platinum promotes cell apoptosis. 

Conclusion: Matrine can improve the cisplatin resistance of human NSCLC cisplatin-resistant cell line, and the 

mechanism may be related to the regulation of Nrf2/Annexin A4.
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5×104/mL浓度接种于96 孔板中，每孔100 μL，每

组6复孔，采用LDH检测试剂盒，取100 μL加入上

述标本中，混合孵育1 h，ELISA检测仪检测波长

405 nm处的A值，未加任何试剂的空白孔作参照，

计算不同浓度苦参素组与对照组A值的比值，确定

活化程度。

1.4  各组 caspase-3 活性的检测

将对数生长期A 5 4 9细胞，A 5 4 9 / D D P细胞以

5×104/mL 浓度接种于96孔板中，每孔100 μL，每组

6复孔，将Caspase-Glo 3底物和PBS 混合，取100 μL

加入上述标本中，混合孵育1 h，ELISA检测仪检测

波长405 nm处的吸光度值(A 405 nm)，未加任何试剂

的空白孔作参照，计算不同浓度苦参碱组与对照

组A405 nm的比值，确定活化程度。

1.5  Western 印迹法检测细胞内 Annexin A4 蛋白

表达

We s t e r n 印迹法检测细胞中 A n n e x i n  A 4 蛋白

的表达。收集、提取蛋白质， S D S - PA G E 分离蛋

白。电泳条件为90 V 30 min，120 V 1.5 h。电泳

结 束 后 以 电 转 移 法 将 蛋 白 从 凝 胶 转 移 到 聚 偏 氟

乙烯(polyv inylidene f luoride，PVDF)膜上，用5%

脱脂奶粉封闭过夜，分别加入一抗兔抗人Nr f 2及

A nnex in A4单克隆抗体各10 mL(工作液稀释比例

为1:1 000)并室温孵育2 h，然后再加入二抗鼠抗兔

多克隆抗体10 mL(工作液稀释比例为1:5 000)并室

温孵育2 h，最后将PVDF膜用ECL化学发光试剂盒

(美国Viagene公司)处理并显影，检测阳性蛋白的

表达水平。

1.6  统计学处理

采用SPSS 15.0统计软件进行数据分析，数值用

均数±标准差(x±s)表示，结果比较采用单因素方差

分析和Student’s t检验。P<0.05差异有统计学意义。

2  结果

2.1  顺铂耐药细胞对顺铂的敏感度明显降低

MTT试验结果表明：在同等顺铂给药剂量下，

A 5 4 9 / D D P 耐药细胞的细胞存活率显著高于普通

A549细胞株，差异具有统计学意义(P<0.05，图1)。

2.2  Nrf2 激动剂显著降低 A549 及 A549/DDP 顺铂

耐药细胞对顺铂的敏感度

给 予 N r f 2 激 动 剂 后 细 胞 对 顺 铂 的 敏 感 度 均

显 著 降 低 。 给 予 不 同 浓 度 的 N r f 2 激 动 剂 后 ，

A 5 4 9 细 胞 中 细 胞 存 活 率 分 别 上 升 1 . 3 7 及 1 . 8 8 倍

( P < 0 . 0 5 ) ， 而 A 5 4 9 / D D P 细 胞 中 细 胞 存 活 率 分

别 升 高 1 . 8 及 2 . 1 5 倍 ( P < 0 . 0 5 ， 图 2 ) 。 此 外 L D H

检 测 结 果 表 明 ： 给 予 N r f 2 激 动 剂 显 著 降 低 顺 铂

引 起 的 肿 瘤 细 胞 L D H 活 性 ( P < 0 . 0 5 ) 。 C a s p a s e - 3

活 性 检 测 结 果 表 明 ： 给 予 N r f 2 激 动 剂 显 著 降 低

顺 铂 引 起 的 肿 瘤 细 胞 c a s p a s e - 3 活 性 ( P < 0 . 0 5 ，

图 3 ) 。

图1 不同剂量顺铂对A549和A549/DDP细胞存活率的影响

Figure 1 Effects of different doses of cisplatin on cell viability 

in A549 and A549/DDP cell
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图2 Nrf2激动剂对A549和A549/DDP细胞顺铂给药后的 

存活率的影响

Figure 2 Effect of Nrf2 agonists on the cell viability of A549, 

A549/DDP cells after cisplatin administration
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图3 Nrf2激动剂对A549和A549/DDP细胞顺铂给药后LDH及caspase-3活性的影响

Figure 3 Effects of Nrf2 agonists on LDH and caspase-3 activity in A549, A549/DDP cells after cisplatin administration

*P<0.05.

顺铂

顺铂+Nrf2 
激动剂5 μmol/L

顺铂+Nrf2 
激动剂10 μmol/L

A549 A549/DDP

LD
H

含
量

/(
U

· L
–1

)

400

300

200

100

0

* *

*
*

C
as

pa
se

-3
 荧

光
强

度
/R

FU

6 000

4 000

2 000

0
A549 A549/DDP

顺铂

顺铂+Nrf2 
激动剂5 μmol/L

顺铂+Nrf2 
激动剂10 μmol/L

*
*

*

图4 苦参碱对A549，A549/DDP细胞顺铂给药后的存活率

的影响

Figure 4 Effects of matrine on cell viability of A549, A549/

DDP cells after cisplatin administration

*P<0.05.

