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摘要：目的 基于Notch信号通路，探讨β-榄香烯逆转肺腺癌耐药的机制。方法 选择对A549/DDP细胞无

细胞毒性的β-榄香烯浓度处理A549/DDP细胞，设β-榄香烯组与对照组，两组细胞均给予不同浓度的DDP（0.25、

0.5、1、2、4、8、16、32 μg·mL-1）处理 24 h，MTT 法检测细胞活力并计算 IC50，流式细胞仪检测细胞凋亡，Western

blotting 检测凋亡相关蛋白（cleaved-caspase 3、cleaved-caspase 9）、耐药相关蛋白（P-gp、survivin、p21）及 Notch 信号

通路蛋白（Notch1、Hes1、Hey2）的表达。A549/DDP细胞在β-榄香烯处理的基础上，联合1 μg·mL-1 Notch信号通

路激活剂 rhNF-κB 处理，比较两组的 IC50，Western blotting 检测 P-gp 以及 Notch1、Hes1、Hey2 的表达。结果 当

β-榄香烯浓度低于20 μg·mL-1时，其对A549/DDP细胞的抑制率小于10%，无细胞毒性。β-榄香烯组DDP的IC50

显著低于对照组（t=14.712，P<0.05），逆转倍数为 4.452 倍。β-榄香烯组细胞凋亡率以及凋亡相关蛋白 cleaved-

caspase 3和cleaved-caspase 9的表达水平均高于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。β-榄香烯组P-gp、survivin蛋

白相对表达量低于对照组，而 p21 蛋白相对表达量高于对照组，差异均有统计学意义（P<0.05）。β-榄香烯组

Notch1、Hes1、Hey2蛋白相对表达量均低于对照组，差异有统计学意义（P<0.05）。β-榄香烯+ rhNF-κB组DDP的

IC50以及P-gp、Notch1、Hes1、Hey2蛋白表达水平均高于β-榄香烯组，差异有统计学意义（P<0.05）。结论 β-榄

香烯可通过抑制Notch信号通路促进A549/DDP细胞凋亡，并逆转肺腺癌耐药。
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Abstract: Objective To explore the mechanism of β-elemene reversing drug resistance of lung adenocarcinoma based
on Notch signaling pathway. Methods A549/DDP cells were treated with β-elemene in a concentration that was not cyto⁃
toxic to A549/DDP cells. Designed β-elemene group and control group. Cells in the two groups were given different concen⁃
trations (0.25, 0.5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 μg·mL-1) of DDP for 24 h. Cell viability and the IC50 were measured by MTT, and cell
apoptosis were detected by flow cytometry. The apoptosis-related proteins (cleaved-caspase 3, cleaved-caspase 9), drug re⁃
sistance-associated proteins (P-gp, survivin, p21) and Notch signaling pathway proteins (Notch1, Hes1, Hey2) were detect⁃
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ed by Western blotting. After A549/DDP cells were treated with β-elemene +1 μg·mL-1 Notch signaling pathway activator
rhNF-κB, compare the IC50 between the β-elemene group and β-elemene + rhNF-κB group, and detect the proteins P-gp,
Notch1, Hes1 and Hey2 with Western blotting. Results When the concentration of β-elemene was lower than 20 μg·mL-1,
the inhibition rate of A549/DDP cells was lower than 10%, showing no cytotoxicity. The IC50 of DDP in A549/DDP cells in
β-elemene group was lower than that in control group (t=14.712, P<0.05), and the reversal fold was 4.452 times. The apop⁃
tosis rate in the β-elemene group was higher than in the control group, and the expression levels of apoptosis-related pro⁃
teins (cleaved-caspase 3 and cleaved-caspase 9) were higher than those of the control group (P<0.05). The relative expres⁃
sion levels of P-gp and survivin proteins in β-elemene group were lower than in control group, and the relative expression
level of p21 protein was higher in β -elemene group than in control group (P<0.05). The relative expression levels of
Notch1, Hes1 and Hey2 proteins in β-elemene group was lower than that in control group (P<0.05). The A549/DDP cells
in β-elemene + rhNF-κB group had a higher DDP IC50 than that in the β-elemene group, and the expression levels of P-
gp, Notch1, Hes1, Hey2 proteins were higher than those of the β-elemene group (P<0.05). Conclusion β-elemene can pro⁃
mote apoptosis of A549/DDP cells by inhibiting Notch signaling pathway, so that can reverse the drug resistance of lung ad⁃
enocarcinoma.

