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去甲斑蝥素通过下调 c-met基因逆转肺癌A549/DDP细胞顺铂耐药的研究
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摘 要：目的 本研究通过去甲斑蝥素（NCTD）作用于肺癌顺铂（DDP）耐药细胞A549/DDP，探讨其对DDP耐药的逆转

作用及其相关机制。方法 应用CCK-8法检测NCTD对A549和A549/DDP细胞活力的影响、DDP对A549细胞和A549/DDP

的半数抑制浓度（IC50）、NCTD联合不同浓度DDP对A549/DDP细胞DDP耐药性的影响；细胞克隆形成实验检测NCTD、

DDP单给药及NCTD与DDP联合用药对A549/DDP细胞克隆形成率的影响；Western blotting法检测A549/DDP和A549细胞

中 c-met表达，以及NCTD、DDP单给药及NCTD与DDP联合用药对A549/DDP细胞内 c-met蛋白表达的影响。结果 NCTD

剂量相关性地抑制 A549 和 A549/DDP 细胞的活力，选择抑制率小于 10% 的最大 NCTD 浓度即 10 μmol/L 作为逆转浓度；

DDP作用于A549/DDP和A549细胞的IC50分别为15.11和5.04 μmol/L，差异有统计学意义（P＜0.01）；A549/DDP细胞中c-met表达

明显高于A549细胞；用NCTD（10 μmol/L）处理后，DDP对A549/DDP细胞的 IC50从15.11 μmol/L减少到8.06 μmol/L，差异显

著（P＜0.01）；与 DDP 单给药组比较，NCTD 联合 DDP 作用明显降低 A549/DDP 细胞克隆形成率（P＜0.01）；Western

blotting结果显示，NCTD联合DDP作用明显抑制顺铂耐药细胞A549/DDP细胞中 c-met蛋白的表达，单用DDP或NCTD与

对照组比较差异不明显。结论 NCTD与DDP联用可逆转A549/DDP细胞对DDP耐药，其机制可能与抑制c-met蛋白表达有关。
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Norcantharidin reverse cisplatin resistance in A549/DDP cells by c-met
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Abstract: Objective To investigate the anti-resistance effects of norcantharidin (NCTD) on cisplatin (DDP) resistance A549/DDP

cells and its reversal mechanism. Methods A549 and A549/DDP cells were used as a model for investigating the function of NCTD

and DDP in this study.CCK-8 method was used to detect the effect of NCTD on the activity of A549 and A549/DDP cells, IC50 of

DDP on A549 and A549 / DDP cells, and the effect of NCTD combined with DDP of different concentrations on DDP resistance of

A549 / DDP cells. Cell clonogenesis assay was used to detect the clonogenesis rate of A549 / DDP cells treated with NCTD, DDP

alone and the combination of NCTD and DDP; Western blotting was used to detect the expression of c-Met in A549 / DDP and A549

cells, and the effect of NCTD, DDP alone and the combination of NCTD and DDP on the expression of c-met protein in A549 / DDP

cells. Results The cell activity of the A549 and A549/DDP cells were significantly inhibited by NCTD in a dose dependent manner.

The concentration of 10 μmol/L was selected to be the reversal concentration, because its maximum rate was less than 10%. The IC50

of DDP on A549/DDP and A549 cells was 15.11 and 5.04 μmol/L respectively, the difference was statistically significant (P < 0.01);
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The expression of c-Met in A549 / DDP cells was significantly higher than that in A549 cells; After treatment with NCTD (10 μmol/

L), the IC50 of DDP on A549/DDP cells decreased from 15.11 to 8.06 μmol/L, the difference was significant (P < 0.01); Compared

with DDP alone group, the effect of NCTD combined with DDP significantly reduced the formation of A549/DDP cell clone (P <

0.01). Western blotting results showed that the combination of NCTD and DDP significantly inhibited the expression of c-met

protein in cisplatin resistant A549/DDP cells. Conclusion NCTD compared with DDP can reverse the DDPresistance of A549/DDP

cells, and its potential mechanism may be ralated to the down-regulation of c-met expression.

