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二氢杨梅素通过 SIRT1/JNK 途径提高耐药恶性黑素瘤细胞对卡铂的

敏感性 
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摘要：目的  探讨二氢杨梅素对卡铂耐药恶性黑素瘤细胞的增敏作用并研究其机制。方法  MTT 法检测卡铂耐药 A375

细胞(A375-R)在卡铂和二氢杨梅素处理下的细胞活力。Western blot 法检测卡铂和二氢杨梅素对 A375-R 细胞 SIRT1 表达

水平，caspase-9、caspase-3 活化水平及 JNK 蛋白磷酸化水平的影响。流式细胞术检测 A375-R 细胞在卡铂和二氢杨梅素

联合处理下的细胞凋亡率。结果  MTT 实验结果显示，卡铂对 A375-R 细胞的半数抑制浓度(IC50)显著高于 A375 细胞，

二氢杨梅素辅助治疗能明显降低卡铂对 A375-R 的 IC50。Western blot 实验结果显示 A375-R 中 SIRT1 的表达水平显著高

于 A375 细胞，二氢杨梅素处理能显著抑制 A375-R 细胞 SIRT1 的表达。二氢杨梅素能明显促进卡铂对 A375-R 细胞 JNK

的磷酸化，转染 SIRT1 质粒或用 JNK 特异性抑制剂(SP600125)处理后，二氢杨梅素联合卡铂对 A375-R 细胞的杀伤活性、

凋亡诱导活性和 JNK、caspase-9 及 caspase-3 的活化均受到明显抑制。结论  二氢杨梅素通过 SIRT1/JNK 途径提高耐药

恶性黑素瘤细胞对卡铂的敏感性。 
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Dihydromyricetin Sensitizes Drug-resistant Melanoma Cells to Carboplain Through the SIRT1/JNK 
Pathway 
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ABSTRACT: OBJECTIVE  To investigate the effect and mechanisms of dihydromyricetin treatment on sensitizing 
carboplatin-resistant melanoma to carboplatin treatment. METHODS  MTT assay was performed to evaluate the effect of 
dihydromyricetin and carboplatin on inhibiting the viability of carboplatin-resistant A375 (A375-R) cells. Western blot analysis 
was performed to detect the expression of SIRT1, activation of caspase-9 and caspase-3, and phosphorylation of JNK in the 
A375-R cells treated with dihydromyricetin and carboplatin. Flow cytometry analysis was performed to measure the cell 
apoptosis of A375-R cells treated with dihydromyricetin and carboplatin. RESULTS  Results of MTT assays showed that IC50 

of carboplatin to A375-R was significantly higher than the A375 cells. Dihydromyricetin treatment was able to decrease the IC50 
of carboplatin to A375-R. Results of Western blot analysis showed that expression level of SIRT1 in A375-R cells was 
significantly higher than that in the A375 cells. Dihydromyricetin decreased the expression of SIRT1 in A375-R. 
Dihydromyricetin promoted phosphorylation of JNK in A375-R cells treated with carboplatin. After transfection with SIRT1 
plasmid or pretreatment with JNK specific inhibitor SP600125, dihydromyricetin plus carboplatin-induced cytotoxicity, apoptosis, 
activation of JNK, caspase-9 and caspase-3 was significantly suppressed. CONCLUSION  Dihydromyricetin sensitizes 
drug-resistant melanoma cells to carboplain through the SIRT1/JNK pathway.  
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恶性黑素瘤是恶性程度和致死率都非常高的

皮肤组织恶性肿瘤。由于恶性黑素瘤的转移能力

很强，很多患者在确诊时已发生肿瘤的转移和扩

散，因此患者的 5 年生存率很低[1-2]。在恶性黑素

瘤的治疗中，化疗是不可替代的重要方法。然而

随着化疗药物的反复使用，肿瘤细胞对化疗的敏

感性往往会逐渐降低，而且大剂量的化疗药物对

患者有很大的不良反应[3-4]，因此采用一些辅助治

疗手段降低化疗药物的剂量并提高肿瘤细胞对化

疗的敏感性具有十分重要的意义。 

卡铂是一种广谱抗肿瘤药物，在恶性黑素瘤

的化疗中具有重要的作用，它能与肿瘤细胞中的

DNA 发生结合，从而抑制 DNA 的合成、复制和

转录，并诱导肿瘤细胞发生凋亡[5-6]。然而卡铂的
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长期使用对患者的不良反应也较大，而且随着卡

