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摘要　目的　探究松萝酸（ＵＡ）对肺癌Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞增殖、细胞周期、凋亡和自噬的影响。方法　ＣＣＫ８法检测ＵＡ
对两种肺癌细胞增殖抑制作用。流式细胞术检测 ＵＡ对两种肺癌细胞周期阻滞作用。ＤＣＦＨＤＡ探针法和流式细胞术检测
ＵＡ诱导两种肺癌细胞生成活性氧（ＲＯＳ）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测两种肺癌细胞经ＵＡ及ＵＡ＋ＲＯＳ抑制处理后凋亡相关蛋白Ｂａｘ、
Ｃａｓｐａｓｅ３和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３及自噬相关蛋白ＬＣ３Ⅰ和ＬＣ３Ⅱ的表达情况。结果　① ＵＡ降低了两种细胞存活率，且抑制
Ａ５４９细胞增殖能力强于 ＮＣＩＨ３５８细胞。② ＵＡ将 Ａ５４９细胞阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期，ＮＣＩＨ３５８细胞阻滞在 Ｇ２／Ｍ期和 Ｓ期。③
ＵＡ诱导两种细胞ＲＯＳ含量增加，ＮＣＩＨ３５８细胞 ＲＯＳ增加量多于 Ａ５４９细胞，ＲＯＳ抑制剂会减少 ＵＡ诱导的细胞内 ＲＯＳ增
多。④ ＵＡ引起了两种肺癌细胞凋亡相关蛋白 Ｂａｘ和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３高表达及自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高，其
对Ａ５４９促凋亡和自噬作用强于ＮＣＩＨ３５８；抑制ＲＯＳ后，两种肺癌细胞的Ｂａｘ和ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ３表达量和ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比
值均降低，其中ＮＣＩＨ３５８细胞降低更多。结论　ＵＡ抑制肺癌Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞增殖，诱导细胞周期阻滞，并引起癌细
胞发生细胞凋亡与自噬，且ＵＡ对Ａ５４９细胞抑制杀伤作用强于ＮＣＩＨ３５８细胞。这其中诱生细胞ＲＯＳ参与了ＵＡ对两种肺癌
细胞的作用，相比Ａ５４９细胞，ＲＯＳ可能更多介导ＵＡ诱导ＮＣＩＨ３５８细胞凋亡和自噬发生。
关键词　ＵＡ；Ａ５４９；ＮＣＩＨ３５８；细胞周期；活性氧；凋亡；自噬
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　　肺癌是发病率和病死率双高的恶性肿瘤［１－２］。

２０２２年肺癌新增病例数２５０万例，死亡１８０万人，
位列癌症“死亡榜单”之首［３］。在约占肺癌病理类

型８５％的非小细胞肺癌中［４］，肺腺癌是最常见的组

织学亚型。ＵＡ（ｕｓｎｉｃａｃｉｄ，ＵＡ）对肺腺癌细胞作用
研究目前仅见对 Ａ５４９细胞的周期阻滞［５］，少见对

其他肺腺癌细胞尤其未见对细支气管部位来源

ＮＣＩＨ３５８细胞的作用报道。该研究以同为肺腺癌
但细胞形态不同的两种肺癌细胞Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８
为研究对象，从细胞存活、细胞周期阻滞、凋亡和自

噬几个角度探究ＵＡ对这两种细胞作用效果及其诱
导细胞内产生活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）
在凋亡和自噬中的作用地位，为进一步阐明 ＵＡ对
肺腺癌不同细胞学亚型细胞株抑制作用和探究 ＵＡ
与ＲＯＳ相关信号通路以及后续松萝开发和临床用
药提供数据支撑。

１　材料与方法

１．１　细胞材料　人细胞肺癌 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ３５８细
胞购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。

