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摘   要 

目的： 

    本研究通过将重组人程序性细胞死亡分子 5（rhPDCD5）蛋白与顺铂联合作用于肺腺癌 A549

细胞，观察 rhPDCD5 蛋白对顺铂化疗的影响，并探讨其可能的作用机制。 

方法： 

    1.计数法绘制 A549 细胞生长曲线； 

    2.采用激光扫描共聚焦荧光显微镜检测不同浓度的 rhPDCD5 蛋白作用于 A549 细胞后对 PDCD5

蛋白表达的影响； 

    3.采用 Elisa 法测不同浓度顺铂作用于 A549 细胞后对 PDCD5 蛋白的表达影响； 

4.采用 MTT 法分别检测不同浓度的 rhPDCD5 蛋白、不同浓度的顺铂对人肺腺癌 A549 细胞的增

殖抑制率的影响，并检测对照组、rhPDCD5（15 mg/L）、顺铂组（20 mg/L）、rhPDCD5 15 mg/L+

顺铂 20 mg/L 组、rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组对 A549 细胞的生长抑制作用； 

    5.采用流式细胞仪检测各组对细胞凋亡、细胞周期的影响； 

    6.采用 Caspase-3 活性荧光检测试剂盒检测各组细胞 Caspase-3 活性的表达。 

结果： 

    1.细胞计数法计算 A549 细胞倍增时间为 18h； 

    2.激光扫描共聚焦免疫荧光显微镜结果显示随着 rhPDCD5蛋白浓度的升高，A549细胞内PDCD5

蛋白表达增强； 

    3.ELISA 结果显示随着顺铂浓度的升高，A549 细胞分泌 PDCD5 蛋白增加（F=354.125，P<0.001）； 

    4.MTT 结果显示，与对照组相比，不同浓度 rhPDCD5 蛋白对细胞增殖抑制率的作用不明显

（F=0.114，P=0.949）；随着顺铂浓度的增高，抑制作用逐步增强，药物剂量与细胞增殖抑制率呈

正相关（F=88.564，P<0.01）；对照组、rhPDCD5、顺铂组、rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组、

rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组的抑制率分别为（0.00±0.00）%、（0.6±1.07）%、（49.67±1.43）%、

（68.17±1.49）%、（78.03±0.94）%，，联合用药组对细胞有更强的抑制作用（F=1095.472，P<0.001）； 

    5.流式细胞仪检测细胞周期结果显示，以上各组各组间G0/G1期所占比列分别为（26.43±0.95）%、

（27.34±0.34）%、（47.88±0.39）%、（59.75±0.38）%、（73.78±2.11）%，组间比差异有统计学意

义（F=365.501，P<0.001） 

    6.流式细胞仪检测细胞凋亡结果显示，以上各组凋亡率分别为(6.563±0.49)%、(5.07±0.49)%、

（22.31±0.64）%、（43.30±0.62）%、（64.25±0.54）%，组间比差异有统计学意义（F=2054.594，

P<0.001）； 

    7 .蛋白活性荧光检测结果显示各组间 Caspase-3 的活化程度分别为 22.28±0.06、2.26±0.13、

3.93±0.25、9.76±0.11、11.62±0.24，各组间差异有统计学意义（F=877.907，P<0.001）。 

结论： 

1.RhPDCD5 蛋白可以进入细胞发挥作用，顺铂可以促进 A549 细胞内 PDCD5 蛋白的表达； 

2.单独应用对 A549 细胞无杀伤作用； 

    3.RhPDCD5 蛋白联合顺铂将细胞周期阻滞于 G0/G1 期，抑制肺腺癌,细胞增殖； 

    4.RhPDCD5 蛋白联合顺铂使肺腺癌 A549 细胞 Caspase-3 活化增强，促进细胞凋亡。 

 

关键词： 

肺癌；PDCD5；化疗 
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Abstract 

Objective:  

    The purpose of this study was to investigate the effect of rhPDCD5 combined with cisplatin on 

chemotherapy of A549 cells and to explore its possible mechanism.   

Methods: 

1.Draw the A549 cell growth’s curve by Cell counting method; 

    2. Using laser scanning confocal fluorescence microscope to detection the expression of PDCD5 

protein after treatment with various concentrations of rhPDCD5; 

    3. Using Elisa method to measure the expression of PDCD5 protein after treatment with various 

concentrations of cisplatin; 

    4. The proliferation inhibition rate of the A549 cells that were treated with various concentrations of 

rhPDCD5 and cisplatin on 24h were detected by MTT assay; The cells were divided into 5 groups: the 

control group, rhPDCD5(15 mg/L)  group,  cisplatin group (20 mg/L), rhPDCD5 15 mg/L + cisplatin (20 

mg/L) group, rhPDCD5 30 mg/L + cisplatin (20 mg/L) group ，after 24h treatment, the effects of drugs on 

growth were detected by MTT assay； 

    5. The apoptoses and cell cycle were measured by flow cytometric； 

    6. The Caspase 3 activity was detected by fluorescence detection kit. 

Results: 

1.Draw A549 cell’s survival curve according the cell counting method and the cell doubling time was 

18 h; 

    2. Laser scanning confocal fluorescence microscope showed that with the increase of rhPDCD5 

protein concentration, the expression of PDCD5 protein in A549 cells was increased; 

    3. The ELISA showed that with the increase of cisplatin concentration, the secrete of PDCD5 protein 

in A549 cells was increased (F = 354.125, P < 0.001); 

    4. The proliferation inhibition rate of the cancer cells treated with different concentrations of 

rhPDCD5 were similar to those of controls(F=0.114, P=0.949), while those of the cells treated with 

different concentrations of cisplatin(F=88.564, P<0.01); Compared to the single treatment, the combined 

treatment with rhPDCD5 and cisplatin has a higher inhibiting cell proliferation(F = 130.147, P < 0.001), the 

proliferation inhibition rate of the control group, rhPDCD5(15 mg/L) group, cisplatin group (20 mg/L), 

rhPDCD5 15 mg/L + cisplatin group 20 mg/L, rhPDCD5 30 mg/L + cisplatin group 20 mg/L were 

(0.00±0.00)%, (0.6±1.07)%, (49.67±1.43)%, (68.17±1.49)%, (78.03±0.94)%,  respectively, and there was 

statistically significant among these five groups(F=1095.472，P<0.001); 

    5.The G0 / G1 phase of the groups were (26.43±0.95)%, (27.34±0.34)%, (47.88±0.39)%, 

(59.75±0.38)%, (73.78±2.11)%, respectively, there was statistically significant among these five groups 

(F=365.501, P<0.001); 

    6.Apoptotic ratio of the groups were (6.563±0.49)%, (5.07±0.49)%, (22.31±0.64)%, (43.30±0.62)%、

(64.25±0.54)%, respectively, there was statistically significant among these five groups(F=2054.594, 

P<0.001); 

    7. Fluorescent protein activity tests showed the groups’ Caspase 3 activation were 22.28±0.06, 

2.26±0.13, 3.93±0.25, 9.76±0.11, 11.62±0.24, respectively, there was statistically significant among these 

four groups (F=877.907, P<0.001). 

Conclusion: 

1.RhPDCD5 protein could enter the A549 cells to play a role, and cisplatin could promote the 
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expression of PDCD5 in A549 cells in vitro;     

2.RhPDCD5 protein alone couldn’t work for A549 cells; 

3.RhPDCD5 combined cisplatin could arrest A549 cell line cell cycle in G0 / G1 phase, and inhibit 

A549 cells proliferation ;    

4.RhPDCD5 protein combined cisplatin could enhance the activation of Caspase-3 to promote 

apoptosis. 

Keywords:  

lung cancer, PDCD5, chemotherapy. 
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激光扫描共聚焦显微镜 

FITC Fluorescein Isothiocyanate 异硫氰酸荧光素 
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DNA Deoxyribonucleic acid 脱氧核糖核酸 
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Enzyme Linked 
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酶联免疫吸附剂测定 
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TdT-mediated dUTP-biotin 
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原位末端凋亡法 
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HE National Comprehensive 

Cancer Network 

苏木精 — 伊红染色法 

FBS  Fetal bovine serum 胎牛血清 
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Ethylene Diamine Tetraacetic 
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乙二胺四乙酸 
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引   言 

(Introduction) 

 

近年来，肺癌的发病率以及死亡率随着环境污染的逐渐加重以及吸烟人口的与日俱

增亦呈逐年上升趋势，成为威胁全人类生命健康的一大主要杀手。据美国癌症协会2014

年报道的肿瘤统计数据显示，在美国仅2014年肺癌新发病例数就有224,210例，新发病率

占所有恶性肿瘤的13.46%，男女肺癌均位居第二；2014年死亡病例数为159,260例，死

亡率占所有恶性肿瘤的27.19%，位居首位[1]。据近期由《中国癌症研究杂志》报道的陈

万青等学者在177个癌症登记处获得的数据统计结果显示，2011年在这177个癌症登记处

统计到新发恶性肿瘤的病例数约为337万例，死亡病例数约为211万例，其中肺癌的发病

率占19.31%、死亡率占25.04%，均居我国恶性肿瘤发病率以及死亡率首位[2]，成为我国

增长速度最快、危害最为严重的恶性肿瘤。 

正常的呼吸道上皮细胞类型众多，致使了肺癌的组织学形态极其复杂，而在肿瘤发

生发展过程中，向不同方向分化的多能干细胞使得肺癌在组织学上具有显著异质性。而

小细胞肺癌(small cell lung cancer，SCLC)因为与其他种类的肺癌的生物学行为显著不

同，所以，目前从临床角度考虑，按组织学类型将肺癌分为非小细胞肺癌(non-small cell 

lung cancer，NSCLC)以及小细胞肺癌两大类，其中80%以上为NSCLC，剩余约20%为

SCLC。由于肺癌患者早期多无明显临床症状或仅有咳嗽、咳痰等轻微症状而被患者忽

视导致延误诊治以及肿瘤的早期诊断具有很大的局限性，以致NSCLC早期发现率极低，

仅有约20%-30%的患者为Ⅰ期和Ⅱ期，Ⅲ期所占比列约为40%-50%，余30%患者确诊时

已为局部晚期或出现脑、骨、肝脏等器官的一处或多处远处转移，为Ⅳ期，丧失最佳手

术切除的时机和放疗机会[3]，因此，药物治疗在非小细胞肺癌肺癌的治疗上尤为重要。

对于晚期NSCLC患者化疗成为主要治疗方法，然而，由于药物的细胞毒性导致的不良反

应以及患者的耐药等因素，传统化疗药物的疗效目前已处于平台期，很难进一步延长

NSCLC患者的总体生存期，并且对于老年患者及体能状态评分差的患者，由于化疗的毒

副作用更大，大多数患者因不能耐受不能完成化疗周期甚至放弃治疗，影响了晚期

NSCLC化疗的疗效。近年来，随着生物工程学及细胞分子生物学等诸多基础研究的深入，

发现肿瘤的发生发展可能与某些遗传物质的改变及染色体的异常等导致细胞内某些基

因丢失、活化或突变，致使细胞异常增殖或为肿瘤细胞提供有利于其生长、增殖的内环

境。随后在进一步研究中逐渐找到了肿瘤发病的可能的重要基因靶点，出现了继手术治

疗、放射治疗、化学治疗三大传统治疗后的又一新型治疗方式，即生物靶向治疗。遗憾

的是，虽然具有特异性强、毒副作用小等优势的新兴分子靶向治疗药物(如酪氨酸激酶

信号传导通路抑制剂)正在不断发展，但是由于靶向药物用药的局限的性以及耐药性，

目前肺癌治疗仍缺乏毒性小且持久有效的药物。 

    顺铂( cisplatin，DDP)，作为一种广谱的抗肿瘤药物，是最早被合成的第一代抗肿
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瘤的铂类的金属化合物，属于细胞周期非特异性的药物，作用似烷化剂，具有细胞毒性。

