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阿托伐他汀通过抑制 ＲｈｏＡ活性减少非小细胞肺癌的增殖
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５３００２１）

　　［摘　要］　目的　观察阿托伐他汀（ＡＴＶ）对非小细胞肺癌（ＮＳＣＬＣｓ）细胞增殖的影响并探讨其机制。方法　用改进 ＭＴＴ法
检测不同浓度ＡＴＶ、ＲｈｏＡ特异性抑制剂Ｃ３转移酶（Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ）、ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ处理后Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细胞、Ｃａｌｕ３细胞的增殖情
况。用ＲｈｏＡ活性测定法观察Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ及不同浓度、不同时间 ＡＴＶ处理后 ＮＳＣＬＣｓ细胞的 ＲｈｏＡ活性变化。用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００转染ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＲｈｏＡ的蛋白表达。结果　ＡＴＶ浓度依赖性（０．１～２５．０μｍｏｌ／Ｌ）地抑制三株ＮＳＣＬＣｓ细胞
增殖（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。ＡＴＶ浓度依赖性（０．１～２５．０μｍｏｌ／Ｌ）和时间依赖性（１２～９６ｈ、４８～９６ｈ）地抑制不同ＮＳＣＬＣｓ细胞的
ＲｈｏＡ活性（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ能显著降低三株ＮＳＣＬＣｓ细胞的ＲｈｏＡ活性并抑制ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖（Ｐ＜０．０１）。
ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ在有效沉默ＲｈｏＡ蛋白表达后，也明显抑制ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖（Ｐ＜０．０１）。但ＡＴＶ联合应用Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ或ＲｈｏＡｓｉＲ
ＮＡ不能产生协同抑制效应，而与单用Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ或ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ的抑制增殖作用相似（Ｐ＞０．０５）。结论　 ＡＴＶ主要通过抑制
ＲｈｏＡ活性从而抑制ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖。
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５１０００６，Ｃｈｉｎａ）

　　Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ（ＡＴＶ）ｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａｓ（ＮＳＣＬＣｓ）ａｓｗｅｌｌ
ａｓｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＣｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙａｍｏｄｉｆｉｅｄＭＴＴａｓｓａｙａｆｔｅｒｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒ
ｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡＴＶ，ＲｈｏＡｓｐｅｃｉｆｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅａｎｄＲｈｏＡｓｉＲＮＡｉｎＡ５４９，Ｈ３５８，ａｎｄＣａｌｕ３ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｏｆＲｈｏＡａｃ
ｔｉｖｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙａｍｉｃｒｏｐｌａｔｅｒｅａｄｅｒｉｎＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｏｒａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｓ．
ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣｓｗｉｔｈＲｈｏＡｓｉＲＮＡｗａｓｄｏｎｅｕｓｉｎｇＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００．ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＲｈｏＡｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＷｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＡｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｒｅｅＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（０．１～
２５．０μｍｏｌ／Ｌ）（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１）．ＡｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅＲｈｏＡａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａ
ｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔ（０．１～２５．０μｍｏｌ／Ｌ）ａｎｄｔｉｍｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（１２～９６ｈｏｕｒｓ，ａｎｄ４８～９６ｈｏｕｒｓ）（Ｐ＜０．０５ｏｒＰ＜０．０１）．Ｃ３ｔｒａｎｓ
ｆｅｒａｓｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅＲｈｏＡａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｒｅｓｕｌｔａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
（Ｐ＜０．０１）．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｋｎｏｃｋｄｏｗｎｏｆＲｈｏＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｉｔｈＲｈｏＡｓｉＲＮＡａｌｓｏｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎａｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａ
ｔｉｏｎ（Ｐ＜０．０１）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，ａｄｄｉｔｉｏｎａｌａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｅｘｅｒｔｅｄｎｏａｄｄｉｔｉｏｎａｌｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅｔｒｅａｔｅｄｏｒＲｈｏＡ
ｓｉＲＮＡｔｒｅａｔｅｄＮＳＣＬＣｃｅｌｌｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｒｓｐｅｃｉｆｉｃｓｉＲＮＡｔｒｅａｔｍｅｎｔａｌｏｎｅ（Ｐ＞０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎｃａｎｓｕｐ
ｐｒｅｓｓＮＳＣＬＣｓｃｅｌｌｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｐｒｉｍａｒｉｌｙｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＲｈｏＡａｃｔｉｖｉｔｙ．
　　Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｔｏｒｖａｓｔａｔｉｎ；ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｒｃｉｎｏｍａｓ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ＲｈｏＡ

