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[摘要] 目的 观察辛伐他汀对非小细胞肺癌 (NSCLC)细胞增殖和免疫逃逸的影响，并探讨其机制。 

方法 用改进 MTr法检测不同浓度辛伐他汀、RhoA siRNA处理后 A549细胞的增殖情况 ；用 Real—time RT— 

PCR检测抗免疫逃逸相关因子即主要组织相容性复合体 I类(MHC I，又称 HLA—A)和肽转运蛋白(TAP1)的 

基因表达；用 RhoA活性测定法观察 RhoA活性变化 ；用 Lipofectamine 2000转染 siRNA。结果 辛伐他汀能浓 

度依赖性(1O～30 b~mo]／L)地抑制 A549细胞增殖，增强 HLA—A和TAP1基因表达，抑制 RhoA活性(P<0．05 

或 <0．01)。用 0．1 txmol／L RhoA siRNA抑制 RhoA活性后，也能显著抑制 A549细胞增殖 ，增加 HLA-A和 

TAP1基因表达(P<0．O1)。但 RhoA siRNA联合应用辛伐他汀不能产生协同效应 ，而与单用 RhoA siRNA的 

作用相似(尸>0．05)。结论 辛伐他汀主要依赖于抑制A549细胞的RhoA活性，从而增加 HLA—A和TAP1表 

达，减少免疫逃逸和细胞增殖。 
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[Abstract] 0bjective To evaluate the effects of simvastatin on cell proliferation and immune escape of hu— 

man non—small cell lung cancer(NSCLC)as well as the underlying mechanisms．Methods Cell proliferation was de— 

termined using a modified MTr assay after the treatment with different concentrations of simvastatin，or RhoA siRNA 

in A549 cells．The gene expression of anti—immune escape factor，major histoc0mpatibility complex class I(MHC 

I，also known as HLA—A)and peptide transporter protein(TAP1)were detected by real—time RT—PCR．The change 

of RhoA activity was measured by a microplate reader in A549 cells treated with simvastatin，or RhoA siRNA．SiRNA 

transfection Was done using lipofectamine 2000．Results Simvastatin(10—30 Ixmol／L)significantly reduced the 

proliferation．enhanced gene expression of HLA·A and TAP1 and inhibited RhoA activity of A549 cells in concentra— 

tion-dependent manner(P<0．05 or P<0．01)．Moreover，inhibition of RhoA activity with 0．1 ixmol／L RhoA siR— 

NA also resuhed in a substantial inhibition of proliferation and increased gene expression of HLA—A and TAP1 of 549 

cells(P<0．01)．However，combination treatment of RhoA siRNA and simvastatin exerted no synergistic effects in 

549 cells compared with the specific siRNA treatment alone(P>0．05)．Conclusion Simvastatin can suppress A549 

cells proliferation and immune escape primarily through inhibition of RhoA activity and thereby increasing the gene 

expression of HLA—A and TAP1． 

[Key words] Simvastatin； Non—small cell lung cancer(NSCLC)； Cell proliferation； Immune escape； 
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大多数非小细胞肺癌(non—smal1．cell lung canc． 

el"，NSCLC)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 J。虽然近年 

来分子靶向化疗药物如吉非替尼等的运用使 NSCLC 

治疗取得了一些进展，但其 5年生存率并未显著改 

善，复发率仍高，预后很差。研究表明，肿瘤免疫逃 

逸是导致肿瘤发生、发展的关键原因 J，尤其 NSCLC 

是非免疫原性肿瘤，不能有效激活宿主的免疫系统， 

因此能逃避免疫监视和攻击，发生免疫逃逸 J。近 

年来研究发现，他汀类降血脂药辛伐他汀能显著抑 

制乳腺癌、前列腺癌、胶质瘤等多种肿瘤细胞增 

殖 4 J，具有较好的抗肿瘤潜能。但至今，辛伐他汀 

在 NSCLC细胞增殖及免疫逃逸中的作用仍不清楚。 

本研究旨在探讨辛伐他汀对 NSCLC的A549细胞增 

殖及抗免疫逃逸相关因子的影响及可能机制，为 

NSCLC的临床治疗提供新的思路。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂 辛伐他汀(舒降之，美国默克)用二甲 