顺铂主要以肿瘤细胞内DNA为作用靶点，可以作用于DNA 链间以及链内交链，与DNA

结合构成DDP-DNA复合物，进而使肿瘤细胞的DNA复制过程得到抑制[4,5]，或者可以与

肿瘤细胞内核蛋白及胞质蛋白结合来诱导细胞的凋亡，并损伤细胞膜结构，是肺癌化学

药物治疗的经典药物之一[6]。以顺铂为基础药物的联合化疗方案目前亦是国际癌症组织

推荐的非小细胞肺癌患者的一线标准化疗方案，并取得了一定的疗效。但是伴随着铂类

药物的普遍应用，不可避免地会引起肿瘤细胞对铂类药物产生耐药性，使得化疗效果明

显降低[7]。有研究显示，70-80%的肺癌患者在接受以铂类为基础的联合化疗时，在应用

化疗的初期病情可暂时得到缓解，但随着应用时间的延长则会不同程度的对铂类药物产

生抗性，导致肺癌的复发率或疾病进展高达60%以上，而对于复发性肺癌患者因为耐药

性明显增加，继续使用以铂类为基础的化疗药物的缓解率则不足30%
[8]，而且会产生更

强的毒副反应。顺铂的耐药性以及毒副作用的不能耐受已成为当前使得肺癌治疗失败的

重要原因。因此，如何能够在使非特异性的细胞毒性不增加的前提下更有效杀灭肿瘤细

胞就成为提高化疗药物疗效的一个关键问题[9,10]，而寻找提高顺铂治疗肺癌敏感性的有

效药物和方法具有非常重要的临床意义。 

    细胞凋亡（apoptosis），也被称为程序性细胞死亡，是存在于细胞内的一种基本的

生物学现象，是维持细胞内环境的稳定以及由基因调控的细胞的一种自主的、有序的死

亡。凋亡在胚胎发育的过程、维持稳定的生物体内环境方面以及多细胞生物防御来自各

方面伤害方面起着极其重要的作用。细胞凋亡的过程是由多基因严格控制的极其复杂的

过程，如caspase家族基因、抑制凋亡基因如Bcl-2家族基因、促进凋亡基因如P53、双向

调控基因如C-myc等基因。虽然分子生物学技术及基因组学技术近年来不断地得到发展

使得研究者们对多种细胞的凋亡过程有了全新的认识，但是到目前为止确切的凋亡过程

机制尚未有定论，但是紊乱的凋亡过程已证实可能与多种疾病的发生、发展有着直接或

间接的关系，如凋亡不足可见于肿瘤以及自身免疫性疾病，凋亡过度可见于心血管系统

疾病等，而诱发细胞凋亡的因素也很多，如射线、微生物、药物等。而异常的肿瘤细胞

凋亡机制是导致肿瘤逃脱免疫细胞的攻击，并产生免疫豁免，使肿瘤得以生存和发展的

重要原因[11-13]，亦是导致肿瘤耐药性的产生进而导致化疗失败的重要因素之一[14,15]。 

TFAR19(TF-1 cell apoptosis related gene 19)，是一个人类新基因，是由白血病TF-1

细胞株中克隆得到的于1999年由北京大学人类疾病基因中心在国际上首先报道，又称为

程序化细胞死亡因子5(Programmed Cell Death 5，PDCD5) ，是我国拥有自主知识产权

的新功能基因[16]。PDCD5基因全长约为6Kb，是由6个外显子和5个内含子构成，其cDNA

全长为559个碱基，而PDCD5蛋白是由第25~399位碱基读码框架编码的125个氨基酸残基

组成的蛋白序列，Western Blot及计算机分析显示PDCD5蛋白的相对分子质量为14kd，

基因定位于染色体19q12-q13. 1，其等电点为5. 65
[16]。PDCD5作为一个新的凋亡相关基

因，在许多组织、细胞中具有促进细胞凋亡的作用。有研究表明，在人类50种组织中，

PDCD5的mRNA均有表达，其在造血系统和成年的肾脏、心脏、肾上腺、睾丸及胎盘中

http://baike.baidu.com/view/134349.htm
http://baike.baidu.com/view/8563.htm
http://baike.baidu.com/view/8563.htm
http://baike.baidu.com/view/285346.htm
http://baike.baidu.com/view/667116.htm
http://baike.baidu.com/view/99835.htm
http://baike.baidu.com/view/31485.htm
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表达较其他组织高，而在胚胎组织的表达却明显低于成年组织，PDCD5蛋白在种属进化

过程中是高度保守的基因，并且随着种属从低等到高等的进化，同源性不断增加，PDCD5

基因的进化保守性提示它是具有重要生物学功能的基因[16,17]。 

    PDCD5与肿瘤关系密切，在如卵巢癌[18]、肾癌[19]、肺癌[20]等人类多种肿瘤表达均

下调。Spinola等 [21]在德国和意大利两种欧洲人群中应用SNP（Single-nucleotide 

polymorphisms，单核苷酸多态性）全基因组扫描技术进行肺癌易感基因研究发现，正常

肺组织中的PDCD5的mRNA表达水平比肺腺癌癌组织中的PDCD5的mRNA表达水平高

2.4倍，这提示PDCD5基因在NSCLC发生、发展中起抑制作用，在NSCLC恶性转化中可

能起保护作用。随着人们对细胞凋亡机制的进一步研究，大致可以把凋亡分为半胱氨酸

蛋白酶家族(cysteine aspirate specific protease，Caspase)依赖的和以因线粒体以及内质网

肿胀使胞浆空泡化为特征的非Caspase依赖的凋亡。而目前人们了解得较多的凋亡通路包

括死亡受体诱导途径和线粒体诱导途径，均为Caspase依赖的凋亡通路，因此Caspase依

赖的凋亡占据了主要位置。而随着Caspase的活化，细胞的功能蛋白以及结构蛋白被降解，

进而导致细胞凋亡[22]。在已经发现的14个Caspase的家族成员中，处于凋亡有序级联反

应的下游起执行作用的家族成员是Caspase-3，因此Caspase-3是最重要的效应型

Caspase
[23]。若Caspase-3蛋白被激活或持续活化，则可以使多种细胞周期相关、细胞结

构蛋白以及与DNA修复有关的蛋白或激酶失活，最终抑制细胞增殖导致凋亡的发生，而

若Caspase-3蛋白失活或者活性收到抑制时，就可以使细胞增殖而抑制细胞凋亡。张雪梅

等通过采用免疫组织化学染色法检测了非小细胞肺癌患者肿瘤组织和正常肺组织中

Caspase- 3蛋白、PDCD5蛋白的表达情况以及与患者临床资料的相关性，结果显示在非

小细胞肺癌组织中PDCD5蛋白和Caspase-3蛋白的表达均明显低于正常肺组织，且二者在

非小细胞肺癌患者癌组织中的表达随患者的临床分期的上升以及组织学分级的下降表

达逐渐减弱，并且PDCD5和Caspase-3在非小细胞肺癌患者癌组织中表达呈正相关，

PDCD5蛋白可能通过参与某些通路或通过调节别的细胞因子正调控Caspase-3使其活化

或活化延长从而促进细胞凋亡[24]。以上研究结果提示我们PDCD5蛋白极有可能在不同程

度上参与了NSCLC的发生以及发展，而在非小细胞肺癌患者癌组织中由于PDCD5蛋白

表达的下降进而致使Caspase-3蛋白表达降低导致凋亡的阻滞，促进肿瘤生长。 

    关于 PDCD5 在抗肿瘤作用中的研究发现，利用脂质体将载有 PDCD5 重组基因的

的质粒导入细胞或着将重组蛋白加入多种细胞后，若不加入诱导因子，细胞不会发生

明显变化，但若联合化疗药物，则可具有明显的杀伤肿瘤细胞的作用，PDCD5 联合化

疗药物具有协同抗肿瘤的作用，它可以通过促进凋亡、影响细胞周期等来增强化疗药

物的抗肿瘤效果[25]。刘磊玉等以前列腺癌 DU145 细胞为研究对象，将 PDCD5 重组质

粒稳定的转染至细胞后联合顺铂发现，前列腺癌细胞高表达 PDCD5 蛋白后能够增强顺

铂诱导前列腺癌细胞凋亡，促进顺铂的抗肿瘤作用[26]。Li 等以转染 PDCD5 重组质粒及

转染空质粒的神经胶质瘤细胞为研究对象，分别加入顺铂、卡铂、长春新碱、依托泊

苷四种脑胶质瘤常用化疗药物诱导两种细胞凋亡发现，转染 PDCD5 组细胞顺铂、卡铂
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以及长春新碱的 IC50 均明显低于未转染组，而对于依托泊苷诱导的细胞凋亡却未发现

这种现象[27]，表明细胞内 PDCD5 高表达可以增强某些化疗药物的敏感性但不包含全部

的化疗药物。重组 PDCD5（rhPDCD5）蛋白是 PDCD5 基因的重组质粒转入目的蛋白

的宿主细胞后表达的。rhPDCD5 蛋白可以通过发生于 HSPGs（Heparan sulfate 

proteoglycan，硫酸乙酰肝素蛋白多糖）连接以及脂筏的依赖于网格蛋白的内吞途径进

入细胞发挥重要作用[28]。陈长宝等以骨肉瘤 SW1353 细胞以及以 SW1353 制成的裸鼠

为研究对象发现，rhPDCD5 蛋白不仅可以增强顺铂对细胞的化疗敏感性，同时与顺铂

联合可以使裸鼠所形成的瘤体较单用顺铂体积缩小、重量减轻[29]，提示 rhPDCD5 蛋白

可以促进顺铂对骨肉瘤治疗的敏感性。另外，史琳等报道 rhPDCD5 蛋白可以联合伊达

比星(IDR)或者阿糖胞苷(Ara-C)化疗药物杀伤慢性髓系（CML）白血病细胞 K562 细胞，

裸鼠成瘤实验也证明 PDCD5 重组蛋白可以显著提高 IDR 的杀伤肿瘤作用，同时 HE 染

色和 TUNEL 实验还显示 PDCD5 蛋白可以保护动物肝和骨髓，没有发现明显的毒副作

用[30]，提示 rhPDCD5 蛋白可能作为 CML 的有效的化疗增敏剂。另外，Wang 等还报道

PDCD5 重组蛋白可以体内外增加增敏紫杉醇对乳腺癌的化疗效果[31]。这些研究提示我

们，PDCD5 在某些肿瘤细胞的低表达可能降低了肿瘤细胞对化疗药物的敏感性，从而

导致耐药的产生，rhPDCD5 蛋白可能作为化疗增敏剂应用于部分肿瘤的治疗。 

综上所述，PDCD5 基因作为我国自主研发的一个新基因，其在某些组织的表达下

调导致的凋亡阻滞可能与肿瘤发生、发展有着密切相关，是国内外研究的热点。在肺癌

与 PDCD5 之间的相关研究，国内外相关报道很少，rhPDCD5 蛋白对肺癌化疗敏感性的

研究更是鲜有报道。本研究以肺腺癌 A549 细胞作为研究对象，通过激光扫描共聚焦显

微镜、ELISA 观察 rhPDCD5 蛋白以及顺铂对细胞 PDCD5 蛋白的表达影响，通过 MTT、

流式细胞术体外观察 rhPDCD5 蛋白联合顺铂对 A549 细胞增殖、凋亡与周期的影响，并

探讨其促进凋亡的可能机制，为提高顺铂的抗肿瘤效果提供实验依据，进而为晚期非小

细胞肺癌患者的个体化治疗提供更完善的方案，提高肿瘤患者的生活质量及生存率。 
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材 料 与 方 法 

(Materials & Methods) 

 

1 材料 

1.1 细胞株来源 

肺癌细胞株A549购自中国科学院典型培养物保藏委员会细胞库。 

1.2 主要试剂 

4%多聚甲醛 

    凋亡试剂盒 

1640培养基 

胎牛血清(FBS)    

