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SIRT1通过调节Noxa表达影响非小细胞肺癌
细胞株A549对顺铂的敏感性

曹彬  何晓峰  王文公  史敏科

【摘要】 背景与目的  非小细胞肺癌的顺铂耐药是常见的临床现象，严重制约了患者的化疗效果，是亟待

解决的问题。SIRT1和Noxa的表达变化影响肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。本研究旨在研究SIRT1表达对非小细胞

肺癌对顺铂的敏感性的影响，并探讨其涉及Noxa表达的机制，以求为提高非小细胞肺癌细胞对顺铂敏感性提供希

望。方法  利用实时荧光定量PCR和Western blot分析A549细胞及顺铂耐药的A549/DDP细胞SIRT1及Noxa mRNA和蛋白

水平的表达差异。利用siRNA干扰技术抑制A549/DDP细胞的SIRT1表达，进而使用Cell Titer Blue试验、流式细胞术

从细胞增殖、细胞周期和细胞凋亡方面分析SIRT1沉默对A549/DPP细胞顺铂敏感性的影响。同时利用实时荧光定量

PCR和Western blot分析SIRT1抑制对A549/DPP细胞Noxa表达的影响。结果  A549细胞和A549/DDP细胞对顺铂的敏感

性有显著差异，与A549细胞相比，A549/DDP细胞的SIRT1表达较高，但Noxa表达较低。使用siRNA抑制A549/DPP细

胞的SIRT1表达后，与未抑制SIRT1细胞相比，4 μg/mL顺铂处理后的细胞存活率降低，G2期/M期阻滞比例增加，凋

亡率提高。同时，SIRT1沉默导致A549/DPP细胞的Noxa表达增加。结论  较高的SIRT1可能引起A549细胞对顺铂的耐

药性，抑制SIRT1可以提高A549/DDP细胞对顺铂的敏感性，其机制可能涉及SIRT1对Noxa的调节。
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【Abstract】 Background and objective  The resistance of non-small cell lung cancer cells to cisplant is a common 
clinical phenomenon which could induce a poor therapeutic effect and should  be difficult problem to be solved. SIRT1 and 
Noxa expression are associated with the chemotherapy for tumors. The present study focused on how SIRT1 expression influ-
ence the senstivity of non-small cell lung cancer cells and dissected the potential mechanism involved with Noxa. Methods  

The difference of SIRT1 and Noxa expression between A549 cells and A549/DDP cells was detected by real-time quantitative 
PCR (qRT-PCR) and Western blot. SIRT1 targeted siRNA was uesed to inhibit the SIRT1 expression in A549/DDP, after 
transfection, Cell Titer Blue assay, flow cytometry were performed to analyze the cell viability, cell cycle and cell apoptosis in 
order to reveal the effect of inhibition of SIRT1 on sensitivity of A549/DDP cells to cisplant. Moreover, the expression changes 
of Noxa in A549/DDP cells after siRNA treatment were detected by qRT-PCR and Western blot. Results  There was a signifi-
cant difference in senstivity to cisplant between A549 and A549/DDP cells. Compared with A549 cells, the A549/DDP cells 
showed a higher SIRT1 expression and lower Noxa expression. After transfected with SIRT1 targeted siRNA, the cell viability 
decreased accompanied with a increasing apoptosis rate, meanwhile, higher percent of G2/M phase was detected after the 4 
μg/mL cisplant treatment. Further more, inhibition of SIRT1 could induce the Noxa expression in A549/DDP cells. Conclu-
sion  Higher SIRT1 expression may induce resistance to cisplant in A549 cells. SIRT1 inhibition may improve the sensitivity 
of A549/DDP cells to cisplantin though modulating the Noxa expression.
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顺铂以及基于顺铂的联合化疗方案已经成为了目