Keywords: Notch signaling pathway; β-elemene; Lung adenocarcinoma; Drug resistance

前言

肺癌在癌症中的发病率和死亡率均位居第一，

分别占我国癌症总发病人数的 20%和 27.3%［1-2］，且
50%～70%的肺腺癌患者早期无明显症状［3-4］。目

前，肺癌的治疗仍以手术治疗、放射治疗和药物治

疗为主［5］。顺铂（DDP）是非小细胞肺癌的常规化疗

药物，疗效显著且价格便宜，但后期易产生细胞耐

药［6-7］。因此，寻找克服肺腺癌耐药性的潜在药物具

有十分重要的意义。近年来有学者发现，β-榄香烯

除了直接发挥抗肿瘤作用外，还可逆转肿瘤细胞耐

药［8］。已有文献报道，β-榄香烯体外可逆转人肺腺

癌A549/DDP细胞株耐药性［9］，但其作用机制尚未明

确。Notch信号通路参与了细胞的增殖、分化、凋

亡、黏附及上皮-间质转化等过程，其异常可能导致

肿瘤的发生。异常活化的Notch通路可能通过其下

游蛋白调控肿瘤细胞的增殖和侵袭。有研究表明，

Notch通路活化的乳腺癌细胞可对DDP依赖的化疗

药物产生耐药性［10］。然而，Notch信号通路与肺腺

癌的相关性研究目前未见报道。因此，本研究旨在

基于Notch信号通路探讨β-榄香烯逆转肺腺癌耐药

的作用机制。

1 试剂与方法

1.1 试剂 人肺腺癌 DDP耐药细胞株 A549/DDP
及DDP敏感细胞株A549购自中国军事医学科学院

肿瘤细胞库。DDP（云南个旧生物药业有限公司）；

β-榄香烯注射液（大连金港制药有限公司）；二甲基

亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）、四甲基偶氮唑蓝

（methyl thiazolyl tetrazolium, MTT）（Solarbio公司）；

基础培养基和胎牛血清（Biological Industries公司）；

青霉素、链霉素（伊力特公司）；鼠抗人 P-gp单抗、

cleaved-caspase 3、cleaved-caspase 9、survivin、p21、
Notch1、Hes1、Hey2单克隆抗体及辣根过氧化物酶

（horseradish peroxidase，HRP）标记的羊抗鼠 IgG二

抗及鼠抗人β-actin单克隆抗体（Santa Cruz公司）。

1.2 细胞培养 将 A549和 A549/DDP细胞分别用

添加了 100 U·mL-1青霉素和 100 μg·mL-1链霉素的

含 15%胎牛血清的 1640培养液培养，置于 37 ℃、

5% CO2、饱和湿度培养箱中孵育。待细胞生长覆盖

瓶底，用 0.25%胰蛋白酶消化传代，平均 1～2天传

代一次，以保证细胞活力。

分别取对数生长期A549和A549/DDP细胞，胰

酶消化后，加入含 10%胎牛血清的 1640培养基，调

整待测细胞密度为 5×103个/孔，接种至 96孔板，每

孔 100 μL，每组 3孔。于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵

育至细胞单层铺满孔底后，分别加入 0.25、0.5、1、2、
4、8、16、32 μg·mL-1 DDP，每孔 100 μL，37 ℃、5%
CO2培养箱中孵育 24 h，倒置显微镜下观察，并检测

