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氯化两面针碱对类泛素化修饰抑制剂MLN4924
介导肺癌耐药的作用与机制研究
李 蒙，张 荔，赵伟丽，李立辉

上海中医药大学附属龙华医院肿瘤研究所（上海　200032）

【摘　要】　目的：探索中药药效物质氯化两面针碱对 A549 MLN4924 耐药肺癌细胞株的影响及作用机制。方法：利

用 MLN4924 低剂量处理 A549 细胞 6 个月，并进行细胞半数抑制率（IC50）分析和 Western blot 检测以确保顺利诱导

出 MLN4924 耐药细胞株（A549-MR）；氯化两面针碱浓度梯度和时间梯度处理 A549-MR，并进行 ATPLite 细胞增殖

分析、细胞计数检测其对 A549-MR 生长的影响；同时收集 A549-MR 细胞总蛋白进行 Western blot 检测氯化两面针碱

抑制 A549-MR 生长的分子机制。结果：IC50 分析和 Western blot 实验显示，经低剂量长时间处理 A549 细胞后，

MLN4924 对 A549 细胞的 IC50 从 0.355 μmol/L 提高至 10.643 μmol/L，且其不能显著抑制 Cullins 家族蛋白的类泛素

化修饰（neddylation）；细胞增殖分析显示，氯化两面针碱显著抑制 MLN4924 耐药肺癌细胞生长；Western blot 结果

显示，氯化两面针碱能下调 A540-MR 细胞内的 Cullins 蛋白表达并引起其抑癌底物蛋白 p21、p27 等积聚。

结论：氯化两面针碱通过抑制泛素连接酶（CRLs）复合体的活性，导致其下游抑癌蛋白底物积聚，从而抑制

neddylation 抑制剂 MLN4924 引起的肺癌耐药细胞增殖。

【关键词】　氯化两面针碱；MLN4924；耐药；泛素连接酶复合体

Study on effect and mechanism of nitidine chloride on drug resistance of neddylation inhibitor MLN4924 
in lung cancer
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ABSTRACT　Objective： To explore the influence and mechanism of the effective traditional Chinese medcine nitidine chloride on A549 
MLN4924 drug-resistant lung cancer cell lines. Methods： A549 cells were treated with low dose of MLN4924 for 6 months， and half 
maximal inhibitory concentration （IC50） analysis and Western blot analysis were performed to ensure the successful induction of MLN4924 
drug-resistant cell lines （A549-MR）. A549-MR was treated with the concentration gradient and time gradient of nitidine chloride， and the 
effect of nitidine chloride on A549-MR growth was detected by ATPLite cell proliferation analysis and cell counting. Meanwhile， the total 
protein of A549 cells was collected for Western blot analysis to detect the molecular mechanism of inhibition of A549-MR growth by nitidine 
chloride. Results： IC50 analysis and Western blot analysis showed that after low-dose and long-time treatment of A549 cells， the IC50 of 
MLN4924 on A549 cells was increased from 0.355 μmol/L to 10.643 μmol/L， and the neddylation modification of Cullins family proteins 
wasn't significantly inhibited. Cell proliferation analysis showed that the proliferation of MLN4924 drug-resistant lung cancer cells was 
significantly inhibited by nitidine chloride， Western blot results showed that the expression of Cullins protein in A549-MR cells was down-

regulated by nitidine chloride and its tumor suppressor substrate protein p21 and p27 were induced to accumulate. Conclusion： By 
inhibiting the activity of the CRLs （cullin-RING ligases） complex， nitidine chloride can induce the accumulation of downstream tumor 
suppressor protein substrates， which can inhibit the proliferation of the drug-resistant lung cancer cells induced by the neddylation 
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inhibitor MLN4924.
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据美国癌症学会的学术期刊 CA-Cancer J Clin
最新统计，全球每年肺癌约有 220 万新发病例和