前临床上治疗非小细胞肺癌（non-small cell lung cancer, 

NSCLC）的成熟方案，其效果明确，不良反应相对较

小，同时费用经济[1]。但是，一些患者因为个体差异，

对顺铂治疗不敏感或在治疗中产生了耐药性，导致了顺

铂治疗方案的失败。因此，改善患者对顺铂的敏感性是

临床亟待解决的问题，然而当前NSCLC患者对顺铂敏感

性的差异机制并不十分明确[2]。SIRT1是一种依赖烟酰胺

腺嘌呤二核苷酸的组蛋白去乙酰化酶，具有调节DNA损

伤修复，调控细胞周期及凋亡的作用[3]。一些研究已经

指出，在肿瘤细胞中SIRT1具有抗凋亡作用并与肿瘤细

胞对化疗药物的敏感性降低有关。已有研究 [4]发现对

化疗耐受的肝癌患者SIRT1表达较高且预后较差。但是

SIRT1对于NSCLC顺铂敏感性的影响和机制仍未得知。

Noxa是Bcl-2家族的成员之一，具有凋亡诱导作用。在

化疗药物的处理下，Noxa会出现过量表达，因此可能

影响肿瘤细胞对化疗药物的敏感性。如有研究指出过

低的Noxa表达会降低Bcl-2抑制剂ABT-737对食管癌细胞

的敏感性[5]。本研究探讨了SIRT1对NSCLC细胞株A549

顺铂敏感性的影响并分析了其对Noxa表达的调节以期

揭示其机制。

1    材料和方法

1.1  主要试剂及仪器  A549细胞株（上海中国科学院细

胞库）；顺铂（美国Sigma-Aldrich公司）；CellTiter-Blue

分析试剂盒[普洛麦格（北京）生物技术有限公司]；荧

光分光光度计；Trizol试剂（美国Invitrogen公司）；用

ImProm-II反转录试剂盒[普洛麦格（北京）生物技术有

限公司]；GO Taq qPCR Master Mix试剂盒[普洛麦格（北

京）生物技术有限公司]；实时荧光定量PCR引物[宝生

物工程（大连）有限公司]；siRNA序列（上海吉玛制药

技术有限公司）；RIPA裂解液（上海碧云天生物技术有

限公司）；小鼠抗人SIRT1多克隆抗体；小鼠抗人Noxa多

克隆抗体；小鼠抗人β-actin多克隆抗体；辣根过氧化物

酶标记的山羊抗小鼠二抗均购自美国Santa Cruz Biotech-

nology公司；ECL发光试剂盒（上海碧云天生物技术有

限公司）；Lipofectamine 2000试剂盒美国Thermo Fisher 

Scientific公司）；Annexin V-FITC-PI双染凋亡分析试剂盒

（美国Sigma-Aldrich公司）；细胞培养箱（美国Thermo 

Fisher Scientific公司）；BD FACSCalibur流式细胞仪（美国

Beckman Coulter公司）；BrdU细胞周期分析试剂盒（美

国BD公司）；BMG Ω荧光读板机（德国BMG LABTECH

公司）。

1.2  细胞培养  A549细胞培养于含10%胎牛血清的DMEM

培养基（美国GIBCO公司），培养环境为5%CO2、37 
oC。A549/DDP细胞培养环境同A549细胞，但培养基含2 

μg/mL顺铂，以维持其耐药性。0.25%胰酶常规消化，选

择生长良好的对数期细胞进行实验。

1.3  Cell Titer Blue试验分析A549细胞和A549/DDP细胞

对顺铂的敏感性差异  将A549细胞和A549/DDP细胞以

1×104/孔的密度种植于96孔板。常规培养24 h后经行处

理。以未经顺铂处理的细胞为对照组，其余细胞分别

接受0.25 μg/mL、0.5 μg/mL、1.0 μg/mL、2.0 μg/mL、

4.0 μg/mL、8.0 μg/mL、16.0 μg/mL梯度浓度的顺铂处

理24 h，同时设立无细胞的培养孔作为空白调零组，

每组设5个平行孔。2 4  h后，弃去孔中原有液体，加

入72 μL Cell Titer Blue工作液（Cell Titer Blue试剂：

DMEM=1:10）。继续孵育1 h后使用荧光读板机检测各

组荧光强度并以公式存活率＝（处理组荧光强度/对照

组荧光强度）×100%计算细胞存活率，通过曲线拟合

计算半抑制浓度（half maximal inhibitory concentration, 

IC50）。

1.4  实时荧光定量PCR检测SIRT1和NOXA的mRNA表达  

Trozal试剂提取A549细胞和A549/DDP细胞的总RNA。

使用ImProm-II反转录试剂盒对提取出的总RNA进行反

转录，以合成cDNA。反转录体系参照试剂盒提供的说

明书。使用GO Taq qPCR Master Mix试剂盒对上述合成

的cDNA进行PCR扩增。SIRT1的上游引物为：5’ GCC 

TCA TCT GCA TTT TGA TG’3，下游引物为：5’ TCT 

GGC ATG TCC CAC TAT CA’3；NOXA的上游引物为：

5’TTC GTG TTC AGC TCG CGT CC’3，下游引物为：5’

