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Abstract Objective: To study the effect of MLN4924 on the proliferation and apoptosis of lung epithelial carcinoma A549 cells.

Methods: A549 cells were treated with MLN4924 at different concentrations and incubation times. The inhibition rate of cell growth was

detected using the cell counting kit-8 (CCK-8) assay. Apoptosis was observed using Hoechst 33342 and flow cytometry. The protein ex-

pression of the associated proteins in cell apoptosis, including caspase-3, NF-κB p65, and CDT1, was determined through Western blot

analysis. Results: The proliferation of A549 cells decreased when the concentration of MLN4924 increased or the incubation time was

prolonged. MLN4924 induced S phase cell cycle arrest. The protein expression of the associated proteins caspase-3 and CDT1 was higher

than that of the control group. NF-κB p65 was lower than that in the control group. Conclusion: MLN4924 effectively inhibited the pro-

liferation and induced cell apoptosis in A549 cells. MLN4924 treatment induced the S phase cell cycle arrest, increased the caspase-3 protein

expression, and inhibited the NF-κB pathway activation.
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MLN4924促进人肺腺癌细胞株A549凋亡的机制研究

董 扬 黎友伦

摘要 目的：观察MLN4924对人肺腺癌A549细胞增殖、凋亡的影响，探讨MLN4924促进凋亡的作用机制。方法：不同浓度

的MLN4924作用细胞不同时间后，采用CCK-8检测细胞增殖抑制率；Hoechst33342荧光染色、流式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞

周期；Western blot检测凋亡相关蛋白Caspase-3、NF-κB p65及CDT1相对表达量。结果：MLN4924能够明显抑制A549细胞的增

殖，并且具有浓度和时间依赖性。流式细胞仪检测结果显示药物作用后，细胞被阻滞在S期。Western blot结果显示药物作用后

细胞内Caspase-3、CDT1蛋白的表达量增加，而NF-κB p65的表达量减少。结论：MLN4924能够明显抑制A549细胞增殖、促进细

胞凋亡，其相关机制为MLN4924可阻滞细胞于S期，增加Caspase-3蛋白表达，抑制NF-κB通路的激活。

关键词 MLN4924 肺癌 增殖 凋亡 DNA再复制

doi:10.3969/j.issn.1000-8179.2012.24.017

·基础研究·

MLN4924是最近报道的一种选择性的 NEDD8
（neural precursor cell-expressed developmentally
down-regulated）活化酶的小分子抑制剂［1］，能够与

NEDD8活化酶结合形成NEDD8活化酶-MLN4924化
合物，从而抑制 NEDD8 活化酶，控制部分依赖于

CRL（cullin-RING ligase）酶的泛素化途径，最终影

响相关蛋白质的降解［2］。目前有研究显示 NEDD8
活 化 酶 有 望 成 为 抗 肿 瘤 药 物 的 新 靶 点［3］，而

MLN4924作为NEDD8活化酶的抑制剂可能成为新

型抗肿瘤药物［4］。目前报道MLN4924抗肿瘤作用与

促进细胞凋亡、衰老、自噬有关，但是具体机制尚不

清楚［5-8］。本研究以不同浓度MLN4924作用于人肺

腺癌A549细胞，观察其对于A549细胞形态、增殖、凋

亡、细胞周期的影响，探讨其促进肿瘤细胞凋亡的相

关机制，为其临床应用提供一定的理论依据。

1 材料与方法

1.1 实验材料

A549细胞株为重庆医科大学第一附属医院肺科

实验室冻存，改良型RPM1-1640培养基、胎牛血清、

胰酶溶液购自Hyelone公司；DMSO购自 Sigma公司；

CDT1 购自 Abgent 公司；CCK-8、Hoechst33342 染色

液、Caspase-3抗体、NF-κB p65抗体、SDS-PAGE凝
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胶配制试剂盒等均购自碧云天生物技术有限公司。

