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Ｃ２ ⁃神经酰胺在 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞凋亡中的作用及影响
石伊宁１，２，刘嘉林２，刘芳芳１，方浩徽２，杨　 进１，陆友金１

摘要　 目的　 探讨 Ｃ２ 神经酰胺（鞘磷脂类物质之一）对非

小细胞肺癌（Ａ５４９ 和 ＰＣ９）细胞凋亡的影响。 方法　 培养非

小细胞肺癌细胞系（Ａ５４９ 和 ＰＣ９），提取总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ，检测两种细胞中凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白的表达情况；使用 ＣＣＫ⁃８ 比色法筛选药物浓度；Ｈｏ⁃
ｅｃｈｓｔ ３３２５８ 凋亡染色检查细胞凋亡情况；流式细胞化学术检

测细胞凋亡比率，ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达。
结果　 神经酰胺在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度处理后细胞活力均在

７０％左右；与对照组相比，神经酰胺组凋亡蛋白表达升高（Ｐ
＜ ０. ０５）；流式细胞化学术及凋亡染色检测显示神经酰胺处

理组凋亡率与对照组相比增加（Ｐ ＜ ０. ０５）；在基因水平检测

ｍＲＮＡ 显示凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表达增加（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论

　 Ｃ２ ⁃神经酰胺可以促使非小细胞肺癌细胞凋亡，从而为临

床肺癌的化疗提供新的治疗靶点。
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　 　 肺癌是全球最常见的癌症之一。 大约 ８５％ 的
肺癌是非小细胞肺癌，１５％ 是小细胞肺癌［１ － ２］。 随
着科学技术的发展，目前肺癌主要以化疗来控制病
情的进展，但随着其高耐药性和转移率的出现，致使
患者的 ５ 年生存率仍然很低［３］。 这就需要探索新的
治疗靶点及药物来提高患者的生存率。

神经酰胺是鞘脂代谢的核心分子，它是细胞信
号转导的重要参与者，并参与细胞生长、衰老、凋亡、
迁移、侵袭等生物过程［４］。 有研究［５］ 表明神经酰胺
可以激活丝氨酸 ／苏氨酸蛋白磷酸酶，从而改变线粒
体膜电位诱导细胞凋亡。 脂多糖 （ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａ⁃
ｒｉｄｅ，ＬＰＳ）在诱导巨噬细胞发生炎症时可以通过激
活酸性鞘磷脂酶从而诱导细胞内神经酰胺的产
生［６］，但具体的神经酰胺的作用并不完全清楚，需
进一步验证。 该研究将使用外源性 Ｃ２ ⁃神经酰胺作
用于非小细胞肺癌细胞系，观察其诱导癌细胞凋亡
后的形态及蛋白分子变化，并为临床肺癌的化疗靶

·１３·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｊａｎ；５７（１）



点提供新思路。

１　 材料与方法

１． １　 细胞培养　 人肺腺癌细胞系 Ａ５４９ 及 ＰＣ９ 是

由中国科学技术大学生命科学院提供，置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中在含有 １０％胎牛血清、１％的双抗

（５０ Ｕ ／ ｍｌ 青霉素和 ０. ０５ ｍｇ ／ ｍｌ 链霉素） 的高糖

ＤＭＥＭ 完全培养基中培养。 待其贴壁生长后，每日

更换培养基，待细胞生长至 ８０％ ～ ９０％ 时用胰酶消

化后传代。
１． ２　 主要试剂与仪器　 Ｃ２ ⁃神经酰胺购自美国 Ｓｉｇ⁃
ｍａ 公司；ＤＭＥＭ 培养基购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司；胎
牛血清购自杭州四季青生物工程材料有限公司；
Ａｎｔｉ⁃β⁃ａｃｔｉｎ、 ａｎｔｉ⁃Ｃａｓｐａｓｅ⁃３、 ａｎｔｉ⁃ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
抗体均购自美国 Ａｂｃａｍ 公司；辣根过氧化物酶标记

的山羊抗鼠、山羊抗兔二抗均购自北京中杉金桥生

物公司；ＣＣＫ⁃８ 比色法检测试剂盒、Ｈｏｅｃｈｓｔ 凋亡检

测试剂盒均购自上海碧云天生物技术有限公司；
ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ 细胞流式化学检测试剂盒购自上海