CTC GGT GTA GCC TTC TTG CC’3；内参选择β-actin，

其上游引物为：5’CTC CAT CCT GGC CTC GCT GT’3，

下游引物为：5’GCT GTC ACC TTC ACC GTT CC’3。反

应体系和方案参照试剂盒说明书。使用2-△△CT法分析两

种细胞的SIRT1和NOXA mRNA相对表达差异[6]。

1.5  Western blot检测SIRT1和NOXA的蛋白表达  常规培养

A549细胞和A549/DDP细胞，RIPA裂解液提取总蛋白样

品，8%的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳并电转于PVDF膜，

5%脱脂奶粉室温封闭1 h。分别使用1:1,500的小鼠抗人

SIRT1多克隆抗体、1:500小鼠抗人Noxa多克隆抗体以及

1:5,000鼠抗人β-actin多克隆抗体，4 oC孵育12 h。接着使

用PBST洗涤3次，除去未结合的一抗。使用辣根过氧化
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物酶标记的山羊抗小鼠二抗（1:1,000）室温下孵育1 h-2 

h，ECL发光试剂盒显色并分析条带[7]。

1.6   SiRNA转染降低SIRT1表达   针对SIRT1的特异性

siRNA序列由上海吉玛制药技术有限公司设计并合成，

正向序列为GCA AUA GGC CUC UUA AUU Att，反向序

列为UAA UUA AGG CCU AUU GCtt。A549/DDP细胞以

1×105/孔的密度种植于24孔板，当细胞汇合度达70%时

进行转染。转染使用Lipofectamine 2000试剂盒，同时

设无关序列siRNA阴性转染对照（siRNA negative control, 

siRNA NC）。转染48 h后实时荧光定量PCR进行转染效

果的验证。

1.7  降低SIRT1对A549/DDP细胞顺铂敏感性的影响  选择

成功转染SIRT1 siRNA、无关序列siRNA及未经任何转染

的A549/DDP细胞以1×105/孔的密度种植于6孔板。细胞

分为3组：以未经转染处理细胞为对照组（control）、转

染SIRT1 siRNA组（SIRT siRNA）以及转染无关序列siRNA

的阴性转染组（siRNA NC）。各组设两个亚组：4 μg/mL

顺铂处理亚组（处理24 h）及未经顺铂处理亚组，每个

亚组设5个平行孔。使用1.3提及的Cell Titer Blue试验分析

各组细胞的存活率。

1.8  细胞凋亡分析  细胞分组及处理同1.7所述。收集处

理后的细胞，70%预冷酒精固定细胞过夜，加入Annexin 

V-FITC和碘化丙啶避光孵育30 min，使用BD FACSCalibur

流式细胞仪分析各组细胞凋亡情况。

1.9  细胞周期分析  细胞分组及处理同1.7所述。收集处

理后的细胞，70%预冷酒精固定细胞过夜，加入BrdU和

7-amino-actinomycin D（7-ADD）染液孵育20 min。使用

BD FACSCalibur流式细胞仪分析各组细胞的细胞周期情况

1.10  降低SIRT1表达对Noxa表达的影响  细胞分组及处理

同1.7所述。使用1.4及1.5中提到的方法分析各组细胞Noxa

的mRNA和蛋白表达水平。

1.11  统计学方法  采用SPSS 17.0软件，数据以Mean±SD表

示，两组间的比较采用t检验，多组间的比较采用单因素