小鼠抗人PDCD5单克隆抗体 

FITC 标记羊抗小鼠 IgG  

     MTT 

     PBS 

     rhPDCD蛋白 

     山羊血清 

     顺铂 

     0.9%生理盐水 

     Caspase-3活性荧光检测试剂盒 

     PI（碘化丙啶） 

     RNA酶 

     胰蛋白酶 

     青链霉素溶液 

     无水乙醇 

     二甲基亚砜（DMSO） 

         

武汉博士德生物工程有限公司 

杭州联科生物技术有限公司 

美国HycLone公司 

美国Gibco公司 

北京大学陈英玉教授提供 

武汉博士德生物工程有限公司 

美国Sigma公司 

美国Sigma公司 

北京宝赛生物技术公有限公司 

北京康为世纪生物科技有限公司 

山东齐鲁制药 

新疆华世丹药业 

凯基生物 

美国Sigma公司 

美国Sigma公司 

美国Hyclone公司 

美国Hyclone公司 

北京化学试剂公司 

美国 Amresco 公司 

 

1.3 主要实验仪器设备 

由石河子大学医学院《新疆地方与民族高发病》教育部重点实验室提供。 

CO2 培养箱 

显微拍照系统  

SW-CJ-2FD 超净工作台 

普通离心机   

日本Heraeus公司 

日本OLympus公司 

苏州泰安空气技术有限公司生产 

长沙湘仪离心机仪器有限公司产品 
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倒置相差显微镜XD-101-2B 

普通显微镜 

荧光显微镜 

大、中、小培养瓶   

    10uL、20uL、100uL、200uL、1mL移液器   

    TYK-4021型超纯水机 

S/N 高压消毒锅 

YLD-2000 型电热恒温干燥箱 

6孔、12孔、24孔板 

纯水装置  

流式细胞仪 

酶标仪 

电热恒温水浴箱  

电子分析天平  

涡旋振荡器  

4℃、-20℃冰箱(海尔)  

-80℃冰箱 

 离心管 

低温离心机 

激光扫描共聚焦显微镜 

日本OLympus公司 

日本OLympus公司 

日本OLympus公司 

沧州复康医药用品公司 

德国Eppendof公司产品     

上海南汇电讯器械厂 

日本三洋公司 

湖北恒丰医疗器械有限公司 

上海生物工程有限公司 

美国 MiLLipiore 公司 

美国 BD 公司 

美国 Bio-Rad 生物工程公 

北京光明医疗仪器 

上海精密科学仪器有限公司 

上海精科实验有限公司 

山东海尔公司 

美国Thermo公司 

丹麦Nunc公司 

美国Thermo公司 

日本OLympus公司 

 

1.4 主要溶液及药品的配制与保存 

   1.4.1 10%培养基：按照胎牛血清（FBS）10mL、改良型 RPMI1640 培养基 90mL 和

10
5 

U/mL 的青链霉素溶液 1000μL 配制 100mL 培养基至无菌瓶，用移液枪吹打混匀后，

4℃冰箱保存，备用。 

   1.4.2 1×PBS（磷酸盐缓冲液）：取 20×PBS5mL 加入含 195mL 双蒸水的无菌瓶内，

混匀，高压，待放置室温后置于 4℃冰箱保存，备用。 

   1.4.3 冻存液：将二甲基亚砜（DMSO）、FBS、RPMI1640 按照 1：4：5 比例混匀

后，放入 4℃冰箱保存，备用，一般现配现用或在冻存细胞前 24h 配制。 

   1.4.4 碘化丙啶（PI）：在含 10mgPI 粉剂的试剂盒内加入 1×PBS 缓冲液 4mL 避光混

匀，充分溶解，配制为母液浓度为 2.5mg/mL，放置于 4℃冰箱避光保存；用时取 40μL

母液加入 960μL 1×PBS，配制成终浓度为 100μg/mL，过滤分装，放置于 4℃冰箱避光

保存，备用。 

   1.4.5 70%乙醇：取95%的乙醇73.68mL加入去离子水定容至100mL，搅拌后置于-20℃

冰箱保存，备用。 

   1.4.6 MTT（Methyl Thiazolyl Tetrazolium，四甲基偶氮唑盐）：天平称取 MTT 粉末
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0.5 克，溶于 100 ml 的 PBS，配制终浓度为成 5g/L，用 0.22μm 滤膜过滤除菌，分装，

-20℃避光保存。在配制和保存的过程中，注意避光。 

   1.4.7 顺铂：将 20mg 顺铂内加入 20mL 无菌生理盐水，配制成终浓度为 1 g/L，37℃

水浴锅溶解，混匀，过滤除菌，分装，-20℃避光保存。在配制和保存的过程中，注意

避光。 

2 实验方法 

2.1  A549 细胞的复苏与培养 

快速从-80℃冰箱中取出A549细胞冻存管，直接浸入装有37℃~40℃温水的烧杯中，

并不断摇晃至冻存管内细胞完全融化，一般时间控制在l-2min左右即可，在超净工作台

内，将冻存管内的细胞悬液迅速移至已加5ml培养基的离心管内，1200rpm、5min离心，

弃上清液，加入含10%FBS、1%双抗的1640培养基2mL，重悬细胞后计数，将约1×10
5

个细胞接种至培养瓶，放置于37℃、含5％CO2的培养箱培养，次日更换一次培养液，继

续培养。 

2.2 A549 细胞的传代 

选取处于对数生长期、生长状态良好且细胞密度达培养瓶瓶底80%的A549细胞，

3mLPBS清洗3遍，弃液，加入1mL含EDTA的0.25%胰蛋白酶液消化细胞，轻摇，使细胞

与消化液充分接触后作用数分钟，并于倒置显微镜下观察，当细胞质回缩使细胞分离且

变圆、脱落时，加入1mL含10%FBS的培养基终止消化，移液器吹打培养瓶瓶底至细胞

充分悬浮，转移细胞至无菌离心管，1200rpm离心5min后，弃上清液，加入含10 FBS的

1640培养基2mL重悬细胞、计数，按照1×10
4
/mL的密度接种于新的培养瓶中，48h换液1

次。 

2.3 A549 细胞的冻存 

   选取状态良好且处于对数生长期的A549细胞，消化后收集至无菌离心管中，计数细

胞后于1200rpm离心5min，弃上清液，根据细胞数目加入细胞冻存液，吹打混匀，转移

至1mL无菌冻存管中，封口，记号笔标注细胞种类、冻存日期，经过 4℃ 30min，－20℃ 

1h后转移至－80℃冰箱中。 

2.4 计数法绘制细胞生长曲线 

选取生长状态良好且处于对数生长期的A549细胞，清洗、消化、收集细胞至无菌离

心管中，1200rpm离心5min，弃上清，加入含10%FBS、1%双抗的1640培养基中，混匀、

重悬细胞并计数，调整细胞浓度为1×10
4个/mL，按照每孔1×10

4个细胞接种于24孔板中，

每组设置3个复孔，放于培养箱中培养，24h后计数3个孔的细胞数，计算平均值，此后

每24h计数一次，每次分别取3孔细胞计数，计算平均值，连续计数7d，根据细胞数绘制

http://baike.haosou.com/doc/5403235.html
http://baike.haosou.com/doc/5394699.html
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A549细胞生长曲线，计算对数增长期细胞的倍增时间，按照 Patterson 公式[32]计算：TD= 

T×Log2/(LogNt-Log N0)(T：培养时间，N0：接种起始的细胞数，Nt：培养到 T 时的细

胞数。 

2.5 激光扫描共聚焦荧光显微镜检测不同浓度的 rhPDCD5 蛋白作用细胞后 PDCD5 蛋

白表达 

    2.5.1 细胞爬片：选取生长状态良好且处于对数生长期的A549细胞，清洗后用胰蛋

白酶消化、收集细胞并重悬计数细胞，调整细胞浓度为1×10
4个/mL，将1×10

4个细胞接

种在6孔板中的玻片上，分为对照组、rhPDCD5 15 mg/L组、rhPDCD5 30 mg/L组，待细

胞爬片后，弃培养基，用PBS洗3次，加入浓度为0mg/L 、15 m g/L、30 mg/L 的rhPDCD5

蛋白的培养基，培养24h后，弃培养基，用预冷的PBS洗3次，取出玻片细胞面朝上置于

载玻片上； 

    2.5.2 固定：在盖玻片上加入冷的4%多聚甲醛至覆盖玻片，室温下固定20min，PBS

洗3次，吸水纸吸干液体； 

    2.5.3 封闭：盖玻片上加入正常山羊血清200μL，在室温下封闭30min后，不清洗，

直接用吸水纸吸干封闭液； 

    2.5.4 一抗孵育：将玻片放入湿盒，湿盒内加入一定量的PBS，盖玻片上滴加按照

1:100稀释的鼠抗人PDCD5单克隆抗体40μL，避光，4℃孵育过夜后PBS洗3次，吸水纸

吸干液体； 

    2.5.5 二抗孵育：盖玻片上滴加按照1:200稀释的羊抗鼠IgG-FITC 40μL，37℃孵育1h，

PBS洗3次，吸水纸吸干液体； 

    2.5.6 封片：将40μL甘油滴加在盖玻片上后迅速将玻片翻过，使盖玻片细胞面与载

玻片接触，封片； 

    2.5.7 检测：将载玻片置于激光扫描共聚焦荧光显微镜下观察各组细胞PDCD5蛋白

的表达情况，并记录。 

2.6 Elisa 法测不同浓度顺铂对 PDCD5 蛋白的表达影响 

    采用Elisa试剂盒检测细胞上清液中PDCD5蛋白含量，操作过程严格按照Elisa试剂盒

内说明书进行操作并设立复孔，按照标准曲线法计算上清液内PDCD5蛋白含量。具体操

作步骤如下： 

    2.6.1 标准品的稀释：将1mL标准品稀释液加入标准品中，使标准品的浓度为

40ng/mL（贮液），再取贮液250μL加入到750μL标准品稀释液中将贮液稀释为10ng/mL

后，准备7个稀释标准品的EP管，第一个 EP 管中加入1mL浓度为10ng/mL的标准品稀

释液，2-7个EP管内各加500μL标准品稀释液(0ng/mL)，取500μL 1管内的液体加入2管，

混匀后取500μL 2管内液体加入至3管，依次直至加至7管，如图所示依次倍比稀释成

10ng/mL、5ng/mL、2.5ng/mL、1.25ng/mL、0.625ng/mL、0.312ng/mL，标准品稀释液(0ng/mL) 

直接作为空白孔；  
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    2.6.2 待测样品的制备：选取生长状态良好且处于对数生长期的A549细胞，清洗后