相关指标。

1.3 MTT法检测A549/DDP细胞耐药性 取上述

96孔板，每孔加入 10 μL MTT溶液（5 mg·mL-1，即
0.5% MTT），37 ℃、5% CO2培养箱中继续培养 4 h。
终止培养后，吸去培养孔内细胞培养液，每孔加入

100 μL DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，使MTT结
晶物充分溶解。使用酶联免疫检测仪测量 490 nm
处各孔的吸光度（OD值）。以上实验重复 3次，取平

均值，绘制细胞生长曲线。耐药倍数=耐药细胞
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IC50/敏感细胞 IC50。
1.4 MTT法检测 β-榄香烯对 A549/DDP细胞毒

性 取对数生长期A549/DDP细胞，以 5×103个/孔接

种于 96孔板。待细胞贴壁后，实验组分别加入 5、
10、20、40、80 μg·mL-1 β-榄香烯，对照组分别加入

等量药物溶解介质，即含 10%胎牛血清的 1640培养

基，每个浓度设置 3个平行孔。分别孵育 12、24、48、
72 h后，每孔加入 20 μL MTT溶液（5 mg·mL-1），继

续培养 4 h，500×g离心 3 min，弃上清，每孔加入 150
μL DMSO，置摇床上低速振荡 10 min，使结晶物充

分溶解。全自动酶标仪测定 570 nm处各孔OD值，

参比波长为 630 nm。实验重复 3次，取平均值计算

细胞生长率。生长率=OD实验组/OD对照组×100％。规

定生长率>90％的药物浓度为该药的非细胞毒性剂

量，并作为最佳逆转耐药浓度。

1.5 MTT法检测β-榄香烯对A549/DDP细胞的逆

转耐药作用 取对数生长期 A549/DDP细胞，以

5×103个/孔接种于 96孔板。对照组分别加入终浓度

分别为 0.25、0.5、1、2、4、8、16、32 μg·mL-1的 DDP，
β-榄香烯组在对照组的基础上加入 20 μg·mL-1 β-
榄香烯，MTT法检测每孔 OD值（具体步骤如 1.4）。

增殖率＝OD实验组/OD阴性对照组×100％。采用直线回归

方程计算细胞生长抑制率为 50%时的DDP浓度，即

半 数 抑 制 浓 度（median inhibition concentration,
IC50），并计算耐药细胞的逆转耐药倍数。逆转倍数

=逆转前 IC50/逆转后 IC50。
1.6 流式细胞仪检测细胞凋亡 取对数生长期

A549/DDP细胞，以 5×103个/L的密度接种至细胞培

养板，β-榄香烯组加入 20 μg·mL-1 β-榄香烯，作用

24 h，并设置对照组，置于 37 ℃、5% CO2、饱和湿度

培养箱培养 48 h。收集各组细胞，预冷 PBS洗涤 2
次，吸去 PBS，按 Annexin V-FITC/PI细胞凋亡检测

试剂盒说明书操作，加入 Annexin V结合液重悬细

胞，吹打均匀，使细胞浓度约为 1×108个/L，将细胞移

至流式管中，加入 5 μL Annexin V-FITC染色液混

匀，4 ℃避光孵育 15 min，加入 10 μL PI染色液混匀，

4 ℃避光孵育 5 min，立即用流式细胞仪检测，保存

散点图，记录数据。实验重复3次。

1.7 Western blotting 法检测 cleaved-caspase 3、
cleaved-caspase 9、P-gp、survivin、P21、Notch1、
Hes1、Hey2蛋白表达 取对数生长期A549/DDP细
胞，以 5×103个/L的密度进行接种，β-榄香烯组加入

20 μg·mL-1 β-榄香烯，作用 24 h，并设置对照组。

培养 24 h后，弃去培养液，胰酶消化，离心收集细

胞，RIPA Lysis Buffer裂解细胞，PBS稀释总蛋白（40
μg），加热 5 min变性后上样。120 V下Mini-PRO⁃
TEAN TGX凝胶电泳（25％，美国 CST公司）30 min，
在含 15％甲醇的 Tris-甘氨酸缓冲液中平衡 10 min
后，35 V下转移至 PVDF膜，在含 5％脱脂牛奶的