１．２　主要试剂与仪器　（＋）－ＵＡ购自上海梯希
爱化成工业发展有限公司。Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞
培养基、ＤＭＥＭ高糖基础培养基购自中国武汉普诺
赛公司。００５％的胰蛋白酶、胎牛血清购自美国
Ｇｉｂｃｏ公司。细胞培养级二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）、ＣＣＫ
８试剂盒购自北京索莱宝科技有限公司。细胞周期
检测试剂盒、ＤＣＦＨＤＡ探针购自苏州优逸兰迪生物
技术有限公司。抗 Ｂａｘ抗体、抗 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
抗体、抗Ｃａｓｐａｓｅ３抗体、抗ＬＣ３Ｂ抗体、抗βａｃｔｉｎ抗
体和羊抗兔二抗购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。ＴＩＳ荧
光倒置显微镜购自北京恒三江仪器销售有限公司。

ＦＡＣＳＣａｎｔｏＩＩ流式细胞仪、流式管购自美国 ＢＤ公
司。ＢｉｏＴｅｋ全波长酶标仪购自美国伯腾仪器有限
公司。

１．３　ＣＣＫ８法检测细胞增殖　Ａ５４９与 ＮＣＩＨ３５８
细胞分别用含 １０％胎牛血清的细胞培养基于 ３７
℃、５％ ＣＯ２环境下培养，细胞接近融合时用００５％
胰蛋白酶消化、传代。ＵＡ用０１％ ＤＭＳＯ溶解后配
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成相应浓度待用。取对数期生长Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８
细胞，分别以每孔５×１０３个细胞接种９６孔板。细
胞贴壁融合后，设空白组（０μｍｏｌ／ＬＵＡ）、０１％
ＤＭＳＯ组、２５、５０、１００μｍｏｌ／ＬＵＡ组，３７℃、５％ ＣＯ２
培养箱继续培养２４ｈ和４８ｈ后，每孔加 ＣＣＫ８溶
液１０μｌ，孵育２ｈ，酶标仪４５０ｎｍ波长测吸光度值，
ＳＰＳＳ２０中ｐｒｏｂｉｔ模型计算ＩＣ５０值。
１．４　流式细胞术检测细胞周期　取５×１０５个细胞
铺６孔板。按空白（０μｍｏｌ／ＬＵＡ）、０１％ ＤＭＳＯ和
ＵＡ系列终浓度 （２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）加入相应药
物，孵育２４ｈ和４８ｈ后，弃培养基，ＰＢＳ洗后收集细
胞，逐滴加入预冷无水乙醇，制成７０％乙醇固定的
细胞悬液，暗处 －２０℃过夜。预冷 ＰＢＳ洗细胞 ２
次，收集细胞，每管加５００ｍｌＰＩ／ＲＮａｓｅ染色，轻柔吹
匀，室温避光孵育１５ｍｉｎ。过细胞筛，流式细胞仪进
行细胞流式周期分析。

１．５　ＤＣＦＨＤＡ探针法和流式细胞术检测 ＲＯＳ　
按空白（０μｍｏｌ／ＬＵＡ）、０１％ ＤＭＳＯ、２５、５０、１００
μｍｏｌ／ＬＵＡ及 ５０μｍｏｌ／ＬＵＡ＋５ｍｍｏｌ／ＬＮ乙酰Ｌ
半胱氨酸（ＮＡＣ，ＲＯＳ抑制剂）分组铺细胞及加药
物，３７℃、５％ ＣＯ２培养 ２４ｈ。无血清培养基洗 ３
次，加入ＤＣＦＨＤＡ液，３７℃、５％ ＣＯ２培养３０ｍｉｎ。
吸出探针液，无血清细胞培养基洗 ３次，每孔内留
０５ｍｌ培养液，荧光倒置显微镜检测荧光。００５％
胰酶消化细胞，ＰＢＳ洗 ２次，５００μｌ培养基重悬细
胞，上流式细胞仪检测（ＦＩＴＣ通道检测ＤＣＦ）。
１６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达　收集０、２５、５０、
１００μｍｏｌ／ＬＵＡ和５０μｍｏｌ／ＬＵＡ＋５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ处
理２４ｈ后的细胞，加入ＲＩＰＡ裂解液，ＢＣＡ法测定蛋
白浓度。ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳分离蛋白后转 ＰＶＤＦ