Key words: Norcantharidin; Lung cancer; A549/DDP; c-met; cisplatin; resistance

肺癌是当今世界范围内最常见的肿瘤，其总体

发病率和死亡率呈上升趋势，已成为各种肿瘤死亡

的首要原因，严重威胁人类健康。顺铂（cisplatin，

DDP）是治疗肺癌的一种常用化疗药物，DDP的临

床疗效往往受到长期治疗后耐药性发展的限制［1］。

因此，如何克服DDP耐药，增强细胞对DDP的敏感

性，以及研发新的治疗策略是目前临床急需解决的

问题。斑蝥素是昆虫斑蝥的有效药用成分，一种半

萜烯毒素物质［2］。去甲斑蝥素（Norcantharidin，

NCTD）是斑蝥素的去甲基衍生物，与斑蝥素相比，

毒性更小［3］。大量的实验研究表明，NCTD对肝癌、

乳腺癌、骨肉瘤、肺癌、胃癌和结肠癌等多种肿瘤的

生长具有显著的抑制作用，在临床上具有广泛的应

用［4-6］。然而，NCTD是否能逆转 DDP耐药，以及其

逆转耐药的分子机制目前尚未十分明确。因此，本

实验重点研究NCTD逆转肺癌A549/DDP耐药细胞

株的DDP耐药，并探讨其可能的分子机制，最终为

肺癌临床治疗中联合应用低浓度的 NCTD 和 DDP

提供新的治疗思路并奠定理论基础。

1 材料

1.1 细胞

人肺癌细胞系 A549 及 DDP 耐药细胞 A549/

DDP，购自中国科学院上海细胞所。

1.2 主要试剂

DDP（20 mg，批次 FA4A8084A），购自齐鲁制

药；NCTD（批号 MUST-19102003，HPLC 检测质量

分数≥98%），购自成都曼思特生物科技有限公司；

RPMI-1640培养液，购自吉诺生物医药技术有限公

司；胎牛血清，购自Gibco公司；BCA蛋白定量试剂

盒（批号 20190711），购自凯基生物；CCK-8试剂盒，

购自碧云天生物公司；ECL超敏发光液，购自美国

Millipore 公 司 ；c-met 和 GAPDH 抗体购自 Cell

Signaling Technology（CST）公司。

2 方法

2.1 CCK-8法检测NCTD对A549及A549/DDP细

胞活力的影响

取对数生长期 A549 及 A549/DDP 细胞，以 5×

103/孔接种于 96孔细胞培养板中，然后置 37 ℃、5%

CO2饱和湿度培养箱中培养，过夜待细胞贴壁后，加

入不同浓度 NCTD（10、20、40、80、160 μmol/L）处

理，以二甲基亚砜（DMSO）溶剂组为对照组，每个浓

度设平行重复 6孔。将细胞继续置于培养箱中培养

48 h。每孔加入CCK-8溶液 10 μL，轻轻振荡混合均

匀，在 37 ℃、5% CO2培养箱中继续培养 1 h后，终止

培养。酶标仪 490 nm波长处测定吸光度（A）值，实

验重复3次。

2.2 CCK8法检测DDP对A549细胞和A549/DDP

的半数抑制浓度（IC50）

取对数生长期 DDP 敏感细胞 A549 及 DDP 耐

药细胞A549/DDP用 0.25%胰酶消化，行细胞计数，

制成 5×104/mL单细胞悬液，取 100 μL，按每孔 5×103

个细胞接种于96孔板中，然后置37 ℃、5% CO2饱和

湿度培养箱中孵育过夜，待细胞贴壁且恢复生长活

性后，弃去培养基，加入含DDP终浓度 0、2、4、8、16、

32、64 μmol/L的RPMI-1640培养基，每孔 100 μL，每

个浓度设平行重复 6 孔。将细胞继续置于培养

箱中培养 48 h 后，每孔加入 CCK-8 溶液 10 μL，

轻轻振荡混合均匀，在 37 ℃、5% CO2 培养箱中

继续培养 1 h 后，终止培养。酶标仪 490 nm 波

长处测定各孔的 A 值，取 6 个孔的平均 A 值，重

复 3 次独立实验后取平均值。绘制细胞活力 -

DDP 浓度曲线，根据曲线计算 DDP 对 A549 和

A549/DDP 细胞的 IC50。

2.3 耐药逆转实验

方法同“2.2”项，选对数生长期的A549/DDP细

胞，消化计数后以 5×103个/孔接种于 96孔板。实验

组分别加入药物终浓度为 0、2、4、8、16和 32 μmol/L

的 DDP 及 10 μmol/L 的 NCTD 的含血清培养基；对

照组无NCTD，分别加入药物终浓度为 0、2、4、8、16

和 32 μmol/L的DDP及 0.05% DMSO的含血清培养

基。分别计算出 A549/DDP 在不同 DDP 浓度下的

抑制率以及各自的 IC50，最终算出NCTD对DDP耐

药细胞株A549/DDP的逆转倍数RI＝IC50（对照组）/

IC50（实验组）。
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2.4 细胞克隆实验检测 A549/DDP 细胞克隆形

