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芬太尼对肺癌细胞生物学行为的影响
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［摘　要］　目的　探讨芬太尼对肺癌细胞的生物学行为的影响及其机制。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测芬太尼促进Ａ５４９细胞
的自噬的影响情况；ＲＯＳ诱导芬太尼诱导的Ａ５４９细胞自噬情况；ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ和ＭＤＣ染色实验检测芬太尼影响自噬的情况；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＲＯＳ激活ＪＮＫ途径影响芬太尼诱导自噬；裸鼠体外成瘤能力检测芬太尼对其的影响。结果　ＬＣ３Ⅱ的表达水平以浓
度依赖性方式增加，且随着时间进展，４８ｈ时的ＬＣ３Ⅱ的表达转化水平明显强于２４ｈ；ＮＡＣ抑制芬太尼诱导的ＲＯＳ产生，影响ＬＣ３
Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１的表达情况，芬太尼与抗氧化剂ＮＡＣ联合应用的效果更佳；芬太尼和非氧化物联合应用可以增强Ａ５４９细胞的自噬行
为；ＲＯＳ／ＪＮＫ参与芬太尼诱导肺癌细胞相关的自噬行为；芬太尼可以抑制肺癌细胞裸鼠体外成瘤能力。结论　芬太尼可以通过影
响肺癌细胞自噬干扰其生物学行为。
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　　肺癌是世界范围内恶性肿瘤相关死亡中最常见原
因之一，也是男性第一常见肿瘤类型，女性第二常见的

肿瘤［１］。近年来，肺癌的发病率和病死率逐年上

升［２］。肺癌被分类为非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣ）和小细
胞肺癌（ＳＣＬＣ）两种，其中非小细胞肺癌约占总数的
８５％，５年生存率仅为１５％［３４］。由于大多数癌症患者

都有严重的疼痛，所以缓解疼痛是治疗中的一项基础

性任务，而探讨镇痛药物对恶性肿瘤细胞影响作用是

目前的研究热点。

使用阿片受体被认为是恶性肿瘤止痛阶梯上的第

三步措施，根据 ＷＨＯ指南可以用于减轻晚期癌症患
者的疼痛。芬太尼（ｆｅｎｔａｎｙｌ）被广泛用于缓解疼痛和
麻醉剂，可以有效地对抗晚期癌症患者的癌症疼痛［５］。

近来，阿片类镇痛药对癌症患者的影响日益受到重视。

有相关基础研究表明阿片类药物能诱导肿瘤生长，抑

制细胞凋亡，促进血管生成［６７］。然而，芬太尼对肿瘤

细胞的自噬行为的影响尚未见报道。

自噬是一种进化上保守的分解代谢过程，涉及通

过溶酶体机制降解细胞成分［８］。自噬可以去除和协

助代谢废物循环中长期存在的蛋白质，以维持稳定的

细胞环境［９］。最近的一项研究报道显示，当细胞通过

提供营养物质和能量帮助细胞适应饥饿或压力（如缺

氧、Ｘ射线和抗癌药物）时，细胞体内压力增加，并促进
细胞存活，从而起到保护作用［１０］。ＬＣ３和 Ｂｅｃｌｉｎ１是
两个参与自噬的关键蛋白。有研究证明芬太尼可以诱

导更高水平的 ＬＣ３Ⅱ。ＬＣ３Ⅱ的形成被认为是自噬
的可靠的生物化学证据，因为 ＬＣ３Ⅱ的表达量通常与
自噬体的数目相关［１１］。另外，Ｂｅｃｌｉｎ１表达也以剂量
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依赖性方式增加。Ｂｅｃｌｉｎ１在起始步骤中起作用并且
是自噬体形成的关键［１２］。本实验通过检测芬太尼在