膜，５％脱脂牛奶室温封闭 ９０ｍｉｎ，ＰＶＤＦ膜放入
ＴＢＳＴ稀释的一抗液体中，４℃孵育过夜。次日
ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。室温下加二抗孵育９０
ｍｉｎ，ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ。ＥＣＬ显影，Ｉｍａｇｅ
Ｊ软件分析条带灰度值。
１．７　统计学分析　用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８０２和
ＦＬＯＷＪＯ软件分析数据，所有数据均进行正态性检
验及方差齐性检验，数据采用 珋ｘ±ｓ表示，多组间差
异比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　ＵＡ对 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ３５８细胞增殖影响　
ＣＣＫ８实验显示，无论２４ｈ还是４８ｈ，Ａ５４９和ＮＣＩ
Ｈ３５８细胞０１％ ＤＭＳＯ组细胞存活率相比空白组
差异均无统计学意义，说明０１％ ＤＭＳＯ对细胞毒
性较小。随着 ＵＡ浓度增加，两种肺癌细胞的细胞
存活率降低，呈现浓度依赖性（图 １）。各浓度 ＵＡ
（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）处理后细胞存活率相比空白
组均显示出极显著差异（Ａ５４９２４ｈ：Ｆ＝７９７５１，Ｐ＜
００００１；Ａ５４９４８ｈ：Ｆ＝８１９７２，Ｐ＜００００１；ＮＣＩ
Ｈ３５８２４ｈ：Ｆ＝５３１９８，Ｐ＜００００１；ＮＣＩＨ３５８４８ｈ：
Ｆ＝５６９０３，Ｐ＜００００１）。相同浓度ＵＡ对Ａ５４９抑
制作用比 ＮＣＩＨ３５８更强，ＵＡ处理 Ａ５４９细胞２４ｈ
半数抑制浓度（ＩＣ５０）为（５４６±０９）μｍｏｌ／Ｌ，ＮＣＩ
Ｈ３５８细胞ＩＣ５０值为（６４０±３３）μｍｏｌ／Ｌ；ＵＡ处理
Ａ５４９细胞４８ｈ的 ＩＣ５０值为（３７３±２４）μｍｏｌ／Ｌ，
ＮＣＩＨ３５８细胞ＩＣ５０值为（４１９±１３）μｍｏｌ／Ｌ。
２．２　ＵＡ对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞周期阻滞影响
　Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞在不同浓度ＵＡ处理２４ｈ

图１　ＵＡ对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞增殖的影响

Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｓｎｉｃａｃｉｄｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＣｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｒａｔｅｏｆＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：０．１％ＤＭＳＯ；ｃ：２５μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｄ：５０μｍｏｌ／

ＬＵＡ；ｅ：１００μｍｏｌ／ＬＵＡ；Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．
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和４８ｈ后通过流式细胞仪检测细胞周期，利用
ＦＬＯＷＪＯ软件分析细胞周期流式图并绘制柱状图
（图２）。两种细胞０１％ ＤＭＳＯ组细胞周期相比空
白组差异无统计学意义，各浓度ＵＡ均导致Ａ５４９发
生Ｇ０／Ｇ１期细胞周期阻滞，相比空白组差异有统计
学意义（２４ｈ：Ｆ＝１７５４，Ｐ＜００１；４８ｈ：Ｆ＝１８１１，
Ｐ＜００１）（图２Ａ、Ｂ）。不同浓度ＵＡ处理ＮＣＩＨ３５８
细胞２４ｈ导致其发生 Ｇ２／Ｍ期细胞周期阻滞，相比
空白组差异显著（Ｆ＝２６３６，Ｐ＜００１）（图２Ｃ）。延
长至４８ｈ，随 ＵＡ浓度增加，ＮＣＩＨ３５８细胞周期阻
滞提前到Ｓ期。相比空白组，ＵＡ１００μｍｏｌ／Ｌ组Ｓ期
细胞占比差异显著（Ｆ＝１０６６，Ｐ＜００５）（图２Ｄ）。
２．３　ＵＡ对 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ３５８细胞诱生 ＲＯＳ影
响　荧光显微镜检测 ＵＡ及 ＵＡ＋ＮＡＣ处理 Ａ５４９
和ＮＣＩＨ３５８细胞诱生 ＲＯＳ荧光（图３Ａ、Ｂ），流式
细胞仪分析统计两种细胞的荧光强度。结果显示