铂的持续使用，肿瘤细胞会逐渐产生对卡铂的耐

药性，影响卡铂的治疗效果[7-8]。降低耐药恶性黑素

瘤细胞对卡铂的抵抗性是提高化疗效果的有效

方法。 

二氢杨梅素又名蛇葡萄素，是一种具有很强

药理活性的黄酮类化合物，具有解除醇中毒，抑

制细胞癌变的作用，文献报道二氢杨梅素还有一

定的抗肿瘤效应[9-10]，然而其是否能对卡铂的获

得性耐药有抑制作用至今仍很少报道。SIRT1 是

一种组蛋白去乙酰化酶，研究表明 SIRT1 在多种

肿瘤中发生过表达并能减弱肿瘤细胞对化疗的敏

感性[11]，因此 SIRT1 可能是肿瘤辅助治疗的潜在

靶点。本研究的目的在于探讨二氢杨梅素对卡铂

耐药恶性黑素瘤细胞的增敏作用，并研究其机制

是否和 SIRT1 的抑制有关。 

1  材料 

1.1  细胞培养 

人恶性黑素瘤细胞系 A375 购于美国模式培

养物保存中心(ATCC)。卡铂耐药 A375(A375-R)

细胞用卡铂梯度处理法进行诱导构建，简要步骤

如下：首先将常规 A375 细胞用含 1 μmol·L1 卡铂

的培养基培养 3 个月，之后每 3 周将卡铂浓度提

高 0.1 μmol·L1， 终使 A375-R 细胞稳定培养在

含 2 μmol·L1 卡铂的培养基中。A375 和 A375-R

细胞培养在含 10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基

中，在 37 ℃恒温培养箱中培养并通入 5% CO2。 

1.2  试剂   

卡铂 (批号：BP711)、二氢杨梅素 (批号：

SML0295)、噻唑蓝(MTT，批号：M2128)、SP600125 

(批号：S5567)和凋亡检测试剂盒(批号：APOAF)

