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白藜芦醇对肺癌 A549 细胞的放射增敏作用及其机制研究  
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摘要  采用 MTT 法检测不同浓度白藜芦醇对肺癌 A549 细胞的毒性；克隆形成实验测定白藜芦醇对 A549 细

胞增殖抑制作用；碱性单细胞凝胶电泳实验（彗星实验）检测细胞 DNA 受损情况；采用 Western blot 法检测

白藜芦醇与辐射联合作用对抑制凋亡蛋白 Survivin的影响。结果表明，白藜芦醇对肺癌A549细胞的抑制作用

随着白藜芦醇浓度升高及时间延长而增加；白藜芦醇与辐射联合作用可以明显增加辐射所致 A549 细胞的

DNA 损伤(p<0.05)，并降低克隆形成率及抑制凋亡蛋白 Survivin 的表达。表明白藜芦醇对 A549 细胞具有放射

增敏作用，且放射增敏作用可能是通过抑制 Survivin 蛋白的表达实现的。 
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世界卫生组织调查发现，肺癌在世界范围内发

生率和死亡率均居于首位[1]。肺癌对于传统的放疗

敏感性较差，开发既能使肺癌细胞对辐射敏感又能

保护正常组织的药物显得尤为重要[2]。白藜芦醇是

一种在葡萄、花生和其他植物中发现的多酚类化合

物，具有抗炎、抗氧化和抗肿瘤等功能[3-7]。许多研

究表明，白藜芦醇预处理可以增加化疗药物的敏感

性以及辐射诱导的细胞凋亡和早衰[8-10]。但白藜芦

醇对肺癌 A549 细胞放射增敏作用及其机制尚不明

确，本研究旨在探讨白藜芦醇对肺癌 A549 细胞的

辐射增敏作用及其机制，为临床应用提供依据。 

1 材料与方法 

1.1 材料 

肺癌 A549 细胞株由本实验室保存，用含 10%

胎牛血清的 1640（HyClone 公司）培养基于 37 ℃、

5% CO2培养箱中培养。Survivin抗体（Abcam公司）、

β-tublin（武汉博士德公司）、MTT (Sigma 公司)。 

1.2 细胞照射 

采 用 加 拿 大 原 子 能 有 限 公 司 的 Cs-137 

(Gammacell-40)辐射装置对肺癌 A549 细胞（置于无

菌的培养瓶/皿中）进行 γ-射线照射，密封的培养瓶

/皿平放于照射仓中心，放射源为均匀照射，剂量率

为 1.02 Gy·min−1。克隆形成实验的吸收剂量为 0、2、

4、6 和 8 Gy；单细胞凝胶电泳及 Western blot 实验

所用的吸收剂量为 4 Gy。 

1.3 MTT 实验 

取对数生长期细胞，用 0.25%胰酶消化，含 10%

胎牛血清的 1 640 培养基制成细胞悬液，调整细胞

悬液浓度至 3×104 mL，细胞悬液以每孔 100 μL 接

种于 96 孔板中，置于 37 ℃、5% CO2培养箱培养。

细胞贴壁后，换为含 0、12.5、25、50、100 μmol·L−1

白藜芦醇新鲜培养基，每组设 6 个复孔，分别培养

24、48、72 h。终止培养前 4 h 每孔加入 10 μL MTT 

(5 mg·mL−1)，继续培养 4 h 后弃上清，每孔加入 150 

μL DMSO，震荡混匀 5 min，酶联免疫检测仪 492 nm

波长测定吸光度(A)值。肿瘤细胞存活率(%)=实验组

A 值/对照组 A 值×100%，实验重复 3 次，取平均值。 

1.4 克隆形成实验 

取对数生长期细胞，胰酶消化后用含 10%胎牛

血清的 1640 培养基制成细胞悬液，在 0、2、4、6、
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8 Gy 组各接种 500 个细胞于 60 mm 培养皿内，每

