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摘要  p53 通路在细胞周期停滞和细胞凋亡中起重要作用. p53 的下降可增加肿瘤细胞对化疗

或放疗的耐药性. 小鼠双微蛋白 2 (murine double minute 2, MDM2)可与 p53 结合, 调节其转录

活性和稳定性. 本研究旨在观察 MDM2 拮抗剂 Nutlin-3a 在非小细胞肺癌野生型 p53+/+ A549

细胞及 p53–/– H1299 细胞对紫杉醇的反应中的作用. 研究发现, Nutlin-3a 联合紫杉醇可使

A549 细胞 G0-G1 和 G2-M 期明显增多, S 期显著减少; 凋亡百分率显著低于单紫杉醇处理组与

p53–/–的 H1299 细胞组. 总之, Nutlin-3a 联合紫杉醇大大减少了野生型 p53+/+的 A549 细胞对

紫杉醇的敏感性, Nutlin-3a 对紫杉醇毒性的调控依赖于 p53 的状态, 它可以保护野生型 p53 细

胞免受有丝分裂抑制药物紫杉醇的杀伤. 
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肺癌是世界上癌症相关死亡的首要原因 , 因肺

癌死亡的人数每年超过 118 万[1]. 由于 65％的肺癌患

者诊断时已是中晚期, 并且约 80％的肺癌为非小细

胞癌(non-small cell carcinomas, NSCLC), 化疗是主

要的治疗方法. 然而, 非小细胞肺癌更易产生化疗耐

药[2,3]. 因此, 开发新的高效的化疗增敏剂迫在眉睫.  

p53 途径在细胞周期停滞和细胞凋亡中起重要

作用 . p53 网络的缺陷被认为与许多肿瘤的发生相

关 [4,5], 相反, p53 途径的恢复会引起肿瘤细胞凋亡. 

此外, 降低 p53 的水平已被证明可以增加细胞对化疗

或放疗的耐受[6,7]. 因此, p53 是一个寻找新的抗癌治

疗策略的有吸引力的靶点. 小鼠双微蛋白 2 (murine 

double minute 2, MDM2)是主要的 p53 的负调控因

子[8], 是一种 E3 泛素连接酶, 将 p53 转运到细胞质, 

促进 p53 的泛素化和降解. 在增殖细胞中, p53 的表

达严格受 MDM2 调控, 通过结合 p53 而调节其转录

活性和稳定性[9~11], MDM2 和 p53 形成一个负反馈环

路[12]. 因此, 可通过抑制 MDM2 从而激活 p53 途径.  

最近发现, MDM2 的小分子抑制剂 Nutlins 可与

MDM2 高亲和力结合, 阻断 MDM2-p53 环路[13~15]. 

Nutlins 可激活野生型细胞的 p53 通路, 使细胞周期

停滞和细胞凋亡. Nutlin-3a 可提高 H460 和 Val138 细

胞的放射敏感度 [16], 增加某些化疗药物敏感性 , 如

顺铂、依托泊苷[17]. 然而, 有研究发现, Nutlins 可以

保护非恶性细胞和组织[18,19]. Nutlin-3a 是否增加或降

低常用化疗药物紫杉醇对野生型 p53和 p53 基因缺陷

的肿瘤细胞的敏感性, 目前不是很清楚.  

本研究明确了 NSCLC 细胞 A549 和 H1299 中

Nutlin-3a 对常用化疗药物紫杉醇的作用, 对肺癌基

础研究及临床研究具指导作用.  

1  材料与方法 

(ⅰ) 细胞培养.  人肺腺癌 A549 细胞在含 10%

胎牛血清(fetal calf serum, FBS; Gibco, Grand Island, 

NY, USA)的 RPMI-1640 培养液(Gibco)中, 37℃, 5% 

CO2 条件下常规培养. H1299 细胞在含 10% FBS 的
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DMEM 培养液(HyClone, Logan, UT, USA)中, 37℃, 

5% CO2 条件下培养.  

(ⅱ) 试剂.  将 20 mg/mL Nutlin-3a (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA)溶解于二甲基亚砜 (dimethyl 

sulfoxide, DMSO), 20℃保存. 紫杉醇购自海南顺园

化学技术有限公司, 20℃保存. MDM2 抗体(SMP14)

与 p53 抗体(DO-1)购自 Santa Cruz 生物技术公司

(Santa Cruz, CA, USA), -actin (AC-15)抗体购自

Sigma 公司.  