贝博生物科技有限公司；Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ＮａｎｏＤｒｏｐ
分光光度计购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；ＴＲＩｚｏｌ
试剂购自日本 ＴａＫａＲａ 公司；ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ
Ｋｉｔ 购自日本 Ｔａｋａｒａ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司；ＥＣＬ 发光显

色试剂盒购自美国 Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司。
１． ３　 ＣＣＫ⁃８ 比色法筛选 Ｃ２ ⁃神经酰胺的浓度 　 当

Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞处于对数生长期时，分别以 ３ ×
１０４个 ／ ｍｌ 和 ２ × １０４ 个 ／ ｍｌ 接种于 ９６ 孔板中，每孔

１００ μｌ，于培养箱孵育 ２４ ｈ 后，处理组分别加入不同

浓度（０、１０、２０、５０、８０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）的 Ｃ２ ⁃神经

酰胺，对照组加入等体积的完全培养基培养 ２４ ｈ，每
孔加入 １０ μｌ 的 ＣＣＫ⁃８，３７ ℃培养箱中孵育 １ ｈ，通
过酶标仪于 ４５０ ｎｍ 波长下，测量每孔的吸光度值。
用与对照组的百分比值来表示细胞活性，从而筛选

出 Ｃ２ ⁃神经酰胺的浓度。
１． ４　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 凋亡染色法观察 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞凋亡 　 取洁净盖玻片在 ７０％ 乙醇中浸泡 ５
ｍｉｎ，然后用无菌的 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，再用细胞培养液

洗涤 １ 次，将盖玻片置于 ６ 孔板内。 取对数生长期

的细胞接种于 ６ 孔板，待细胞密度达到 ５０％ ～ ８０％
时，加入 Ｃ２ ⁃神经酰胺刺激细胞发生凋亡后，吸尽培

养液，加入 ０. ５ ｍｌ 固定液，固定 １０ ｍｉｎ。 除去固定

液，置于摇床上用 ＰＢＳ 清洗 ２ 次 × ３ ｍｉｎ，去除液体，
加入 ０. ５ ｍｌ 的 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 染色液，在摇床上染

色 ５ ｍｉｎ。 染色后去除染色液，置于摇床上用 ＰＢＳ
洗 ２ 次 × ３ ｍｉｎ，然后在盖破片上滴 １ 滴抗荧光淬灭

剂，置于载玻片上，注意避免产生气泡。 置于倒置显

微镜，在激发波长为 ３５０ ｎｍ、发射波长 ４６０ ｎｍ 左右

拍摄，凋亡细胞为细胞核致密浓染者。
１． ５　 流式细胞仪检测 Ａ５４９ 及 ＰＣ９ 细胞凋亡　 将

对数生长期的细胞接种于 ６ 孔板中，待细胞生长至

８０％ ～９０％时，加入 Ｃ２ ⁃神经酰胺处理 ２４ ｈ 后，使用

不含 ＥＤＴＡ 的胰酶消化液消化细胞后，制成细胞悬

液。 收集细胞于 １５ ｍｌ 离心管中，离心后弃上层液，
使用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次后弃去 ＰＢＳ，加入 ４００ μｌ 的结合

缓冲液，然后加入 １０ μｌ 的荧光素 ＦＩＴＣ 标记的膜联

蛋白 Ｖ（ＡｎｎｅｘｉｎＶ⁃ＦＩＴＣ）避光孵育 １５ ｍｉｎ，然后加入

１０ μｌ 的碘化丙啶（ＰＩ）进行避光染色 ５ ｍｉｎ。 然后立

即用流式细胞仪检测细胞凋亡率，重复 ３ 次。
１． ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测凋亡蛋白表达 　 将对数生

长期细胞接种于 ６ ｃｍ 的小皿中，Ｃ２ ⁃神经酰胺处理

过后，使用 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，加入适当的细胞裂解液，
使用 １. ５ ｍｌ 的 ＥＰ 管收集细胞后冰上裂解 ３０ ｍｉｎ，４
℃、１５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ。 收集上清液后用

ＢＣＡ 法进行蛋白定量，然后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电

泳后转移至 ＰＶＤＦ 膜上；用 ５％的脱脂牛奶封闭 １. ５
ｈ，分别使用特异性的 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（１ ∶ １ ０００）、ｃｌｅａｖｅｄ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３（１ ∶ １ ０００）、β⁃ａｃｔｉｎ（１ ∶ ２ ０００）孵育，在 ４
℃冰箱中过夜，第 ２ 天用 ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 × ８ ｍｉｎ，室
温孵育相对应的辣根过氧化酶山羊抗体 １ ｈ，使用

ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次 × ８ ｍｉｎ 后，采用高灵敏度的显影剂

ＥＣＬ 进行发光显影。
１． ７　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 Ａ５４９ 及 ＰＣ９ 细胞 ｍＲＮＡ 表达

　 将对数生长期细胞接种于 ６ ｃｍ 的小皿中，Ｃ２ ⁃神
经酰胺处理后，使用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ３ 次，采用 ＴＲ⁃
Ｉｚｏｌ 法提取细胞总 ＲＮＡ，用 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｎａｎｏ⁃
Ｄｒｏｐ 仪器进行浓度定量。 使用反转录试剂盒将总

ＲＮＡ 反转录为 ｃＤＮＡ。 使用实时 ＰＣＲ 系统进行

ＰＣＲ 反应。 每个目的基因的表达是通过 ２ －△△Ｃｔ 方

法统计比较 ＲＮＡ 水平，引物序列见表 １。

表 １　 β⁃ａｃｔｉｎ、Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 引物序列

目的基因 引物序列（５′⁃３′）
β⁃ａｃｔｉｎ Ｆ： ＣＣＣＴＧＧＡＧＡＡＧＡＧＣＴＡＣＧＡＧ

Ｒ： ＧＧＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴ
Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ Ｆ： ＡＴＣＧＧＡＣＴＧＴＧＧＣＡＴＴＧＡＧＡ

Ｒ： ＡＴＡＡＣＣＡＧＧＴＧＣＴＧＴＧＧＡＧＴ

１． ８　 统计学处理　 统计分析利用 ＳＰＳＳ ２１. ０ 进行

分析，所有数据采用 �ｘ ± ｓ 来表示，不同组间的比较

采用方差分析或 ｔ 检验进行分析。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异

有统计学意义。
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２　 结果

２． １　 不同浓度 Ｃ２ ⁃神经酰胺分别对 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细

胞的影响 　 不同 Ｃ２ ⁃神经酰胺浓度（０、１０、２０、５０、
８０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ）作用于 Ａ５４９ 细胞后，浓度在

５０、８０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时差异有统计学意义（Ｆ ＝
１８８. ４，Ｐ ＜ ０. ０５）；作用于 ＰＣ９ 细胞后，浓度在 ２０、
５０、８０、１００、２００ μｍｏｌ ／ Ｌ 时差异有统计学意义（Ｆ ＝
３８５. ５，Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 １。 在一定浓度范围内，细
胞损伤程度逐渐增加，细胞活性逐渐下降。 当 Ｃ２ ⁃
神经酰胺浓度在 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 时，两种细胞活力都在

６０％ ～８０％ ，因此，选取 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为细胞损伤的

浓度。

图 １　 不同浓度的 Ｃ２ ⁃神经酰胺对 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞活力的影响

与对照组（０ μｍｏｌ ／ Ｌ）比较： ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ２　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 凋亡染色及流式细胞仪检测细

胞凋亡　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 凋亡染色结果显示，与对照

组相比，在两种细胞 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 中 Ｃ２ ⁃神经酰胺组

细胞凋亡率增加，差异有统计学意义 （ ｔ ＝ ２０. ２４、
２６. ３５４，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ２；同样， 与对照组相比，使
用流式化学技术检测两种细胞（Ａ５４９ 及 ＰＣ９）的凋

亡率也增加（ ｔ ＝ ５７. ０２、７８. ６８，Ｐ ＜ ０. ０１），见图 ３。
２． ３　 Ｃ２ ⁃神经酰胺诱导 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 凋亡中蛋白的表

达　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，在 Ａ５４９ 中与对照组相

比，Ｃ２⁃神经酰胺组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达水平上升，因此，增加 Ｃ２⁃神经酰胺水平可以导致细

胞凋亡，差异有统计学意义（ ｔ ＝ ９. ８７３、２. ９０８，Ｐ ＜
０. ０５），在 ＰＣ９ 细胞中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３
表达水平也升高（ｔ ＝４. ７９８、４. ０５７，Ｐ ＜０. ０５），见图 ４。

图 ２　 Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３２５８ 检测 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞凋亡　 × ２００
与对照组比较：∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

图 ３　 流式细胞术测定 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞凋亡的情况

与对照组比较： ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１
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图 ４　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 及 ｃｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白的表达情况

Ａ： Ａ５４９ 细胞；Ｂ： ＰＣ９ 细胞；与对照组比较： ∗Ｐ ＜ ０. ０５，∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