（图３Ｃ、Ｄ）两种肺癌细胞０１％ ＤＭＳＯ组荧光强度
相比空白组差异均无统计学意义，不同浓度 ＵＡ组
ＲＯＳ荧光量随 ＵＡ浓度增加而增多。Ａ５４９经中高

浓度ＵＡ处理产生 ＲＯＳ荧光量显著高于空白组（Ｆ
＝６６２１，Ｐ＜０００１），ＮＣＩＨ３５８经低浓度 ＵＡ处理
产生ＲＯＳ荧光量相比空白组差异有统计学意义（Ｆ
＝１１９５，Ｐ＜００５）；且同浓度 ＵＡ刺激 ＮＣＩＨ３５８
细胞产生ＲＯＳ荧光量高于 Ａ５４９产生 ＲＯＳ荧光量。
５０μｍｏｌ／ＬＵＡ＋ＮＡＣ处理两种肺癌细胞后细胞内
ＲＯＳ荧光量明显减少，相比只加 ５０μｍｏｌ／ＬＵＡ，
Ａ５４９细胞 ＲＯＳ减少量差异有统计学意义（Ｆ＝
１２４６，Ｐ＜００５），而ＮＣＩＨ３５８细胞ＲＯＳ减少量则
显示出极显著差异（Ｆ＝３２３２，Ｐ＜００１），其减少
荧光量是Ａ５４９减少量的２５倍。
２．４　ＵＡ及ＵＡ＋ＲＯＳ抑制对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细
胞凋亡影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验显示（图４Ａ、Ｂ），与空
白组相比，Ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达变化差异无统计学意
义，而两种肺癌细胞ＵＡ组中 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
蛋白表达量和 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３值均随
ＵＡ浓度增加而增多，增加量差异有统计学意义
（Ａ５４９Ｂａｘ：Ｆ＝１０３９１，Ｐ＜０００１；Ａ５４９Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝１５２２３，Ｐ＜０００１；Ａ５４９Ｃｌｅａｖｅｄ

图２　ＵＡ对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞周期的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｓｎｉｃａｃｉｄｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｓｏｆＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｕｓｎｉｃａｃｉｄｆｏｒ２４ｈ；Ｂ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅｏｆｔｈｅ

ｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｕｓｎｉｃａｃｉｄｆｏｒ４８ｈ；Ｃ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｕｓｎｉｃａｃｉｄｆｏｒ２４

ｈ；Ｄ：ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｐｈａｓｅｏｆｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｕｓｎｉｃａｃｉｄｆｏｒ４８ｈ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：０１％ＤＭＳＯ；ｃ：２５

μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｄ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｅ：１００μｍｏｌ／ＬＵＡ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．
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图３　ＵＡ对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞诱生ＲＯＳ的影响

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｕｓｎｉｃａｃｉｄｏｎＲＯＳｉｎｄｕｃｔｉｏｎｉｎＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ×２００；Ｂ：ＲＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ×２００；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ；Ｄ：Ｒｅｌａ

ｔｉｖｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙｏｆＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：０１％ＤＭＳＯ；ｃ：２５μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｄ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｅ：１００μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｆ：５０

