
收稿日期：2013-09-28；修回日期：2013-11-12
基金项目：上海市浦东新区卫生系统学科带头人培养计划资助项目(PWRd2012-15)；湖北省十堰市科技项目(十科发 2010-047S；十科通
[2006]18K33；十科发[2009]29S43)
作者简介：孙晓东(1979-)，女，甘肃靖远人，湖北医药学院基础医学研究所实验师，硕士研究生，主要从事细胞分子生物学研究，E-mail：
smxd2000@126.com；* 通讯作者：余明华(1975-)，男，湖北十堰人，复旦大学副教授，博士，硕士生导师，主要从事肿瘤临床学研究，Tel：
021-68036012，E-mail：ymh3011@yahoo.com.cn。

褪黑素联合顺铂对 A549 细胞凋亡
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摘 要： 观察褪黑素以及褪黑素联合顺铂是否可以抑制 A549 细胞增殖并促进细胞凋亡， 探讨 ERK1/2MAPK
信号通路在这一过程中的作用，为肺腺癌的研究提供实验依据。 用不同浓度的褪黑素、不同浓度的顺铂、褪黑

素联合顺铂刺激体外培养的肺腺癌细胞系 A549 细胞，MTT 法检测各组细胞的活性， 运用 Real-time RT-PCR
检测凋亡相关基因 Bcl-2、Bax、p53 的表达水平，Western-blot 检测 ERK1/2MAPK 的活性变化。 结果：1) 单纯

使用褪黑素和顺铂均可抑制 A549 细胞增殖，褪黑素联合顺铂时，抑制作用更加显著，一定浓度的褪黑素可降

低顺铂的使用浓度；2) 未经处理的 A549 细胞 Bcl-2/Bax 很高，p53 基因表达较低，经褪黑素以及褪黑素联合顺

铂刺激后 A549 细胞中 Bcl-2/Bax 明显下降，p53 基因表达明显升高，并有浓度依赖；3) 经褪黑素和顺铂刺激后

A549 细胞中磷酸化 ERK1/2MAPK 水平明显降低。 褪黑素联合顺铂可抑制 A549 细胞增殖并且诱导凋亡相关

基因表达，褪黑素和顺铂对 A549 细胞的抑制作用可能与 ERK1/2MAPK 信号通路有关。
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Effects of Melatonin Combined with Cisplatin on
Apoptosis Related Gene of Human Lung Cancer Cell Line A549
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Abstract: To observe the effects of melatonin and melatonin combined with cisplatin on proliferation and
apoptosis of human lung cancer cell line A549 and and the dependent signaling pathway. Lung cancer cell
A549 were con-cultured with different concentrations of melatonin, different concentrations of cisplatin, dif－
ferent concentrations of melatonin combined cisplatin for 24 h respectively. The activity of each group cells
was detected by MTT assay；Real-time RT-PCR was used to analyze the expression of Bcl-2, Bax and p53;
Western-blot was detected the changes of signal path ERK1/2MAPK. Results：1) Melatonin and cisplatin
significantly enhanced inhibition of cell proliferation of A549 cells, melatonin promoted the effects of cis－
platin alone in A549 cells, reduced the using concentration of cisplatin；2) The expression of Bcl-2/Bax was
high but p53 gene was low in untreated A549 cells, the expression of Bcl-2/Bax decreased by stimulating
with melatonin and cisplatin in A549 cells, expression of p53 gene after stimulation of the melatonin plus
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肺癌是最常见的肺原发性恶性肿瘤， 目前是
全世界癌症死因的首位。 顺铂(DDP)是临床使用
非常普遍的化疗药物，具有抗癌谱广、作用强、与
多种抗肿瘤药有协同作用、且无交叉耐药等特点，
是当前联合化疗中最常用的药物之一。 但顺铂在
骨髓抑制、胃肠反应、肾脏毒性等方面的毒副作用
非常明显，而且患者对不同用药剂量的有效反应差
异较大。 褪黑素(melatonin，MLT)主要是松果体分泌
的一种吲哚胺类激素，具有增强人体免疫系统的功
能，能有效清除自由基、抗衰老。 研究发现，褪黑素
在肿瘤的预防和治疗方面有一定的效果 [1]，包括
对乳腺癌、黑色素瘤、结肠癌、肺癌等肿瘤的细胞
生长有抑制作用[2～7]。 本课题以人肺腺癌 A549细胞
为例，探讨褪黑素和顺铂单独使用以及褪黑素联合
顺铂对 A549细胞增殖和凋亡相关基因的影响。