　　肺癌中８０％为非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇ
ｃａｒｃｉｎｏｍａｓ，ＮＳＣＬＣｓ），早期诊断率极低，大多数患者确
诊时已属晚期或发生转移，失去手术治疗的机会，需要

化学药物治疗［１］。近年的研究表明，他汀类还能显著

抑制前列腺癌、乳腺癌、胃癌、食管癌等多种肿瘤细胞

增殖和促进肿瘤细胞凋亡［２３］。但阿托伐他汀（ＡＴＶ）
能否影响ＮＳＣＬＣｓ的增殖仍不清楚。本实验旨在研究
阿托伐他汀对三株ＮＳＣＬＣｓ细胞（Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细

胞、Ｃａｌｕ３细胞）增殖的影响及其可能的作用机制，为
ＮＳＣＬＣｓ的临床治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　阿托伐他汀，ＤＭＥＭ、胎牛血清，青霉素、
链霉素、噻唑蓝、二甲基亚砜，ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ、单克
隆抗ＲｈｏＡ抗体、辣根过氧化物酶标记的抗兔抗体、βａｃｔｉｎ抗
体，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００，ＲｈｏＡ特异性抑制剂 Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ，增强
化学发光检测试剂盒，ＲｈｏＧＴＰ亲和力测试板。
１．１．２　ＮＳＣＬＣｓ细胞株　　Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细胞、Ｃａｌｕ３细胞

·０１４·
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用含１０％胎牛血清及０．１％青霉素／链霉素的 ＤＭＥＭ培养基，
于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中常规培养、传代。

１．２　方法
１．２．１　细胞增殖实验　　采用改进的ＭＴＴ法测定细胞增殖情
况［４］。取对数生长期的 Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细胞、Ｃａｌｕ３细胞，用
无血清ＤＭＥＭ重悬后，以５×１０５／ｍＬ接种于９６孔板，每孔１００
μｌ，细胞培养过夜，待细胞贴壁后，用不同浓度的阿托伐他汀和
ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ、ＲｈｏＡ特异性抑制剂（ＲｈｏＡｉｎｈｉｂｉ
ｔｏｒ）Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ处理细胞，同时设置阴性对照组（细胞不加药
物处理）、空白对照组（无细胞、仅加无血清 ＤＭＥＭ），各组均设
３个复孔，７２ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍＬ的噻唑蓝２０μｌ，培养４ｈ
后终止培养，吸去孔内培养液，每孔加入１５０μｌ二甲基亚砜，置
摇床上低速振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，用酶标仪在波长
５７０ｎｍ处测量各孔的吸光值（ＯＤ）。实验重复３次。细胞的相
对增殖率（％）＝（ＯＤ处理组－空白对照组）／（ＯＤ阴性对照组
－空白对照组）×１００％。
１．２．２　ｓｉＲＮＡ转染　　三株细胞常规培养至５０％ ～７０％以上
融合时进行转染。ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ、ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ转染采用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂进行［５］，细胞孵育过夜后，再培养４８ｈ。
同时设置空脂质体组，每组设 ３个复孔，实验重复 ３次。用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＲｈｏＡ的蛋白表达，观察 ｓｉＲＮＡ的干扰
效果。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ　　根据文献［６］的方法，裂解细胞、提
取总蛋白并测定浓度，ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，转移到硝酸纤维素
膜，在含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ中封闭３０ｍｉｎ，单克隆抗ＲｈｏＡ抗
体（１∶２０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜，辣根过氧化物酶标记的
抗兔抗体（１∶１０００）室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜后，用增强化学发
光检测试剂盒显色，凝胶成像仪扫描并分析图像。实验重复