μｍｏｌ／ＬＵＡ＋５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ；Ｐ＜００５，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓ５０μｍｏｌ／ＬＵＡ．

ｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝１７７９２，Ｐ＜００００１；ＮＣＩ
Ｈ３５８Ｂａｘ：Ｆ＝５００２，Ｐ＜００１；ＮＣＩＨ３５８Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝６１５７，Ｐ＜０００１；ＮＣＩＨ３５８Ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝６６８９，Ｐ＜０００１），说明
ＵＡ对两种肺癌细胞均具有促凋亡作用且呈浓度依
赖性。相比 ＮＣＩＨ３５８细胞，ＵＡ促 Ａ５４９细胞凋亡
作用更强。抑制ＲＯＳ后，５０μｍｏｌ／ＬＵＡ处理两种肺
癌细胞凋亡相关蛋白 Ｂａｘ、Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３表达量
及Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３值比无 ＲＯＳ抑制同
浓度ＵＡ处理的细胞均降低（Ａ５４９Ｂａｘ：Ｆ＝１３２２，Ｐ
＜００５；Ａ５４９Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝１１７６，Ｐ＜
００５；Ａ５４９Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝１６９５，
Ｐ＜００５；ＮＣＩＨ３５８Ｂａｘ：Ｆ＝１８１８，Ｐ＜００１；ＮＣＩ
Ｈ３５８Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝１９８５，Ｐ＜００１；ＮＣＩ
Ｈ３５８Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／Ｃａｓｐａｓｅ３：Ｆ＝２００３，Ｐ＜

００１）。 ＮＣＩＨ３５８ 细 胞 的 Ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／
Ｃａｓｐａｓｅ３值降低的倍数是 Ａ５４９相同比值的 １４
倍，表明抑制 ＲＯＳ在一定程度会减弱 ＵＡ对两种肺
癌细胞促凋亡作用，相比 Ａ５４９细胞，ＲＯＳ可能在
ＮＣＩＨ３５８细胞凋亡中发挥更大作用。
２．５　ＵＡ及 ＵＡ＋ＲＯＳ抑制对 Ａ５４９和 ＮＣＩＨ３５８
细胞自噬影响　检测自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３
Ⅱ显示（图５Ａ、５Ｂ），随着ＵＡ浓度增加，两种肿瘤细
胞ＵＡ组 ＬＣ３Ⅰ表达量减少、ＬＣ３Ⅱ表达量增多、
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ值增高且均相比空白组变化量差异
有统计学意义（Ａ５４９ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝７８０４，Ｐ＜０００１；
Ａ５４９ＬＣ３Ⅱ：Ｆ＝９７８１，Ｐ＜０００１；Ａ５４９ＬＣ３Ⅱ／
ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１４６５３，Ｐ＜０００１；ＮＣＩＨ３５８ＬＣ３Ⅰ：Ｆ
＝４２４２，Ｐ＜００１；ＮＣＩＨ３５８ＬＣ３Ⅱ：Ｆ＝８６６２，Ｐ
＜０００１；ＮＣＩＨ３５８ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１２２９２，Ｐ
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＜０００１），说明两种肿瘤细胞经 ＵＡ作用后细胞内
ＬＣ３Ⅰ蛋白均向ＬＣ３Ⅱ蛋白发生转化，细胞自噬增
多。对比 ＮＣＩＨ３５８细胞，ＵＡ促 Ａ５４９细胞自噬作
用更强。在ＲＯＳ抑制后，５０μｍｏｌ／ＬＵＡ处理两种肺
癌细胞自噬相关蛋白 ＬＣ３Ⅰ和 ＬＣ３Ⅱ表达量相比
无ＲＯＳ抑制同浓度ＵＡ处理的细胞均有变化（Ａ５４９
ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１２２５，Ｐ＜００５；Ａ５４９ＬＣ３Ⅱ：Ｆ＝
１５８３，Ｐ＜００５；Ａ５４９ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１２８６，Ｐ
＜００５；ＮＣＩＨ３５８ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１３６９，Ｐ＜００５；ＮＣＩ
Ｈ３５８ＬＣ３Ⅱ：Ｆ＝１９４６，Ｐ＜００１；ＮＣＩＨ３５８ＬＣ３
Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ：Ｆ＝１９２１，Ｐ＜００１），其中 ＬＣ３Ⅰ表达
量增多，ＬＣ３Ⅱ表达量减少，ＮＣＩＨ３５８细胞 ＬＣ３
Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ值降低倍数是 Ａ５４９细胞相同比值降低