方差分析，多组间的两两比较采用LSD-t检验，以P<0.05 

为差异有统计学意义。

2    结果

2.1  A549细胞和A549/DDP细胞对顺铂的敏感性差异  Cell 

Titer Blue分析可见549/DDP细胞对顺铂具有一定的耐药

性（图1）。顺铂处理A549细胞株的IC50为4.32 μg/mL，而

处理A549/DDP的IC50为14.26 μg/mL。

2.2  A549细胞和A549/DDP细胞的SIRT1和Noxa表达存在

差异  qRT-PCR分析显示，与A549细胞相比，A549/DDP

细胞的SIRT1 mRNA水平较高，相对A549细胞的表达倍数

为（2.51±0.42）（P<0.05），但Noxa mRNA水平较低，

相对A549细胞的表达倍数为（0.49±0.09）（P<0.05）。

Western blot结果qRT-PCR结果类似，提示A549/DDP细胞

的SIRT1蛋白表达较高，但Noxa蛋白表达较低（图2）。

2.3  降低SIRT1表达可以增强顺铂造成的细胞增殖抑制  如

图3所示，SIRT1转染可有效降低A549/DDP细胞的SIRT1 

mRNA表达。针对SIRT1的siRNA转染可增加A549/DDP

细胞对顺铂的敏感性，4 μg/mL顺铂处理后，未经转染

处理的A549/DDP细胞的存活率为（84.2±9.8）%，而

SIRT1 siRNA处理后的A549/DDP存活率较低，为（61.1

±5.7）%，差异有统计学意义（P<0.05），但转染无关

siRNA序列不会影响A549/DDP细胞接受顺铂处理后的存

活率（P>0.05）（图4A）。

2.4  降低SIRT1表达可以增加顺铂造成的细胞凋亡  如图

4B所示，流式细胞仪分析可见，4 μg/mL顺铂处理后，

未经SIRT1 siRNA转染处理的A549/DDP细胞凋亡率为

（23.5±1.9）%，而SIRT1 siRNA处理后的A549/DDP细

胞凋亡率增加，为（35.6±2.8）%，差异有统计学意义

（P<0.05）。转染无关siRNA序列不会影响A549/DDP细

胞接受顺铂处理后的凋亡率（P>0.05）。

2.5   降低SIRT1表达可以增加顺铂造成的G2期/M期阻

滞   如图4C所示，流式细胞仪分析结果显示，未经任

何处理的A549/DDP细胞G 0期/G 1期和G 2期/M期的百

分比分别为（75.4±4.1）% 和（8.1±0.5）%。4 μg/mL 

顺铂处理后，未经转染处理的A549/DDP细胞细胞G 0

期/ G 1期比例降至（6 0 . 4 ± 6 . 3）%，G 2期/ M期比例升

图 1  不同浓度顺铂处理后A549细胞和A549/DDP细胞的存活率

Fig 1  The cells viability of A549 and A549/DDP cells after treated with 

different concentration of cisplatin
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图 3  SIRT siRNA转染后，A549/DDP细胞的SIRT1 mRNA 表达变化。*：与

对照相比，P<0.05。

Fig 3  The SIRT1 expression change caused by SIRT1 siRNA transfection. 

*: indicate P<0.05 compared with the control group.