肺癌细胞中对其自噬行为的影响，探讨芬太尼在肺癌

中的可能作用，为肺癌的临床药物研究进展提供一定

的理论指导。

１　材料与方法

１．１　试剂和抗体
盐酸芬太尼和 ＤＤＰ由中国沈阳东北制药集团有

限公司提供。Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸（ＮＡＣ）购自中国上海
碧云天生物技术有限公司，ＪＮＫ抑制剂（ＳＰ６００１２５），
３ＭＡ购自美国Ａｂｃａｍ生物公司。ＬＣ３Ⅰ、ＬＣ３Ⅱ、Ｂｅ
ｃｌｉｎ１、Ｐ６２的抗体购自中国武汉Ｐｒｏｔｅｉｎ生物公司。
１．２　细胞培养

人非小细胞肺癌细胞系 Ａ５４９来源于中国科学院
上海生物化学与细胞生物学研究所（中国上海），并保

存在补充有 １０％胎牛血清改良的 Ｅａｇｌｅ培养基
（ＤＭＥＭ）和１％青霉素／链霉素，于３７℃和５％ＣＯ２的
湿润细胞培养箱中培养。

１．３　细胞活力测定
将细胞（３×１０３个／孔）接种在９６孔板中并温育

过夜。处理后，将１０μＬ的细胞计数试剂盒８（ＣＣＫ８）
试剂加入到每个孔的９０μＬ培养基中，接着进行２ｈ
温育，然后使用酶标仪在４５０ｎｍ处测量吸光度。实验
重复３次。
１．４　ＤＡＰＩ染色

将细胞在玻璃盖玻片上生长。用 ＰＢＳ洗涤后，将
细胞在４％多聚甲醛ＰＢＳ中固定３０ｍｉｎ，然后在４℃
下用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理１０ｍｉｎ。然后用ＤＡＰＩ染
色，用ＰＢＳ洗涤。用倒置共焦显微镜拍摄图像。实验
重复３次。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹分析

用ＰＢＳ（ｐＨ７．４）洗涤细胞，并在冰上用２Ｘ浓缩电
泳样品缓冲液（１２５ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ６．８，５％甘油，
２％ＳＤＳ，１％β巯基乙醇）孵育３０ｍｉｎ。用牛血清白蛋
白（ＢＳＡ）作为标准，用考马斯测定蛋白质浓度，用
８％～１５％ＳＤＳＰＡＧＥ分离等份的蛋白质（４０ｍｇ）。将
蛋白质转移至硝酸纤维素膜（ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＣｏｒｐ．，Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ，
ＭＡ，ＵＳＡ）上，将其在含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ（含０．１％
Ｔｗｅｅｎ２０的ＴＢＳ）中室温封闭 ２ｈ，然后在 ４℃用在
ＴＢＳ／Ｔ／ＢＳＡ（５０ｍＭＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ８．０，１５０ｍＭＮａＣｌ，
０．０５％Ｔｗｅｅｎ２０，０．１％ＢＳＡ）中稀释的各个抗体孵育
过夜。用各种抗体对膜进行免疫印迹，然后与辣根过氧

化物酶缀合的二抗一起温育。使用增强的化学发光

（ＥＣＬ）检测系统来显现免疫反应条带。实验重复３次。
１．６　ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ红色染色和 Ｍｏｎｏｄａｎｓｙｌｃａｄａｖｅｒｉｎｅ

（ＭＤＣ）染色
用ＰＢＳ洗涤２次后，单层Ａ５４９细胞用５０ｎＭＬｙ

ｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ（ＢｅｙｏｔｉｍｅＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ）在
５％ＣＯ２，３７℃的无血清 ＤＭＥＭ中标记３０ｍｉｎ。使用
荧光显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ）获得图像。将细胞单层在２孔
玻璃覆盖的室载玻片中培养２４ｈ，载玻片用不含血清
的培养基洗涤。然后，将细胞暴露于自动荧光染料

５０ｍＭＭＤＣ，３７℃下１０ｍｉｎ，并使用共聚焦激光扫描
显微镜观察。实验重复３次。
１．７　统计学分析

使用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学分析。多组之间
的数据比较采用单因素方差分析，使用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检
验进行组间比较。Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　芬太尼促进Ａ５４９细胞的自噬
ＬＣ３（ＬＣ３Ｉ）的可溶形式与磷脂酰乙醇胺的偶联