３次。
１．２．４　ＲｈｏＡ活性测定　　采用 Ｓｔｅｒｐｅｔｔｉ的方法［７］，收集细胞

膜提取物２５μｇ，在ＲｈｏＧＴＰ亲和力测试板上孵育４５ｍｉｎ，再与
抗体检测试剂孵育２ｈ，酶标仪测定发光信号，观察 ＲｈｏＡ活性
的变化，实验重复３次。

１．３　统计学分析
　　实验数据以均数 ±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统
计软件行ｔ检验及单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＡＴＶ对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响
　　与未处理组（ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，０．１％ＤＭＳＯ溶剂对照组对三株
ＮＳＣＬＣｓ细胞的增殖无明显影响（Ｐ＞０．０５）；与ＤＭＳＯ溶剂对照
组比较，０．１～２５．０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＶ能明显抑制三株ＮＳＣＬＣｓ细
胞增殖，且呈浓度依赖性（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），见图１。

２．２　ＡＴＶ对ＮＳＣＬＣｓ细胞ＲｈｏＡ活性的影响
　　与未处理组（ｃｏｎｔｒｏｌ）相比，０．１％ＤＭＳＯ溶剂对照组对三株
ＮＳＣＬＣｓ细胞的 ＲｈｏＡ活性无明显影响（Ｐ＞０．０５）；０．１～２５．０
μｍｏｌ／Ｌ的ＡＴＶ处理细胞４８ｈ后，能明显抑制Ａ５４９细胞、Ｈ３５８
细胞的 ＲｈｏＡ活性，０．５～２５．０μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＴＶ能明显抑制

Ｃａｌｕ３细胞的 ＲｈｏＡ活性，均呈浓度依赖性（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），见图２Ａ。此外，２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ能持续地抑制三株
细胞的 ＲｈｏＡ活性至 ９６ｈ，且均呈时间依赖性（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），但２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ在处理 Ｃａｌｕ３细胞细胞４８ｈ后
才明显抑制细胞的ＲｈｏＡ活性，并持续抑制到９６ｈ（Ｐ＜０．０５或
Ｐ＜０．０１），见图２Ｂ。

２．３　ＲｈｏＡ特异性抑制剂对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响
　　与未处理组（ｃｏｎｔｒｏｌ）比较，用１ｇ／ｍＬ的 ＲｈｏＡ特异性抑制
剂Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ预处理细胞１ｈ后，能使 Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细
胞、Ｃａｌｕ３细胞的ＲｈｏＡ活性分别显著下降７０．７９％（Ｐ＜０．０１）、
７９．６０％（Ｐ＜０．０１）、７７．７５％（Ｐ＜０．０１），见图３Ａ。与未处理组
（ｃｏｎｔｒｏｌ）比较，单用２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ、单用１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ、
单用１ｇ／ｍＬ的ＲｈｏＡ特异性抑制剂Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ、合用１ｇ／ｍＬ
Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ＋２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ、合用１ｇ／ｍＬＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ＋
１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ等５个组均能明显抑制 Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细
胞、Ｃａｌｕ３细胞增殖（Ｐ＜０．０１）。但是，与单用１ｇ／ｍＬ的 ＲｈｏＡ
特异性抑制剂Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ组比较，合用１ｇ／ｍＬＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ
＋２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ、合用１ｇ／ｍｌＣ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ＋１０．０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＴＶ两个组均无显著差异（Ｐ＞０．０５），见图３Ｂ。
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＜０．０５；＃：与ＤＭＳＯ组比较，Ｐ＜０．０１

图１　ＡＴＶ对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响
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Ａ：不同浓度 ＡＴＶ对 ＲｈｏＡ活性的影响（ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：ＤＭＳＯ；ｃ：
０．１μｍｏｌ／Ｌ；ｄ：０．５μｍｏｌ／Ｌ；ｅ：１．０μｍｏｌ／Ｌ；ｆ：２．５μｍｏｌ／Ｌ；ｇ：５．０

μｍｏｌ／Ｌ；ｈ：１０．０μｍｏｌ／Ｌ；ｉ：２５．０μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ
不同作用时间对ＲｈｏＡ活性的影响；：与ＤＭＳＯ组或０ｈ组比
较，Ｐ＜０．０５；＃：与ＤＭＳＯ组或０ｈ组比较，Ｐ＜０．０１