个剂量设 3 个重复。细胞贴壁后，给予 0、25 μmol·L−1

的白藜芦醇处理，2 h 后分别给予 0、2、4、6、 8 Gy 

γ-射线照射，继续培养 24 h 后更换为新鲜培养基，

置于 37 ℃、5% CO2 的培养箱中继续培养 14 d，每

隔 3天更换一次新鲜培养基。用 PBS洗培养皿两遍，

甲醇固定 10 min，吉姆萨染色 30 min，自来水冲洗

干净后晾干，计数每个平皿中大于 50 个细胞的克隆

数，计算克隆形成率（克隆形成率(%)=（处理组克

隆数/对照组克隆数）×100 %）并绘制细胞存活曲线。

实验重复 3 次，取平均值。 

1.5 单细胞凝胶电泳实验 

实验分 4 组：正常对照组(Control)、加药组

(Res)：4 Gy γ-射线照射前 2 h 加入 25 μmol·L−1 的白

藜芦醇，不照射、照射组(IR)：4 Gy γ-射线照射、

联合组(Res+IR)：25 μmol·L−1 白藜芦醇作用 2 h 后，

4 Gy γ-射线照射。取对数生长期细胞，胰酶消化后

用含 10%胎牛血清的 1 640 培养基制成细胞悬液，

按每孔 5×105 个细胞接种于 6 孔板，细胞贴壁后，

对照组和照射组换为正常培养基，加药组和联合组

换为含白藜芦醇(25 μmol·L−1)培养基。继续培养 2 h

后照射组和联合组给予 4 Gy 照射，24 h 后收集细

胞，用含 10 %胎牛血清的 1 640 培养基将细胞浓度

调整为 5×105 mL−1。将 400 L 正常熔点琼脂糖凝胶

(7.5%)铺于玻片上，4 ℃ 20 min；取 30 μL 细胞悬

液(5×105 mL−1)与 70 L 低熔点琼脂糖凝胶(7.5%)混

匀后铺于第一层凝胶上，4 ℃ 20 min；配制碱性裂

解液，于 4 ℃裂解 2.5 h；用 PBS 漂洗后，于 4 ℃

电泳液解旋 20 min；20 V，200 mA 电泳 20 min；

PBS 漂洗后置于中和液中 4 ℃，20 min；溴化乙锭

(2 g·mL−1)染色，双蒸水漂洗后于荧光显微镜下观

察，并随机拍摄多于 100 个彗星图像，用 CASP 软

件进行图像分析。 

1.6 Western blot 检测蛋白水平变化 

取对数生长期细胞，胰酶消化后用含 10%胎牛

血清的 1 640 培养基制成 105 mL−1 的细胞悬液，接

种于 60 mm 培养皿，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱。

细胞贴壁后，正常对照组及照射组更换为正常培养

基，加药组和联合组更换为含白藜芦醇(25 μmol·L−1)

培养基，培养 2 h 后给予 4 Gy 照射，37 ℃、5% CO2

培养箱中继续培养 24 h，收集细胞，提取总蛋白，

BCA 法测定总蛋白浓度后取 50 g 蛋白进行 SDS- 

PAGE 凝胶电泳，通过半干式转移电泳槽将凝胶上

的蛋白转移至聚偏二氟乙烯膜(PVDF)膜上，5%脱

脂奶粉封闭 1 h，一抗 4 ℃过夜，TBST 洗膜 3 次每

次 10 min，二抗室温孵育 1 h，TBST 洗膜 3 次，每

次 10 min，凝胶成像系统显影。 

1.7 统计学分析 

每个实验重复 3 次，各组数据用 x ±s 表示。采

用 SPSS 17.0 统计软件进行统计分析，多组数据比

较采用单因素方差分析，两组数据比较采用两独立

样本 t 检验，p<0.05 为差异具有统计学意义。 

2 结果 

2.1 MTT 检测白藜芦醇对肺癌 A549 细胞的细胞

毒性 

不同浓度的白藜芦醇处理 24、48、72 h 后对肺

癌 A549 细胞存活率的影响（见表 1）。0−25 μmol·L−1

白藜芦醇在 72 h 内对 A549 细胞没有细胞毒性(p> 

0.05)，而 50−100 μmol·L−1 白藜芦醇从 24 h 开始会

明显降低 A549 细胞的细胞活力(p<0.05)。我们采用

白藜芦醇作用 72 h 后无毒性剂量浓度 25 μmol·L−1

作为后续试验浓度。 

表 1  白藜芦醇对肺癌 A549 细胞存活率的影响 
Table 1  Effects of resveratrol on lung cancer A549 cell 
                   viability           (%, x ±s) 