179 万死亡病例［1］，是目前全球发病率排名第 2 位、

病死率排名居首的恶性肿瘤［2］。近年来，尽管在早

期筛查、手术、放化疗等标准化治疗方面取得了许

多新进展［3］，但是肺癌患者的 5 年总体生存率仍较

低，仅为 10%~20%，鉴于肺癌治疗的严峻现状，亟

待阐明肺癌发生发展机制，并开发其靶向药物。化

疗耐药是导致肺癌预后较差的重要因素［4］。常见的

临床化疗药物吉非替尼长期使用可导致靶点

T790M 突变［5］，需改用 3 代药物奥希替尼继续治疗，

但是奥希替尼也会在 10 个月后因耐药而治疗无

效［6］。因此，克服化疗耐药是目前提高肺癌治疗效

果、改善患者预后的非常有前景的治疗策略。

类泛素化修饰（neddylation）是指经 E1（NEDD8
激活酶）、E2（NEDD8 结合酶）、E3（NEDD8 结合酶）

3 级酶促催化，将类泛素小分子 NEDD8 连接到底物

上，进而调控底物生物学功能的过程［7］。目前鉴定

最为透彻的 neddylation 底物是泛素连接酶（CRLs）
的关键亚基 Cullins 蛋白。多项研究发现 neddylation
通路在多种肿瘤（如肺癌、肝癌、食管癌）中过度活

化，且提示患者预后不良［8］。王诗雯等［9-10］发现利用

遗传学手段靶向下调 neddylation 通路的关键催化

酶通过灭活其下游 CRLs 泛素连接酶，导致其抑癌

蛋白底物积聚，发挥重要的肿瘤杀伤作用。基于

neddylation 通路的重要促癌功能，美国 Millennium
制药公司通过高通筛选研发出针对 neddylation E1
的特异性小分子抑制剂 MLN4924。研究表明，

MLN4924 通过诱导细胞凋亡［11］、细胞衰老［12］等发挥

重要的肿瘤杀伤效应，目前已进入Ⅲ期临床试验阶

段。但是研究表明，MLN4924 存在耐药效应［13］，因
此亟待寻找可靶向灭活 neddylation-CRLs 通路的其

他小分子药物。

历代中医典籍中并无“肺癌”这一病名，但考虑

其刺激性干咳、胸痛、呼吸困难的临床表现与古籍中

“息贲”“咳嗽”等相似，故可归于此范畴［14］。正如《难

经·论五脏积病》中记载：“肺之积，名曰息贲，在右胁

下，覆大如杯，久不已，令人洒淅寒热，喘咳，发肺

壅。”［15］正气与邪气的相互斗争存在于肺癌的发生发

展之中，故治疗肺癌可予扶正祛邪。

两 面 针 为 芸 香 科 植 物 两 面 针 Zanthoxylum 
nitidum （Roxb.） DC. 的干燥根，其味苦辛、性平，有

小毒，归肝、胃经。两面针有行气止痛、活血散瘀等

作用，现代研究表明两面针还具有抗菌、抗癌等药

理活性［16］。氯化两面针碱（nitidine chloride）作为一

种苯并菲啶生物碱，是植物两面针根部的重要成

分［17］。氯化两面针碱具有多种生物学功能，包括抗

炎、抗病毒、镇痛和抗肿瘤等［18］。氯化两面针碱通

过诱导细胞凋亡［19］、细胞周期阻滞［20］、上皮-间充质

转化［21］等显示出重要的肿瘤杀伤效果，但是其抗肿

瘤机制尚未充分阐明；同时，氯化两面针碱对

neddylation 通路（下游的 CRLs 复合体以及其抑癌

蛋白底物）的调控作用尚未见文献报道。本研究以

常见的肺腺癌细胞 A549 为实验研究对象， 通过

MLN4924 低浓度长时间处理诱导其产生耐药效应，

并进一步探索中药单体氯化两面针碱对此耐药细

胞的杀伤作用及分子机制。

1　材料与方法

1.1　实验材料　

1.1.1　细胞　A549 肺腺癌细胞株，购自美国模式培

养物研究所（ATCC）。

1.1.2　药物与试剂　氯化两面针碱（批号：HY-

N0498，纯度为 99.61%），美国 Med Chem Express 公司；

MLN4924（CAS 号：905579-51-3），由美国 Millennium
公司合成。

β-actin（批号：EM21002），杭州华安生物技术有

限公司；Cul1、Cul2、Cul5（货号：ab75817、ab166917、
ab184177），美国 Abcam 公司；Cul3、Cul4A、p21、 
p27、p-H2AX 抗 体（货 号 ：2759S、2699S、2947S、
3686S、9718S），美国 Cell Signaling Technology 公司；