购于美国 Sigma-Aldrich；RPMI-1640 培养基(美

国 Gibco)；蛋白提取液(批号：#9806)、SIRT1(批

号：#9475)、磷酸化 JNK(p-JNK，批号：#4668)、

活化 caspase-9(批号：#20750)、活化 caspase-3(批

号：#9661)和 GAPDH 抗体(批号：#5174)购于美

国 Cell Signaling；ECL 试剂盒(美国 Pierce，批号：

32106)；pcDNA3.1、Lipofectamine 2000 购于美国

Invitrogen。 

2  方法 

2.1  卡铂半数抑制浓度(IC50)的测定  

将 A375 及 A375-R 细胞按每孔 5×103 接种在

96 孔板上孵育过夜，用(0~25 mol·L1)卡铂及

10 mol·L1 二氢杨梅素处理肿瘤细胞 48 h，之后

加入 20 L MTT (5 mg·mL1) 37 ℃恒温培养箱中

培养 4 h，移除孔内培养基，加入 100 L 二甲亚砜，

570 nm 波长下测定 OD 值。细胞活力结果用卡铂

处理组与对照组的 OD 值比值表示。绘制细胞活力

-卡铂浓度曲线，根据曲线计算卡铂对 A375 细胞

的 IC50。 

2.2  SIRT1 重组质粒构建和转染  

人 SIRT1 基因的开放阅读框架序列经 PCR 扩

增后以分子克隆的方法与 pcDNA3.1 连接后构建

成 SIRT1 重组过表达质粒。SIRT1 过表达质粒用

脂质体 2000 按试剂操作说明书步骤进行转染，简

要步骤如下：将 2 g·mL1 空质粒或 SIRT1 质粒用

脂质体 2000 进行包裹后，加入到无血清培养基进

行混合。将贴壁的 A375 细胞置于该无血清培养基

孵育 6 h，之后弃去无血清培养基并加入新鲜的含

10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基培养 24 h。 

2.3  二氢杨梅素联合卡铂对 A375-R 细胞的杀伤

活性 

空质粒或 SIRT1质粒转染的A375细胞按每孔

5×103 接种在 96 孔板上孵育过夜，之后加入

2 mol·L1 卡铂， 10 mol·L1 二氢杨梅素，

50 mol·L1 SP600125 处理细胞 48 h，之后加入

20 L MTT (5 mg·mL1) 37 ℃恒温培养箱中培养

4 h，移除孔内培养基，加入 100 L 二甲亚砜，

570 nm 波长下测定 OD 值。细胞活力结果用药物

处理组与对照组的 OD 值比值表示。 

2.4  Western blot 试验  

 空质粒或 SIRT1 质粒转染的 A375 细胞加入

2 mol·L1 卡铂， 10 mol·L1 二氢杨梅素，

50 mol·L1 SP600125 处理细胞 48 h。之后用蛋白

提取液提取 A375 细胞中的总蛋白质。将等量的总

蛋白质用 12.5% SDS-PAGE 进行电泳分离。分离

完毕后通过电转方法将蛋白质从分离胶上转到

PVDF 膜上，用 SIRT1、p-JNK、活化 caspase-9、

活化 caspase-3 和 GAPDH 抗体孵育过夜，之后再

用带辣根过氧化物酶的二抗孵育 2 h，蛋白条带用

ECL 试剂盒显色发光。 

2.5  细胞凋亡试验   

在空质粒或 SIRT1质粒转染的A375细胞中加

入 2 mol·L1 卡铂，10 mol·L1 二氢杨梅素，

50 mol·L1 SP600125 处理细胞 48 h。之后按照凋

亡试剂盒说明书步骤将 PI 和 Annexin-V 加入细胞
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中孵育 20 min，采用流式细胞术检测肿瘤细胞的

凋亡，Annexin-V 阳性细胞即为凋亡细胞。 

2.6  统计学处理   

所有实验重复 3 次，实验数据用 sx  表示，

并用 SPSS 15.0 统计分析软件进行处理，统计学方

法采用单因素方差分析(one-way ANOVA ) 进行

处理，P<0.05 认为有显著性差异。 

3  结果 

3.1  二氢杨梅素增强卡铂耐药恶性黑素瘤细胞对

卡铂的敏感性  

 MTT 实验结果显示，A375-R 细胞对卡铂有显

著的耐药性，卡铂对 A375-R 细胞的 IC50 显著高于

A375 细胞，见图 1A。然而，将 A375-R 细胞用

10 μmol·L1 二氢杨梅素进行联合处理后，卡铂对

A375-R 细胞的杀伤活性明显增强。实验结果显示，

二氢杨梅素辅助治疗能显著降低卡铂对 A375-R

细胞的 IC50，见图 1B，表明二氢杨梅素能增强卡

铂耐药恶性黑素瘤细胞对卡铂的敏感性。 

 
图 1  二氢杨梅素增强卡铂耐药恶性黑素瘤细胞对卡铂的

敏感性(n=3， sx  ) 
A卡铂对 A375-R 细胞的 IC50 显著高于 A375 细胞；与 A375 细胞相

比, 1)P<0.05；B二氢杨梅素降低卡铂对 A375-R 细胞的 IC50；与对照

组相比, 1)P<0.05。 

Fig. 1  Dihydromyricetin increased the sensitivity of 
carboplatin-resistant melanoma cells to carboplatin(n=3, 

sx  ) 
AA375-R exhibited higher IC50 of carboplatin than the A375 cells; 

Compared with A375 cells, 1)P<0.05; Bdihydromyricetin decreased the 
IC50 of carboplatin to A375-R cells. Compared with control group, 
1)P<0.05. 