TBS中室温封闭 1 h，PBST洗涤 3次，加入相应稀释

度的一抗（1∶1000），4 ℃孵育过夜，次日用 PBST洗
3次，加入相应稀释度的HRP标记的二抗（1∶2000），

室温摇床孵育 1.5 h，PBST洗涤 5次，ECL显色，扫描

并记录。实验重复 3次，取平均值，以 β-actin作为

内参，采用 Quantity One软件进行分析。蛋白相对

表达量=目标蛋白灰度值/内参灰度值。

1.8 MTT和Western blotting法检测β-榄香烯逆

转A549/DDP细胞耐药 取对数生长期 A549/DDP
细胞，以 5×103个/L的密度进行接种，β-榄香烯组采

用20 μg·mL-1 β-榄香烯处理24 h，β-榄香烯+ rhNF-
κB组采用 20 μg·mL-1 β-榄香烯和 1 μg·mL-1 Notch
信号通路激活剂 rhNF-κB处理 24 h。两组细胞均给

予不同浓度（0.25、0.5、1、2、4、8、16、32 μg·mL-1）的

DDP处理 24 h。MTT法检测细胞活力并计算 IC50
（具 体 步 骤 如 1.5），Western blotting 检 测 P-gp、
Notch1、Hes1、Hey2蛋白表达（具体步骤如 1.7）。实

验重复3次。

1.9 统计学分析 实验数据采用 SPSS 19.0统计学

软件进行处理，计量资料用均数±标准差（x̄±s）表示，

两组间比较采用 t检验，多组间比较采用ANOVA方

差分析，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 MTT法检测A549/DDP细胞耐药性 A549细
胞 DDP的 IC50为（7.721±0.873）μg·mL-1，A549/DDP
细胞DDP的 IC50为（18.270±1.261）μg·mL-1，差异有

统计学意义（t=14.038，P<0.05）。A549/DDP细胞的

耐药倍数为2.366，对DDP具有耐药性（图1）。

2.2 低浓度榄香烯对A549/DDP细胞无细胞毒性

不同浓度β-榄香烯对A549/DDP细胞均有一定的抑

制作用，当 β-榄香烯浓度低于 20 μg·mL-1时，对

A549/DDP细胞的抑制率小于 10%（图 2）。因此，后

续实验选择20 μg·mL-1的β-榄香烯处理细胞。

2.3 β-榄香烯可逆转A549/DDP细胞耐药 对照

组DDP的 IC50为（14.550±1.351）μg·mL-1，β-榄香烯

组 DDP的 IC50为（3.268±0.579）μg·mL-1，差异有统
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计学意义（t=14.712，P<0.05），表明 20 μg·mL-1 β-
榄香烯可逆转A549/DDP细胞对DDP耐药，逆转倍

数为4.452（图3）。

2.4 β-榄香烯促进A549/DDP细胞凋亡 β-榄香

烯组细胞凋亡率高于对照组，差异有统计学意义（t=
6.184，P<0.05）（图 4A）。β-榄香烯组 cleaved-cas⁃

pase 3和 cleaved-caspase 9蛋白相对表达量均高于

对照组，差异有统计学意义（t=5.182，4.993；P<
0.05）（图4B）。

2.5 β-榄香烯调节A549/DDP细胞耐药相关蛋白

表达 β-榄香烯组 P-gp、survivin蛋白相对表达量

低于对照组，p21蛋白相对表达量高于对照组，差异

均 有 统 计 学 意 义（t=5.612，4.003，3.412；P<
0.05）（图5）。

2.6 β-榄香烯抑制 A549/DDP 细胞 Notch 信号

通路 β-榄香烯组Notch1、Hes1、Hey2蛋白相对表

达量均低于对照组，差异有统计学意义（t=12.059，
9.109，2.212；P<0.05）（图6）。

2.7 β -榄香烯通过抑制 Notch 信号通路逆转

A549/DDP细胞耐药 β-榄香烯组A549/DDP细胞

DDP的 IC50为（3.397±0.477）μg·mL-1，β-榄香烯+
rhNF-κB组 A549/DDP细胞 DDP的 IC50为（11.320±
1.505）μg·mL-1，差异有统计学意义（t=10.142，P=
0.000）（表 1）；与 β-榄香烯组比较，β-榄香烯+ rh⁃
NF-κB组P-gp、Notch1、Hes1、Hey2蛋白相对表达量