成率

将对数生长期的 A549/DDP细胞以 2×102/孔接

种于 6孔培养板中，然后置 37 ℃、5% CO2饱和湿度

培养箱中孵育过夜，各孔中加入药物作用，分为对

照组（等量溶剂）、NCTD（10 μmol/L）组、DDP（2

μmol/L）组和 NCTD 联合 DDP（10 μmol/L +2 μmol/

L）组，各组设 3个复孔。将 6孔板继续放入培养箱

培养 7～10 d，待出现肉眼可见细胞群落时终止培

养。弃上清，取适量 4% 多聚甲醛固定液固定 30

min，然后用 0.5% 结晶紫染色 30 min，PBS 冲洗 3

次，自然风干，拍照。计数每个培养孔内形成的克

隆，并比较各组克隆形成的差异，计算克隆形成率。

实验重复3次。

克隆形成率＝形成克隆数/接种细胞数

2.5 Western blotting法检测 c-met蛋白的表达

收集常规培养的 A549 和 A549/DDP 细胞，用

RIPA 细胞裂解液裂解提取总蛋白样品。将 A549/

DDP细胞接种于 6孔板中，实验分组同“2.4”项，各

实验组处理48 h后，用RIPA裂解液裂解提取各组细

胞的总蛋白样品。BCA蛋白定量法测定各蛋白样

品浓度定量，将定量好的蛋白样品等量上样，用

SDS-PAGE 凝胶电泳分离蛋白并电转于 PVDF 膜，

然后现配 5% 脱脂牛奶（含有 0.1% 聚山梨酯 20）温

室封闭 1 h，将膜用 TBST 清洗后，分 别 加 入 c-

met（1∶1 000）和GAPDH（1∶3 000）一抗，4 ℃孵育过

夜。次日用 TBST 洗膜 3 次，5 min/次，除去未结合

的一抗。二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，5min/

次，ECL发光试剂盒显色并分析条带。

2.6 统计学处理

使用 SPSS 17.0 统计软件进行统计分析，实验

数据均采用 -x±s表示，多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较应用SNK-q检验。

3 结果

3.1 NCTD对A549和A549/DDP细胞活力的影响

为避免NCTD本身对A549/DDP细胞增殖的影

响，首先采用 CCK-8 法检测了 NCTD 对 A549 和

A549/DDP 细胞的毒性作用。如表 1 所示，低于

10 μmol/L 的 NCTD 对 A549/DDP 细胞活力影响

较 小 ，因 此 后 续 实 验 采 用 10 μmol/L 浓 度 的

NCTD。

3.2 A549和A549/DDP细胞对DDP的耐药性差异

如表 2 所示，DDP 耐药细胞 A549/DDP 对 DDP

耐药性显著高于其亲本细胞 A549，A549/DDP 和

A549细胞的IC50分别为15.11 μmol/L和5.04 μmol/L，两

者具有显著差异（P＜0.01）。结果提示，A549/DDP

细胞对DDP的耐药性是A549细胞的3倍。

3.3 A549和A549/DDP细胞中 c-met蛋白的表达

如图 1 所示，DDP 耐药细胞株 A549/DDP 中 c-

met的表达明显上调，提示 c-met可能在DDP耐药过

程中发挥重要作用。

3.4 NCTD 对 A549/DDP 细胞 DDP 耐药的逆转

作用

为确定NCTD能否逆转肺癌A549/DDP细胞对

DDP的耐药，选择 10 μmol/L NCTD作为逆转浓度，

采用 DDP 单独用药和 NCTD 联合 DDP 用药作用

表1 不同浓度的NCTD对A549和A549/DDP细胞活力的

影响（
-x±s，n=6）

Table 1 Effects of NCTD on viability of A549 and A549/

DDP cells（（-x±s，n=6））

组别

对照

NCTD

浓度/

（μmol∙L−1）

—

10

20

40

80

160

A549细胞存活

率/%

100.00±1.97

84.51±2.48**

65.23±2.42**

53.82±1.89**

30.18±1.43**

15.94±1.96**

A549/DDP细胞存

活率/%

100.00±3.26

94.45±3.15

91.40±2.37

88.07±1.77**

51.32±3.47**

25.15±2.60**

与对照组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs control group

表2 A549和A549/DDP细胞对DDP的 IC50值

Table 2 IC50 value of A549 and A549/DDP cells

组别

A549

A549/DDP

DDP的 IC50/（μmol∙L−1）

5.04

15.11**

与A549细胞比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs A549 group

图1 肺癌DDP耐药细胞中 c-met蛋白高表达

Fig. 1 Up-regulation of c-met expression inA549/DDPcells
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A549/DDP 细胞 48 h。CCK-8 检测结果显示，经