白藜芦醇浓

度 / μmol·L−1
时间 / h  
Time 

  

Resveratrol 
concentration

24 48 72 

0 100.00 100.00 100.00 
12.5 104.47±1.06  101.03±1.16 102.02±2.32
25 96.95±2.32 103.57±3.45 98.63±2.14 
50 93.03±1.54 a 78.52±1.16b 73.68±3.46c 
100 88.07±5.63a  53.24±4.65b 30.77±1.38c 

注：a与24 h，0 μmol·L−1相比，p<0.05；b与48 h，0 μmol·L−1

相比，p<0.05；c与 72 h，0 μmol·L−1 相比，p<0.05。 

Note: a compare with 24 h, 0 μmol·L−1, p<0.05; b compare with 24 h, 
0 μmol·L−1, p<0.05; c compare with 24 h, 0 μmol·L−1, p<0.05. 

2.2 白藜芦醇对肺癌 A549 细胞克隆形成的影响 

照射组和联合组细胞存活曲线见图 1。相同白

藜芦醇浓度处理后，细胞克隆存活分数随照射剂量

升高而降低；同一照射剂量下，联合组比照射组细

胞克隆存活分数低。辐射增敏比为 1.40(p<0.05)。表

明，白藜芦醇对肺癌 A549 细胞有明显辐射增敏用。 
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图 1  白藜芦醇对肺癌 A549 细胞克隆形成的影响 
Fig.1  Effect of resveratrol on cloning of lung cancer  

A549 cells 

2.3 白藜芦醇对肺癌 A549细胞 DNA断裂的影响 

彗星实验中，未受损核的 DNA 部分为球形，

而受损的 DNA 电泳过程中离开核 DNA 向正极迁

移形成“彗星”状图像，“彗星”的多少、“彗尾”

的长短及尾距可作为评价 DNA 断裂的指标。本研

究中，不同处理后彗星实验测定结果如图 2、表 2

所示。照射 24 h 后，加药组、照射组拖尾细胞数、

尾长和尾距较对照组均明显增加(p<0.05)，表明白藜

芦醇和辐射均可造成肺癌 A549 细胞的 DNA 损伤；

而联合组与照射组相比各项指标明显增加(p<0.05)，

说明白藜芦醇可显著增加辐射对肺癌 A549 细胞

DNA 损伤程度。 

 

图 2  经不同方法处理后肺癌 A549 细胞的彗星图像 
(a)对照组，(b)加药组，(c)照射组，(d)联合组 

Fig.2  The comet images of lung cancer  
A549 cells after different treatment methods:  

(a) Control, (b) Res, (c) IR, (d) Res+IR 

 

表 2   白藜芦醇对辐射诱发 A549 细胞彗星细胞参数的影响 
                   Table 2  Effect of resveratrol on comet cells of A549 cells induced by radiation         ( x ±s, n=4) 

 计数细胞数 
Counting cells 

拖尾细胞数 
Number of tail cell 

尾长 / μm 
Tail length 

尾距 
Tail moment 

对照组 Control group 200 23.46±4.25 30.26±3.52 3.37±0.82 
加药组 Resveratrol group 200 67.63±14.35 a 37.39±3.36 a 5.64±1.26 a 
照射组 Irradiation group 200 82.47±12.61 a 44.43±4.89 a 6.62±1.15 a 
联合组 Resveratrol+irradiation group 200 140.28±16.29 b 73.86±10.31 b 26.13±6.60 b 

注：a与对照组相比较，p<0.05；b与照射组相比较，p<0.05。 

Note: a Compared with control group, p<0.05; b compared with irradiation group, p<0.05. 
 