用胰蛋白酶消化后收集细胞并计数，将2×10
5个细胞接种在6孔板，分为空白对照组（顺

铂0 mg/L）、顺铂10 mg/L组、顺铂20 mg/L组、顺铂40 mg/L组，待细胞贴壁后，弃培养

基，用PBS洗3次，加入浓度为10m g/L、20 m g/L、40 mg/L的顺铂培养基，0.9%生理盐

水作为空白对照，培养24h后弃培养基，分别加入不含EDTA的胰蛋白酶消化收集细胞，

离心收集细胞，将收集到的细胞用预冷的PBS洗3次后，将细胞放置于-20℃以下冰冻后

于室温融解，反复冻融3次，使细胞溶胀破碎，并于4℃ 1500× g 离心10 min，收集上清

备用；    

    2.6.3 加样：酶标板上分别设标准孔、待测样品孔、空白孔。标准孔内标准品的浓

度（如上图），空白孔加入100μ L的标准品稀释液，待测样品孔加入100μ L各组待测样

品，酶标板加上覆膜，置于37℃温箱中孵育2小时后弃液体，甩干； 

    2.6.4 加检测溶液A：加入检测溶液A工作液100μ L，覆膜，37℃温箱中孵育1小时，

弃液体，洗涤液洗涤后甩干； 

    2.6.5 加检测溶液B：加入检测溶液B工作液100μ L，覆膜，37℃温箱中孵育30分钟，

弃液体，甩干，洗板； 

    2.6.6 加底物溶液：每孔内加底物溶液90μ L，覆膜，37℃避光显色； 

    2.6.7 终止反应：当前3-4个孔的标准孔有明显的梯度蓝色变化，而后3-4孔梯度不明

显时，每个孔L加入50μ终止溶液终止反应； 

2.6.8 检测：终止反应后立即用酶标仪读取450nm波长处测量得到的各孔的光密度

(O.D.值)。 

2.7 MTT 比色法检测不同药物、不同浓度作用于 A549 细胞后细胞生长抑制作用 

选取生长状态良好且处于对数生长期的A549细胞，PBS清洗细胞3次，用0.25%的胰

蛋白酶消化后收集细胞并重悬计数，调整细胞浓度为5×10
4个/mL，将1×10

4个细胞接种

在96孔板，待细胞贴壁后，齐培养基，PBS清洗2次后，分别给予rhPDCD5蛋白（浓度5 

mg/L、10 mg/L、15 mg/L、30 mg/L）、顺铂（浓度分别为5 mg/L、10 mg/L、20 mg/L、
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40 mg/L），设PBS为对照组，同时设置调零孔，干预后继续培养24h，每孔加入20 μL( 5 

g/L)MTT溶液，37 ℃孵育4 h后，弃去上清液，加入150 μL DMSO溶解紫蓝色结晶，轻

轻震摇10 min，用酶联免疫标记分析仪在490nm处检测96孔吸光度，取每一处理组各复

孔的吸光度值平均值，计算增殖抑制率。增殖抑制率( %) =（1- 实验组A值/对照组A

值)×100%。生存率(%)=实验组A值/对照组A值×100% 。每组设置3个平行孔，每个实验

重复3次。 

2.8 MTT比色法检测联合用药对细胞的生长抑制作用 

    根据MTT结果及相关文献报道，选择rhPDCD5浓度15 mg/L、30 mg/L，顺铂浓度为

20 mg/L。细胞铺板方法同上，细胞培养24 h后，将细胞分为对照组、rhPDCD5组（15 

mg/L）、顺铂组（20 mg/L）、rhPDCD5 15 mg/L+顺铂20 mg/L组、rhPDCD5 30 mg/L+

顺铂20 mg/L组，干预24h后，每孔加入20 μL( 5 g/L) MTT溶液37 ℃孵育4 h后弃去上清液，

加入150 μLDMSO，轻轻震摇10 min，用酶联免疫标记分析仪在490nm处检测96孔吸光

度，增殖抑制率及生存率的计算方法同前。每组设3个平行孔，每个实验重复3次。           

2.9 流式细胞仪检测细胞凋亡 

    选取生长状态良好且处于对数生长期的A549细胞，清洗后用胰蛋白酶消化细胞，收

集细胞并计数，将2×10
5个细胞接种在6孔板，分为对照组、rhPDCD5组（15 mg/L）、

顺铂组（20 mg/L）、rhPDCD5 15 mg/L+顺铂20 mg/L组、rhPDCD5 30 mg/L+顺铂20 mg/L

组，待细胞贴壁后，弃培养基，用PBS洗3次，加入浓度20 m g/L顺铂培养基或浓度20 m 

g/L顺铂以及浓度为15 m g/L、30 mg/L rhPDCD5蛋白的培养基，培养24h后弃培养基，PBS

清洗后分别加入不含EDTA的胰蛋白酶消化收集细胞，离心，每孔加入500ul Binding 

Buffer重悬细胞，加入5 μL FITC、10 μL PI染液，避光孵育15min，用流式细胞仪检测各

组细胞凋亡率。 

2.10 流式细胞仪检测细胞周期 

    选取生长状态良好且对数生长期的A549细胞，胰蛋白酶消化后收集细胞并计数，将

1×10
6个细胞接种在6孔板，分为对照组、rhPDCD5组（15 mg/L）、顺铂组（20 mg/L）、

rhPDCD5 15 mg/L+顺铂20 mg/L组、rhPDCD5 30 mg/L+顺铂20 mg/L组，待细胞贴壁后，

弃培养基，用PBS洗3次，加入浓度20 m g/L顺铂培养基或浓度20 m g/L顺铂以及浓度为

15 m g/L、30 mg/L rhPDCD5蛋白的培养基，干预24h后弃培养基，PBS清洗后分别加入

不含EDTA的胰蛋白酶消化收集细胞，离心，重悬细胞，冷PBS洗2次，70%冰乙醇于-20℃

固定细胞24h，离心，弃乙醇，PBS洗2次，加入100μg/mL RNase 200μL于37消化30min

后加入PI50μg/mL，反应30min，上机检测。 

2.11 Caspase-3 活性荧光检测试剂盒检测各组细胞 Caspase-3 活性表达 

    Caspase-3活性表达检测的操作过程严格按照Caspase-3活性荧光检测试剂盒内说明

书进行操作。 
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    2.11.1 样品裂解：选取生长状态良好且对数生长期的A549细胞，清洗后胰蛋白酶消

化、收集细胞并计数，将2×10
6个细胞接种培养瓶内，分为对照组、顺铂组（20 mg/L）、

rhPDCD5组（15 mg/L）、rhPDCD5 15 mg/L+顺铂（20 mg/L）组、rhPDCD5 30 mg/L+

顺铂（20 mg/L）组，待细胞贴壁后，弃培养基，用PBS洗3次，加入浓度20 m g/L顺铂

培养基或浓度20 m g/L顺铂以及浓度为15 m g/L、30 mg/L rhPDCD5蛋白的培养基，培养

24h后弃培养基，分别加入不含EDTA的胰蛋白酶消化后收集细胞，用PBS洗细胞2次后

离心（2000rpm，5min），收集细胞，尽量去除PBS上清，加入100 μL冰冷的Lysis Buffer，

吹打均匀后置冰上裂解20-60min，期间漩涡震荡4次，每次10s，4摄氏度离心（10000rpm，

1min），小心吸取上清转移至新的EP管中，置冰上待用； 

    2.11.2 蛋白浓度的测定：上机检测蛋白浓度并计数； 

    2.11.3 计算各组样品所需细胞裂解上清（含100-200 μg蛋白）； 

    2.11.4 空白孔的设置：以30μL Lysis Buffer+50μL 2×Reaction Buffer+20μL 双蒸水作

为空白对照； 

    2.11.5 检测：用移液器分别吸取30 μL含100-200 μg蛋白的细胞裂解上清，再加入50 

μL的2×Reaction Buffer（50 μL 2×Reaction Buffer加入0.5μL DTT），然后加入10μL 双蒸

水，加入10μL Caspase-3 Substrate反应液（19.5μL 2×Reaction Buffer+0.5μL Caspase-3 

Substrate ），并于37℃避光孵育1.5小时，用酶标仪测定荧光强度（激发波长=485nm，

发射波长=535nm）； 

    2.11.6 计算：诱导剂组Caspase-3的活化程度根据RFU诱导剂\RFU阴性对照的倍数来

确定凋亡。 

2.12 统计学方法 

    应用SPSS 17.0统计软件进行统计数据分析，计量资料以 x ±s表示，多组间差异用单

因素方差分析，组间多重比较采用LSD法(方差齐)或Dunnett's T3法(方差不齐)，以P<0.05

认为差异有统计学意义。 
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结   果 

(ResuLts) 

1 A549细胞的生长曲线和倍增时间 

   计数 d1-d7 共七天 A549 细胞生长数目，如表 1，生长曲线的绘制如图 1，接种于 24

孔板上的 A549 细胞在培养的 d1～d2 增长速度缓慢，当培养至 d3～d5 时，细胞增长速

度加快，并进且入细胞的对数生长期，至 d6 时，细胞进入平台期。A549 细胞倍增时间

为 18h。 

表 1 A549 细胞计数 

Table 1 The number of A549 cells 

天数 1 2 3 4 5 6 7 

细胞数（×10
4

个） 
1.00±0.25 1.47±0.13 2.2±0.10 4.03±0.25 7.88±0.15 10.50±0.50 12.28±0.26 

 
图 1  A549 细胞生存曲线 

Fig.1 A549 cell’s survival curve  

2 激光扫描共聚焦免疫荧光显微镜检测不同浓度的rhPDCD5蛋白对A549细

胞PDCD5蛋白表达的影响 

    不同浓度的 rhPDCD5 蛋白（0mg/L、15mg/L、30mg/L）作用于 A549 细胞 24h 后，

激光扫描共聚焦荧光显微镜结果如图 2所示，三组的绿色荧光强度分别为A：10.71±0.25，

B：15.76±0.18，C：19.35±0.10，随着 rhPDCD5 蛋白浓度的增加，细胞内 PDCD5 蛋白

表达增加（F=531.235，P<0.001），结果表明随着体外 rhPDCD5 蛋白浓度的增加，细胞

内的 PDCD5 蛋白亦增加，rhPDCD5 蛋白可以使细胞内 PDCD5 蛋白的表达增加进而发

挥作用。 
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          A                   B                   C 

 注：A：rhPDCD5 蛋白浓度：0mg/L、B：rhPDCD5 蛋白浓度：15mg/L、C：rhPDCD5 蛋白浓度：

30mg/L 

图 2 ：激光扫描共聚焦荧光显微镜检测不同浓度的 rhPDCD5 蛋白对 A549 细胞 PDCD5 蛋白表达的

影响。 

Fig. 2 LSCFM assay showed that the PDCD5 protein expression is up-regulated in A549 cells as 

the increased of concentrations rhPDCD5 protein.  

3 ELISA法检测不同浓度的顺铂对A549细胞PDCD5蛋白表达的影响 

    标准品结果如表 2 所示，根据方程: y = (A - D) / [1 + (x/C)^B] + D，得标准曲线为 y 

= (2.61485+0.2605) / [1 + (x/3.35378)^（-0.94924）] -0.2605，不同浓度的顺铂（0mg/L、

10mg/L、20mg/L、40mg/L）作用于 A549 细胞 24h 后，细胞液内 PDCD5 蛋白表达量分

别为 0.2692±0.0001、0.2723±0.0002、0.2754±0.0002、0.2773±0.0002（如图 4），方差齐

性检验，F=1.021，P=0.433，方差齐。组间比，差异有统计学意义（F=354.125，P<0.001），

组内两两 LSD 比较显示，P<0.001，各组间差异有统计学意义，表明随着顺铂浓度的增

高，细胞内的 PDCD5 蛋白的量增加，PDCD5 参与顺铂损伤 DNA 的过程，从而是顺铂

可以促进细胞内 PDCD5 蛋白的表达。 

表 2 标准品结果及计算值 

Table 2 The standard results and the calculated value 

X Y Y-平均值 CV（%） Y-计算值 Y 残差 

0.312 0  0.0126 0.0126 

0.625 0.249  0.2246 -0.0244 

1.25 0.543  0.549 0.006 

2.5 0.958  0.978 0.02 

5 1.468  1.4465 -0.215 

10 1.855  1.8623 0.0073 
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图 3 标准曲线 

Fig. 3 The standard curve 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 4 Elisa 检测不同浓度的顺铂对 A549 细胞 PDCD5 蛋白表达的影响 

*表示与对照组相比 P<0.001 

Fig. 4  The impact of different concentrations of cisplatin on the cell
，

s expression of PDCD5 protein  

4 单药MTT结果 

将不同浓度的 rhPDCD5 蛋白作用于 A549 细胞 24h 后，各组间结果如表 3 所示，随

着 rhPDCD5 蛋白浓度的增大，各组间细胞增殖抑制率相差不大，F=0.114，P=0.949，结

果无统计学意义；而将不同浓度的顺铂作用于 A549 细胞 24h 后，各组结果如表 3 所示，

随着顺铂浓度的不断递增，A549 细胞的增长繁殖受到影响，且随着顺铂浓度的不断增

加，顺铂对 A549 细胞的抑制作用呈逐步增强趋势，药物剂量与细胞增殖抑制率呈正相

关，F=88.564，P<0.001，各组间差异有统计学意义，表明 rhPDCD5 单独作用于细胞不

能发挥作用，随着顺铂浓度的增高，顺铂可以抑制 A549 细胞的增殖。 

 