和ＬＣ３Ｉ向非溶解形式（ＬＣ３Ⅱ）的转化已被普遍认为
是有用的自噬迹象。为了确定芬太尼是否诱导自噬，

我们用两种浓度的芬太尼处理 Ａ５４９细胞，通过检查
ＬＣ３Ⅱ的表达水平证实自噬的情况。用芬太尼（０．０１
或０．１μＭ）处理后，ＬＣ３Ⅱ的表达水平以浓度依赖性方
式增加，且随着时间进展，４８ｈ时的 ＬＣ３Ⅱ的表达转化
水平明显强于２４ｈ，差异具有统计学意义（图１ａ～ｂ）。
ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ是用于检测自噬行为的荧光物质，常
用于检测自噬的发生。与对照组相比，芬太尼在Ａ５４９
细胞的细胞质２４ｈ恢复点诱发更多的红色斑点和更
强的点状荧光，与对照组相比，芬太尼组自噬泡数明显

增加（图１ｃ）。上述结果表明芬太尼促进了Ａ５４９细胞
的自噬。

２．２　ＲＯＳ诱导芬太尼诱导的Ａ５４９细胞自噬
为了研究 ＲＯＳ是否在芬太尼诱导的自噬中起作

用，使用 ＤＣＦＨＤＡ（检测氢过氧化物生成的荧光染
料）标记Ａ５４９细胞。与对照细胞相比，暴露于芬太尼
１ｄ后过氧化氢增加的 Ａ５４９细胞的比例显着增加
（图２ａ）。与典型的抗氧化剂 ＮＡＣ（５ｍｍｏｌ／Ｌ）预温孵
育后显著抑制芬太尼诱导的ＲＯＳ产生，影响ＬＣ３Ⅱ和
Ｂｅｃｌｉｎ１的表达情况，芬太尼与抗氧化剂 ＮＡＣ联合应
用的效果更佳（图２ｂ）。
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ａ：不同浓度芬太尼处理２４ｈ后，ＬＣ３Ⅱ蛋白的表达水平；ｂ：不
同浓度芬太尼处理４８ｈ后，ＬＣ３Ⅱ蛋白的表达水平；ｃ：免疫荧
光检测不同浓度的芬太尼对肺癌细胞自噬行为的影响

图１　芬太尼促进Ａ５４９细胞的自噬

ａ：ＲＯＳ在芬太尼诱导自噬中相应的作用；ｂ：芬太尼和抗氧化剂
对自噬蛋白ＬＣ３Ⅱ和Ｂｅｃｌｉｎ１表达情况的影响

图２　ＲＯＳ诱导芬太尼诱导的Ａ５４９细胞自噬

２．３　ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ和ＭＤＣ染色实验检测自噬情况
通过ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ和ＭＤＣ染色检测芬太尼和典型

抗氧化物诱导肺癌细胞中ＲＯＳ产生情况，结果显示使
用芬太尼处理肺癌细胞后，ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ和 ＭＤＣ染色
水平明显上调，而使用抗氧化物（ＮＡＣ）后，自噬水平上
调不明显，而同时应用芬太尼和ＮＡＣ后，Ａ５４９肺癌细胞
的自噬水平明显增强（图３）。上述结果表明芬太尼可以
和非氧化物联合应用可以增强Ａ５４９细胞的自噬行为。

图３　ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒ和ＭＤＣ染色实验检测芬太尼对肺癌细胞自噬水平的影响
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２．４　ＲＯＳ激活ＪＮＫ途径有助于芬太尼诱导自噬
ＲＯＳ是ＭＡＰＫ家族成员包括ＪＮＫ、ｐ３８和ＥＲＫ１／２