显著提高（P<0.05）（图 7），表明β-榄香烯可通过抑

制 Notch 信 号 通 路 逆 转 A549/DDP 细 胞 对 DDP
耐药。

3 讨论

肺癌是临床最为常见的恶性肿瘤之一，发病率

和死亡率在所有恶性肿瘤中均位居第一，每年可导

致 100 000人死亡［4］。早期肺癌患者往往无明显症

状，首次确诊时多已发展为晚期，失去手术切除机

会，通常需要接受化疗或放疗［11］。DDP是肺癌一线

化疗药物，可通过阻止 DNA复制促进肿瘤细胞凋

亡［12］。然而，接受DDP治疗的患者常发生耐药，因

此，寻找可提高化疗敏感性或逆转耐药的药物对于

改善患者预后意义重大。β-榄香烯是一种广谱抗

肿瘤药物，多项研究表明，其可通过促进DNA损伤

和抑制DNA修复来提高肺癌A549细胞的辐射敏感

性，进而在体内外增强化疗药物的细胞毒性［13-14］。
近年来也有学者报道，β-榄香烯可在体外逆转人肺

腺癌A549/DDP细胞株的耐药性［15］，但其潜在分子

机制仍未明确。

Notch信号通路可调控大多数细胞的分化，在

多种肿瘤的发生、发展过程中起重要作用，而Notch
是一种细胞膜糖蛋白受体。相关研究表明，Notch
信号通路过表达可诱导生成肿瘤干细胞（cancer

图3 不同浓度DDP处理后对照组和β-榄香烯组A549/DDP细胞

的增殖率

Fig. 3 Proliferation rates of A549/DDP cells in the control group and
β-elemene group after treated with different concentrations of DDP

图1 不同浓度DDP处理后A549和A549/DDP细胞的增殖率

Fig. 1 Proliferation rates of A549 and A549/DDP cells after treated
with different concentrations of DDP

图2 不同浓度β-榄香烯处理后A549/DDP细胞的增殖率

Fig. 2 Proliferation rate of A549/DDP cells after treated with different
concentrations of β-elemene
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stem cells，CSCs），促进细胞发生上皮-间充质转化

（epithelial-mesenchymal transformation，EMT），CSCs
或发生EMT的细胞通常具有耐药性［16］。但Notch信
号通路与肺腺癌的相关性目前未见报道。P-gp是

一种位于细胞膜、依赖ATP的药物外排泵，主要作

用是将细胞内的药物泵出细胞外，降低细胞内药物

浓度，导致细胞产生耐药性［17］。survivin是一种凋亡

抑制因子，其高表达可促进肿瘤细胞耐药。p21在

注：与对照组比较，*P<0.05。
Note: compared with the control group, *P<0.05

图5 β-榄香烯调节A549/DDP细胞耐药相关蛋白表达

Fig. 5 β-elemene regulated the expressions of drug resistance-related proteins in A549/DDP cells

注：（A）流式细胞术检测细胞凋亡；（B）Western blotting检测凋亡相关蛋白 cleaved-caspase 3和 cleaved-caspase 9的表达。与对照组比较，
*P<0.05.

Note: (A) Flow cytometry was used to detect the apoptosis rate of cells; (B) Western blotting was used to detect the expressions of apoptosis-related
proteins cleaved-caspase 3 and cleaved-caspase 9. Compared with the control group, *P<0.05.