 

* 

* 
* 
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表 3 不同浓度 rhPDCD5 蛋白和顺铂单药对 A549 细胞增殖抑制率的影响 

Table 3 The impact of different concentrations of rhPDCD5 protein and cisplatin on the A549 cell 

proliferation inhibition rate 

 

分组 
抑制率(%)( x ±s，n=3) 

RhPDCD5 蛋白  

0 mg/L 0.00±0.00 

5 mg/L 3.75±7.68 

10 mg/L 2.77±6.09 

15 mg/L 1.11±6.56 

30 mg/L 3.64±4.21 

顺铂  

0 mg/L 0.00±0.00 

5 mg/L 12.66±1.16* 

10 mg/L 23.22±9.02* 

20 mg/L 51.40±2.50* 

40 mg/L 57.49±4.61* 

*表示与对照组相比 P<0.001 

5 MTT法检测rhPDCD5蛋白联合顺铂对A549细胞细胞增殖的影响   

对照组、rhPDCD5 组、顺铂组、rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组、rhPDCD5 30 

mg/L+顺铂 20 mg/L 组的抑制率分别为（0.00±0.00）%、（0.6±1.07）%、（49.67±1.43）%、

（68.17±1.49）%、（78.03±0.94）%（如图 5），方差齐性检验，F=2.842，P=0.082，方

差齐。组间比，差异有统计学意义（F=1095.472，P<0.001）。组内两两 LSD 比较显示，

rhPDCD5 组与对照组相比，差异无统计学意义（P=0.712），顺铂组与联合用药组相比，

差异有统计学意义（P 均<0.001），rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组与 rhPDCD5 30 

mg/L+顺铂 20 mg/L 组相比，差异有统计学意义（P<0.001），表明两药合应用较单用顺

铂对 A549 细胞体外杀伤作用增强，且随着 rhPDCD5 蛋白浓度的升高，药物对 A549 细

胞体外杀伤作用更强。 
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图 5 rhPDCD5 蛋白联合顺铂对 A549 细胞细胞增殖的影响 

*表示 P<0.001 

Fig .5 The influence of different treatment on the A549 cell proliferation inhibition rate 

6 流式细胞仪检测rhPDCD5蛋白联合顺铂对肺腺癌A549细胞周期的影响 

     应用流式细胞仪检测对照组、rhPDCD5 组、顺铂组、rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 

mg/L 组、rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组五组间周期差异，如图 6，各组间 G0/G1

期所占比分别为（26.43±0.95）%、（27.34±0.34）%、（47.88±0.39）%、（59.75±0.38）%、

（73.78±2.11）%，组间比差异有统计学意义（F=365.501，P<0.001），方差齐性检验，

F=2.607，P=0.10，方差齐，组内 LSD 法两两比较，单用 rhPDCD5 组与对照组相比差异

无统计学意义（P=0.564），其与各组两两比较，差异有统计学意义（P<0.001），G0/G1

期所占比逐渐增多，而合成增殖的 S 期逐渐减少，从而阻滞细胞于 G0/G1 期，表明

rhPDCD5 蛋白联合顺铂能抑制细胞内的 DNA 合成，从而抑制细胞增殖。 
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注: A 对照组； B rhPDCD5 组；C 顺铂组； 

 C  rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组；D rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组 

图 6 流式细胞仪测不同处理方法对细胞周期的影响 

*表示 P<0.001 

Fig.6 The influence of different treatmenton on the cell cycle 

7 流式细胞仪检测rhPDCD5蛋白联合顺铂对细胞凋亡影响 

应用 Annexin V-FITC/PI 细胞凋亡检测试剂盒检测对照组、rhPDCD5 组（15 mg/L）、

顺铂组、rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组、rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组五组

间凋亡差异，结果如图 7，早期凋亡率分别为 (6.563±0.49)%、 (5.07±0.49)%、

（22.31±0.64）%、（43.30±0.62）%、（64.25±0.54）%，方差齐性检验，F=0.224，P=0.919，

方差齐。组间比较，差异有统计学意义（F=2054.594，P<0.001）。组内两两 LSD 比较

显示，对照组与 rhPDCD5 组（15 mg/L）差异无统计学意义（P=0.088），其余各组两两

比较均有统计学意义（P 均<0.001），表明两药合应用较单用顺铂对 A549 细胞凋亡作

用增强，且随着 rhPDCD5 蛋白浓度的升高，药物对 A549 细胞凋亡作用更强。 
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注: A 对照组； B rhPDCD5 组；C 顺铂组； 

 C  rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组；D rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组 

图 7 流式细胞仪测不同处理方法对细胞凋亡的影响 

*表示 P<0.001 

Fig. 7: rhPDCD5 facilitates cisplatin-induced A549 cell apoptosis.  

8 活性荧光检测试剂盒检测rhPDCD5蛋白联合顺铂对A549细胞Caspase-3活

化表达的影响 

测得对照组、rhPDCD5组、顺铂组、rhPDCD5 15 mg/L +顺铂20 mg/L组、rhPDCD5 

30 mg/L+顺铂20 mg/L组五组蛋白浓度分别为30.077 mg/mL、31.042 mg/ml、5.476 

mg/mL、11.452 mg/mL、10.428 mg/mL，分别吸取150μg蛋白测得各组间Caspase-3的活

化程度分别为2.28±0.06、2.26±0.13、3.93±0.25、9.76±0.11、11.62±0.24（如图8），各组

间差异有统计学意义（F=877.907，P<0.001）。方差齐性检验，F=2.305，P=0.13，方差

齐。组内两两LSD比较显示，组内两两LSD比较显示，对照组与rhPDCD5组（15 mg/L）

差异无统计学意义（P=0.947），其余各组间差异均有统计学（P均<0.001），表明与对

照组及顺铂组相比，两药联合后能够使caspase-3活化进一步增强，两药合应用较单用顺

铂对caspase-3活性作用增强，细胞凋亡增加，且随着rhPDCD5蛋白浓度的升高，活化作

用进步增强促进细胞凋亡。 
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注: A 对照组； B rhPDCD5 组；C 顺铂组； 

C  rhPDCD5 15 mg/L +顺铂 20 mg/L 组；D rhPDCD5 30 mg/L+顺铂 20 mg/L 组 

图 8 活性荧光检测试剂盒检测 A549 细胞 Caspase-3 活化的表达 

*表示 P<0.001 

Fig. 8: The influence of different treatment on the expression of cleaved Caspase-3 
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讨   论 

(Discussions) 

 

当前，肺癌已被视为最为常见的恶性肿瘤之一，其发病率和死亡率是全球最高的恶

性肿瘤之一，并呈逐年上升趋势，对人类健康与生命构成极大威胁。每年因肺癌死去的

人数约为 140 万[33]，其中，非小细胞肺癌约占 80%
[34,35]，数据如此庞大是因为到目前

为止，肺癌发生的确切病因尚不明确，而早期由于诊断的局限性而不易被诊断，到中晚

期，患者虽然已诊断但却失去了手术机会，且肿瘤转移快、恶性程度高，对于这部分患

者，系统化疗则成为主要手段。目前，以铂类为基础的联合化疗方案是临床治疗晚期非

小细胞肺癌的最常用治疗方案，而顺铂是最常用的铂类药物之一，也是最为有效的药物

之一，但是由于有效率低、极易发生耐药使顺铂的疗效降低以及毒副反应，最终导致化

疗失败。因此，在肺癌化疗方面，寻找既不会增加药物不良反应又可以减少化疗药物的

抗药性进而提高化疗疗效的新方法受到极大的关注[9,10]。为了寻找解决这一问题的可能

方法，我们以肺腺癌 A549 细胞株为研究对象，通过激光扫描共聚焦显微镜、ELISA 观

察 rhPDCD5 蛋白以及顺铂对细胞 PDCD5 蛋白的表达影响，同时在不增加顺铂剂量的前

提下，加入 rhPDCD5 蛋白，通过 MTT、流式细胞术体外观察 rhPDCD5 蛋白联合顺铂

对 A549 细胞增殖、凋亡与周期的影响，并探讨其促进凋亡的可能机制，观察 rhPDCD5

对顺铂化疗敏感性的影响及其可能机制，为非小细胞肺癌化学治疗提供新的可行的方

案。 

1 RhPDCD5蛋白单独应用对A549细胞的作用 

细胞凋亡是一个极为复杂的多基因参与的调节过程，机体最终保持平衡是由于凋亡

抑制因子和凋亡促进因子相互作用的结果。而且，细胞是否进入程序性死亡阶段取决于

凋亡促进因子和凋亡抑制因子相互作用的最终结果。PDCD5 基因是由北大人类疾病基

因中心从 TF-1 细胞株中分离得到，它属于凋亡调控正基因，在人类多种恶性肿瘤细胞

中表达下降，如胃癌细胞[36]、骨肉瘤细胞[37]、软骨肉瘤细胞[29]、乳腺癌细胞[31]、慢性

粒细胞性白血病细胞[30]、神经胶质瘤细胞[27]、肝癌细胞[38]等。随着研究的深入以及

rhPDCD5 蛋白制备的成功发现，细胞中转入 PDCD5 基因或者导入重组人 PDCD5 蛋白

后，细胞不会出现增殖抑制等变化，但如果同时联合放化疗处理等其他诱导凋亡的因素，

细胞可以发生明显凋亡，表明 PDCD5 蛋白可通过促进其他诱导凋亡因素引起的细胞凋

亡，但却不能如化疗药物一样直接诱导细胞凋亡。 

本研究 MTT、流式细胞仪及 Caspase-3 活性表达检测结果显示，单独应用 rhPDCD5

蛋白，与空白对照组相比差异无统计学意义(P 均>0.05)，但 rhPDCD5 蛋白与顺铂联合后，

顺铂诱导 A549 细胞凋亡的能力增强(P<0.01)，细胞周期发生阻滞（P<0.001）表明

rhPDCD5 蛋白单独应用对 A549 细胞无杀伤作用，必须加入诱导凋亡因素才能发挥促进

凋亡作用，这一结果与王艳芳在白血病 U937 细胞株的结果一致[39]，但王巍[40]、王海斌
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[41]等研究结果不一致，王巍等发现在胃癌细胞株 SGC-7901 加入 rhPDCD5 蛋白或转染