Cul4B（货号：12916-1-AP），美国 Proteintech 公司；

ATPlite 1 Step 检测试剂盒（批号：107-22022），美国

PerkinElmer 公司。

1.1.3　主要仪器　SYNERGY HTX 型多功能酶标

仪，美国 BioTek 公司；Cellometer Auto 1000 型细胞

计数仪，美国 Nexcelom Bioscience 公司；LE-4631 微

量震荡型器，美国 Thermo Fisher 公司；5430R 型台
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式微量冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司。

1.2　构建 MLN4924 耐药肺癌细胞株　利用低浓度

MLN4924 处理肺癌细胞 A549，3 d 传 1 代，共培养

6 个月左右。MLN4924 诱导终浓度为 1.0 μmol/L。
1.3　ATPLite 细胞增殖/毒性检测　将对数期生长

的野生型 A549 细胞（A549-wt）和 A549-MR 细胞消

化处理后，以 1 500 个/孔接种于 96 孔黑板底透酶

标板中，过夜贴壁。使用完全培养基将药物

（MLN4924 和氯化两面针碱）分别稀释到 0、0.01、
0.033、0.1、0.33、1.0、3.3、10 μmol/L，并加入肺癌细胞

A549-wt 和 A549-MR 中。处理 72 h 之后，将培养基

拍干，每孔加入 50 μL ATPLite 试剂，微量震荡器

600 r/min 避光震荡 10 min，使用酶标仪的发光模块

检测细胞增殖与细胞毒性，并使用 Graphpad Prism 9
软件计算其半数抑制浓度（IC50）。

细胞接种并贴壁后，使用完全培养基将氯化两

面针碱分别稀释到 0、0.05、0.1、0.2、0.4 μmol/L，并加

入肺癌细胞 A549-wt 和 A549-MR 中。处理 72 h
后，检测其细胞活力变化，并使用 Graphpad Prism 9
软件做柱状统计图。

1.4　细胞计数　将 A549-wt 和 A549-MR 细胞以

7×104个/孔接种于 6 孔板中，过夜贴壁后，使用完全培

养基将 MLN4924 分别稀释到 0、0.1、0.2、0.4 μmol/L，
并加入肺癌细胞 A549-wt 和 A549-MR 中。分别在

24 h、48 h、72 h 时对细胞进行计数，Graphpad Prism 9
软件统计并做折线图。

1.5　蛋白免疫印迹　将 A549-wt 和 A549-MR 细胞

以 3×105 个/孔接种于 6 孔板中过夜贴壁后，将

MLN4924 以 0、1.0 μmol/L 的浓度加入到两种细胞

中，处理 24 h 之后，收集细胞制备蛋白样品。

Western blot 实验验证 neddylation 通路相关蛋白变

化。同时，加入 0、0.1、0.2、0.4 μmol/L 浓度梯度的氯

化两面针碱处理。

1.6　统计学方法　采用 Graphpad Prism 9 软件分析

数据，计量资料以 x̄±s 表示。在统计细胞活力和细

胞计数组间有无差异时，各药物浓度组分别与对照

组比较采用双尾非配对 t 检验。以 P<0.05 表示差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　获得 MLN4924 耐药的 A549 细胞株　低浓度

MLN4924 处理 A549 细胞 6 个月后，再用不同浓度

MLN4924 处 理 A549-wt 和 A549-MR 细 胞 72 h，
A549-wt IC50 为 0.355 μmol/L，A549-MR IC50 为