图4 β-榄香烯促进A549/DDP细胞凋亡

Fig. 4 β-elemene promoted apoptosis of A549/DDP cells

−− 57



肿瘤药学 2022年 2月第 12卷第 1期
Anti-tumor Pharmacy, February 2022, Vol. 12, No.1

细胞周期G1/S限定点发挥重要调控作用，化疗药物

可通过激活 p21使细胞停滞于 G1/S期，下调 p21表
达可增强肿瘤细胞的化疗耐药性。

本研究发现，A549/DDP细胞对 DDP具有耐药

性，不同浓度β-榄香烯对A549/DDP细胞均有一定

的抑制作用，但浓度低于 20 μg·mL-1时无细胞毒性。

20 μg·mL-1 β-榄香烯处理 24 h可逆转A549/DDP细
胞的 DDP耐药并促进其凋亡，影响耐药基因的表

达，抑制Notch信号通路。目前普遍认为，化疗耐药

的产生与细胞膜上 P-gp的高表达密切相关，因此，

下调 P-gp表达可显著逆转细胞耐药。为了进一步

探索 β-榄香烯逆转肺腺癌耐药的机制，对经 β-榄
香烯处理的 A549/DDP细胞应用 Notch信号通路激

注：与对照组比较，*P<0.05。
Note: compared with the control group, *P<0.05

图6 β-榄香烯抑制A549/DDP细胞Notch信号通路激活

Fig. 6 β-elemene inhibited the activation of Notch signaling pathway in A549/DDP cells

注：与β-榄香烯组比较，*P<0.05。
Note: compared with β-elemene group, *P<0.05.

图7 β-榄香烯+Notch信号通路激活剂对耐药蛋白表达和Notch信号通路蛋白的影响

Fig. 7 Effects of β-elemene + rhNF-κB on the expression of resistant protein and Notch signal pathway protein

表1 不同浓度DDP处理后β-榄香烯组和β-榄香烯+

rhNF-κB组A549/DDP细胞的增殖率比较

Tab. 1 Proliferation rates of A549/DDP cells in β-elemene

group and β-elemene + rhNF-κB group after treated with

different concentrations of DDP

DDP /（μg·mL-1）
0.25
0.5
1
2
4
8
16
32

β-榄香烯组

87.73±2.09
76.61±2.45
66.21±2.28
60.17±2.54
50.45±2.08
38.82±1.78
26.63±1.56
10.06±0.76

β-榄香烯+ rhNF-κB组

92.24±4.03
86.87±3.32
82.45±3.54
74.76±3.63
68.35±2.12
61.56±3.08
50.02±3.13
23.13±1.22
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活剂，重新上调耐药蛋白的表达和激活Notch信号

通路，结果显示，β-榄香烯+ rhNF-κB组A549/DDP
细胞 DDP 的 IC50 显著高于 β -榄香烯组，P-gp、
Notch1、Hes1、Hey2蛋白表达水平较β-榄香烯组显

著升高，证实β-榄香烯可通过Notch信号通路逆转

肺腺癌耐药。线粒体是细胞凋亡控制中心，而线粒

体损伤导致的膜电位下降是细胞启动凋亡的特征

性标志之一。β-榄香烯可通过损伤线粒体膜使其

膜电位下降，从而促进细胞凋亡［17-18］。研究表明，

β-榄香烯也可通过增加化疗药物在细胞内的浓度、

下调肿瘤细胞膜上P-gp的表达而逆转化疗耐药［15］。
Notch信号通路参与了多种恶性肿瘤的耐药，如通

过调控人肝癌细胞系中 p53的表达和 DNA损伤上

调 Notch-3 表达可导致阿霉素耐药，通过调节

Notch-1信号通路可显著改善阿霉素和马法兰对骨

髓瘤的细胞毒性［19-20］。
综上所述，β-榄香烯可抑制A549/DDP细胞的

Notch信号通路，逆转细胞耐药并促进细胞凋亡。

但本研究仍然存在一定的局限性，β-榄香烯通过

Notch信号通路逆转肺腺癌耐药的具体作用机制以

及其他可能参与的信号通路仍需进一步探索。
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