MLN4924购自TCR公司，用DMSO溶解，-20℃保存，

临用前解冻，用RPM1-1640培养基稀释到所需浓度，

使DMSO的终浓度<0.1%。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人肺腺癌A549细胞接种于100 mL
培养瓶中，培养基为含10%的胎牛血清、10 000 U/L的

青霉素和0.1 g/L的链霉素的RPM1-1640，置入37 ℃、

5%CO2培养箱孵育，待细胞融合度 70%～80%，用胰

酶进行消化，计数、传代。

1.2.2 CCK-8检测细胞增殖抑制率 调整细胞浓度

为1500个/100 μL，各取100 μL细胞悬液接种于96孔
培养板。将培养板移入培养箱，在37 ℃、5%CO2及饱

和湿度条件下培养 24 h，分别加入含有不同浓度

MLN4924的 RPM1-1640培养液 200 μL。设立对照

组，对照组加入 200 μL的空白培养基。MLN4924组
加入不同剂量的 MLN4924 溶液，使其终浓度为

0.001，0.01，0.1，1，10 μmol/L。加药组和对照组均设

立3个复孔，继续将培养板移入培养箱中培养48、72 h
后，每孔加入20 μL CCK-8溶液，在培养箱内继续孵

育1.5 h后用酶标仪检测吸光值，检测波长为450 nm，

测量每孔吸光值（A）。细胞生长抑制率（%）=（1-加
药组A值/对照组A值）×100%。

1.2.3 Hoechst33342染色检测细胞凋亡 取对数期

细胞制备成细胞悬液，并按 2×104个/孔接种于 24孔

板中，待贴壁后加入含不同药物浓度的培养液，并设

置对照组，置入培养箱中继续培养 48h后洗尽培养

液，PBS冲洗 2次，每孔加入 1 mL Hoechst33342染色

液，培养箱内继续培养30 min，用PBS洗2次，置于荧

光显微镜下观察。实验重复3次。

1.2.4 流式细胞仪检测细胞周期 取对数期生长的

A549细胞，以浓度 1×106个/mL接种于 6孔板，每孔

1 mL，置于培养箱中过夜。按浓度 0.25、0.5、1 μM加

入药物，同时设立对照组。置于培养箱继续孵育48 h，
胰酶消化，PBS洗涤 2次，1 000 r/min离心 5min收集

细胞，70%乙醇4℃固定过夜，加入RNAase A 3 μL至

终浓度50 μg/mL，37℃恒温水浴1 h，碘化丙啶（PI）避

光染色，流式细胞仪测定细胞周期。实验重复3次。

1.2.5 流式细胞仪测定细胞凋亡 细胞处理及分组

同细胞周期检测实验。细胞培养 48 h后收集细胞，

将细胞悬于500mL的Binding Buffer中，加入FITC标记

的Annexin2V（20 μg/mL）5 μL以及PI染液（50 μg/mL）
10 μL，轻轻混匀；室温、避光、孵育10min。在1h进行

流式细胞仪检测。实验重复3次。

1.2.6 Western blot检测 取药物处理48 h后的A549
细胞，并设置相应对照组，用 1×SDS裂解，提取总蛋

白，BCA法进行蛋白定量，取等量蛋白（20 μg），经

SDS-PAGE电泳分离，将蛋白转移到PVDF膜上。5%
脱脂奶粉（TBS、0.1% Tween-20）封闭 1 h，分别加入

Caspase-3抗体（1：1 000）、CDT1（1：400）、NF-κB p65
抗体（1：800）。4℃过夜，1×TBST（1% Tween-20，
TBS）漂洗 3次，10 min/次；二抗体（1：800），室温孵育