基亚砜(DMSO，美国Sigma)~ ，储存液为100 mmol／L， 

每次实验前在培养基中稀释。DMEM、胎牛血清(美 

国Gibco)；青霉素、链霉素、噻唑蓝(美国 Sigma)； 

Trizol、SYBR Green I绿色核酸凝胶染料(美国 In． 

vitrogen)；RhoA siRNA、control siRNA、单克隆抗RhoA 

抗体(美国Santa Cruz)；Lipofectamine 2000(美国In． 

vitrogen)；Rho—GTP亲和力测试板(美国Cytoskeleton)。 

1．2 方法 

1．2．1 细胞培养 NSCLC细胞株 A549细胞(购自 

美国 ATCC，由广东药学院药科学院药理系实验室 

保存)用含 10％胎牛血清及 0．1％青霉素／链霉素的 

DMEM培养基，于37 cC、5％ CO2培养箱中常规培养、 

传代。 

1．2．2 细胞增殖实验 采用改进的 MTT法测定细 

胞增殖情况，取对数生长期的 A549细胞，用无血清 

DMEM重悬后，以 1 X 10 ／ml接种于 96孔板，每孔 

100 txl，细胞培养过夜待细胞贴壁后，用 10~mol／L、 

20 txmol／L、30 Izmol／L的辛伐他汀或 RhoA siRNA、 

control siRNA分别处理细胞 48 h或72 h后，每孔加 

人5 m ml的噻唑蓝 20 l，培养 4 h后，终止培养， 

吸去孔内培养液，每TL~n人 150 txl二甲基亚砜，置 

摇床上低速振荡10 min，使结晶物充分溶解，用酶标 

仪在波长570 nm处测量各孔的吸光值(OD)。同时 

设置阴性对照组(仅加 DMSO，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，实验重复 5次。细胞增殖率(％)=OD处 

理组一空白对照 OD阴性对照组 一空白对照组 × 

100％ 。 

1．2．3 Rea1．time RT—PCR检测 用于检测 NSCLC 

抗免疫逃逸相关因子即主要组织相容性复合体 I类 

(major histocompability complex．MHC I)，又称人类 

白细胞抗原 A(human leucocyte antigen—A，HLA—A) 