3.2  二氢杨梅素通过下调 SIRT1 的表达增强卡铂

对耐药恶性黑素瘤细胞的杀伤活性  

Western blot 试验结果显示，A375-R 细胞中

SIRT1的表达水平显著高于A375细胞，提示SIRT1

蛋白的高表达可能和恶性黑素瘤细胞的卡铂耐药

有关。将 A375-R 细胞用二氢杨梅素处理后，细胞

中 SIRT1 的表达受到明显抑制，提示二氢杨梅素

可能通过下调 SIRT1的表达增强卡铂对A375-R细

胞的杀伤活性。为了证实这一推测，笔者用 SIRT1

重组质粒转染入 A375-R 细胞中，使其强制表达

SIRT1 蛋白。结果发现转染 SIRT1 质粒后，二氢

杨梅素联合卡铂对 A375-R 细胞的杀伤活性受到

明显抑制，表明二氢杨梅素是通过抑制 SIRT1 蛋

白的表达从而增强卡铂耐药恶性黑素瘤细胞对卡

铂治疗敏感性。结果见图 2。 

3.3  二氢杨梅素联合卡铂通过 SIRT1/JNK 通路诱

导卡铂耐药恶性黑素瘤细胞发生凋亡  

Western blot 实验结果显示，二氢杨梅素联合

卡铂能显著诱导 A375-R 细胞发生 JNK 蛋白的磷

酸化，而 SIRT1 质粒及 JNK 特异性抑制剂

SP600125[12]均能抑制 JNK 的磷酸化。表明二氢杨

梅素能促进卡铂对 A375-R 细胞 JNK 的磷酸化，

而且二氢杨梅素联合卡铂诱导的 JNK 的活化和

SIRT1 蛋白的下调有关。MTT 实验结果显示 SIRT1

质粒及 SP600125均能抑制二氢杨梅素联合卡铂对

A375-R 细胞的杀伤活性，表明二氢杨梅素联合卡

铂通过 SIRT1/JNK 途径诱导 A375-R 细胞发生死

亡。另外，实验结果显示，二氢杨梅素联合卡铂

能显著诱导 A375-R 细胞发生 caspase-9 和

caspase-3 的活化，并诱导其发生凋亡，而 SIRT1

质粒及 SP600125 均能抑制 A375-R 细胞 caspases

的活化水平和凋亡水平，表明二氢杨梅素联合卡

铂能通过 SIRT1/JNK 通路诱导卡铂耐药恶性黑素

瘤细胞发生 caspases 依赖的凋亡。结果见图 3。 

4  讨论 

二氢杨梅素提取自葡萄科蛇葡萄属的木质藤

本植物，是一种天然黄酮类有效成分，具有抗氧

化、抗血栓和抗炎作用。近期的研究发现二氢杨

梅素还具有一定的抗肿瘤活性，能促进恶性黑素

瘤和卵巢癌等恶性肿瘤细胞的凋亡和自噬[13-14]，

卡铂是治疗恶性黑素瘤的重要化疗药物，研究表

明卡铂能通过诱导细胞中氧化代谢产物的产生诱

导肿瘤细胞发生线粒体途径的凋亡[15]。然而卡铂
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图 2  二氢杨梅素通过下调 SIRT1 的表达增强卡铂对 A375-R 细胞的杀伤活性(n=3， sx  )  

AA375-R 细胞中 SIRT1 的表达水平显著高于 A375 细胞；与对照组相比，1)P<0.05；B二氢杨梅素抑制 A375-R 细胞中 SIRT1 蛋白的表达水平；

与对照组相比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；C转染 SIRT1 质粒显著抑制二氢杨梅素联合卡铂对 A375-R 细胞的杀伤活性；与卡铂组相

比，1)P<0.05；与卡铂+二氢杨梅素组相比，2)P<0.05。 

Fig. 2  Dihydromyricetin enhanced the cytotoxicity of carboplatin to A375-R cells through suppressing the expression of 
SIRT1(n=3, sx  ) 
AExpression of SIRT1 in A375-R cells was significantly higher than that in the A375 cells; compared with control group, 1)P<0.05; Bdihydromyricetin 

suppressed the expression of SIRT1 in A375-R cells; compared with control group, 1)P<0.05; compared with carboplatin group, 2)P<0.05; Ctransfection 
with SIRT1 plasmid significantly suppressed the cell death of A375-R cells co-treated with dihydromyricetin and carboplatin; compared with carboplatin 
group, 1)P<0.05; compared with carboplatin+dihydromyricetin group, 2)P<0.05. 

 