的２２倍，暗示ＲＯＳ抑制后一定程度上减弱 ＵＡ对
两种肺癌细胞促自噬作用，相比 Ａ５４９细胞，ＮＣＩ
Ｈ３５８细胞自噬可能更依赖ＲＯＳ。

３　讨论

　　植物化学物质（包括植物次生代谢物）是研发
具有抗癌活性药物的潜在来源［６］，ＵＡ是地衣次生
代谢产物之一，其对多种肿瘤具有抑制作用［７－１０］。

课题组选择同为肺腺癌但细胞学亚型不同的 Ａ５４９
和ＮＣＩＨ３５８细胞为研究对象，探究ＵＡ对同属肺腺
癌但细胞结构有差异的两种细胞是否存在同样的杀

伤作用和机制，为明确 ＵＡ抑制肺腺癌细胞范围及
未来开发用药奠定前期基础。

图４　ＵＡ及ＵＡ＋ＲＯＳ抑制对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞凋亡影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｓｎｉｃａｃｉｄａｎｄｕｓｎｉｃａｃｉｄ＋ＲＯＳｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：２５μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｃ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｄ：１００

μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｅ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ＋５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１，Ｐ＜００００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜
００１ｖｓ５０μｍｏｌ／ＬＵＡ．
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图５　ＵＡ及ＵＡ＋ＲＯＳ抑制对Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞凋亡影响

Ｆｉｇ．５　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｕｓｎｉｃａｃｉｄａｎｄｕｓｎｉｃａｃｉｄ＋ＲＯＳｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎａｕｔｏｐｈａｇｙｏｆＡ５４９ａｎｄＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ

　　Ａ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＡｕｔｏｐｈａｇｙｐｒｏｔｅｉｎｉｎＮＣＩＨ３５８ｃｅｌｌｓ；ａ：ｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：２５μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｃ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｄ：１００

μｍｏｌ／ＬＵＡ；ｅ：５０μｍｏｌ／ＬＵＡ＋５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓ５０μｍｏｌ／ＬＵＡ．

　　Ａ５４９细胞来源人肺泡细胞癌，具有肺泡 ＩＩ型
上皮细胞特征。ＮＣＩＨ３５８细胞来源细支气管肺泡
癌，具有Ｃｌａｒａ细胞分化特征；肺泡 ＩＩ型上皮细胞腺
癌与Ｃｌａｒａ细胞腺癌在光镜下极为相似，只能通过
电镜进行鉴别，有报道［１１］显示通过 ２ＤＤＩＧＥ和
ＭＡＬＤＩＴＯＦＭＳ／ＭＳ实验发现Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细
胞之间有５种不同蛋白，包括泛素羧基末端水解酶
同工 酶 Ｌ１（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｃａｒｂｏｘｙｌｔｅｒｍｉｎａｌｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ｉｓｏｚｙｍｅＬ１，ＵＴＣＨＬ１）、细胞角蛋白 １９（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ
１９，ＣＫ１９）、细胞角蛋白８（ｃｙｔｏｋｅｒａｔｉｎ８，ＣＫ８）、内质
网氧化还原酶１α（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃ
ｔｉｎ１α，ＥＲＯ１Ｌ）和过氧化还原酶２（ｐｅｒｏｘｉｒｅｄｏｘｉｎ２，
ＰＲＤＸ２），进一步验证发现 ＥＲＯ１Ｌ在 ＮＣＩＨ３５８细
胞中高表达，但在 Ａ５４９细胞中未观察到条带，两种
细胞系之间存在显著差异。这可能是造成同为肺腺