激活的诱导剂或介质［１３］。本实验观察到芬太尼以浓

度依赖性方式诱导 ＪＮＫ磷酸化（图４ａ～ｂ）。因此，接
下来使用芬太尼诱导的自噬是否参与 ＪＮＫ途径的激
活过程。为此，使用选择性的 ＪＮＫ抑制剂 ＳＰ６００１２５
预处理有效地抑制了芬太尼诱导的ＪＮＫ途径和ＬＣ３Ⅱ表
达的活化，ｐＪＮＫ１和 ｐＪＮＫ２的表达水平随芬太尼剂
量上调而增高，而加入ＳＰ６００１２５后，ｐＪＮＫ１和ｐＪＮＫ２

的表达水平相应的下调。这和ＭＤＣ和ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ
染色产生结果相一致（图４ｃ）。上述结果表明ＲＯＳ／ＪＮＫ
轴参与芬太尼诱导肺癌细胞相关的自噬行为。

２．５　芬太尼抑制肺癌细胞的体内成瘤情况
通过裸鼠体内成瘤实验检测芬太尼对肺癌 Ａ５４９

细胞成瘤能力的变化。结果显示，与ＮＣ组相比，使用
芬太尼处理肺癌 Ａ５４９细胞后，裸鼠成瘤能力受到一
定的抑制，肿瘤的体积和质量相应地缩小，表明芬太尼

可以一定程度上干扰肺癌细胞的生长情况（图５）。

ａ、ｂ：ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测芬太尼以浓度依赖性方式诱导ＪＮＫ磷酸化；ｃ：免疫荧光检测ＲＯＳ／ＪＮＫ轴参与芬太尼诱导肺癌出现相关的自噬行为
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测ＲＯＳ和ＪＮＫ途径与肺癌细胞自噬的关系

３　讨论

化疗是治疗早期肺癌的主要方法，尤其是术后辅助

化疗。铂类药物是用于治疗肺癌的最常见的化疗药物，

其他化疗药物对于中晚期肺癌患者已成为规范化治

疗［１４］。虽然生存率有所提高，但敏感性下降，这是化疗

临床应用的主要障碍［１５］。阿片类药物对肿瘤细胞的化

学疗法的敏感性的直接影响还没有得到充分的研究。

在全身麻醉过程中常用的芬太尼可以改变人肺癌

细胞系对恶性肿瘤化疗的敏感性［１６］。越来越多的证

据表明，氧化应激，内质网（ＥＲ）应激和病原体感染等
多种压力条件通过不同的分子途径诱导自噬［１７１８］。

其中，活性氧（ＲＯＳ）不仅在细胞生长、分化、增殖和凋
亡中发挥信号分子的作用，而且在自噬中也起作
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ａ：肺癌细胞内的体内成瘤；ｂ：裸鼠剥除瘤体比较
图５　芬太尼抑制肺癌细胞的体内成瘤情况

用［１９］。ＲＯＳ是细胞代谢活性行为的副产品，此外，
ＲＯＳ影响多种信号传导途径，如 ＭＡＰＫ（包括 ＥＲＫ、
ＪＮＫ和ｐ３８）信号转导级联［２０］。最近，证实 ｐ３８ＭＡＰＫ
介导自噬反应化疗药物［２１］。ＪＮＫ也被称为应激激活
的蛋白激酶，可以涉及细胞凋亡和自噬过程［２２］。尤其

