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２７羟基胆固醇激活 ＬＸＲ信号通路调节
肺癌细胞的增殖
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　　［摘　要］　目的：探讨胆固醇代谢产物２７羟基胆固醇（２７ＯＨＣ）对肺癌细胞增殖的影响。方法：采用不同浓度
（０、０３１２５、０６２５、１２５、２５、５和１０μｍｏｌ／Ｌ）的２７ＯＨＣ处理人肺癌Ａ５４９细胞２４～４８ｈ，随后使用细胞计数试剂
盒（ＣＣＫ８法）评估细胞活力，采用流式细胞术检测细胞周期，ＥｄＵ实验检测细胞增殖状况，采用总胆固醇检测试剂盒
检测细胞内胆固醇水平，ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分别检测胆固醇代谢相关分子的表达。结果：２７ＯＨＣ以
剂量和时间依赖性显著降低Ａ５４９肺癌细胞的活力（Ｐ＜００１），抑制细胞增殖（Ｐ＜００５）。２７ＯＨＣ通过上调肝 Ｘ
受体（ＬＸＲ）信号通路下游靶蛋白ＡＴＰ结合盒转运蛋白Ａ１（ＡＢＣＡ１）的表达，促进细胞内胆固醇的外排，同时下调低
密度脂蛋白受体（ＬＤＬＲ）和３羟基３甲基戊二酰辅酶Ａ还原酶（ＨＭＧＣＲ）的表达，减少胆固醇的摄入和从头合成，
导致细胞内胆固醇水平降低，细胞活力下降（Ｐ＜００１）。此外，ＬＸＲ通路被５μｍｏｌ／ＬＧＳＫ２０３３部分阻断后，２７
ＯＨＣ对Ａ５４９细胞活力的抑制作用显著减弱（Ｐ＜００５）。结论：２７ＯＨＣ通过激活ＬＸＲ通路抑制Ａ５４９细胞增殖。
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　　肺癌是世界范围内最常见的恶性肿瘤，也位列 肿瘤死因的第一位［１］。近年来，诸多研究表明能量
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代谢的改变是肿瘤发病的新标志，其中脂质代谢与

肿瘤发展之间的相关性亦得到深入研究［２］。胆固醇

代谢紊乱与多种癌症发病率和死亡率有关，但胆固

醇代谢与肺癌发生发展之间的关联仍不清楚［３］。细

胞内胆固醇水平在促进肿瘤发展中起重要作用，然

而流行病学研究表明血清胆固醇水平与肺癌的发生

呈负相关［４］，提示肺组织胆固醇代谢存在一定的特

殊性。胆固醇氧化中间产物在胆固醇代谢中发挥了

重要的作用，经甾醇 ２７羟化酶（ｓｔｅｒｏｌ２７ｈｙｄｒｏｘｙ
ｌａｓｅ，ＣＹＰ２７Ａ１）酶促生成的 ２７羟基胆固醇（２７
ｈｙｄｒｏｘｙｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，２７ＯＨＣ）作为循环中含量丰富的
氧化固醇之一。近年来，其在肿瘤发展中的作用已

有研究，但结果存在较大争议。２７ＯＨＣ被证实是一
种选择性雌激素受体调节剂（ｓｅｌｅｃｔｉｖｅｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｍｏｄｕｌａｔｏｒ，ＳＥＲＭ）和肝 Ｘ受体（ｌｉｖｅｒＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＬＸＲ）配体［５６］。Ｎｅｌｓｏｎ等［７］检测到２７ＯＨＣ可以促
进雌激素受体（ｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＲ）依赖性小鼠乳
腺癌的生长；然而，在前列腺癌中，ＣＹＰ２７Ａ１表达水
平的降低及后续对２７ＯＨＣ的合成的影响与患者无
病生存期的缩短和更高的肿瘤分级有关；同时，２７
ＯＨＣ可通过抑制甾醇调节元件结合蛋白 ２（ｓｔｅｒｏｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｅｌｅｍｅｎｔｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ２，ＳＲＥＢＰ２）的激活
和下调低密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）的表达来促进肿瘤细胞的凋亡［８］，这

表明２７ＯＨＣ对肿瘤发展的影响具有组织特异性。
ＬＸＲ是配体激活转录因子之一，它在维持细胞

内胆固醇稳态中发挥作用，同时通过调节细胞胆固

醇摄取、外排和从头合成途径影响着肿瘤的发展［９］，

近年来ＬＸＲ的活化对肺癌的保护性作用也得到了证
实［１０１２］。在前期研究中，我们观察到高胆固醇饮食

对经乌拉坦诱导的 Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠肺癌发展具有抑
制作用；进一步机制研究显示，高胆固醇饮食诱发肺