和肽转运蛋白(peptide transporter protein 1，TAP1)的 

基因表达情况。用 10~nol／L、20~mol／L、30~ ol／L 

的辛伐他汀分别处理 A549细胞48 h后，按Trizol试 

剂说明书从 A549细胞提取分离 RNA，然后取 2 txg 

RNA用 iScript逆转录酶试剂合成 cDNA；用 SYBR 

Green I绿色核酸凝胶染料在 Mx3000P QPCR系统 

(Stratagene公司)进行 RT—PCR分析，以GAPDH为内 

参基因；用 A(rCt法计算各组 HLA—A和 TAP1基因 

的相对表达量。扩增 HLA—A基因的引物序列如下： 

上游 5 ACCCTCGTCCTGCTACTCTC-3 ，下游 5 一CT． 

GTCTCCTCGTCCCAATACT一3 。扩增TAP1基因的引 

物序列如下：5，-ACTGCTACTrCTCGCCGACT 3 和5，- 

CTGCGTITI'CGCTCTYGGAG一3 。 

1．2．4 RhoA活性测定 用 10 txmol／L、20 ixmol／L、 

30 p~mol／L辛伐他汀或 0．1 ixmol／L RhoA siRNA处 

理 A549细胞 48 h后 ，采用 Sterpetti的方法 收集 

A549细胞的膜提取物25 g，在 Rho-GTP亲和力测 

试板上孵育45 min，再与抗体检测试剂孵育 2 h，用 

酶标仪测定发光信号，观察 RhoA活性变化，实验重 

复5次。 

1．2．5 siRNA转染 A549细胞常规培养达 50％ 一 

70％以上融合时，采用 Lipofectamine2000试剂转染 

RhoA siRNA、control siRNA，严格按其说明书操作， 

细胞孵育过夜后，再培养 48 h。同时设置空脂质体 

组，每组设 3个复孑L，实验重复5次。 

1．3 统计学方法 应用 SPSS20．0统计软件进行数 

据处理，计量资料以均数 ±标准差(x±s)表示，多样 

本均数比较采用单因素方差分析，不同时点比较采 

用重复测量资料两因素两水平方差分析，均数间两 

两比较采用 SNK—q检验，P<0．05为差异有统计学 

意义。 

2 结果 

2．1 辛伐他汀不同浓度和时间对 A549细胞增殖的 

影响 与空白对照组比较，用 10 ixmol／L、20 ixmol／L、 

30 Ixmol／L辛伐他汀作用A549细胞48 h和72 h后， 

均能明显抑制 A549细胞增殖，呈浓度依赖性(P< 

0．01)，但三个浓度的辛伐他汀在48 h和72 h的作 

用差异无统计学意义(P>0．05)。见表 1。 
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表 1 辛伐他汀不同浓度和时间对 A549细胞增殖的 

影响[( ±s)，细胞增殖率％] 

注：与48 h空白对照组比较， P<0．01；与72 h空白对照组比较 

#P <0
． O1 

2．2 辛伐他汀对 A549细胞抗免疫逃逸相关因子 

HLA—A和 TAP1基因表达的影响 与空白对照组比 

较，10 ixmol／L、20 tzmol／L、30~mol／L辛伐他汀作用 

A549细胞48 h后，明显增强 A549细胞抗免疫逃逸 

相关因子 HLA-A和 TAP1基因的相对表达量，呈浓 

度依赖性(P<0．01)。见表2。 

表2 辛伐他汀对 A549细胞免疫逃逸相关因子基因表达的 

影响[(置±s)，fold change] 

注：与空白对照组比较， P<0．01 

2．3 辛伐他汀对A549细胞RhoA活性的影响 与 

空白对照组相比，10 I~mol／L、20 p~mol／L、30 izmol／L 

辛伐他汀作用 A549细胞48 h后，能明显抑制 A549 

细胞 RhoA活性，呈浓度依赖性(P<0．05或 <0．01)。 

见表 3。 

表 3 辛伐他汀对 A549细胞 RhoA活性的 

影响[RLU×10 ，(置±s)] 

注：与空白对照组比较， P<0．05， P<0．0l 

2．4 RhoA siRNA对 A549细胞增殖和免疫逃逸相关 

· 73l· 

因哥 HLA．A和TAP1基因表达的影响 用Q 1 gmo]／L 

的RhoA siRNA处理A549细胞48 h后，能使RhoA 
活性显著下降(P<0．01)，并能显著抑制A549细胞 

增殖(P<0．01)，表明 RhoA活性与A549细胞增殖 

密切相关。见表 4。为进一步探讨 RhoA活性是否 

与辛伐他汀抑制 A549细胞增殖和增强抗免疫逃逸 

相关因子有关，我们用 0．1 Ixmol／L的 RhoA siRNA 

观察其单独应用 48 h及与 30 ixmol／L辛伐他汀合 

用48 h对 A549细胞增殖和抗免疫逃逸相关因子的 

影响。结果显示，contol siRNA单独应用48 h或与 

30 txmol／L辛伐他汀合用48 h对 A549细胞增殖和 

抗免疫逃逸相关因子均无明显影响(P>0．05)。单 

用 RhoA siRNA 48 h或与30 Ixmol／L辛伐他汀合用 

48 h均能显著增加抗免疫逃逸相关因子 HLA_A和 

TAP1基因的相对表达量(P<0．01)。但 RhoA siR- 

NA与30 i~mol／L辛伐他汀合用组与单用 RhoA sir— 

NA组比较，两组差异无统计学意义(P>0．05)。见 

表5。 

表4 RhoA siRNA对 A549细胞 RhoA活性和 

细胞增殖的影响( ±s) 