癌的Ａ５４９和ＮＣＩＨ３５８细胞在本研究中对ＵＡ响应
程度差别的原因。

　　本研究数据结果显示，ＵＡ抑制肺癌细胞 Ａ５４９
和 ＮＣＩＨ３５８增殖，相比 ＮＣＩＨ３５８，ＵＡ对 Ａ５４９细
胞增殖抑制作用更强。流式结果表明，ＵＡ将 Ａ５４９
细胞周期阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期，之前也有学者证明 ＵＡ
对肺癌Ａ５４９细胞周期阻滞在 Ｇ０／Ｇ１期

［５］，本研究

与之吻合。本研究中，ＵＡ可将 ＮＣＩＨ３５８细胞阻滞
在Ｇ２／Ｍ期和 Ｓ期，显示 ＵＡ对两种肺癌细胞周期

阻滞的不同。部分凋亡蛋白和自噬相关蛋白检测再

次证明了，相比 ＮＣＩＨ３５８，ＵＡ对 Ａ５４９细胞有更强
的杀伤作用。在等量 ＵＡ处理下，ＮＣＩＨ３５８细胞
ＲＯＳ生成量明显高于Ａ５４９。当抑制ＲＯＳ后，ＵＡ对
两种肺腺癌细胞诱导凋亡和自噬都减弱，两种细胞

均有一定程度的恢复生长且 ＮＣＩＨ３５８细胞存活率
高于Ａ５４９，说明ＲＯＳ参与了ＵＡ对两种细胞抑制杀
伤作用，而且表明 ＲＯＳ可能在 ＵＡ抑制杀伤 ＮＣＩ
Ｈ３５８细胞中起更重要的作用，而 Ａ５４９细胞中可能
存在比ＲＯＳ更主要的促凋亡自噬机制。
　　综上所述，ＵＡ对同是肺腺癌细胞的 Ａ５４９和
ＮＣＩＨ３５８均有抑制杀伤作用，一定程度上体现其开
发用药的广谱性，同时 ＵＡ对两种肺腺癌细胞又存
在不同程度诱生 ＲＯＳ和促凋亡和自噬作用，结合
ＥＲＯ１Ｌ在两种肺腺癌细胞中表达差异，暗示 ＵＡ可
能通过影响ＥＲＯ１Ｌ和ＲＯＳ等成分对不同肺腺癌细
胞发挥作用。在后续实验中，将以此为基础进一步

开展ＵＡ作用肺腺癌细胞的信号通路研究。
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一种 ＰＴＥＮ基因下调的孤独症幼鼠模型构建的改良方法
党伟利１，２，梁绿圆１，２，曹佳蕾１，２，丁申奥１，２，魏炳琦１，２，邱　霞１，２，马丙祥１，２