1 材料与方法

1.1 主要试剂和仪器
DMEM、胎牛血清购自美国 Gibco公司；Trizol、

SYBR-Green荧光定量 PCR试剂盒购自美国 Invit－
rogen公司；逆转录试剂盒购自美国 Promega公司；
噻唑蓝(MTT)和褪黑素均购自美国 Sigma 公司；顺
铂由湖北省十堰市太和医院药剂室提供； 兔抗 p-
ERK和 ERK的多克隆抗体购自美国 Cell Signaling
Technology公司； 鼠抗 GAPDH购自碧云天生物技
术有限公司；碱性磷酸酶标记的山羊抗兔和马抗小
鼠的二抗购自北京鼎国生物技术有限公司。

二氧化碳培养箱为美国 Thermo 公司产品；倒
置相差显微镜为日本 Olympus 公司产品；680 型
酶标分析仪和垂直凝胶电泳槽为美国 Bio-Rad 公
司产品；高速冷冻离心机为德国 Heraeus Beckman
公司产品；Stepone plus Real-Time PCR System 为
美国 ABI 公司产品。
1.2 方法
1.2.1 MTT 法检测细胞增殖

收集对数增长期的 A549 细胞，接种于 96 孔
板，每孔 3×103 个细胞，待细胞贴壁后吸去培养基，

对照孔换上新鲜培养基， 其他孔按照 0.001、0.01、
0.1、1、2 mmol/L 浓度梯度的褪黑素 (Melatonin 和
MTT 购自美国 Sigma 公司)，0.5、1.0、1.5、2.0 mg/L
浓度梯度的顺铂 (DDP)，0.1 mmol/L 的 MLT 联合
0.5、1.0、1.5、2.0 mg/L 浓度梯度的 DDP，依次加入
含有 MLT 和 DDP 的培养基， 每个实验组设 6 个
复孔，37 ℃，5% CO2 培养 24 h。 每孔加入 20 μL
MTT (5 g/L)，37 ℃继续培养 4～6 h，取出 96 孔板，
小心地吸掉上清，每孔加入 100 μL DMSO，以溶
解结晶，溶解 10～20 min，于 570 nm 测吸光度。
1.2.2 逆转录和实时定量 PCR (Real-time PCR)

将 A549 以每孔 3×105 个细胞接种于 6 孔培
养板中，培养 24 h；无血清 DMEM饥饿同步化 24 h
后分组进行实验。 设空白对照组，DDP 对照组，
单纯 MLT 0.01、0.1、1 mmol/L 组，以及以上各浓度
联合 1.5 mg/L DDP 组 。 用适当体积的 Trizol
(Invitrogen 公司 ) 裂解各组 A549 细胞， 提取总
RNA 并用逆转录试剂盒(Promega 公司)逆转录为
cDNA， 以 cDNA 为模板进行 Real-time PCR 检
测，以 GAPDH 为内参来调整模板的浓度。 实验
所用引物由上海生工合成，见表 1。 每个样品设 3
个复孔，反应总体系 20 μL。 PCR 反应条件：95 ℃
5 min，95 ℃ 30 s，58 ℃ 30 s，72 ℃ 30 s，30 个循环。
然后进行数据分析， 各目的基因表达水平的变异
用变化倍率(2-ΔΔCt) 来表示。