含 PDCD5 质粒后，胃癌细胞增殖均受到明显抑制；王海斌等发现在骨肉瘤 U2-OS 细胞

株中 PDCD5 基因过表达，撤除血清后转染重组质粒组细胞的增殖被明显抑制，可见

rhPDCD5 蛋白单独应用是否对细胞增殖起到抑制作用的说法尚不统一，考虑到一方面可

能与细胞株的选择不同而其癌变机理存在差异从而导致的结果不一致，另一方面可能对

于细胞撤除血清等操作也可作为诱导凋亡的方式，而 PDCD5 蛋白可促进诱导凋亡导致

细胞增殖受到抑制，提示我们操作需严谨谨慎，PDCD5 极可能是一种凋亡促进剂，而

非凋亡诱导剂。PDCD5 作为一种凋亡促进蛋白，能够抑制某些肿瘤的生长，并加速凋

亡的发生，在成熟的组织细胞增殖分化和内环境中发挥着重要的负调节作用。 

2 RhPDCD5蛋白对A549细胞内PDCD5蛋白的影响 

本研究以肺腺癌 A549 为研究对象，外在加入不同浓度的 rhPDCD5 蛋白，应用激光

扫描共聚焦显微镜技术检测到随着 rhPDCD5 蛋白浓度的升高，细胞内 PDCD5 蛋白表达

增强，rhPDCD5 蛋白可以使细胞内 PDCD5 蛋白增加。最早，Spinola 等人以德国和意大

利人群为研。究对象，研究发现正常肺组织中 PDCD5 的 mRNA 表达水平较肺腺癌组织

PDCD5 的 mRNA 表达高 2.4 倍[21]。随后中国学者赵青等也采用免疫组化、Real-time PCR

等方法研究发现在非小细胞肺癌患者癌组织 PDCD5蛋白的表达及mRNA的表达均低于

癌旁组织中的结果，且随肺癌病理分级降低、TNM 分期的上升及淋巴结转移而下降，

以上结果均表明PDCD5蛋白在肺癌组织中比正常组织表达下降【22】。Wang等将 rhPDCD5

蛋白用荧光标记以及亚克隆和缺失诱导形成 PDCD5-FITC 及 EGFP-PDCD5，利用时间

推移成像、荧光显微镜及电子显微镜等技术研究发现，rhPDCD5 蛋白可以通过与细胞表

面的 HSPGs（Heparan Sulfate Proteoglycans，硫酸乙酰肝素蛋白聚糖）连接以及依赖于

脂筏的网格蛋白的内吞途径进入细胞发挥重要作用[28]。 

3 顺铂对肺腺癌A549细胞释放PDCD5蛋白的影响 

   我们的研究表明，随着顺铂浓度的增加，A549 细胞表达的 PDCD5 蛋白增加。Chen

等以软骨肉瘤 SW1353 细胞为研究对象，利用 Western-blot 以及 qRT-PCR 发现顺铂处理

后的 SW1353 细胞内 PDCD5 蛋白以及 PDCD5 基因白表达均增加，且具有时间依赖性

及浓度依赖性[29]；Wang 等亦报道，紫杉醇处理过的乳腺癌细胞内 PDCD5 蛋白表达上

调，且随着紫杉醇浓度的增加以及作用时间的延长，PDCD5 蛋白表达呈上升趋势[31]。

基于以上研究，表明 PDCD5 可能在细胞 DNA 损伤中起着一定的作用，PDCD5 表达的

恢复可以加速细胞凋亡。 

4 RhPDCD5蛋白对顺铂诱发凋亡及Caspase-3的活化的影响 

细胞凋亡这一概念是在 1972 年由澳大利亚病理学家 Keer 等初次提出来的，其定义

是生理或病理条件下细胞，因基因调控而使其发生主动的程序化死亡的过程[42]。细胞凋

亡的过程极其复杂，它由多个阶段、多种基因以及多组系统等共同参与。虽然目前对于



rhPDCD5 蛋白对肺腺癌 A549 细胞化疗作用研究 

 22 

参与细胞凋亡的细胞因子以及基因等都尚处于研究阶段，但是肿瘤细胞凋亡减少以及化

疗药物通过某些通路诱导凋亡发生进而发挥细胞毒作用杀灭肿瘤细胞却已经非常明确，

而凋亡通路上某些细胞因子功能缺陷或凋亡通路的阻滞可以导致肿瘤细胞对化疗药物

耐药以致导致治疗失败。因此，化疗药物对某种肿瘤细胞是否敏感可以根据其诱导的肿

瘤的细胞凋亡的程度来评价。 

已有研究证明，rhPDCD5 蛋白或 PDCD5 基因可以联合顺铂促进多种细胞的凋亡，

如软骨肉瘤细胞[29]、神经胶质瘤细胞[35]等，但在肺腺癌中的研究还未发现。我们的研究

发现，在肺腺癌 A549 细胞中，外源性加入 rhPDCD5 蛋白，顺铂诱导的 A549 细胞增加

（F=1908.874，P<0.01），且随着 rhPDCD5 蛋白浓度的增高，凋亡越高（P<0.01）。基

于以上研究表明，顺铂不仅可以促进顺铂诱导的骨肉瘤细胞、神经胶质细胞凋亡，同时

PDCD5 也可以促进顺铂诱导的 A549 细胞凋亡，为非小细胞肺癌的治疗提供了新的理论

依据。 

截止目前为止，细胞凋亡的机制研究主要围绕 Caspase 依赖的凋亡通路，而根据起

始激活的 Caspase 不同，将 Caspase 依赖的凋亡通路又分为：1）起始于线粒体，是线粒

体内细胞色素 C 释放至细胞质，形成细胞色素 C-凋亡相关因子 1 的多聚体，导致

Caspase-9 活化的内源性途径又称为线粒体途径；2）起始于细胞表面死亡受体，通过连

接蛋白转导信号，使凋亡诱导复合物形成，活化 Caspase-8 的外源性途径，又称为死亡

受体途径；3）由内质网应激导致 Caspase-12 激活再进而导致 Caspase-9 剪切活化的内质

网途径，因此 Caspase 家族的激活在细胞凋亡过程中起着关键作用，被认为是引起凋亡

的直接效应物[43]。而活化的 Caspase-8、Caspase-9、Caspase-12 最后均可以活化切割

Caspase-3，执行细胞凋亡，因此，Caspase-3 在细胞凋亡过程中是重要的细胞因子以及

主要效应分子，在细胞凋亡过程中起最后执行者的作用，其活化标志着凋亡进入不可逆

阶段[44]
 ，而其在细胞中表达量高低与细胞凋亡率密切相关。 

迄今为止，PDCD5 蛋白高表达使凋亡率增高的机制尚不清楚，目前的研究主要倾

向于：第一、PDCD5 可以作用于组蛋白乙酰转移酶 Tip60 的上游，并能够与其相互作用，

而且可以增加 Tip60 的稳定性，同时也可以通过使 Tip60 介导的组蛋白乙酰化（HAT）

增强，进而使下游凋亡相关分子 Bax（属于 Bcl-2 家族成员，而 Bcl-2 家族可以通过控

制线粒体内膜以及外膜的通透性影响细胞内源性凋亡途径）的表达上调，从而促进 DNA

损伤诱导的细胞凋亡[45]；第二、PDCD5 可以直接和 Caspase-3 结合并可以通过延长活化

的 Caspase-3 半衰期，发挥 Caspase-3 正调节的效应，促进细胞凋亡[31]。第三、PDCD5

通过在 p53（肿瘤抑制基因，可以参与到细胞周期、凋亡、自噬等细胞生物学活性）通

路发挥作用进而影响细胞凋亡，其又有两条作用途径：一是 PDCD5 可以与 p53 以及 p53

的 E3 连接酶 MDM2（可以介导 P53 的泛素化和出核）直接结合，形成 PDCD5-MDM2-P53

蛋白，PDCD5 与 MDM2 竞争结合 p53，保护 p53 使其维持稳定[46]，进而促进肿瘤细胞

的凋亡，二是通过 PDCD5 与组蛋白乙酰化转移酶 Tip60 之间的相互作用影响 p53 的磷

酸化，乙酰化 p53 赖氨酸 120 位，进而使下游凋亡相关分子 Bax 的表达上调，促进细
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胞凋亡。众所周知，p53 是抑癌基因，当正常细胞内的 DNA 发生损伤并且不能修复时，

通过各种途径使 p53 维持稳定并通过细胞凋亡途径的执行者 Caspase-3 引起细胞凋亡，

使受损的细胞发生凋亡，避免了受损细胞细胞演变成癌细胞，相反，若 p53 的作用受到

抑制，细胞凋亡发生紊乱，则受损的细胞异常增殖，最终演化为肿瘤。以上研究均提示

PDCD5 蛋白可能通过各种通路影响 Caspase-3 的表达进而发挥重要的抗肿瘤作用。 

本研究结果亦显示，rhPDCD5 蛋白联合顺铂能够促进肺腺癌 A549 细胞株细胞凋亡，

且随着 rhPDCD5 蛋白的浓度的增加，细胞凋亡率增加，且通过活性荧光检测 Caspase-3

的活化程度结果显示顺铂能够激活 A549 细胞中的 Caspase-3 的活化，联合用药能够进

一步激活细胞内 Caspase-3 的活化，从而促进肿瘤细胞凋亡。在肺癌 PDCD5 与 Caspase-3

的研究中，张雪梅等研究亦发现 PDCD5 和 Caspase-3 在非小细胞肺癌患者癌旁正常肺组

织中表达明显高于癌组织，且二者在肺癌中的表达随 NSCLC 临床分期的上升及组织学

分级的下降逐渐减弱[24]，这提示 PDCD5 与 Caspase-3 在 NSCLC 中发挥着重要的作用。

基于以上结果，我们推断 PDCD5 蛋白联合顺铂可能通过激活 Caspase-3 相关凋亡途径导

致细胞核 DNA 片段化等一系列凋亡反应的发生而诱导 A549 细胞凋亡。 

5 RhPDCD5联合顺铂对肺腺癌A549细胞株细胞周期的影响 

前文已经指出，PDCD5 可以通过与组蛋白乙酰化转移酶 Tip60 之间的相互作用影响

p53 磷酸化，而磷酸化的 p53 可以参与 G1 期阻滞相关基因 p21 的转录调控，使 p21 的

表达上调，引起细胞周期阻滞[46]，使受损的细胞拥有足够的时间进行 DNA 修复或使肿

瘤细胞 DNA 复制时间延长，进而使受损的细胞恢复正常或着使肿瘤细胞生长阻滞。顺

铂属于周期非特异性药物，可以使细胞阻滞在细胞分裂的各个时期，本研究结果显示，

通过流式细胞仪检测到单用 rhPDCD5 组，与对照组相比，A549 细胞处于 G0/G1期的比

例无差异，而当顺铂联合 rhPDCD5 蛋白后可以发现 A549 细胞 G0/G1 期所占比列逐渐增

多，而合成增殖的 S 期逐渐减少，从而阻滞细胞于 G0/G1 期，表明 rhPDCD5 蛋白联合

顺铂能抑制细胞内的 DNA 合成，从而抑制细胞增殖，且随着 rhPDCD5 的浓度升高，阻

滞作用增强。我们的这一结果却与 Han 等[37]在骨肉瘤的研究结果相反，Han 等将截断的

PDCD5 基因转染到骨肉瘤 MG-63 细胞，发现转染 PDCD5 的基因的细胞 G1 期比例降低，

但 G2 期细胞所占的比例比未转染的细胞高 1.4-1.7。研究结果的差异可能与所用阻滞细

胞周期的药物有差异或 PDCD5 可能通过多种复杂途径影响细胞周期，我们还需要更深

入的去了解 PDCD5 基因。 

6 前景与展望 

综上所述，我们的研究发现，PDCD5 基因对非小细胞肺癌细胞的细胞凋亡及细胞

周期起着非常重要作用，通过将 rhPDCD5 蛋白外源性加入到肺腺癌 A549 细胞内使细胞

内 PDCD5 蛋白高表达可以明显促进顺铂诱导的细胞凋亡及细胞周期的阻滞，进而使顺

铂对 A549 细胞的化疗敏感性得到提高。PDCD5 作为我国自行研究发现的新的凋亡相关

蛋白，能够非常有效的使细胞凋亡得到促进以及使细胞的生长得到抑制，对细胞生长过
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程发挥重要作用。因此，PDCD5 具有很值得期待研究价值及应用前景。近年来，随着

国内外对 PDCD5 基因的动态表达以及其在细胞凋亡过程中的作用及发生机制等的研究

逐渐增多及深入，其与肿瘤发生、发展的关系以及其抗肿瘤的作用亦被逐渐发现。目前

研究发现 PDCD5 蛋白在口腔鳞癌食管癌[47]、肝癌[48]、食管癌[49]、大肠癌[50]等多种肿瘤

组织中表达降低，且随着肿瘤的发展，PDCD5 的表达更低，那动态检测其表达状态及

表达量，对于肿瘤的早期发现、早期诊断以及判定肿瘤的生长状况具有重要的临床检测

价值。PDCD5 增强肿瘤药物化疗敏感性的研究亦逐渐增多，若将 PDCD5 作为肿瘤治疗

的靶点，与药物协调应用，可以明显减轻患者化疗不良反应进而增加患者化疗的耐受性，

以及明显增强化疗疗效，对于将来的个性化的肿瘤治疗应该会大有裨益。 
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结   论 