10.643 μmol/L，A549-MR 对 MLN4924 的耐药指数

（RI） =A549-MR IC50/A549-wt IC50=29.98。 同 时

Western blot 实验结果显示，MLN4924 处理后，

A549-MR 细胞中 CRLs 泛素连接酶的关键亚基

Cullins 蛋白的 Neddylation 修饰未被抑制，见图 1A
和图 1B。结果表明，A549 细胞在低浓度 MLN4924
处理 6 个月后出现了显著的耐药性。

2.2　氯化两面针碱显著抑制 A549⁃MR 细胞生长　  
　为了寻找克服 MLN4924 耐药的肿瘤杀伤策略，

检测了氯化两面针碱对 A549-MR 生长的影响，其中

氯化两面针碱的化学结构见图 2A。首先进行 IC50
测定，结果显示氯化两面针碱处理 A549-wt 和

A549-MR 细胞 72 h 后，A549-wt IC50为 0.079 μmol/L，
A549-MR IC50 为 0.175 μmol/L，提示氯化两面针碱

对两类细胞均具有良好的抑制生长作用。见图 2B。

为了进一步确认氯化两面针碱对 A549 细胞的杀伤

作用，选取氯化两面针碱 0、0.05、0.1、0.2、0.4 μmol/L 
5 个浓度，分别处理 A549-wt 和 A549-MR 细胞 72 h
后，ATPLite 细胞增殖实验检测可以看到氯化两面

针碱能够抑制 A549-MR 的细胞活力。见图 2C。

同时，使用氯化两面针碱 0、0.1、0.2、0.4 μmol/L 
4 个浓度处理细胞，分别处理 A549-wt 和 A549-MR
细胞，在 24 h、48 h、72 h 时收集细胞并计数，观察氯

化两面针碱对肿瘤生长的抑制趋势，结果也显示氯

化两面针碱可以明显抑制细胞增殖（P<0.01）。见图

2D。以上结果表明，氯化两面针碱对 A549-MR 细

胞有显著的杀伤作用。

2.3　氯化两面针碱显著抑制 Cullins 表达并引起其

底物积聚　为了检测氯化两面针碱对 Neddylation
通路的下游 CRLs 复合体及其底物的影响，进行了

Western blot 实验，使用氯化两面针碱的浓度为 0、
0.2、0.4、0.8 μmol/L，结果显示，氯化两面针碱处理

A549-MR 细胞后，其中 Cul1、Cul2、Cul3、Cul4A 和

Cul5 都呈现出药物浓度依赖性的蛋白水平下降。

说明氯化两面针碱可以抑制 Cullins 的活性，同时，

p-H2AX、p21、p27 都呈现出浓度依赖性的蛋白积

聚，而 p-H2AX、p21 和 p27 都是 CRLs 复合体的抑

癌蛋白底物。见图 3A、3B。结果表明，氯化两面针

碱可以抑制 Cullins 的生物活性，并引起 CRLs 复合

体的抑癌蛋白底物积聚。

··24



上海中医药大学学报　第 37 卷　第 4 期　2023 年 7 月

3　讨论

neddylation 修饰是一种蛋白翻译后修饰，由

NEDD8 激活酶 E1、NEDD8 结合酶 E2 和 NEDD8 E3
连接酶经级联反应催化，将泛素样小分子 NEDD8

共价结合到相应底物上的修饰过程［22］。这一过程

与泛素化相似，因此被称为类泛素化修饰。E3 连接

酶发挥底物特异性，依据它们的核心蛋白结构域分

为 HECT （homologous to E6-AP carboxy terminus）、

RING （really interesting new gene）和 U-box E3 

A 为 ATPLite 检测 MLN4924 对 A549-wt 和 A549-MR 细胞 IC50；B 为 Western blot 检测 A549-MR 细胞中 neddylation 通路相关蛋白变化；C 为统

计分析 neddylation 通路抑癌蛋白底物表达变化。

图 1　构建 A549⁃MR 耐药细胞株

Fig. 1　Construction of A549⁃MR resistant cell line

A 为氯化两面针碱的化学结构；B 为 ATPLite 检测氯化两面针碱对 A549-wt 和 A549-MR 细胞 IC50；C 为细胞增殖分析检测氯化两面针碱对