1.2.3 蛋白免疫印记检测
取对数增长期的 A549 细胞, 接种于 6 孔培

养板, 无血清培养基同步化 24 h 后, 设对照孔、
MLT 0.01 mmol/L 孔、MLT 1 mmol/L 孔、DDP 2 mg/L
孔、DDP 1 mg/L+MLT 0.1 mmol/L 孔, 24 h 后收集
各组的 A549 细胞, 用冰 PBS 洗 3 次, 加入含有蛋

cisplatin rised significantly and concentration-dependent；3) Phosphorylation levels of ERK1/2MAPK were
significantly lower after stimulation of melatonin and cisplatin in A549 cells. Melatonin potentiates the anti-
proliferative and pro -apoptotic effects of cisplatin in A549 cells by modulating ERK1/2MAPK signaling
pathways.
Key words: melatonin; cisplatin; melatonin combined with cisplatin; A549 cell; apoptosis

（Life Science Research, 2014, 18（1）： 050～054）

表 1 PCR 特异性引物序列
Table 1 Specific PCR primers

Gene
Bcl-2
Bax
p53
β-actin

Sense (5′-3′)
catgctggggccgtacag
ttgccgccgtggacacagac
atgaaccgccgacctatc
gcacagcttctccttaatgtcacgc

Antisense (5′-3′)
gaaccggcacctgcacac
ccgctcccggaggaagtcca
tgggcaatcctttaactctaa
tggcaccacaccttctacaatgagc
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白酶抑制剂的细胞裂解液冰上处理 20 min, 离心
后吸取上清。用 10%的 SDS-PAGE 凝胶电泳分离
蛋白， 蛋白上样量 30 μg。 转膜后用含 5%脱脂
奶粉的 TBST 封闭 2 h， 分别加兔抗 p-ERK1/
2MAPK 和 ERK1/2MAPK 的多克隆抗体 1 ∶1 000
( 美 国 Cell Signaling Technology 公 司 )； 鼠 抗
GAPDH 的多克隆抗体 1∶500 (碧云天生物技术有
限公司)，4 ℃孵育过夜；TBST 洗膜后加碱性磷酸
酶标记的山羊抗兔和马抗小鼠的二抗 1∶1 000 (北
京鼎国生物技术有限公司)，室温摇床上孵育 2 h，
洗膜后用 5-溴-4-氯-3-吲哚基-磷酸盐/四唑氮
蓝(BCIP/NBT)显色液膜上显色，扫描后进行图像
灰度分析。
1.2.4 统计学方法

各组间数据以均值±标准差(x± s)表示. 两组
数据间的差异用 student′s t 检验，P<0.05 为差异
有显著性，P<0.01为差异有高度显著性。

2 结果

2.1 褪黑素 、 顺铂以及褪黑素联合顺铂抑制
A549 细胞的活性

单纯褪黑素作用于 A549 细胞时， 生理剂量
的 MLT 对细胞增殖没有影响， 当 MLT 的浓度达
到 0.1 mmol/L 时 A549 细胞的增殖受到抑制，并
随浓度增大抑制作用增强。 结果如图 1A 所示。
DDP 对 A549 细胞的抑制作用随 DDP 浓度增大
而逐渐增强，最接近半数抑制浓度(IC50)为 1.5 mg/L；
以 MLT 的起效浓度 0.1 mmol/L 与不同浓度的
DDP 联合作用于 A549 细胞，抑制效率明显提高，
最接近半数抑制的浓度(IC50)为 1.0 mg/L，结果如
图 1B 所示。 结果显示， 以 0.1 mmol/L的MLT联
合不同浓度的 DDP 对 A549 细胞的抑制效果比单
独使用 DDP要明显，各组之间均有显著性差异。

图 1 MLT、DDP 以及 MLT 联合 DDP 对 A549 细胞增殖的影响
(Ａ) MLT 对 A549 细胞增殖的影响(*P<0.05 vs control group)；(B) MLT 联合 DDP 对 A549 细胞增殖的影响 (* P<0.05，**P<0.01
vs the control group；#P<0.01，DDP vs DDP+MLT)。
Fig.1 The impact of MLT，DDP，MLT combined with DDP on proliferation of A549 cells
(A) The impact of MLT on proliferation of A549 cells (* P<0.05 vs control group)；(B) The impact of MLT combined with DDP on
proliferation of A549 cells (*P<0.05，**P<0.01 vs control group；#P<0.01，DDP vs DDP+MLT).