(ⅲ) Western blot.  细胞常规培养于 10% FBS 的

培养液中, 分别用 10 mol/L Nutlin-3a, 10 nmol/L 紫

杉醇, 以及 10 mol/L Nutlin-3a 联合 10 nmol/L 紫杉

醇处理细胞 8 h 后 , 使用蛋白裂解液(Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)提取细胞总蛋白. 蛋白样品均匀

点样于 10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶(sodium dodecyl-

sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE) 

上, 100 V 电泳 2 h, 随后 100 V 转膜 1 h, 转至硝酸纤

维素膜 (nitrocellulose, NC; Amersham Biosciences, 

Piscataway, NJ, USA)上. NC 膜与一抗按以下比例在

4℃孵育过夜: p53 (1:500; Santa Cruz Biotechnology), 

MDM2 (1:500; Santa Cruz Biotechnology)和-actin 

(AC-15, Sigma-Aldrich). 用磷酸盐缓冲液(phosphate 

buffer solution, PBS)清洗后 , 同辣根过氧化物酶

(horseradish peroxidase, HRP) 标 记的 羊 抗鼠 二抗

(1:2000, Sigma-Aldrich)常温孵育 1 h. 经 PBS 充分清

洗后, 使用 ECL 化学发光免疫蛋白检测剂(Amersham 

Biosciences)检测蛋白表达 . 蛋白表达量用目标蛋白

与内参-actin 光密度值的比值表示.  

(ⅳ) 细胞周期检测.  A549 和 H1299 细胞分别

用 DMSO (对照), 5 mol/L Nutlin-3a, 10 nmol/L 紫杉

醇以及 5 mol/L Nutlin-3a联合 10 nmol/L紫杉醇处理

48 h. 然后, 采用 0.25%胰蛋白酶(Gibco)收获细胞, 

并用 0.01 mol/L PBS 清洗 2 次, 2000 r/min 离心 5 min

后, 用 PBS重悬浮细胞, 用冰冷酒精(70%, v/v)于 4°C

固定过夜. 然后, 加入 1 mL 碘化丙啶复合液(propidium 

iodide, PI; 50 g/mL PI, 100 g/mL RNAase A, 10  

mmol/L EDTA, 0.5% Triton X-100) (Sigma-Aldrich),  

于 4℃暗室中, 细胞染色 30 min. 采用 FACScan 流 

式细胞仪 (Becton, Dickinson and Company, Franklin 

Lakes, NJ, USA)上样检测, 采用 ModFit和 CellQuEST

软件(Becton, Dickinson and Company)分析细胞周期

的分布.  

(ⅴ) 细胞凋亡检测.  细胞分别用 DMSO (对照), 

5 mol/L Nutlin-3a, 10 nmol/L 紫杉醇以及 5 mol/L 

Nutlin-3a 联合 10 nmol/L 紫杉醇处理 48 h. 随后, 

0.25%胰蛋白酶收获细胞, 并用 0.01 mol/L PBS 清洗

2 次. 在 2000 r/min 离心 5 min 后, 用 Flow Cytometry 

Buffer (Sigma-Aldrich)重悬浮细胞, 并调整细胞浓度

至 1×106 个/mL. 在 100 L 细胞混悬液中, 加入 5 L 

AnnexinV/FITC (Sigma-Aldrich)与 10 L PI, 在暗室

处理 15 min. 上样检测, 细胞凋亡用 WinMDI2.9 软

件(Becton, Dickinson and Company)分析.  

(ⅵ) MTT 检测.  本实验采用 MTT (3-(4,5-dime-      

thylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetra-zoliumbromide, Sigma)
检测试剂, 定量比色检测细胞增殖与生存情况. 将细

胞按 3×103 个/孔接种至 96 孔板(Costar, Corning, NY, 

USA), 常规培养 24 h. 随后, 加入不同浓度的紫杉醇

(0, 0.1, 1, 10, 100, 1000 nmol/L)和 Nutlin-3a (0, 5, 10, 

15 mol/L)处理细胞 72 h; 以及加入 10 nmol/L 紫杉

醇和(或)5 mol/L Nutlin-3a, 在不同时间(0, 24, 48, 

72 h)处理细胞. 实验设阴性对照及 DMSO 对照组. 

处理完毕后, 每孔加入 20 L MTT, 37℃孵育 4 h; 轻

轻吸取培养液, 每孔加入 150 L DMSO; 室温震荡

15 min, 随后在 490 nm 波长下读取吸光值.  

(ⅶ ) 统计学方法 .  数据用均值±标准差表示 . 