10 μmol/L NCTD 处理的 A549/DDP 细胞对 DDP 的

IC50是 8.06 μmol/L。用 NCTD（10 μmol/L）处理后，

DDP 对 A549/DDP 细胞的 IC50从 15.11 μmol/L 减少

到 8.06 μmol/L，比原来降低了 53.3%，RI为 1.87。说

明 NCTD 能够显著逆转 A549/DDP 细胞对 DDP 的

耐药性。结果见表3。

3.5 NCTD 联合 DDP 对 A549/DDP 细胞克隆形成

的影响

用NCTD和DDP单独或联合作用于A549/DDP

细胞，克隆形成实验检测 NCTD 和 DDP 对 DDP 耐

药细胞克隆形成的影响，实验结果显示，对照组

A549/DDP细胞能在培养平面形成许多大而紧密肉

眼可见的细胞克隆团，NCTD 组和 DDP 组 A549/

DDP细胞形成的克隆团数目与对照组比较有所减

少，NCTD和 DDP联合处理组 A549/DDP细胞形成

的克隆团数目远少于对照组细胞和另外 2个单独处

理组，如表 4所示。通过显微镜观察计数并计算克

隆形成率，与对照组（40.33%±1.04%）比较，NCTD

和 DDP 单 独 作 用 组 细 胞 克 隆 形 成 率 分 别

为（36.50%±0.50%）和（35.33%±0.76%），略有下降；

NCTD 和 DDP 联 合 处 理 组 细 胞 克 隆 形 成 率

为（20.67%±0.76%），与 DDP 单独给药组比较显著

降低（P＜0.01）。结果表明，NCTD 和 DDP 联合作

用抑制A549/DDP细胞的克隆形成明显强于NCTD

或DDP单独应用。

3.6 NCTD 联合 DDP 对 A549/DDP 细胞中 c-met

蛋白表达的影响

如图 2 所示，NCTD 联合 DDP 作用组与单用

NCTD 或 DDP 作用组比较，c-met 蛋白的表达明显

减少，而单用 DDP 或 NCTD 与对照组比较相差不

大。结果提示，NCTD可能通过下调 c-met蛋白的表

达逆转肺癌A549/DDP细胞的DDP耐药。

4 讨论

肺癌是目前全球发病率和死亡率极高的恶性

肿瘤之一且年轻化趋势越来越明显。由于肺癌早

期不宜发现，大多数肺癌患者在诊断时已处晚期，

失去了很多治疗机会，因而成为我国最难治愈的肿

瘤疾病［7］。化疗是重要的临床治疗手段，DDP作为

肺癌化疗中常用的一线药物在临床上得到了广泛

运用，但使用高浓度的DDP引起的化疗耐受增加了

肺癌病人的死亡率，是目前导致肺癌化疗失败的重

要原因［8-9］。因此，如何降低 DDP 耐药，缓解使用

DDP对机体产生的危害是DDP在临床上应用急需

解决的问题。

在现代医疗中，面对有限的细胞毒性药物的临

床应用，由于药物高毒性和耐药性的增加，联合治

疗或预防越来越受重视，联合用药在增加疗效的基

础上可最大限度的减少化疗药物的全身毒性［10］。

NCTD 是一种半帖烯毒素，是斑蝥素 1，2位去甲基

而得的衍生物，具有较强的抗肿瘤活性［11］，主要用

于治疗肝癌、胃癌、食管癌、肺癌、乳腺癌及结肠癌

等［12］。目前研究发现 NCTD 抗肿瘤机制主要与抑

制细胞增殖、诱导细胞凋亡、阻滞细胞周期、抑制细

胞侵袭迁移及抑制血管新生有关［13-14］，但是 NCTD

联合化疗药物是否能增加治疗药物的敏感性鲜有

报道。

高浓度的DDP能够抑制肺癌细胞的增殖，但是