组织ＬＸＲ的激活，继而抑制了肺肿瘤细胞的增殖，以

及小鼠诱发性肺癌的发生发展；同时发现介导 ２７
ＯＨＣ产生的 ＣＹＰ２７Ａ１在高胆固醇饮食肺癌组肺组
织高表达［１３］。结合文献查阅，我们推测高胆固醇饮

食可能促进了小鼠体内 ２７ＯＨＣ的产生，通过激活
ＬＸＲ途径，导致肺癌细胞中的胆固醇水平降低，增殖
受到抑制。为了验证这一设想，本项工作拟探讨２７
ＯＨＣ对肺癌细胞系Ａ５４９细胞增殖的特异性作用及
可能的机制。

材　料　和　方　法

１　细胞系和试剂
人肺癌细胞株 Ａ５４９购自美国菌种保藏库

（ＡｍｅｒｉｃａｎＴｙｐｅＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ，ＡＴＣＣ），并得到
北京阅微基因技术有限公司成功鉴定。ＲＰＭＩ１６４０
培养液及青链酶素双抗溶液购自ＨｙＣｌｏｎｅ；胎牛血清
购自 ＢＩ；２７ＯＨＣ（ＥＮＺＣＨＭ１０２）购自 Ｅｎｚｏ；ＬＸＲ抑
制剂 ＧＳＫ２０３３（１２２１２７７）购自 ＴＯＣＲＩＳＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ；
ＣＣＫ８试剂盒（ＣＫ０４）购自上海东仁化学科技有限
公司；ＲＩＰＡ裂解缓冲液（Ｐ００１３Ｂ）及 ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ

ＥｄＵ４８８细胞增殖检测试剂盒（Ｃ００７１Ｓ）购自上海碧
云天公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（ＣＷ００１４Ｓ）购自北
京康为世纪公司；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ所需Ⅰ抗［βａｃｔｉｎ
（ＴＡ０９）］购自北京中杉金桥公司；抗 ＡＴＰ结合盒转
运蛋白 Ａ１（ＡＴＰｂｉｎｄｉｎｇｃａｓｓｅｔｔｅｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒＡ１，ＡＢ
ＣＡ１）抗体（Ｃ５８２１９）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；３羟基３甲基
戊二酰辅酶 Ａ还原酶（３ｈｙｄｒｏｘｙ３ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｙｌ
ＣｏＡｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ＨＭＧＣＲ）抗体（ａｂ１７４８３０）购自 Ａｂ
ｃａｍ；ＬＤＬＲ抗体（ＥＴ１６０６４７）购自杭州华安生物技
术公司；化学发光检测试剂购自上海默克化工技术

有限公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ及逆转录试剂盒购自
ＴａＫａＲａ；组织总胆固醇（ｔｏｔａｌｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌ，ＴＣ）测定试
剂盒（Ｅ１０１５）购自北京普利莱公司。所用引物由深
圳华大基因技术有限公司根据设计合成，见表１。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｓｅｑｕｅｎｃｅ（５’３’）
βａｃｔｉｎ ＣＣＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧＣＡＣＡＡＴ ＧＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡＣＧＧＡＧＴＡ
ＡＢＣＡ１ ＣＣＣＴＧＴＧＧＡＡＴＧＴＡＣＣＴＡＴＧＴＧ ＧＡＧＧＴＧＴＣＣＣＡＡＡＧＡＴＧＣＡＡ
ＨＭＧＣＲ ＧＧＣＣＣＡＧＴＴＧＴＧＣＧＴＣＴＴ ＴＴＴＣＧＡＧＣＣＡＧＧＣＴＴＴＣＡＣＴ
ＬＤＬＲ ＴＡＣＣＣＣＴＣＧＡＧＡＣＡＧＡＴＧＧＴ ＡＣＴＧＴＣＣＧＡＡＧＣＣＴＧＴＴＣＴＧ

２　方法
２．１　Ａ５４９细胞培养　将 Ａ５４９细胞培养于含１０％
胎牛血清和 １％青霉素链霉素双抗溶液的 ＲＰＭＩ
１６４０培养液中，孵育在 ３７℃、相对湿度 ９５％、ＣＯ２
５％ 恒温箱中。细胞呈贴壁生长，３～４ｄ传代，取对

数生长期细胞进行实验。

２．２　细胞活性检测　用 ＣＣＫ８试剂盒检测细胞活
力。将对数生长期细胞以５×１０７／Ｌ（每孔１００μＬ）
接种在９６孔板中，在培养液中培养２４ｈ，并且用无
菌ＰＢＳ填充板的边缘孔。随后用无血清 ＲＰＭＩ１６４０
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替换培养液，使细胞饥饿 １２ｈ。结合所查文
献［７８，１４１５］，以及预实验中对２７ＯＨＣ浓度不断优化，
故采用不同浓度（０、０３１２５、０６２５、１２５、２５、５和
１０μｍｏｌ／Ｌ）的２７ＯＨＣ处理 Ａ５４９细胞，每组设置５
个复孔，２４／４８ｈ后，向各孔中加入１０μＬＣＣＫ８溶
液，在孵箱中孵育２ｈ，用酶标仪（ＨＩＭＦＤ，ＧｅｎｅＣｏｍ
ｐａｎｙＬｉｍｉｔｅｄ）测定各孔在 ４５０ｎｍ波长下的吸光度
（Ａ）。