2 h。Actin 作为内参照。ECL 化学发光剂孵育，

Bio-Rad凝胶成像系统采集图片，结果采用Quantity
One软件分析。实验重复3次。

1.3 统计学处理

不同药物浓度、处理不同时间的细胞增殖抑制

率实验结果，使用SPSS 19.0进行方差分析，事后检验

采用 SNK方法，检验水平为α=0.01。流式细胞仪检

测凋亡率和细胞周期结果以表示，采用 SPSS 19.0统
计软件单因素方差分析 SNK方法，检验水平为α=
0.01。以P<0.01为有统计学意义。

2 结果

2.1 MLN4924对A549细胞增殖的抑制作用

MLN4924 作用 48 h 时 IC50（半数抑制浓度）为

0.5 μM、72 h IC50约为0.2 μM。并且随着剂量增加和

时间延长，抑制效果有增强趋势（图1）。同一浓度不

同时间之间除高浓度 10 μM组 48 h与 72 h之间无统

计学意义（P>0.01）外，其他时间两两比较有显著性统

计学差异（P<0.001）；同一时浓度之间比较，除0.001、
0.01 μM浓度之间差异无统计学意义外（P>0.01），其

他浓度两两比较均有显著性差异。

图1 不同时间不同浓度MLN4924对A549细胞生长的抑制作用

Figure 1 Inhibition rate of MLN4924 in A549 cells at different time peri⁃
ods and concentrations

2.2 Hoechst 33342染色检测结果

用不同浓度 MLN4924 处理细胞 48 h 后，通过

Hoechst 33342染色，荧光显微镜下观察细胞凋亡效

应（图 2）。对照组染色质均匀，无浓缩现象，细胞核

染色均一，无明显亮蓝色，而MLN4924处理组细胞

体积变大，细胞核染色质致密固缩，聚集于细胞核

边缘，可见境界分明的块状小体，并有核碎裂出现

凋亡小体，随着浓度增加亮蓝色细胞明显增多（箭

头标注）。
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图2 Hoechst33342染色观察细胞凋亡情况（×200）

Figure 2 Fluorescence photomicrographs of A549 cells with Hoechst
33342 staining（×200）

2.3 Western blot 检测 Caspase-3、CDT1 及 NF-κ B
p65蛋白相对表达

采用Western blot检测Caspase-3、CDT1及NF-κB
p65蛋白相对表达。用浓度分别为0、0.25（0.5×IC50）、

0.5（IC50）、1 μM（2×IC50）的MLN4924处理细胞 48 h
后，NF-κB p65蛋白表达依次降低，Caspase-3、CDT1
蛋白含量逐渐增加（图3）。

图3 Western blot 检测不同浓度MLN4924对A549细胞Caspase-3、

CDT1及NF-κB p65蛋白表达的影响

Figure 3 Western blot analysis of caspase-3，NF-κb p65，and CDT1
expression by treating A549 cells with MLN4924 at different concentra⁃
tions

2.4 流式细胞仪检测细胞凋亡率及周期

用浓度为分别为0、0.25（0.5×IC50）、0.5（IC50）、1 μM
（2×IC50）的MLN4924处理细胞48 h后流式细胞仪检测

细胞周期及细胞凋亡率。随着MLN4924浓度的增加

细胞凋亡率增加，S期细胞所占比例也明显增加，并

且具有统计学意义（表1，图4、5）。

表1 流式细胞仪检测细胞凋亡率及细胞周期

Table 1 Flow cytometry of the cell cycle and rate of apoptosis after 48 h
at different concentrations of MLN4924.*Compared with the control group
（P<0.01）

A：0；B：0.25；C：0.5；D：1

图4 不同浓度MLN4924（μM）作用A549细胞48h后流式细胞仪检

测细胞凋亡率

Figure 4 Flow cytometry of the rate of apoptosis of A549 cells after 48 h
of MLN4924 treatment at different concentrations

A：0；B：0.25；C：0.5；D：1

图5 不同浓度MLN4924（μM）作用A549细胞48h后流式细胞仪检

测细胞周期分布

Figure 5 Flow cytometry of the cell cycle in A549 cells after 48 h of
MLN4924 treatment at different concentrations

0 0.2 0.25 0.51 （μM）MLN4924 浓度
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1