（１河南中医药大学第一附属医院儿科医院，郑州　４５００９９；２河南中医药大学儿科医学院，郑州　４５００４６）

摘要　目的　构建一种丙戊酸（ＶＰＡ）和 ＰＴＥＮ腺病毒（ＡＤＶ）联合应用的 ＰＴＥＮ基因下调 ＡＳＤ幼鼠模型（ＶＰＡＡＤＶ），并与
ＶＰＡ和ＡＤＶ两种传统模型进行比较，证明此模型在针刺治疗ＡＳＤ造模的优势。方法　将怀孕１２５ｄ的Ｗｉｓｔａｒ大鼠随机分为
２组，分别给予ＶＰＡ（６００ｍｇ／ｋｇ）和等剂量的生理盐水作为ＶＰＡ和正常组。记录新生幼鼠体质量、睁眼时间、尾巴畸形情况。
正常组幼鼠随机分为３组，每组１０只，设置为：正常（ＮＳ）组、病毒（ＡＤＶ）组，病毒阴性对照（ＡＤＶＮＣ）组；ＶＰＡ组幼鼠２０只，
随机分为２组，每组１０只，设置为丙戊酸（ＶＰＡ）组、丙戊酸结合病毒干扰（ＶＰＡ＋ＡＤＶ）组。观察５组幼鼠出生后的体质量、尾
长、弯尾、负趋地性反射时间、骨骼畸形情况、２１日龄神经行为学表现、脑组织电镜髓鞘结构；通过免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ｑ
ＰＣＲ方法检测ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ＧＳＫ３β、ＭＢＰ表达水平。结果　与ＮＳ组孕鼠活产幼鼠对比，ＶＰＡ组孕鼠活产幼鼠畸形率显
著增加，体质量增长慢，尾长增长慢，负趋地性反射时间长（Ｐ＜００５）。３个模型组较 ＮＳ组体重增长慢，尾长增长慢，负趋地
性反射时间长（Ｐ＜００５），且ＶＰＡ＋ＡＤＶ组表现最为显著。３组模型旷场试验跨中央格时间、跨边缘格次数、跨边缘格时间与
ＮＳ组差异均有统计学意义（Ｐ＜００５）。自我捋毛实验中ＶＰＡ＋ＡＤＶ组互动次数最少（Ｐ＜００５），且挖掘、自我捋毛次数最多
（Ｐ＜００５）。三箱社交实验中，ＶＰＡ＋ＡＤＶ组进入社交箱平均次数以及停留时间最短（Ｐ＜００５），其在水迷宫实验中找到平
台所用的时间越长、穿越第三象限次数越少（Ｐ＜００５）。透射电镜观察胼胝体区髓鞘板层结构显示ＮＳ组结构清晰完整。与
ＮＳ组相比，ＡＤＶＮＣ组髓鞘结构近似，３个模型组髓鞘结构分层、断裂，存在 ＡＳＤ病理改变及髓鞘损伤，其中 ＶＰＡ＋ＡＤＶ组髓
鞘增厚、分层明显，严重的可见崩解。免疫组化、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ｑＰＣＲ结果均表明ＶＰＡ＋ＡＤＶ组的ＰＴＥＮ表达下调约５０％，最
为明显。ＡＫＴ、ＭＢＰ均表达增高，ＧＳＫ３β表达降低（Ｐ＜００５）。免疫组化和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表示３个模型组与ＮＳ组ＰＩ３Ｋ表
达无统计学差异，但ｑＰＣＲ结果表示３个模型组的ＰＩ３ＫｍＲＮＡ表达显著提高（Ｐ＜００５），其中ＶＰＡ＋ＡＤＶ组变化最为显著。
结论　ＶＰＡ＋ＡＤＶ新型ＰＴＥＮＡＳＤ模型更符合 ＡＳＤ髓鞘发育异常的表现，且较２种传统模型有着造模价格低、活产率高、
ＰＴＥＮ基因下调明显的优势。
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１２６．ｃｏｍ

　　孤独症谱系障碍（ａｕｔｉｓｔｉｃｄｉｓｏｒｄｅｒ，ＡＳＤ），简称
孤独症，又称自闭症，其病因中遗传因素约占５０％ ，
多基因遗传约占５０％，单基因突变或拷贝数变异约
占１０％［１］，这表明临床表型的异质性是多种遗传结

构变异累加的结果，单个基因仅发挥较小的风险因

素。尽管单基因仅占病因的一小部分，但单基因突

变为寻找 ＡＳＤ的病因提供了新的起点。磷酸酶和
张力蛋白同源基因（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅａｎｄｔｅｎｓｉｎｈｏｍｏｌｏｇ
ｇｅｎｅ，ＰＴＥＮ）作为 ＡＳＤ的风险基因之一，越来越受
到重视。ＰＴＥＮ蛋白是ＡＳＤ相关基因产物信号网络
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