2.2 褪黑素联合顺铂可诱导 A549 细胞 Bcl-2/
Bax 降低及 p53 基因表达升高

Real-time PCR 检测结果显示， 与溶剂组相
比，低浓度(0.01 mmol/L)、中浓度(0.1 mmol/L)、高
浓度(1 mmol/L)各组 A549s 中 Bcl-2 表达均有下
降，而 Bax 基因的表达各组间没有显著差异；各浓
度的 MLT 联合 DDP 的各组 A549 细胞中 Bcl-2
表达下降更加显著，P<0.05，以 MLT (0.1 mmol/L)+
DDP (1.5 mg/L)组最显著；MLT (1 mmol/L)+DDP
(1.5 mg/L)组与 MLT (0.1 mmol/L)+DDP (1.5 mg/L)
组相比略有上升，但没有统计学意义。 与单独使

用 DDP(1.5 mg/L)的组比较，各浓度的 MLT 联合
DDP 的各组 Bcl-2 表达均有下降， 但是没有显著
性差异， 而 Bax 基因的表达均有显著性上升，P<
0.01，以 MLT (0.1 mmol/L)+DDP (1.5 mg/L)组最显
著，结果如图 2A 所示； Bcl-2/Bax 的变化如图 2B
所示，与溶剂组相比，低浓度(0.01 mmol/L)、中浓
度(0.1 mmol/L)、高浓度(1 mmol/L) MLT 组 A549s中
Bcl-2/Bax 均有下降，P<0.05。 与 DDP (1.5 mg/L)
组相比， 各浓度 MLT 与 DDP 联合的各组 Bcl-2/
Bax 差异特别显著，P<0.01。 不同浓度的 MLT
(0.01、0.1、1 mmol/L) 组与对照组相比 p53 基因的
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图 2 MLT 以及 MLT 联合 DDP 对 A549 细胞中 Bcl-2、Bax、p53 基因表达的影响
(A) MLT以及 MLT联合 DDP对 A549细胞中 Bcl-2、Bax基因表达的影响 (*P<0.05 vs control group；#P<0.01 vs DDP 1.5 mg/L)；(B)
MLT 以及 MLT 联合 DDP 对 A549 细胞中 Bcl-2/Bax 的影响 (*P<0.05，**P<0.01 vs control group；#P<0.01 vs DDP 1.5 mg/L)；
(C) MLT 对 A549 细胞中 p53 基因表达的影响 (*P<0.05，**P<0.01 vs control group)；(D) MLT 联合 DDP 对 A549 细胞中 p53
基因表达的影响 (*P<0.05 vs control group)。
Fig.2 Effects of MLT and MLT combined with DDP on expression of Bcl-2, Bax, p53 in A549 cells
(A) Effects of MLT and MLT combined with DDP on expression of Bcl-2 and Bax in A549 cells (*P<0.05 vs control group； P<
0.01 vs DDP 1.5 mg/L)；(B) MLT and MLT combined with DDP influence Bcl-2/Bax (*P<0.05, **P<0.01 vs control group；#P<
0.01 vs DDP 1.5 mg/L)；(C) Effects of MLT on expression of p53 in A549 cells (*P<0.05, **P<0.01 vs control group)；(D) Effects
of MLT combined with DDP on expression of p53 in A549 cells (*P<0.05 vs control group).

表达显著上升，MLT (1 mmol/L)组最明显，P<0.01，结
果如图 2C所示；不同浓度的MLT (0.01、0.1、1 mmol/
L)与 DDP (1.5 mg/L)联合的各组与 DDP (1.5 mg/L)对

照组相比 p53 基因的表达显著上升，P<0.05，MLT
(1 mmol/L)+DDP (1.5 mg/L)组最显著，结果如图
2D 所示。

2.3 褪黑素联合顺铂抑制 A549 细胞中 p-ERK
的表达

Western blot 结果显示，MLT 作用 A549 细胞
可以抑制 p-ERK的表达， 表达强度随MLT浓度增
大而降低；以中等浓度 0.1 mmol/L的MLT联合中等
浓度 1 mg/L的DDP作用A549细胞，p-ERK的表达
比单纯高浓度 1 mmol/L的MLT组和高浓度 2 mg/L
的 DDP组都显著降低，如图 3所示。 提示 MLT和
DDP对 A549细胞的 ERK信号通路起抑制作用，这
种抑制作用在两种药物联合使用时更加显著。