*与对照组相比P<0.01

细胞凋亡率（%）

7.69±0.85

12.97±0.43

15.37±0.47

19.82±0.58

S期细胞（%）

30.14±0.35

43.63±1.40*

48.36±1.38*

56.27±1.45*

P
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<0.01

<0.01
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3 讨论

MLN4924是AMP（腺嘌呤核苷酸）类似物，AMP
与 NEDD8 活化酶之间存在很高的亲和力，由于

MLN4924与AMP结构非常类似，能够与NEDD8活化

酶结合形成NEDD8活化酶-MLN4924化合物，从而

抑制NEDD8活化酶，控制部分依赖于CRL酶的泛素

化途径，最终影响相关蛋白质的降解，从而抑制肿瘤

生长［9-10］。临床上用于多发性骨髓瘤患者治疗的硼

替佐米可作用于蛋白酶体从而达到抑制肿瘤生长的

作用，而研究发现通过MLN4924特异性干扰NEDD8
活化酶通路相比阻断蛋白酶体通路而言，能更特异

性地干扰肿瘤细胞的内环境稳态［4，11］。

本研究用CCK-8检测不同浓度和不同作用时间

MLN4924对肺腺癌 A549细胞增殖的影响，结果显

示，MLN4924在体外对A549细胞增殖具有明显的抑

制作用，并且在一定范围内具有时间和浓度依赖

性。但是在低浓度范围时（0.001 μM、0.01 μM）增加

药物浓度不能增加其对细胞增殖的抑制作用，原因

可能与浓度太低，未达到药物作用的有效剂量有

关。而在高浓度（10 μM）时，增加药物作用时间，也

不能增加抑制率，推测可能与以下两个方面有关：其

一观察的时间点设定不够，继续延长作用时间可能

会增加抑制率；其二可能与MLN4924引起 S期细胞

DNA再复制，最终导致DNA损伤，诱导细胞凋亡这一

机制有关，细胞群中处于或者进入S期的细胞才能触

发上述机制，当MLN4924达到一定浓度后，抑制DNA
复制期细胞增长达到饱和，故增加作用时间不能增

强其抑制作用。为了进一步研究其抑制A549细胞生

长的作用机制，用不同浓度MLN4924处理细胞 48h
后，通过Hoechst33342染色，荧光显微镜下观察细胞，

结果显示随着MLN4924浓度增加，观察到的凋亡细

胞越多。结果说明促进肿瘤细胞凋亡是MLN4924抑
制 A549 细 胞 增 殖 的 重 要 机 制 之 一 。 为 研 究

MLN4924促进A549细胞凋亡的机制，用Western blot
检测了凋亡相关蛋白的表达。因为Caspase-3是Cas⁃
pase相关凋亡途径中凋亡执行蛋白，而细胞核内P65
是NF-kb信号传导途径激活的直接标志。结果显示

随着浓度增加，Caspase-3表达量增加，而NF-κB p65
表达减少。因此推测MLN4924可以通过激活 Cas⁃
pase相关凋亡途径和抑制NF-κB信号传导途径而促

进A549细胞凋亡。

同时还检测到细胞周期相关因子CDT1的表达

量随 MLN4924 浓度增加而表达增加。CDT1 是一

65kDa蛋白质，是细胞分裂、增殖的细胞周期的 S期

DNA复制的控制准许因子之一。所以推测MLN4924
可能会对细胞周期产生影响，因此用流式细胞仪检

测不同浓度MLN4924作用下A549细胞的周期和凋

亡率。结果显示随着浓度增加细胞凋亡率增加，与

Hoechst 33342染色结果相吻合。不同浓度MLN4924
作用 A549 细胞后，S 期细胞比例明显增加，根据

Western blot检测的CDT1蛋白表达增加的结果分析，

MLN4924通过抑制NEDD8活化酶活性，从而控制部

分依赖于CRL酶的泛素化途径，最终影响细胞周期

相关因子CDT1蛋白质的降解，使得CDT1在细胞内

蓄积，进而阻滞细胞于 S期，最终导致肿瘤细胞增殖

受到抑制。

本实验结果为以后MLN4924用于肺癌治疗提供

一定的理论依据，下一步将进行动物实验，进一步评

价MLN4924对于肺癌增殖的抑制作用及其安全性。
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