２． ４　 Ｃ２ ⁃神经酰胺诱导 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 凋亡中 Ｃａｓｐａｓｅ⁃
３ 蛋白基因水平的表达　 ＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，在两种

细胞中，与对照组相比，Ｃ２ ⁃神经酰胺组 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 表

达水平增加，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ５。

图 ５　 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 蛋白在 Ａ５４９ ／ ＰＣ９ 细胞中基因表达水平

与对照组比较： ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 肺癌是世界上第二大常见的癌症，病死率占所

有癌症的 ２５％ 。 研究［７ － ９］ 表明，在过去的几十年

中，肺癌的 ５ 年生存率低于 ２０％ ，其中非小细胞肺

癌预后很差，诊断时出现转移的患者约占 ５０％ 。 尽

管近年来在多项随机临床试验中研究了新的化疗方

案和新的细胞毒性组合，但肺癌患者的预后并未获

得明显改善，非小细胞肺癌的患者的 ５ 年生存率仍

约为 １５％ 。 虽然目前手术是唯一可能的治疗方法，
但一般患者在确诊时已丧失了最佳的手术时机，只
能使用化疗或放疗的方式延缓病情的进展，延长患

者生命。 该实验使用非小细胞肺腺癌细胞系细胞

（Ａ５４９ ／ ＰＣ９）作为研究对象，验证了鞘磷脂类物质

Ｃ２ ⁃神经酰胺对其影响，为临床鞘脂类物质应用于癌

症治疗提供帮助。
神经酰胺为调节细胞代谢的核心分子，在细胞

膜稳定方面发挥着不可替代的作用，常被认为是调

节细胞增殖、细胞周期停滞、分化和凋亡的第二信

使［１０］。 当然，神经酰胺的活性主要取决于它的分子

链的长短，短链（Ｃ２、Ｃ６、Ｃ８）和长链（Ｃ１６、Ｃ１８）会促进

凋亡，而超长链分子的神经酰胺（Ｃ２４）无相同作用。
实验［１１］表明 Ｃ２ ⁃神经酰胺可促使头颈部鳞状细胞癌

细胞发生保护性自噬，以抑制神经胶质瘤浸润［１２］；
同样 Ｃ８ ⁃神经酰胺可降低肺泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＥＣ
Ⅱ）的活力并诱导细胞凋亡［１３］。 尽管神经酰胺在糖

尿病、阿尔茨海默病、抑郁症、多发性硬化症及乳腺

癌等病理变化中的调节作用已经报道，但对非小细

胞肺腺癌细胞的研究还很少。 该研究表明非小细胞

肺癌细胞（Ａ５４９ 及 ＰＣ９）的细胞活性可随 Ｃ２ ⁃神经酰

胺浓度的增加而呈下降的趋势。 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 是半胱

氨酸蛋白酶家族成员，又称细胞凋亡因子， 它能通

过多种途径促进细胞的凋亡，是细胞凋亡蛋白酶级

联反应的最直接的效应因子。 与对照组相比，神经

酰胺还能使凋亡蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ⁃３ 的表达升高。 这些

结果显示，Ｃ２ ⁃神经酰胺治疗以剂量反应方式对人非

小细胞肺癌细胞发挥抗生长潜力。
凋亡是程序性细胞死亡的一种形式，是一个必

不可少的稳态过程。 在肿瘤细胞中，促进肿瘤细胞

凋亡是一种抑制肿瘤细胞生长的方式，许多化疗药

物发挥作用依赖其促进细胞凋亡的发生。 近年来神

经酰胺与化疗药物合用，加强化疗药物的作用及降

低药物耐药性已被广泛应用。 Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ［１４］ 研究表

明 Ｃ２ ⁃神经酰胺增强索拉非尼诱导的肝细胞癌（ｈｅｐ⁃
ａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒ ｃａｒｃｉｎｏｍａ，ＨＣＣ）细胞毒性和细胞周期阻

滞。 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［１５］研究表明神经酰胺有诱导人肺腺

癌 Ａ５４９ 细胞凋亡的作用，却没有使用其他细胞或

其他类型的细胞进一步研究，但在该实验中使用了

多种细胞均显示神经酰胺有促进肺癌细胞凋亡的作
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用且具有剂量依赖，表明 Ｃ２ ⁃神经酰胺可能成为肺

癌治疗或辅助治疗的试剂。
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