Conclusion 

    1.RhPDCD5 蛋白可以进入细胞发挥作用，顺铂可以促进 A549 细胞内 PDCD5 蛋白

的表达； 

2.单独应用对 A549 细胞无杀伤作用； 

    3.RhPDCD5 蛋白联合顺铂将细胞周期阻滞于 G0/G1 期，抑制肺腺癌,细胞增殖； 

4.RhPDCD5 蛋白联合顺铂使肺腺癌 A549 细胞 Caspase-3 活化增强，促进细胞凋亡。 
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文献综述 

(Review) 

 

促凋亡基因 PDCD5 与肿瘤研究进展 

【摘要】 细胞凋亡信号通路和机制的异常是肿瘤得以发生发展的原因之一。程序性细

胞死亡因子 5(programmed cell death 5, PDCD5)是由北京大学人类疾病基因中心克隆的

凋亡相关新基因，具有肿瘤抑制作用，在白血病、卵巢癌、胃癌和肺癌等恶性肿瘤中表

达下调甚至缺失，其在肿瘤的发生发展中具有重要的意义，随着对 PDCD5 在肿瘤中表

达异常的机制的深入研究，PDCD5 有望成为一个具有重要治疗价值的肿瘤治疗靶点。 

【关键词】 PDCD5，肿瘤，相关性 

Recent advances on promoting apoptosis gene PDCD5 and tumor 

【Abstract】 The dysfunction of cell apoptosis signaling is involved in carcinogenesis. The 

programmed cell death 5 is a new apoptosis related gene cloned in the human disease center 

of Peking University. The PDCD5 has the function of tumor inhibition, and plays an 

important role in the development of cancer. Furthermore it has been reported that the 

expression of PDCD5 is down-regulated and even deleted in some kinds of malignant tumors, 

such as leukemia, ovarian, gastric and lung cancer. Increasing new findings on the precise role 

of PDCD5 in the regulation of cancer development provide new insights into the potential use 

of PDCD5 as a target for the prevention and treatment of cancer.  

【Keywords】 Programmed cell death 5, tumor, correlation 

引言 

细胞凋亡这一概念是在 1972 年由澳大利亚病理学家 Keer 等初次提出来的，其定义

是生理或病理条件下细胞，因基因调控而使其发生主动的程序化死亡的过程[1]。细胞凋

亡的过程极其复杂，它由多个阶段、多种基因以及多组系统等共同参与。虽然目前对于

参与细胞凋亡的细胞因子以及基因等都尚处于研究阶段，但是肿瘤细胞凋亡机制的异常

是导致肿瘤逃脱免疫细胞的攻击，产生免疫豁免，使肿瘤得以生存和发展的重要原因
[2-4]，亦是导致肿瘤耐药性的重要因素之一[5,6]。程序化细胞死亡因子 5(Programmed Cell 

Death 5, PDCD5) 基因是由北京大学人类疾病基因中心 1999 年在国际上首先报道的一

个人类新基因[7]，它在人体 50 多种组织中均有表达，参与调控细胞凋亡过程[6,8,9]。 

PDCD5 基因简介 

PDCD5 是北京大学医学部医学免疫学重点实验室在国际上首先报道的一个人类新

基因，由白血病细胞株 TF-1 细胞中克隆得到的，是我国拥有自主知识产权的新功能基

因[7]。PDCD5 定位于染色体 19q12-q13. 1，由 6 个外显子和 5 个内含子组成，全长基因

约有 6Kb，cDNA 全长为 559 个碱基，由 6 个外显子构成，第 25~399 位碱基读码框架

编码 125 个氨基酸的蛋白质，计算机分析及 Western Blot 均证实其相对分子质量为

14×10
4，等电点为 5. 65。研究表明 PDCD5 的 mRNA 在 50 种人类组织中均有表达,在造

血系统和成年的心脏、睾丸、肾脏、肾上腺及胎盘中高表达，其中胚胎组织表达明显低
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于成年组织，PDCD5 在种属进化过程中是高度保守的基因，并且随着种属从低等到高

等的进化，同源性不断增加，PDCD5 基因的进化保守性提示它是具有重要生物学功能

的基因[7,10]。 

PDCD5 与凋亡的关系 

细胞凋亡的机制研究主要围绕 Caspase 依赖的凋亡通路，而根据起始激活的 Caspase

不同，将 Caspase 依赖的凋亡通路又分为：1）起始于线粒体，是线粒体内细胞色素 C

释放至细胞质，形成细胞色素 C-凋亡相关因子 1 的多聚体，导致 Caspase-9 活化的内源

性途径又称为线粒体途径；2）起始于细胞表面死亡受体，通过连接蛋白转导信号，使

凋亡诱导复合物形成，活化 Caspase-8 的外源性途径，又称为死亡受体途径；3）由内质

网应激导致 Caspase-12 激活再进而导致 Caspase-9 剪切活化的内质网途径，因此 Caspase 

家族的激活在细胞凋亡过程中起着关键作用，被认为是引起凋亡的直接效应物[11]。而活

化的 Caspase-8、Caspase-9、Caspase-12 最后均可以活化切割 Caspase-3，执行细胞凋亡，

因此，Caspase-3 在细胞凋亡过程中是重要的细胞因子以及主要效应分子，在细胞凋亡

过程中起最后执行者的作用，其活化标志着凋亡进入不可逆阶段[12]
 ，而其在细胞中表

达量高低与细胞凋亡率密切相关。 

迄今为止，PDCD5 蛋白高表达使凋亡率增高的机制尚不清楚，目前的研究主要倾

向于：第一、PDCD5 可以作用于组蛋白乙酰转移酶 Tip60 的上游，并能够与其相互作用，

而且可以增加 Tip60 的稳定性，同时也可以通过使 Tip60 介导的组蛋白乙酰化（HAT）

增强，进而使下游凋亡相关分子 Bax（属于 Bcl-2 家族成员，而 Bcl-2 家族可以通过控

制线粒体内膜以及外膜的通透性影响细胞内源性凋亡途径）的表达上调，从而促进 DNA

损伤诱导的细胞凋亡[13]；第二、PDCD5 可以直接和 Caspase-3 结合并可以通过延长活化

的 Caspase-3 半衰期，发挥 Caspase-3 正调节的效应，促进细胞凋亡[14]。第三、PDCD5

通过在 p53（肿瘤抑制基因，可以参与到细胞周期、凋亡、自噬等细胞生物学活性）通

路发挥作用进而影响细胞凋亡，其又有两条作用途径：一是 PDCD5 可以与 p53 以及 p53

的 E3 连接酶 MDM2（可以介导 P53 的泛素化和出核）直接结合，形成 PDCD5-MDM2-P53

蛋白，PDCD5 与 MDM2 竞争结合 p53，保护 p53 使其维持稳定[15]，进而促进肿瘤细胞

的凋亡，二是通过 PDCD5 与组蛋白乙酰化转移酶 Tip60 之间的相互作用影响 p53 的磷

酸化，乙酰化 p53 赖氨酸 120 位，进而使下游凋亡相关分子 Bax 的表达上调，促进细

胞凋亡。众所周知，p53 是抑癌基因，当正常细胞内的 DNA 发生损伤并且不能修复时，

通过各种途径使 p53 维持稳定并通过细胞凋亡途径的执行者 Caspase-3 引起细胞凋亡，

使受损的细胞发生凋亡，避免了受损细胞细胞演变成癌细胞，相反，若 p53 的作用受到

抑制，细胞凋亡发生紊乱，则受损的细胞异常增殖，最终演化为肿瘤。 

将 PDCD5 利用大肠杆菌表达重组蛋白或真核表达载体导入多种细胞后，细胞变化

不明显，但如果联合其他诱导凋亡的因素，如加入化疗药物处理、撤销细胞因子、射线

照射治疗等，细胞可以发生明显凋亡，表明 PDCD5 蛋白可促进多种细胞凋亡，但却不

能直接诱导其凋亡[16]。PDCD5 的反义寡核苷酸可以部分抑制 VP16 诱导的 Jurkat 细胞的
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凋亡，并能部分抑制Caspase-3的活性，ELISA 试验证实 PDCD5可以结合活化Caspase-3，

并且纯化的 PDCD5 重组蛋白可以明显延长活化的胱天蛋白酶-3 的体外半衰期，提示

PDCD5 可能作为 Caspase-3 的正调控分子参与细胞凋亡[7]。PDCD5 蛋白在凋亡过程中不

仅表达增加，而且在凋亡早期出现明显核转位现象[17]。重组 PDCD5 蛋白可以促进肝线

粒体膜通透性转运孔的开放，导致膜电位降低和细胞色素 C 的释放，这表明 PDCD5 可

能通过线粒体损伤加速细胞凋亡[18,19]。 

PDCD5 与呼吸系统肿瘤 

近年来，随着环境污染的逐渐加重以及吸烟人口的与日俱增，肺癌的发病率以及死

亡率亦随着呈逐年上升趋势，成为威胁全人类生命健康的一大主要杀手。据美国癌症协

会2014年报道的肿瘤统计数据显示，在美国仅2014年肺癌新发病例数就有224，210例，

新发病率占所有恶性肿瘤的13.46%，男女肺癌均位居第二；2014年死亡病例数为159，

260例，死亡率占所有恶性肿瘤的27.19%，位居首位[20]。据近期由《中国癌症研究杂志》

报道的陈万青等学者在177个癌症登记处获得的数据统计结果显示，2011年在这177个癌

症登记处统计到新发恶性肿瘤的病例数约为337万例，死亡病例数约为211万例，其中肺

癌的发病率占19.31%、死亡率占25.04%，均居我国恶性肿瘤发病率以及死亡率首位[21]，

成为我国增长速度最快、危害最为严重的恶性肿瘤。Spinola等[22]在德国和意大利人群中

研究PDCD5与肺癌及吸烟人群危险程度及预后的相关性研究中证实 , 肺腺癌组织中

PDCD5的mRNA表达水平比正常肺组织低2.4倍。这提示PDCD5在NSCLC发生、发展中

起抑制作用，在NSCLC恶性转化中可能起保护作用。赵青等[23]采用免疫组化及real-time 

PCR方法研究在NSCLC及癌旁组织中PDCD5蛋白和mRNA的表达，结果显示PDCD5在

组织分级、临床分期及淋巴结转移过程中蛋白表达率差异均有统计学意义，且随肺癌病

理分级降低、TNM 分期的上升及淋巴结转移而下降，同时染色强度也会随之减弱，表

明PDCD5对NSCLC的恶性程度及远处转移可能有抑制作用，同时发现，抽烟患者PDCD5

阳性率低于非抽烟患者，表达强度也随之降低，表明PDCD5可用于对高危人群筛查。这

一结果与张婧雯等[24]的相关研究结果一致。另外，赵青等[25]还发现，相同化疗药物治疗

情况下，PDCD5阳性组有效率达为80%(4/5),阴性组有效率为28%(7/25)，差别有统计学

意义，提示PDCD5高表达可以增强化疗的疗效。此外，张雪梅等[16]采用免疫组织化学法

检测NSCLC肿瘤组织和癌旁正常肺组织中PDCD5和Caspase- 3蛋白的表达情况，结果显

示PDCD5和Caspase-3在NSCLC组织中表达明显低于癌旁正常肺组织，且二者在肺癌中

的表达随NSCLC临床分期的上升及组织学分级的下降逐渐减弱，表明PDCD5和

Caspase-3在非小细胞肺癌组织中表达下调，且二者在肺癌组织中的表达呈正相关，提示

PDCD5可能作为Caspase-3蛋白的正调控因子促进细胞凋亡。 

PDCD5与造血系统肿瘤 

PDCD5首先是在白血病细胞株TF-1细胞中克隆得到的，阮国瑞[19]等人发现PDCD5

在慢性髓性白血病病人骨髓细胞中低表达,并可能在疾病进展中起一定作用，马曦等[27]