至（34.2±2.2）%，提示细胞发生了G 2期/M期阻滞。

SIRT1 siRNA处理后的A549/DDP细胞G2期/M期阻滞更

为明显，其G0期/G期比例为（40.3±5.4%）%，G2期/M

期比例为（50.2±6.4）%，以上差异均具有统计学意义

（P<0.05），转染无关siRNA序列不会影响A549/DDP

细胞接受顺铂处理后的周期分布（P>0.05）。

2.6  降低SIRT1表达可以增加Noxa表达  如图5-图6所示，

SIRT1沉默后，A549/DDP细胞的Noxa表达显著提高，

相对与未转染处理的细胞表达倍数为（1 . 6 5 ± 0 . 1 2）

（P<0.05）。4 μg/mL顺铂处理可以轻微的增加A549/DDP

细胞的Noxa表达，且SIRT1沉默后，顺铂引起的A549/

DDP细胞的Noxa表达提高更为明显。该结果提示抑制

SIRT1可以改善A549/DDP细胞对顺铂的敏感性，其机制

可能为SIRT1抑制可以增加Noxa的表达。

3    讨论

NSCLC是最常见的呼吸系统恶性肿瘤，约占全部病

例的80%。目前针对NSCLC的治疗主要包括手术、放疗

及化疗，其中最为有效的治疗为外科手术[8]。然而由于

诊疗水平的限制，特别是在发展中国家，不少患者在确

诊时已经处于晚期，丧失了手术时机。这种情况下，非

手术治疗显得尤为重要[9]。顺铂是广泛应用于NSCLC化

疗方案中的药物，然而体内及体外研究均报道了NSCLC

对顺铂敏感性降低的现象。不得不承认肿瘤细胞对顺铂

敏感性较低或产生耐药性的机制是复杂的。任何一个涉

及细胞生长发育、周期调控、凋亡、DNA损伤修复以

及药物转运环节的异常均可能引起细胞对顺铂敏感性的

降低[10-12]。本研究中我们发现SIRT1在顺铂耐药的A549/

DDP细胞中存在高表达。使用siRNA降低A549/DDP细胞

的SIRT1表达后，其对顺铂的敏感性提高。这些结果提示

SIRT1可以影响A549细胞对顺铂的敏感性。实际上，既

往的一些研究已经报道了SIRT1可以影响肿瘤细胞对化疗

药物的敏感性。如Chen等[13]的研究发现SIRT1的过表达

可以增加肿瘤的生长，降低肿瘤对索拉非尼的敏感性。

Kojima等[14]发现在激素抵抗型前列腺癌PC3和DU145细胞

株中，上调SIRT1表达可以导致细胞对化疗药物耐药。本

研究和这些既往研究的结果一致。

至于SIRT1影响细胞对化疗药物敏感性的机制也有

研究做出了报道。已有研究[15]发现使用RNA干扰技术降

低SIRT1的表达后，P-糖蛋白和多药耐药蛋白表达降低，

这两种蛋白均是公认的引起细胞化疗耐药的蛋白。还有

图 2  A549细胞A549/DDP细胞SIRT1及Noxa的表达差异。A：SIRT1 mRNA 

表达；B：Noxa mRNA表达；C：SIRT1蛋白表达。*：与A549细胞相比，

P<0.05。

Fig 2  The SIRT1 and Noxa mRNA expression difference between A549 

and A549/DDP cells. A: IRT1 mRNA expression; B: Noxa mRNA expression; 

C: SIRT1 protein expression.*: indicate P<0.05 compared with A549 cells.

A B

C
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图 4  SIRT1 siRNA转染对A549/DDP细胞顺铂敏感性的影响。A：4 μg/mL顺铂处理后各组细胞存活率；B：4 μg/mL顺铂处理后各组细胞凋亡率；C：4 

μg/mL顺铂处理后各组细胞周期分布；*：与SIRT1 siRNA处理后的细胞相比比，P<0.05；#：与未经顺铂处理的细胞相比，P<0.05。

Fig 4  The effect of SIRT1 siRNA transfection on sensitivity of A549/DDP cells to cisplatin treatment. A: cell viability in each group after 4 μg/mL cis-

plantin treatment; B: cell apoptosis rate in each group after 4 μg/mL cisplantin treatment;  C: cell cycle in each group after 4 μg/mL cisplantin treat-

ment; *: indicates P<0.05 compared with SIRT1 siRNA treated cells; #: indicates P<0.05 compared with cells without cisplatin treatment.

图 5  SIRT siRNA转染后，A549/DDP细胞的Noxa mRNA 表达变化。*：与

SIRT1 siRNA处理后的细胞相比，P<0.05；#：与未经顺铂处理的细胞相

比，P<0.05。

Fig 5  The Noxa mRNA expression change caused by SIRT1 siRNA trans-

fection. *: indicates P<0.05 compared with control; #: indicates P<0.05 

compared with cells without cisplatin treatment.
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研究[16]发现，向人胚肾细胞转染携带SIRT1序列的质粒