组 别 例数 (R
R

h

L

o

u

A

x

活
10

性
5) 

细 率 

注：与空白对照组比较， P<0．01 
t 

表5 RhoA siRNA和辛伐他汀对 A549细胞免疫逃逸相关 

因子基 因表达的影响[fold change，(露±s)] 

注：与空白对照组比较， P<O．01；与0．1~mol／L RhoA siRNA组 

比较， P>0．05 
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3 讨论 

3．1 辛伐他汀是 目前临床上治疗高胆固醇血症的 
一 线药物之一，能选择性地抑制内源性胆固醇合成 

限速酶3一羟基一3一甲基戊二酰基辅酶 A还原酶，从而 

阻断甲羟戊酸形成，最终有效降低细胞内的胆固醇 

合成。近年来研究发现，辛伐他汀能显著抑制乳腺 

癌、前列腺癌、胶质瘤、黑色素瘤等多种肿瘤细胞增 

殖 J。本研究发现，辛伐他汀能浓度依赖性地抑制 

NSCLC的A549细胞增殖，具有较好的抗肿瘤潜能。 

3．2 肺癌是世界上发病率和病死率最高的恶性肿 

瘤，在中国，肺癌的发病率和病死率分列男性肿瘤首 

位、女性肿瘤第二位和第一位。肺癌 85％为NSCLC， 

复发率高，预后很差。研究表明，肿瘤免疫逃逸是导 

致肿瘤发生、发展的关键原因。特别是 NSCLC为非 

免疫原性肿瘤，易发生免疫逃逸。目前普遍认为，发 

生肿瘤免疫逃逸的主要机制是肿瘤源性的MHC I 

即HLA—A的表达缺失或下调；此外，TAP1的表达缺 

失或下调也被证明能导致免疫逃逸和增加肿瘤的发 

生 J。特别是在 NSCLC中，已被证实存在 HLA—A 

和TAP1的表达下调或缺失 。本研究显示，辛伐 

他汀能浓度依赖性地增强 A549细胞的抗免疫逃逸 

相关因子 HLA-A和TAP1基因的相对表达量，提示 

辛伐他汀对减少 NSCLC的免疫逃逸可能有重要作 

用。 

3．3 RhoA属于 GTP／GDP结合 GTP酶的Ras超家 

族，已被证明对促进肿瘤细胞增殖有重要作用 J。 

RhoA在包括 NSCLC在内的多种肿瘤细胞中过度表 

达和过度激活 ]。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 。。。Fromigue等  ̈研 

究发现，阿托伐他汀能有效抑制 RhoA介导的基质 

金属蛋白酶激活，从而抑制骨肉瘤细胞生长和侵袭。 

本研究发现，辛伐他汀能浓度依赖性地抑制 A549 

细胞的RhoA活性，并且用 RhoA siRNA降低 RhoA 

活性后，也会显著抑制 A549细胞增殖，增加抗免疫 

逃逸相关因子 HLA—A和 TAP1基因的相对表达量。 

这提示辛伐他汀抑制 A549细胞增殖，减少其免疫 

逃逸的机制可能与其抑制 RhoA活性密切相关。我 

们进一步研究还发现，RhoA siRNA联合应用辛伐他 

汀并不能产生协同效应，而是与单用 RhoA siRNA 

的作用相似，也就是说，RhoA活性被抑制后，辛伐他 

汀不能发挥作用。相似结果在其他文献中也有报 

道，如Wang等  ̈研究发现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 Akt siRNA阻断 Akt表达时， 

rh—HGF和抗 HGF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 

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。本研究也证实了此观点。 

因此，我们认为，辛伐他汀主要依赖于抑制 A549细胞 

的RhoA活性，从而增加抗免疫逃逸相关因子 HLA—A 

和TAP1表达，减少 A549细胞的免疫逃逸和细胞增 

殖。 
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