2.4 白藜芦醇降低肺癌 A549 细胞抑制凋亡蛋白

Survivin 的表达 

用 Western 的方法检测对照组、加药组、照射

组与联合组作用 24 h 后对抑制凋亡蛋白 Survivin 的

影响见图 3。结果显示，白藜芦醇与辐射联合作用

组与单纯处理组相比抑制凋亡蛋白 Survivin 表达水

平明显降低。研究发现，采用 siRNA 方法敲除口腔

鳞癌细胞的 Survivin 基因后，可以诱导细胞凋亡并

增加细胞辐射敏感性[11]。因此，白藜芦醇可能是通

过降低 Survivin 蛋白发挥辐射增敏作用的。 

 
图 3  白藜芦醇抑制 A549 细胞 Survivin 蛋白表达 

Fig.3  Resveratrol inhibits the expression of Survivin protein 
in A549 cells 
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3 讨论 

肺癌是最常见的恶性肿瘤之一，单纯使用放射

治疗疗效较低且对于正常组织损伤较大。因此使用

辐射增敏剂增加肺癌细胞的辐射敏感性成为了肺癌

放射治疗领域的研究热点。辐射增敏剂是一类可以

增加肿瘤细胞放射敏感性、加大射线杀伤效果的药

物，理想的辐射增敏剂应可以显著的提高放疗疗效，

而对正常的组织没有或仅有很小的毒副作用[12-13]。

迄今为止，在临床上应用的、高效低毒而又廉价的

辐射增敏剂十分短缺，大部分放疗增敏剂对正常组

织都有不同程度的毒副作用。因此，开发新的、更

有效的辐射增敏剂显得尤为重要。 

白藜芦醇是从葡萄和花生中提取的小分子化合

物，是一种潜在的抗癌和化学防癌剂[14-17]。有趣的

是，最近的研究发现，白藜芦醇还可以增加化疗药

物的敏感性以及辐射诱导的细胞凋亡[18-19]。因此，

白藜芦醇很可能具有辐射增敏的作用。Ι 期临床研

究发现每天口服≤ 5 g 白藜芦醇是安全的[20]。这些研

究支持进一步发展白藜芦醇作为一个安全有效辐射

增敏剂。本研究发现，在 72 h 内，白藜芦醇对肺癌

A549 细胞的无毒性最高剂量为 25 μmol l·L−1。本研

究显示，白藜芦醇可明显降低辐射诱导的肺癌 A549

细胞的增殖能力，增加辐射诱导细胞的 DNA 损伤。

表明白藜芦醇对肺癌A549细胞具有辐射增敏作用。 

抑制凋亡蛋白(Inhibitor of apoptosis protein，

IAP)家族包括 8 个成员，通过结合 Caspase.3、7、9

并抑制其活性从而调控细胞凋亡，Survivin 是新发

现的 IAP 家族中的一员，具有抑制细胞凋亡的作用，

降低 Survivn 基因的表达可以增加肿瘤细胞的辐射

敏感性[21-23]。本研究发现，白藜芦醇通过抑制凋亡

蛋白 Survivin 的表达，促进细胞凋亡进而增加肺癌

A549 细胞的辐射敏感性，但 Survivin 基因通过凋亡

途径发挥辐射增敏的作用机制还需进一步研究。 此

研究结果将为临床进一步研究放疗联合白藜芦醇治

疗肺癌提供实验基础。 
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Study on radiosensitization effect and mechanism of resveratrol on lung A549 cells 

XING Xiaomeng  WANG Yan  DU Liqing  XU Chang  LIN Kaili  FAN Saijun  LIU Qiang 

(Institute of Radiation Medicine, Chinese of Academy of Medical Sciences, Peking Union Medical College,  

Tianjin 300192, China) 

ABSTRACT  We aim to investigate the effect and mechanism of resveratrol on radiosensitivity of lung cancer A549 

cells. MTT was used to detect the cell toxicity of different concentrations of resveratrol on lung cancer A549 cells; 

clonogenic assay was performed to determine the function of growth inhibition. The DNA damage was detected by the 

comet assay. Western blot was taken to detect the expression level of Survivin. The results showed that the inhibitory 

effect of resveratrol on A549 cells increased with resveratrol concentration and time; the combined effect of resvera-

trol and radiation significantly increased the DNA damage of A549 cells induced by radiation(p<0.05), and reduced 

cloning efficiency as well as the expression level of Survivin. It can be concluded that resveratrol can enhance the ra-

diation sensitivity of A549 cells, and maybe the radiosensitizing effect is achieved by suppressing the expression of 

Survivin protein. 

KEYWORDS  Resveratrol, Lung cancer A549 cells, Radiosensitization, Survivin protein 

CLC  TL71 

 