苦参碱0.5 μmol/L

顺铂

苦参碱 
0.5 μmol/L+顺铂

Nrf2激动剂 
10 μmol/L+顺铂

苦参碱+Nrf2 
激动剂+顺铂

存
活

率
/%

120

90

60

30

0
A549 A549/DDP

2.3  苦参碱显著提高 A549/DDP 顺铂耐药细胞对

顺铂的敏感度

在 A 5 4 9 及 A 5 4 9 / D D P 细 胞 中 ， 苦 参 碱 均 可

显 著 逆 转 N r f 2 激 动 剂 诱 导 的 顺 铂 敏 感 度 降 低

( P < 0 . 0 5 ， 图 4 ) ； L D H 检 测 结 果 表 明 ： 在 A 5 4 9 /
D D P 细 胞 中 给 予 苦 参 碱 可 显 著 促 进 顺 铂 诱 导 的

肿 瘤 细 胞 L D H 活 性 升 高 ( P < 0 . 0 5 ) ， 亦 可 显 著 抑

制 N r f 2 激 动 剂 诱 导 的 肿 瘤 细 胞 L D H 活 性 降 低 作

用 。 C a s p a s e - 3 活 性 检 测 结 果 表 明 ： 将 苦 参 碱 与

Nr f 2激动剂联合作用于A 5 4 9，A 5 4 9 / D D P细胞，

可以明显逆转Nr f 2激动剂引起的细胞耐药性升高

(P<0.05，图5)。

图5 苦参碱对A549, A549/DDP细胞顺铂给药后LDH及

caspase-3活性的影响

Figure 5 Effects of matrine on LDH and caspase-3 activity in 

A549, A549/DDP cells after cisplatin administration

*P<0.05.
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2.4  Nrf2 激动剂及苦参碱对 A549 及 A549/DDP
顺铂耐药细胞 Annexin A4 的表达的影响

免疫印迹实验结果表明：Nr f 2激动剂可显著

升高 A 5 4 9 及 A 5 4 9 / D D P 顺铂耐药细胞中 A n n e x i n 
A 4的表达，在A 5 4 9 / D D P顺铂耐药细胞中作用更

显著( P < 0 . 0 5 )。而联合使用时，苦参碱显著抑制

A 5 4 9 / D D P顺铂耐药细胞A n n e x i n  A 4的表达。免

疫印迹实验结果表明：苦参碱可以显著抑制Nr f 2
诱导的A549及A549/DDP顺铂耐药细胞中Annex in 
A4的表达(P<0.05，图6)。

图6 Nrf2激动剂及苦参碱对A549及A549/DDP顺铂耐药细胞Annexin A4表达的影响

Figure 6 Effects of Nrf2 agonists and matrine on the expression of Annexin A4 in A549 and A549/DDP cisplatin-resistant cells

*P<0.05.
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3  讨论

顺 铂 化 疗 仍 是 临 床 N S C L C 不 良 反 应 的 主 要

治疗方案。但肿瘤对顺铂耐药率的不断提高，导

致 其 对 N S C L C 的 疗 效 明 显 下 降 ， 而 提 高 顺 铂 给

药剂量，又会造成严重的不良反应。膜联蛋白是

一类磷脂结合蛋白家族，具有参与生物膜形成、

离子通道建立和信号转导等生物学功能。膜联蛋

白A4(A nnex in  A4)是膜联蛋白家族的重要成员，

是继酪氨酸激酶抑制剂后，近年来新发现的治疗

NSCLC的又一关键靶点，研究表明其在胃癌中显

著高表达[10-11]。导致包括NSCLC在内的众多肿瘤对

顺铂耐药的关键之一，在于Annexin A4在耐药肿瘤

组织中的高表达 [12]。此外有研究 [13-14]表明Annex in 

A4高表达能激活下游ATP7A和Akt信号通路。

N r f 2 / A R E 是 近 年 新 发 现 的 机 体 抵 抗 内 外 界

氧 化 和 化 学 等 刺 激 的 防 御 性 转 导 通 路 。 活 化 的

Nr f2进入细胞核，与抗氧化反应元件(ant iox idant 

response element，ARE)结合，启动ARE下游的II

相解毒酶、抗氧化蛋白、蛋白酶体/分子伴侣等基

因转录和表达以抵抗内外界的有害刺激 [15]。近年

研究 [16]发现Nr f2在肿瘤细胞增殖、耐药中同样具

有重要作用。

本研究发现Nr f2激动剂可以明显降低NSCLC

细胞对顺铂的敏感性，抑制LDH及caspase-3活性，

降低顺铂导致的肿瘤细胞凋亡的发生，同时上调

Annex in A4蛋白表达，促进NSCLC顺铂耐药的发

生，说明Nrf2可能通过调控Annexin A4参与介导顺

铂耐药的发生。

复方苦参注射液具有明显减低患者癌性疼痛

作用，是临床化疗辅助用药，临床治疗NSCLC及

乳腺癌等腺癌多用作联合用药。近年研究 [ 1 7 - 2 0 ]表
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明：苦参碱与顺铂联用增效明显，而苦参碱对肿

瘤的抑制作用也多有报道。本实验结果发现：给

予低剂量的苦参碱可以明显逆转NSCLC细胞顺铂

耐药，苦参碱可以抑制Nrf2诱导的Annexin A4蛋白

表达，其改善NSCLC顺铂耐药作用与调节Nr f2诱

导的Annexin A4表达有关。本研究表明Nrf2在机体

中可通过调控Annexin A4继而影响NSCLC对顺铂耐

药，苦参碱可影响该途径继而发挥逆转耐药的作

用；但其具体调控机制还有待于进一步研究。苦

参碱显著抑制炎症发生，而炎性途径在肿瘤对顺

铂耐药的机制研究还有待深入。有研究[21-22]表明炎

症激活的MAPK，JNK途径在顺铂耐药中发挥重要

作用，同时炎症因子TNF-α，IL -6等在卵巢癌的顺

铂耐药中同样具有一定的作用。而苦参碱是否通

过调控炎症反应发挥改善肿瘤对顺铂耐药的作用

机制还有待进一步研究。
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