组间数据用 Levene test 检测方差齐性, 随后, 采用多

因素方差分析及 Student-Newman-Keuls multiple com-     

parisons test (q test)比较组间差异. 所有统计分析均

采用 SPSS13.0 统计软件(SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

完成, P < 0.05 被认为差异有统计学意义.  

2  结果 

2.1  p53 和 MDM2 蛋白表达情况 

p53 和 MDM2 蛋白的表达情况如图 1 所示. p53

在 A549 细胞中有表达, 但在 H1299 细胞中无表达; 

MDM2 在 A549 及 H1299 细胞均有表达. 当用 Nutlin- 

3a 处理细胞时, A549 细胞的 p53 及 MDM2 表达增加, 

而 H1299 细胞无明显改变. 当单独用 Nutlin-3a 或者

紫杉醇处理细胞时, p53 及 MDM2 的表达仅有轻微的

增加, 但是当两者联合处理时, 有显著增加; 在 H1299

细胞中, p53 及 MDM2 的表达几乎没有改变.  

2.2  Nutlin-3a 与紫杉醇对 A549 细胞周期的影响 

细胞周期分布如图  2(a)所示, Nutlin-3a 处理的 
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图 1  p53 与 MDM2 蛋白在 A549 与 H1299 细胞中的表达 
(a) Western blot 检测 p53 与 MDM2 蛋白的表达. (b) 不同浓度(0, 5, 10, 30 mol/L)的 Nutlin-3a 对 A549 和 H1299 细胞 p53 与 MDM2 蛋白表达

的影响. (c), (d) A549 与 H1299 细胞分组于 25 cm2 培养瓶中, 培养 8 h. 从左至右依次为: 对照组; 10 mol/L Nutlin-3a; 10 nmol/L 紫杉醇;  

10 mol/L Nutlin-3a 联合 10 nmol/L 紫杉醇. PTX, 紫杉醇; Nut, Nutlin-3a 

 

图 2  细胞周期分布及凋亡率检测 
(a) Nutlin-3a与紫杉醇对细胞周期的影响. 细胞分组处理 24 h: DMSO 

(对照组), 5 mol/L Nutlin-3a, 10 nmol/L 紫杉醇以及 5 mol/L Nutlin- 

3a 联合 10 nmol/L 紫杉醇. 细胞周期分布采用流式细胞仪检测. (b) 

细胞凋亡检测. 将 A549 细胞分为 4 组: 对照组, 5 mol/L Nutlin-3a, 

10 nmol/L 紫杉醇以及 5 mol/L Nutlin-3a 联合 10 nmol/L 紫杉醇, 处 

理 48 h 后, 细胞凋亡情况用流式细胞仪检测. * P < 0.05 

A549 细胞, 处于 S 期的比例(11.4%, 对照为 27%)下

降, G0-G1 期的比例(72.1%, 对照为 59%)显著增加, 

G2-M 期仅有轻微的改变; Nutlin-3a 联合紫杉醇共同

处理的 A549 细胞, 处于 G0-G1 期(71.7%)与 G2-M 期

(20.9%)的细胞显著增加, S 期细胞所占比例(7.4%)显

著降低. 相反, 在 H1299 细胞中, Nutlin-3a 和(或)紫

杉醇对细胞周期的分布几乎无影响.  

2.3  Nutlin-3a 降低紫杉醇诱导的野生型 p53 细胞

凋亡 

在 10 mol/L Nutlin-3a 联合 10 nmol/L 紫杉醇处

理后, A549 凋亡细胞的百分比为 13.7±1.67%, 显著低

于 H1299 细胞(34.8±3.52%), P < 0.05, 如图 2(b)所示.  

2.4  Nutlin-3a 降低野生型 p53 细胞对紫杉醇的 

敏感性 

如图  3  所示 , 细胞暴露于不同浓度的紫杉醇和

(或)Nutlin-3a 72 h 后, Nutlin-3a 联合紫杉醇组显著减

低 A549 细胞对紫杉醇的敏感性, 同 H1299 细胞相比, 

差异有统计学意义(P < 0.05). 另外, Nutlin-3a 预处理

细胞 24 h, 10 nmol/L 紫杉醇处理 24, 48 和 72 h 后,  
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图 3  MTT 法检测细胞生存率 
(a), (c) 不同浓度的紫杉醇和(或)5, 10 和 20 mol/L Nutlin-3a 分别处理 A549 与 H1299 细胞后, 对细胞生存率的影响. Nutlin-3a 保护 A549 细胞

免受紫杉醇的细胞毒作用, 同 H1299 相比, 差异有统计学意义(P < 0.05). (b), (d) 10 mol/L Nutlin-3a 预处理细胞 24 h, 再用紫杉醇处理 24, 48 

和 72 h 后, 细胞生存率的变化 

Nutlin-3a 也显示出保护 A549 细胞免受紫杉醇细胞毒

性的作用.  