图２　ＡＴＶ对ＮＳＣＬＣｓ细胞ＲｈｏＡ活性的影响
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２．４　ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响
　　各组间βａｃｔｉｎ表达无显著差异（Ｐ＞０．０５），表明各组间蛋
白的上样量基本一致。与未转染组比较，Ａ５４９细胞、Ｈ３５８细
胞、Ｃａｌｕ３细胞被转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ后，三株细胞内 ＲｈｏＡ表达
无显著变化（Ｐ＞０．０５）；但细胞被转染ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ后，ＲｈｏＡ蛋
白的表达明显下降，其抑制率分别为（７６．２３±８．０５）％、（７３．８３
±６．０４）％、（７７．９７±１０．９８）％，表明转染 ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ能有效
沉默三株ＮＳＣＬＣｃ细胞的 ＲｈｏＡ蛋白表达，见图４Ａ。与未转染
组（ｃｏｎｔｒｏｌ）比较，转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组的细胞增殖无显著变化
（Ｐ＞０．０５）；转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ并合用２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组、转
染ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ并合用１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组、转染ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ
组、转染 ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ并合用 ２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组、转染 ＲｈｏＡ
ｓｉＲＮＡ并合用１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组均能显著抑制三株细胞增殖
（Ｐ＜０．０１）。但是，与仅转染ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ组比较，转染ＲｈｏＡ
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Ａ：ＲｈｏＡ特异性抑制剂预处理１ｈ后细胞 ＲｈｏＡ活性；Ｂ：ＲｈｏＡ
特异性抑制剂、ＡＴＶ及合用对细胞增殖的影响（ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：２．５
μｍｏｌ／ＬＡＴＶ；ｃ：１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ；ｄ：ＲｈｏＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ；ｅ：ＲｈｏＡｉｎ
ｈｉｂｉｔｏｒ＋２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ；ｆ：ＲｈｏＡｉｎｈｉｂｉｔｏｒ＋１０．０μｍｏｌ／Ｌ
ＡＴＶ）；：与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１
图３　ＲｈｏＡ特异性抑制剂对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响
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Ａ：ＲｈｏＡ蛋白的表达（１：未转染组；２：转染 ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；３：

转染ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ组）；Ｂ：ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ和 ＡＴＶ对细胞增殖的影

响（ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ；ｂ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ；ｃ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋２．５μｍｏｌ／Ｌ

ＡＴＶ；ｄ：ｃｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ＋１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ；ｅ：ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ；ｆ：

ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ＋２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ；ｇ：ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ＋１０．０μｍｏｌ／Ｌ

ＡＴＶ）；：与ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０．０１

图４　ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ对ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的影响

ｓｉＲＮＡ并合用 ２．５μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组、转染 ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ并合用
１０．０μｍｏｌ／ＬＡＴＶ组均无显著差异（Ｐ＞０．０５），见图４Ｂ。

３　讨论

　　近年来发现，他汀类药物还对肿瘤细胞具有抑制
增殖、诱导分化或凋亡、抑制血管生成及降低侵袭转移

能力等作用［８］。ＡＴＶ对乳腺癌、膀胱癌、胰腺癌、结肠
癌、前列腺癌等肿瘤细胞增殖均有显著抑制作用［９］，是

一种很有潜力的抗肿瘤药物。

　　ＲｈｏＡ属于 ＧＴＰ／ＧＤＰ结合 ＧＴＰ酶的 Ｒａｓ超家族，
已被证明在促进肿瘤细胞的增殖和凋亡中发挥重要作

用［１０］。ＲｈｏＡ在多种肿瘤细胞中过度表达和过度激
活［１１］。过度活化的 ＲｈｏＡ能触发后续的 ＰＩ３ＫＡｋｔ通
路的激活，而该通路被认为是调节细胞生成及细胞增

殖的关键通路［１２］。Ｆｒｏｍｉｇｕｅ等［１３］研究发现，高剂量的

ＡＴＶ（１０μｍｏｌ／Ｌ）可有效抑制 ＲｈｏＡ介导的基质金属
蛋白酶的激活，从而抑制骨肉瘤细胞生长和侵袭。然

而，ＡＴＶ能否影响 ＮＳＣＬＣｓ细胞的 ＲｈｏＡ活性以及
ＲｈｏＡ激活是否与 ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖有关仍不清楚。
本研究中，ＡＴＶ呈浓度依赖性地显著抑制 ＮＳＣＬＣｓ细
胞增殖，并且呈浓度依赖性和时间依赖性地显著抑制