3 讨论

实验发现，当 MLT 的浓度达到 0.1 mmol 时，

对 A549 细胞活性有明显抑制作用， 在与顺铂联
合使用时可以明显提高顺铂对 A549 细胞活性的
抑制效果。 那么这种抑制作用是否与细胞的凋亡
相关基因有关？ Bcl-2家族[8]是目前发现的与细胞
凋亡关系密切的原癌基因之一，包括 Bcl-2、Bax、
Bad、Bcl-x 和 Bak 等， 其中 Bcl-2 即细胞凋亡抑
制基因，抑制细胞的凋亡，而 Bax的主要作用是加
速细胞凋亡。 Bcl-2 家族通常以二聚体形式来发
挥作用，Bax 的过表达能对抗 Bcl-2 抑制细胞凋
亡的活性， 在促凋亡因素的刺激作用下，Bcl-2/
Bax的比值将决定细胞的存活。 本实验发现，肺腺
癌 A549 细胞在 MLT 作用 24 h 的过程中 Bcl-2
表达下调，Bcl-2/Bax明显下调，差异显著(P<0.05)，
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图 3 MLT、DDP 以及 MLT 联合 DDP 对 A549 细胞中
ERK1/2MAPK 信号通路的影响
(A) Western blotting 检测结果；(B) 条带灰度值比较直方图
(以 GAPDH 为内参照计算 p-ERK/ERK)
Fig.3 MLT，DDP and MLT combined with DDP influ鄄
ence ERK1/2MAPK signal pathway in A549 cells
(A)Results of western blotting；(B)Histogram of gray value(p-
ERK/ERK nomalized to GAPDH)
1：Control group；2：MLT 1 mmol/L treatment group；3：MLT
0.01 mmol/L treatment group；4：DDP 2 mg/L treatment
group；5：DDP 1 mg/L combined with MLT 0.1 mmol/L treat鄄
ment group. *P<0.05；**P<0.01 vs control group.

提示 MLT 通过下调 Bcl-2/Bax 的比例， 促进细胞
凋亡。 在与顺铂联合使用时可以明显提高下调
Bcl-2/Bax 的比例，这说明褪黑素联合顺铂有增效
的作用。 p53定位于人类 17p13.1染色体上。 p53
是细胞生长分化的关键抑癌基因 [9]，与一半以上
人类癌症相关，能调控 p21、GADD45、MDM2 等 [10]

基因的表达，在细胞增殖中起核心作用。罗志刚等[11]

报道了 p53 的表达在肺癌中有重要意义。 本实
验同时检测了 p53 基因， 发现单纯 MLT 能改变
p53 的表达，MLT 与 DDP 联合作用后， 与单纯
DDP 作用组相比，p53 的表达明显上调 (P<0.05)，
这提示 MLT 可协同 DDP 促进肿瘤细胞凋亡。

在多种人类肿瘤组织及肿瘤细胞系中存在
ERK1/2 信号转导通路异常表达或异常活化，此通
路调控异常与肿瘤关系密切。 目前研究显示[12，13]，
ERK 在肝癌、乳腺癌、头颈部鳞癌、肺腺癌以及前
列腺癌等多种肿瘤组织与细胞系中异常表达或活
性增强。 表明 ERK调控异常与肿瘤发生发展密切
相关。 Shih 等 [14]通过阻断肺腺癌细胞 A549 中
ERK1/2 的活化，可明显抑制 A549 细胞的侵袭和
迁移。 提示 ERK1/2 活化可能与肺癌的增殖、侵
袭、转移等活动有关。 本实验通过观察褪黑素以及

褪黑素联合顺铂对人肺腺癌 A549 细胞中ERK1/2
磷酸化的抑制作用， 证实褪黑素确实可以通过抑
制 ERK1/2MAPK 信号转导通路异常活化，抑制下
游增殖通路的激活， 从而发挥促肿瘤凋亡作用。
这也为临床治疗肺癌的联合用药提供新的思路和
实验依据。
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