3  讨论 

化疗是多数非小细胞肺癌患者的主要治疗方法, 

但是化疗副作用明显, 且剂量相关, 如可引起血液学

毒性、胃肠道反应、第二原发癌及药物过敏等, 迫切

需要开发化疗增敏剂来降低化疗药物的使用量 , 减

少化疗副作用. 然而, 选择增敏剂时需谨慎, 针对不

同化疗药物、患者的不同情况选择特异的增敏剂, 才

能达到个体化治疗的目的. 否则, 可能适得其反.  

p53 作为抑癌基因参与了多种生物过程的基因

调控, 如细胞衰老、细胞周期停滞以及凋亡等[20]. p53

在转录依赖的、或非转录依赖的肿瘤形成中扮演重要

角色, 其主要功能是转录激活 p21, 进而激活细胞周

期 G1-S 与 G2-M 期的检查点[21]. p53 也可通过直接激

活 Bax 或 Bak, 或者同 Bcl-2 或 Bcl-XL 结合, 使线粒

体外膜通透性增加, 从而诱发凋亡. 野生型 p53 存在

于大多数非小细胞肺癌中 [22], 有可能成为一个潜在

有效的治疗靶点.  

作为肿瘤发生发展的重要调节因子, MDM2可抑

制野生型 p53 的表达[23,24], 这使得在非小细胞肺癌中, 

通过抑制 MDM2 来增强 p53 的功能成为可能. MDM2

与 p53 形成一个负反馈环路, 该环路对肿瘤发生发展

起重要作用. 如果我们用 Nutlin-3a 干扰该环路, 肿

瘤细胞将会发生凋亡. 研究表明, Nutlin-3a 是一个有

效的诱导细胞凋亡及周期停滞的药物 , 并且还可增

加非小细胞肺癌细胞系 H460 与 Val138 的放射敏感

性[16], 以及增强某些化疗药物的敏感性, 如顺铂、依

托波苷等[17]. 对于临床常用的紫杉醇, Nutlin-3a 是否

为有效的化疗增敏剂, 目前相关研究很少.  

本研究检测了紫杉醇或紫杉醇联合 Nutlin-3a 对

MDM2 与 p53 蛋白在 A549 与 H1299 细胞中表达的

影响. 研究发现, 表达野生型 p53的 A549细胞, 在紫

杉醇联合 Nutlin-3a 处理后, MDM2 与 p53 蛋白有显著

增加. 但是, 在 p53 缺失的 H1299 细胞中, 则无明显

变化. 这些结果表明, Nutlin-3a 能有效抑制 MDM2 

活性 , 增强 p53 的功能 , 并且在野生型 p53 细胞   

中, Nutlin-3a 同紫杉醇在细胞周期阻滞方面有协同 

作用.  

紫杉醇是细胞周期依赖的化疗药物 , 对分裂期

的细胞有效. 在本实验中, Nutlin-3a 处理的 A549 细
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胞在 G0-G1 期明显增多; Nutlin-3a 联合紫杉醇使得

G0-G1 及 G2-M 期的细胞明显增多, S 期细胞明显减

少. Nutlin-3a 可使细胞周期停滞在 G0-G1 及 G2-M期, 

因此, Nutlin-3a 可保护野生型 p53 细胞免受紫杉醇的

细胞毒作用, 但却对 p53 缺失的 H1299 细胞无作用. 

细胞增殖实验也表明, Nutlin-3a 可减低野生型 p53 细

胞对紫杉醇细胞毒作用的敏感性, 但却对 p53 缺失的

H1299 细胞无影响. 总之, Nutlin-3a 可干扰 MDM2- 

p53 的反馈环路, 影响下游基因的表达, 如 p21, BCL-2, 

BAX 等, 使细胞周期停滞在 G0-G1 与 G2-M 期, 该期

细胞对分裂期的化疗药物如紫杉醇是不敏感的 . 因

此, 分裂期化疗药物联合 Nutlin-3a 治疗野生型 p53

的癌症并非明智的选择. 相反, 该联合对 p53 缺失的

肿瘤是有益的.  

总之, Nutlin-3a 介导的紫杉醇的细胞毒作用, 依

赖于 p53 的状态. 对于野生型的 p53 细胞, Nutlin-3a

降低了分裂期细胞毒化疗药物的敏感性 . 在选择化

疗辅助药物时应足够谨慎, 真正实现个体化治疗.  
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