ＮＳＣＬＣｓ细胞的 ＲｈｏＡ活性。用 ＲｈｏＡ特异性抑制剂
Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ降低 ＲｈｏＡ活性会明显抑制 ＮＳＣＬＣｓ细
胞增殖。我们进一步用 ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ转染 ＮＳＣＬＣｓ细
胞，证实在有效沉默 ＲｈｏＡ蛋白表达后，也会明显抑制
ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖。该结果提示，ＡＴＶ能有效地抑制
ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖，其机制与其降低 ＮＳＣＬＣｓ细胞的
ＲｈｏＡ活性密切相关。
　　此外，本研究发现，用 ＲｈｏＡ特异性抑制剂 Ｃ３
ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ或ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ抑制 ＲｈｏＡ活性时，联合应
用ＡＴＶ不能产生抑制 ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的协同效应，
而是与单用 ＲｈｏＡ特异性抑制剂 Ｃ３ｔｒａｎｓｆｅｒａｓｅ或
ＲｈｏＡｓｉＲＮＡ的作用相似。这提示，在 ＲｈｏＡ活性被抑
制后，ＡＴＶ不能抑制 ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖。如果 ＡＴＶ抑
制ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖不是通过抑制ＲｈｏＡ活性而产生，
那么在 ＲｈｏＡ活性被抑制后，ＡＴＶ还应发挥本身对
ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖的抑制作用。相似结果在其他文献
中也有报道，如Ｗａｎｇ等研究发现［１４］，重组的人肝细胞

生长因子（ｒｈＨＧＦ）能促进骨肉瘤细胞生存从而抵消
顺铂的治疗作用，用抗ＨＧＦ中和抗体治疗能明显增强
顺铂的细胞毒性，但用ＡｋｔｓｉＲＮＡ阻断 Ａｋｔ表达时，ｒｈ
ＨＧＦ和抗ＨＧＦ的中和抗体对顺铂的细胞毒性仅为微
弱 作用或无作用。因此Ｗａｎｇ等认为ｒｈＨＧＦ和抗

（下转第４１５页）
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骨梳韧带，耻骨肌孔位于更深的层次，是腹内压直接作

用的位置。腹膜前间隙补片修补术将足够大的补片从

内侧覆盖整个耻骨肌孔，使补片与耻骨肌孔四周的肌

性或骨性结构在比较大的范围产生粘连和同化，符合

压力学原理，从解剖学的角度更趋于合理。

　　腹膜前修补时，将精索和输精管自内环水平的腹
膜向近端游离，使其与下方紧贴的腹膜分开，即“壁化

精索”，目的是使补片放置在精索和腹膜之间。腹膜

前疝修补术中，通过手术对腹股沟区的解剖观察，补片

放置的部位不是平面结构，而是一个凸面向前外下方

的三维结构，精索与补片的关系和 Ｌｉｃｈｔｅｎｓｔｅｉｎ术式不
同，后入路以及ＴＥＰ手术精索血管已经转到了后方的
髂腰肌表面，补片覆盖了肌耻骨孔以后精索血管位于

补片的后下方。由于骨盆与垂直面的夹角大约是

６０°［９］，因此腹膜前修补放置的补片较之 Ｌｉｃｈｔｅｎｓｔｅｉｎ
术式放置的补片更适合该处的解剖三维结构。
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ＨＧＦ中和抗体对顺铂疗效的影响主要是依赖于对
ＰＩ３ＫＡｋｔ通路的抑制。本研究的上述结果也证实了此
观点。因此，本文认为，ＲｈｏＡ激活与 ＮＳＣＬＣｓ细胞增
殖密切相关，ＡＴＶ主要依赖于抑制 ＲｈｏＡ活性从而减
少ＮＳＣＬＣｓ细胞增殖。这提示，ＡＴＶ可能作为一种有
潜力的抗肿瘤药物用于 ＮＳＣＬＣｓ的治疗，但其具体的
作用机制和信号途径仍需进一步阐明。
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