的长期使用容易使肿瘤细胞发生耐药性，降低其

疗效。在本研究中，将 A375 恶性黑素瘤细胞长期

暴露于卡铂进行诱导培养，从而构建了卡铂耐药

A375 细胞系。实验结果发现该卡铂耐药 A375 细

胞相比于常规 A375 细胞显示出明显的卡铂抵抗

性，然而，将卡铂耐药 A375 细胞用二氢杨梅素进

行处理后，其对卡铂的耐药性明显降低，表明二

氢杨梅素对耐药恶性黑素瘤细胞的卡铂化疗有显

著的增敏作用。 

SIRT1 是一种组蛋白去乙酰化酶，能调节细胞

中一些氧化酶类的表达。研究表明 SIRT1 在多种

肿瘤中发生过表达并且能促进肿瘤细胞的增殖和

转移[16-18]。有文献数据显示肿瘤患者的 SIRT1 水

平越高，其预后往往越差，两者存在一定的反比

关系[19]。更为重要的是，也有文献报道肿瘤细胞

中 SIRT1 的表达水平和其对化疗的敏感性有关，

肿瘤细胞中 SIRT1 的高表达往往能诱导其发生化

疗药物的获得性抵抗，在一些肿瘤细胞中对 SIRT1

进行基因沉默能明显增强其对化疗的敏感性
[20-21]，这些研究表明 SIRT1 可能是逆转肿瘤化疗

耐药的重要靶点。SIRT1 在肿瘤细胞中发挥抗氧化

作用，过表达的 SIRT1 能明显增加超氧歧化酶等

抗氧化酶类的表达，从而清除肿瘤细胞中的氧化

代谢产物，使细胞逃避线粒体途径的凋亡[22-23]。JNK

是激活细胞凋亡的重要信号分子，其活化水平受

细胞中氧化代谢产物的调控，细胞中氧化代谢产

物水平越高，则 JNK 的磷酸化程度越高[24]。文献

报道 JNK 的活化能增加肿瘤细胞中促凋亡蛋白的

表达并抑制 Bcl-2 抗凋亡蛋白的功能，从而使细胞

进入凋亡程序[25]。这些研究提示了 SIRT1 的高表

达能通过清除肿瘤细胞中的氧化代谢产物从而抑

制 JNK 通路使肿瘤细胞对凋亡信号产生抵抗性。 

在本研究中，实验结果发现卡铂耐药恶性黑

素瘤细胞的 SIRT1 表达水平显著上升，并且二氢

杨梅素能明显抑制 SIRT1 的表达，因此推测二氢

杨梅素抑制恶性黑素瘤细胞的卡铂耐药性的机制

可能和 SIRT1 的下调有关。为了证明这个观点，

在卡铂耐药恶性黑素瘤细胞中转染 SIRT1 重组表

达质粒对抗二氢杨梅素对 SIRT1 的抑制作用，结

果发现 SIRT1 的强制表达能明显抑制卡铂联合二

氢杨梅素对卡铂耐药恶性黑素瘤细胞的杀伤活

性，证实了二氢杨梅素降低恶性黑素瘤细胞卡铂 
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图 3  二氢杨梅素联合卡铂通过 SIRT1/JNK 通路诱导 A375-R 细胞发生凋亡(n=3， sx  ) 

A二氢杨梅素联合卡铂诱导的 JNK 的磷酸化受 SIRT1 质粒及 SP600125 的抑制；与对照组相比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；与卡铂+

二氢杨梅素组相比，3)P<0.05；B二氢杨梅素联合卡铂对 A375-R 细胞的杀伤活性受 SIRT1 质粒及 SP600125 的抑制；与对照组相比，1)P<0.05；

与卡铂组相比，2)P<0.05；与卡铂+二氢杨梅素组相比，3)P<0.05；C二氢杨梅素联合卡铂诱导的 caspase-9 和 caspase-3 的活化受 SIRT1 质粒及

SP600125 的抑制；与对照组相比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；与卡铂+二氢杨梅素组相比，3)P<0.05；D二氢杨梅素联合卡铂诱导的

A375-R 细胞的凋亡受 SIRT1 质粒及 SP600125 的抑制；与对照组相比，1)P<0.05；与卡铂组相比，2)P<0.05；与卡铂+二氢杨梅素组相比，3)P<0.05。 

Fig. 3  Combination with dihydromyricetin and carboplatin induced apoptosis of A375-R cells through the SIRT1/JNK 
pathway(n=3, sx  ) 
Aphosphorylation of JNK induced by co-treatment with dihydromyricetin and carboplatin was inhibited by SIRT1 plasmid and SP600125; compared 

with control group, 1)P<0.05; compared with carboplatin group, 2)P<0.05; compared with carboplatin + dihydromyricetin group, 3)P<0.05; Bcell death of 
A375-R cells induced by co-treatment with dihydromyricetin and carboplatin was inhibited by SIRT1 plasmid and SP600125; compared with control 

group, 1)P<0.05; compared with carboplatin group, 2)P<0.05; compared with carboplatin + dihydromyricetin group, 3)P<0.05; Cactivation of caspase-9 
and caspase-3 induced by co-treatment with dihydromyricetin and carboplatin was inhibited by SIRT1 plasmid and SP600125; compared with control 

group, 1)P<0.05; compared with carboplatin group, 2)P<0.05; compared with carboplatin + dihydromyricetin group, 3)P<0.05; Dapoptosis of A375-R 
cells induced by co-treatment with dihydromyricetin and carboplatin was inhibited by SIRT1 plasmid and SP600125; compared with control group, 
1)P<0.05; compared with carboplatin group, 2)P<0.05; compared with carboplatin + dihydromyricetin group, 3)P<0.05. 
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耐药性的机制是其能抑制 SIRT1 的表达。另外，

SIRT1 的强制表达能明显抑制卡铂联合二氢杨梅

素诱导的 JNK 的磷酸化，表明 JNK 是 SIRT1 的下

游信号分子。二氢杨梅素通过抑制卡铂耐药恶性

黑素瘤细胞中 SIRT1 的表达，促进卡铂对 JNK 的

活化， 后使肿瘤细胞发生 caspases 依赖的凋亡。 

综上所述，本研究证明了二氢杨梅素能通过

SIRT1/JNK 途径提高耐药恶性黑素瘤细胞对卡铂

的敏感性。这些研究为提高恶性黑素瘤的化疗疗

效提供了新的策略和思路。 
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