A549-MR 的细胞杀伤作用；D 为不同浓度和处理时间氯化两面针碱对 A549-MR 细胞增殖的影响。

图 2　氯化两面针碱对 A549⁃wt 和 A549⁃MR 细胞增殖的影响

Fig. 2　Effect of nitidine chloride on proliferation of A549⁃wt and A549⁃MR cells
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ligases 三类［23］。其中 Cullin-RING 连接酶（CRL）是

E3 泛素连接酶的最大家族，由 4 个亚单位组成：

Cullin 骨架蛋白、RING 蛋白、衔接蛋白和底物识别

亚基［24］。目前发现 Cullin 骨架蛋白分为 Cul1、
Cul2、Cul3、Cul4A、Cul4B、Cul5、Cul7、Cul9，通过介

导相关底物的降解，从而调控多种生物学过程如细

胞凋亡、增殖、分化等。当 Cullins 活性失调，引起抑

癌底物过度降解或促癌底物积累，都会促进肿瘤的

发展进程［25］。
MLN4924 是一种已经进入临床Ⅲ期试验研究

的小分子抑制剂，表现出良好的抗肿瘤活性，有望

真正地投入临床使用，但长期使用会导致耐药的产

生。氯化两面针碱是提取自中草药两面针的天然

产物，现有诸多文献报道，氯化两面针碱对多种肿

瘤细胞有显著的杀伤效果，可以发挥“祛邪”的作

用，并且参与了多个生物学过程，如细胞凋亡、细胞

周期阻滞、上皮-间充质转化等。那么中药两面针的

有效成分氯化两面针碱是否能够克服 MLN4924 诱

导的肺癌细胞耐药呢？

本研究首先利用低浓度长时间 MLN4924 处理

肺癌细胞 A549，诱导其产生 MLN4924 耐药特性，进

一步通过细胞 IC50 和 Western blot 分析检测其耐药

性。耐药细胞株构建成功后，使用提取自两面针的

中药药效物质氯化两面针碱处理 A549-wt 和 A549-

MR 细胞，通过细胞增殖分析和细胞计数检测氯化

两面针碱对其细胞杀伤作用。进一步，通过

Western blot 分析检测氯化两面针碱处理对 CRLs
复合体中 Cullins 骨架蛋白 Cul1-Cul5 以及相关底物

的影响。

结果显示，氯化两面针碱可以显著抑制 A549-

MR 细胞的生长，同时也发现，在 A549-MR 细胞中

neddylation 通 路 的 下 游 蛋 白 Cul1、Cul2、Cul3、
Cul4A、Cul5 的蛋白水平基本呈现出浓度依赖性的

下调，相关底物 p-H2AX、p21、p27 也都有明显的积

聚，提示氯化两面针碱能够克服 MLN4924 引起的

耐药，这与抑制 CRLs 复合体的活性有关。综上，氯

化两面针碱通过抑制 CRLs 复合体的活性从而克服

了 MLN4924 在肺癌细胞中的耐药（具体的工作示

意图见图 4）。因此，本项研究为靶向 neddylation-

CRLs 通路的临床治疗提供了新的思路和策略。

A 为 Western blotting 检测氯化两面针碱对 Neddylation 通路的重要组分 Cullins 的影响；B 为统计分析氯化两面针碱处理后 Cullins 相对蛋白

表达变化； C 为 Western blotting 检测氯化两面针碱对 CRLs 复合体下游抑癌底物蛋白的影响；D 为统计分析氯化两面针碱处理后 CRLs 下游

抑癌底物蛋白表达变化。

图 3　氯化两面针碱对 A549⁃MR 中 neddylation 通路的影响

Fig. 3　Effect of nitidine chloride on the neddylation pathway in A549⁃MR
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图 4　氯化两面针碱抑制 MLN4924 引起的肺癌细

胞耐药

Fig. 4　Nitidine chloride inhibits drug resistance in 
lung cancer cells caused by MLN4924
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