后，细胞内与耐药相关的MDR1基因表达增高。这些研

究提示SIRT1可能通过调节与耐药有关的一些基因或蛋

白来影响肿瘤细胞对药物的敏感性。本研究发现，在

NSCLC中SIRT1可能通过调节Noxa来影响细胞对顺铂的

敏感性。Noxa具有明确的促凋亡作用，正如Baou等[17]的

报道，硼替佐米可以提高Noxa的表达，进而诱导慢性淋

巴细胞白血病细胞的凋亡。Noxa促进凋亡的机制之一与

线粒体-细胞色素C途径有关，具体来说Noxa可以增加线

粒体膜的通透性，促进细胞色素C的释放[18]。Noxa同时

也是P53的下游基因，当细胞受到损伤刺激后，P53结合

Noxa的上游启动序列后，可以增加Noxa的表达[19]。一定

程度上讲，Noxa的促凋亡作用是依赖P53的，而P53是受

SIRT1调控的，因此我们推测SIRT1可能以P53为桥梁，进

而实现对Noxa表达的调控。当然，在一些情况系下，如

低氧时，Noxa可不通过P53而得到激活，另外转录因子

E2F1也可以直接激活Noxa，至于SIRT1是如何调控Noxa

表达的还待于在未来研究中加以证实。
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《恶性肿瘤中医诊疗指南》发布会暨中国行启动仪式在京召开

2016年1月22日，由中国中西医结合学会肿瘤专业委员会、中国抗癌协会肿瘤传统医学专业委员会、中国医疗保健国际

交流促进会中医肿瘤防治分会主办，中国中医科学院广安门医院、中国中医科学院肿瘤研究所共同承办的《恶性肿瘤中医诊

疗指南》发布会暨中国行启动仪式、《恶性肿瘤中医诊疗指南》英文版启动及德国纽伦堡国际发明奖《恶性肿瘤中医诊疗指

南》颁奖大会在北京国际饭店隆重举行。

中国工程院院士孙燕教授，中国中医科学院首席研究员朴炳奎教授，中国工程院院士黄璐琦教授，国家中医药管理局政

策法规与监督司麻颖副司长，广安门医院院长王阶教授，中国中西医结合学会副会长凌昌全教授，中国中医科学院首席研究

员林洪生教授，中国发明协会宣增培副秘书长，人民卫生出版社中医药中心李丽主任等特邀嘉宾出席此次活动。中医杂志、

中华医学杂志英文版、中华肿瘤等专业媒体和万方医药网、腾讯网等大众媒体朋友们出席了本次盛会。

据了解，《恶性肿瘤中医诊疗指南》分为总论、各论两大部分。系统梳理常见恶性肿瘤的中医诊断和治疗研究成果，中

医诊断、治疗途径、治疗方案具体，附有大量图表，临床指导性强。全书104万字，已由人民卫生出版社出版发行。

发布会上，各位嘉宾对《恶性肿瘤中医诊疗指南》的编纂背景及推广应用前景与进行了细致深入探讨。以孙燕院士为

代表的权威专家认为，中医药治疗肿瘤在中国具有十分悠久的历史，尤其是近50年来，逐步开展了众多高水平的循证医学研

究，摸索出了中医药与手术、放疗、化疗、免疫治疗等相结合的治疗规律，中医治疗的途径与方法，提高和明确了疗效。

《恶性肿瘤中医诊疗指南》作为首部集合中医肿瘤领域专家力量，基于现有证据制定，根据国际循证医学证据分级标准推荐

的诊疗方案，《恶性肿瘤中医诊疗指南》的出版发行将直接推动中医药在国际上的传播，亦将对世界医学做出不可忽视的贡

献。

会议在德国纽伦堡国际发明奖《恶性肿瘤中医诊疗指南》颁奖仪式中步入高潮。今年10月，该《恶性肿瘤中医诊疗指

南》应邀参加了世界三大发明展中历史最悠久的德国纽约伦堡国际发明展，在数十国千余件参展项目中获得金奖和评委会最

高奖，并在此次国际合作交流中，备受美国、韩国、加拿大等国家的关注。

据悉，《恶性肿瘤中医诊疗指南》的推广工作已在北京、成都、武汉、太原、厦门等多个省市级医疗单位开展，反响十

分热烈。此次筹办“《恶性肿瘤中医诊疗指南》中国行”活动的目的在于借助国家的支持，将《恶性肿瘤中医诊疗指南》推广

到各级医疗单位中去，惠及更多民众。

此外，发布会上，《恶性肿瘤中医诊疗指南》英文版的相关工作也正式启动，更多细致深入的工作也在紧锣密鼓的进行

中。同时与国际中医药肿瘤联盟的协作，带动了国际科研协作的发展，促进了中医药在国际社会中的长足发展。

· 消 息 ·
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