其加剧了细胞的耐药性和对机体产生伤害。本研

究将不产生细胞毒性作用的 10 μmol/L的NCTD作

表3 NCTD对A549/DDP细胞DDP耐药的逆转作用

Table 3 Effects of NCTD on IC50 value of cisplatin in lung

cells

组别

DDP

NCTD+DDP

DDP的 IC50/（μmol∙L−1）

15.11

8.06**

与DDP组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs DDP group

表4 NCTD联合DDP对A549/DDP细胞克隆形成的影

响（
-x±s，n=3）

Table 4 Effects of NCTD on clone cell number of A549/

DDP cells（（-x±s，n=3））

组别

对照

NCTD

DDP

NCTD +DDP

剂量/（μmol∙L−1）

—

10

2

10 ± 2

细胞克隆率/%

40.33±1.04

36.5±0.50

35.33±0.76

20.67±0.76**

与DDP组比较：**P＜0.01
**P < 0.01 vs DDP group

图2 NCTD联合DDP对A549/DDP细胞中c-met蛋白的影响

Fig. 2 Protein level of c-met in A549/DDP cells treated

with conbination of NCTD and DDP
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用于肺癌A549/DDP细胞，结果发现，单独使用DDP

其 IC50 为 15.11 μmol/L，而 NCTD 联合 DDP 作用其

IC50为 8.06 μmol/L，逆转倍数为 1.87。本文实验结

果说明逆转剂量的NCTD对肺癌A549/DDP 细胞无

明显抑制作用，但与DDP联用后能显著增加耐药细

胞对DDP的敏感性，可部分逆转细胞的耐药性。同

时，与单独用药组相比，联合用药能显著抑制克隆

形成。本研究发现，DDP耐药细胞 A549/DDP中 c-

met蛋白的表达水平显著高于其亲本细胞A549，c-

met在肺癌DDP耐药细胞中高表达，说明 c-met在肺

癌DDP耐药的发生过程中可能起着非常重要的作

用。联合应用低浓度的 NCTD和 DDP处理细胞能

显著降低A549/DDP细胞中 c-met蛋白的表达水平，

说明其逆转作用可能与下调 A549/DDP 细胞中 c-

met蛋白表达有关。由此推测，c-met对非小细胞肺

癌（NSCLC）DDP的耐药性有重要的调控作用，可作

为增加NSCLC DDP敏感性的重要靶点。

低浓度的 NCTD 联合 DDP 作用在体外能显著

增强肺癌 A549/DDP 细胞对 DDP 的敏感性。两药

联合不仅提高了药物治疗效果，还可减少单一药物

的使用剂量，进而减轻药物的不良反应。本实验初

步研究表明，NCTD 能逆转肺癌 A549/DDP 细胞

DDP耐药，其分子机制可能与通过抑制 c-met蛋白

表达有关，具体的机制有待于进一步的探索研究。

本研究为肺癌的临床治疗中联合应用 DDP 和

NCTD提供了新的治疗思路及理论基础。
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