人用21种不同荧光标记的单克隆抗体标记骨髓细胞，通过流式细胞术检测AML病人及正
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常人骨髓不同群细胞的胞内PDCD5的表达，部分标本进行蛋白印迹实验检测AML病人

及正常人骨髓细胞内PDCD5的表达。结果显示未治AML病人骨髓总有核细胞的PDCD5

表达低于正常人，未治AML病人骨髓粒细胞、单核细胞、幼稚细胞及淋巴细胞内PDCD5

表达均低于正常人组骨髓细胞，PDCD5的异常表达可能在AML的病理机制中起到一定

的作用。马大龙等[28]利用流式细胞术检测rhPDCD5蛋白对化疗药诱导的细胞凋亡以及细

胞周期的影响; Hochest33258荧光染色观察细胞凋亡的形态变化，用caspase-3荧光活性检

测分析rhPDCD5蛋白诱导凋亡的可能机制，用RT-PCR检测rhPDCD5蛋白对耐药基因表

达的影响，结果表明：rhPDCD5蛋白可以通过caspase-3相关的途径促进化疗药诱导的

U937细胞凋亡，增强化疗药对细胞周期的阻滞作用。另外，rhPDCD5蛋白也能通过减少

耐药基因的表达而增强肿瘤细胞对化疗药的敏感性。史琳等[29]报道PDCD5重组蛋白可以

联合化疗药物伊达比星(IDR)或者阿糖胞苷(Ara-C)杀伤 K562细胞，裸鼠成瘤实验也证明

PDCD5重组蛋白可以显著提高IDR的杀伤肿瘤作用，同时HE染色和TUNEL实验还是显

示PDCD5蛋白具有保护肝和骨髓的作用，没有发现毒副作用。这提示PDCD5重组蛋白

可能是慢性髓系白血病的有效的化疗增敏剂。 

PDCD5与消化系统肿瘤 

消化系统肿瘤主要包括肝癌、胃癌、食管癌、结直肠癌和胰腺癌等。来自WHO的

数据显示，全世界现有肿瘤患者达到3000多万，年新发病例870万，年死于肿瘤的更是

高达 690 万人，在我国死亡病例中已经排到了第二位。在我国每年因为肿瘤死亡的病

例中有2/3是消化道肿瘤，患者5年的生存率是30%。在胃癌组织、癌旁组织和正常胃粘

膜中PDCD5蛋白及PDCD5mRNA在正常组织中高表达，在胃癌组织中低表达或不表达；

随胃癌分化程度的降低PDCD5表达降低，高分化组、中分化组分别与低、未分化组比较

差异具有显著性；有淋巴结转移组PDCD5阳性表达明显低于无淋巴结转移组[30]；应用二

烯丙基三硫化物(DATs)诱导胃癌细胞凋亡，证实癌细胞中PDCD5出现了核转移，提示

PDCD5表达率的降低可能是胃癌发生的早期信号，并且这种降低表达与病人的预后密切

相关 [31]。郑艳等[32]用免疫组织化学S-P法检测食管鳞癌组织和癌旁组织中PDCD5和

Livin蛋白的表达，结果显示食管鳞癌组织中PDCD5的表达率低于癌旁组织，Livin的表

达率显著高于癌旁组织，差异均有统计学意义；PDCD5的阳性表达率与食管鳞癌的淋巴

结转移、TNM分期呈密切相关，PDCD5与Livin食管鳞癌中的表达呈负相关，提示PDCD5

与Livin的表达可能与食管癌的发生、发展相关。王士勇等[33]应用S-P免疫组织化学方法，

检测大肠癌、腺瘤和慢性炎症患者的组织中PDCD5和Bcl-2蛋白的表达，结果显示PDCD5

在慢性炎症组织中表达最高，但在大肠腺瘤和癌组织、以及不同分级的大肠癌之间的表

达差异无统计学意义，随访病例中PDCD5表达高的患者，生存评分较高，提示PDCD5

可能不同程度参与了大肠组织细胞癌变过程的调控，而且可能在癌变早期起一定的作

用。肝癌是我国发病率及死亡率均较高的恶性肿瘤，其形成是一个多因素、多阶段长期

相互作用的过程。研究表明，细胞凋亡与肝癌的发生发展密切相关。余康康等[34]通过对

肝癌及癌旁组织中的PDCD5和Fas蛋白表达，结果显示PDCD5在肝癌组织中多呈阴性表
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达，促凋亡因子PDCD5与Fas在肝癌及其癌旁组织中的表达增加，肝癌及其癌旁肝硬化

肝炎各组间PDCD5表达具有显著性差异Fas在肝癌组织及其癌旁肝硬化或慢性肝炎组织

中的表达分布与PDCD5相似，各组间Fas表达有显著性差异PDCD5与Fas的相关性分析结

果显示，两者呈正相关。 

PDCD5与妇科肿瘤 

妇科肿瘤包括宫颈癌、卵巢癌、子宫内膜癌、绒毛膜癌。宫颈啊癌是妇女最常见的

恶性肿瘤，据统计，全球每年有40万女性罹患宫颈癌，我国每年约有13.1万宫颈癌新发

病例，是发达国家的6倍。刘朝晖等[35]应用免疫组化的方法，研究了PDCD5在正常宫颈

组织、CIN(宫颈上皮内瘤样病变)、宫颈癌组织的表达，发现PDCD5在正常宫颈及CINI

级组织中多呈强阳性表达,在CINII级以上及宫颈癌组织表达较低，在整体上，PDCD5的

表达随宫颈病变的进展，呈下降的趋势，但CIN表达较正常升高，这一实验结果说明，

PDCD5可能在不同程度上参与了宫颈癌及癌前病变发生过程中的宫颈细胞凋亡的调控；

张岱等[36]通过重组人PDCD5对干扰素诱导宫颈癌细胞凋亡的增敏实验，显示PDCD5蛋

白对人宫颈癌SHa细胞的凋亡诱导有增敏作用，故PDCD5作为一种新的促进凋亡分子，

有可能作为临床上联合药物治疗的手段之一，通过不同的方式协同药物对肿瘤的杀伤作

用，促进肿瘤凋亡，并增加肿瘤细胞对药物的敏感性，提高治疗效果。卵巢癌是女性生

殖系统最常见的恶性肿瘤，它的发病率虽然居女性生殖系统恶性肿瘤第二位，死亡率却

高居第一位，甚至超过子宫颈癌和子宫体癌的总和[37]，严重危害着妇女的健康。卵巢癌

的发生、发展是一个多基因、多因素、多阶段的复杂过程。高丽等[38]采用免疫组织化学

方法检测卵巢癌组织、卵巢良性组织、卵巢正常组织中PDCD5蛋白的表达，显示正常卵

巢组织，卵巢良性肿瘤组织中PDCD5蛋白呈高表达；卵巢癌组织中PDCD5蛋白呈低表

达，示三组间差异有统计学意义，PDCD5蛋白在不同FIGO分期和组织学分级的卵巢上

皮性癌中表达有显著差异并且随着FIGO分期和组织学分级的升高，PDCD5蛋白的表达

下降；PDCD5蛋白表达强弱与患者生存时间呈正相关，这与冯静等[29]人的研究结果相符。

王艳等[30]通过三氧化二砷诱导卵巢癌肿瘤细胞凋亡的实验，显示PDCD5在卵巢癌细胞中

处于低表达状态，三氧化二砷可以上调PDCD5的表达，且随着药物剂量的升高PDCD5

的表达量增加。同时，三氧化二砷诱导的凋亡细胞数量亦不断增加。因此，推论PDCD5

可能是三氧化二砷诱导卵巢癌细胞凋亡的效应因子之一。 

PDCD5与泌尿系肿瘤 

泌尿系统的肿瘤包括肾、肾盂、输尿管、膀胱、尿道肿瘤。肾癌和膀胱癌是常见的

泌尿系恶性肿瘤，其形成及转归是一种多因素、多阶段的长期相互作用过程，其中肾癌

以透明细胞癌最为常见。目前，对于PDCD5与泌尿系肿瘤的研究主要集中在谭万龙等人

的研究。PDCD5在肾正常组织中的阳性表达率明显高于肾癌组织，PDCD5与肾癌的生

物学指标如分化程度及临床分期呈现负性相关，并且PDCD5阳性表达组的生存率明显高

于阴性组，PDCD5在肾透明细胞癌的发病过程中起到负性调控的作用，在防止肾癌进一

步恶化等方面可能有重要的意义[17]。另外，谭万龙等[41]以正常膀胱及膀胱癌组织为研究

http://baike.baidu.com/view/803738.htm
http://baike.baidu.com/view/62995.htm
http://baike.baidu.com/view/41205.htm
http://baike.baidu.com/view/1919238.htm
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对象，应用免疫组化发现PDCD5 在正常膀胱组织及膀胱癌组织未见显著表达，这可能

与PDCD5的mRNA在膀胱组织中的表达程度很低有关。 

PDCD5与软骨肿瘤、骨肉瘤及胶质瘤 

软骨肉瘤是常见的恶性骨肿瘤之一，发生于髓腔者为中心型，发生于骨膜者为骨膜

型，另有少数可发生于软组织。Chen 等研究发现，PDCD5 蛋白及 mRNA 水平在软骨肉

瘤中的表达较相对应的正常组织均呈现低表达，且与肿瘤的解剖学位置及病理学分级相

关，PDCD5 低表达的患者的存活率也较高表达的存活率降低，提示 PDCD5 是预测软骨

肉瘤患者存活率的一个独立因素[42]。骨肉瘤是高度恶性的骨肿瘤，并且是儿童和青少年

最常见的恶性骨肿瘤。它通过新生骨组织的形成影响远端长骨。虽然化疗策略不断形成，

但是骨肉瘤患者的预后仍然很差，五年的生存率仅为 65%。Han 等[43]将截断的 PDCD5

基因转染到骨肉瘤 MG-63 细胞，发现转染 PDCD5 的基因可以通过抑制 RAS / RAF / 

MEK / ERK 信号传导途径，进而激活 Caspase-3 和 Caspase-9 诱导细胞凋亡。脑胶质瘤

是起源于脑部神经胶质细胞，是最常见的颅内肿瘤，约占所有颅内肿瘤的 45%左右。在

儿童恶性肿瘤中排第二位，近 30 年来，原发性恶性脑肿瘤发生率逐年递增，年增长率

约为 1.2%,中老年人群尤为明显。LIH 等在应用免疫印迹、免疫组化和 RT-PCR 的方法

研究 PDCD5 的蛋白和 mRNA 水平在人脑胶质瘤组织细胞中的表达，发现 PDCD5 在人

脑胶质瘤标本中的表达较正常脑组织明显减低，还发现 PDCD5 与人脑胶质瘤的临床病

理分级和患者的生存期具有相关性[44]。 

小结与展望 

PDCD5基因作为凋亡新基因，参与多种肿瘤的发生、发展与转归，随着相关实验技

术的发展，通过检测 PDCD5 基因的表达可促进对肿瘤的进展程度的判断，具有很好的

临床诊断价值。PDCD5 蛋白已证实与多种药物联用有明显的促凋亡作用，具有很广泛

的应用前景。重组PDCD5蛋白可以使分离的小鼠肝线粒体膜通透性转运孔开放，线粒体

跨膜电位下降,以及细胞色素C等凋亡因子释放，从而形成正反馈放大环路，放大凋亡信

号，进一步激活Caspase-3，促进细胞凋亡的发生，进一步研究PDCD5与Caspase-3的关

系有可能为肺癌等恶性肿瘤的辅助诊断及治疗开辟新的途径，有望成为一个具有重要治

疗价值的肿瘤治疗靶点。 
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