是ＲＯＳ可以诱导ＪＮＫ依赖性自噬还尚未被彻底证实。
恶性肿瘤患者通常需要同时使用镇痛药和抗肿瘤

药。因此，研究集中在如何镇痛如何影响抗肿瘤药物

的作用是必要的。然而，关于芬太尼在癌细胞化疗耐

药中的作用的研究却很少。明确自噬在多种疾病的发

病机制中的作用是目前的研究热点，如炎症性肠病，神

经元变性，衰老和癌症中的相关作用［２３２４］。

一项研究发现，自噬的激活诱导细胞死亡，但是自

噬保护了这种效应。通过抑制肿瘤细胞凋亡的抗肿瘤

治疗［２５］。Ｂａｅ等［２６］的研究证明，缺氧诱导的自噬增强

减弱了肺癌细胞对顺铂诱导的细胞凋亡的易感性。而

氧化激活的自噬作用是保护肿瘤细胞免受靶向治疗，

包括乳腺癌中的曲妥珠单抗，费城染色体阳性细胞中

的甲磺酸伊马替尼以及蛋白酶体抑制剂在前列腺癌中

的作用［２７］。Ｐａｌ等［２８］报道，自噬作为 ５氟尿嘧啶
（５ＦＵ）治疗的细胞效应的保性机制被激活，并且３ＭＡ
抑制自噬增强５ＦＵ诱导的结肠癌细胞凋亡。本研究
首次证明芬太尼可以提高 Ａ５４９细胞的自噬水平，进
而推测其可能是通过增强其自噬行为而降低对化疗药

物的敏感性。之前有实验证实，顺铂作用于 Ａ５４９细
胞２４ｈ后，Ａ５４９细胞的ＩＣ５０为１０μＭ，当与０．０１μＭ
或０．１μＭ芬太尼组合时，Ａ５４９细胞的 ＩＣ５０值更
高［２９］。本实验通过流式细胞术和ＤＡＰＩ染色均提示芬
太尼可以增强肺癌 Ａ５４９细胞的自噬，减弱顺铂诱导

的细胞凋亡。在这项研究中研究了自噬在暴露于芬太

尼的Ａ５４９细胞中的功能作用，如 ＬｙｓｏＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ和
ＭＤＣ阳性染色的酸性囊泡的积聚增多，通过显微镜下
观察到的自噬体的形成和 ＬＣ３Ⅱ的转化增多和 Ｂｅｃ
ｌｉｎ１表达增强。

上述数据表明，自噬可能以保护性方式与顺铂治

疗联合抑制 Ａ５４９细胞的生长增殖。因此我们推测随
着芬太尼联合顺铂诱导的自噬显著增加，导致对顺铂

的敏感性降低。Ｆｉｌｏｍｅｎｉ等［３０］的研究表明，自噬性细

胞死亡与 ＲＯＳ水平和／或 ＪＮＫ信号通路的改变有关。
ＲＯＳ是由不完全的单电子氧还原形成的高反应性分
子，包括氧离子和过氧化物。ＲＯＳ形成氧气的正常代
谢的天然副产物并参与低水平的细胞信号传导和体内

平衡。然而，在环境压力下，高水平的 ＲＯＳ会对细胞
结构产生不可逆的氧化损伤［３１］。在这项研究中发现

芬太尼治疗导致Ａ５４９细胞中 ＲＯＳ的增加，而 ＲＯＳ抑
制剂ＮＡＣ可以在一定程度上减弱芬太尼诱导的自噬。
一些研究报道，ＲＯＳ对ＪＮＫ信号通路的激活代表了一
种新的自噬诱导机制［３２］。在本研究中，芬太尼诱导

ＲＯＳ生成和 ＪＮＫ磷酸化的显着增加。ＲＯＳ抑制剂
ＮＡＣ完全逆转芬太尼诱导的肺癌细胞自噬的抑制。
另外，ＪＮＫ抑制剂也显著减弱了这些作用。本研究证
实了与抑制剂 ＮＡＣ和 ＳＰ６００１２５阻断剂对照相比，芬
太尼处理的细胞中 ＲＯＳＪＮＫ自噬被激活而不是被抑
制，表明阻断肺癌细胞的自噬可以作为提高肺癌化疗效

率的新方法。可以进一步通过临床试验研究使化疗耐

药细胞对抗癌治疗敏感的自噬抑制剂的临床效果［３３］。

综上所述，本实验研究首次证明芬太尼可以通过

ＲＯＳＪＮＫ途径干扰肺癌 Ａ５４９细胞的自噬行为，对降
低肺癌细胞的顺铂的敏感性起到一定的调控作用。这

些实验证据扩大了临床对芬太尼用法的临床理解，并

提出相应的自噬抑制剂可能是解决临床耐药问题的有

效措施。
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