为测试 ＧＳＫ２０３３对 ＬＸＲ通路的抑制效应，将
Ａ５４９细胞用不含血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液，含 ５
μｍｏｌ／ＬＧＳＫ２０３３的培养液，含５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ的
培养液，以及含有 ５μｍｏｌ／ＬＧＳＫ２０３３和 ５μｍｏｌ／Ｌ
２７ＯＨＣ的培养液分别培养在９６孔板中３６ｈ，并用
酶标仪测定各孔在４５０ｎｍ波长下的Ａ值。
２．３　流式细胞术检测细胞周期　将 Ａ５４９细胞以
２×１０８／Ｌ（每孔１ｍＬ）接种在６孔板中，在孵箱中培
养２４ｈ。采用无血清 ＲＰＭＩ１６４０替换培养液，使细
胞饥饿１２ｈ。将细胞在含有不同浓度（０、２５和 ５
μｍｏｌ／Ｌ）２７ＯＨＣ的培养液中培养３６ｈ，每组设置３
个复孔，经胰蛋白酶消化后，预冷却的 ＰＢＳ洗涤细胞
１次。采用２５０μＬＰＢＳ吹散细胞，向悬浮液中缓慢
滴入７５０μＬ无水乙醇。４℃固定过夜后，向每管中
加入５μＬＦＩＴＣ膜联蛋白Ｖ，并将细胞在室温下避光
温育１５ｍｉｎ。流式细胞术检测之前，将５μＬ荧光染
料碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｕｍｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）加入管中。
２．４　ＢｅｙｏＣｌｉｃｋＴＭ ＥｄＵ４８８检测细胞增殖　细胞爬
片在含有不同浓度（０、２５和５μｍｏｌ／Ｌ）的２７ＯＨＣ
的培养液中培养３６ｈ后，采用３７℃预热的１０μｍｏｌ／
ＬＥｄＵ（５ｅｔｈｙｎｙｌ２’ｄｅｏｘｙｕｒｉｄｉｎｅ，５乙炔基２’脱氧
尿苷）工作液继续孵育细胞２ｈ，去除培养液，４％多
聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，含３％ＢＳＡ的ＰＢＳ洗涤细胞
３次，含０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００的 ＰＢＳ室温通透１０～１５
ｍｉｎ，每孔爬片加入０５ｍＬ点击（Ｃｌｉｃｋ）反应液，室温
避光孵育３０ｍｉｎ，１×Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２对细胞核进行染
色，染色完毕后采用抗荧光猝灭剂封片并置于倒置

荧光显微镜下观察与拍照。

２．５　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测　采用 ＴＲＩｚｏｌ提取细胞总
ＲＮＡ，并使用逆转录试剂盒获得 ｃＤＮＡ。Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ技术检测 ＡＢＣＡ１、ＬＤＬＲ和 ＨＭＧＣＲ的表达。
用核酸扩增实时定量检测系统检测达到一定荧光值

所需要的循环次数（Ｃｔ值）。循环次数的标准值用肌
动蛋白基因标准化，用２－ΔΔＣｔ方法计算比较实验组和
对照组基因变化。

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　采用 ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取细
胞全蛋白，ＢＣＡ蛋白质测定试剂盒检测蛋白质浓度。

将适量的蛋白质样品（３０～５０μｇ）行 １０％或 １２％
ＳＤＳＰＡＧＥ，以８０Ｖ的恒定电压分离３０ｍｉｎ，然后转
移至１２０Ｖ，持续约１５ｈ；湿转至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂
奶粉在３７℃摇床中封闭膜１ｈ。用相应Ⅰ抗和Ⅱ抗
孵育该膜，洗涤后，化学发光检测试剂Ａ∶Ｂ按１∶１比
例配制，立即将其均匀加在膜表面，放入 ＦｕｓｉｏｎＦｘ５
化学发光检测仪（Ｖｉｌｂｅｒ）显色得到条带，再以 ＩｍａｇｅＪ
软件定量分析。

２．７　细胞总胆固醇检测　根据组织总胆固醇测定
试剂盒的方案检测细胞内总胆固醇水平。简言之，

Ａ５４９细胞在含有不同浓度的２７ＯＨＣ的培养液中培
养３６ｈ后，用裂解缓冲液处理细胞，转移到离心管
中，于室温下２０００×ｇ离心５ｍｉｎ。吸出上清液酶法
测定（５５０ｎｍ）胆固醇浓度，同时将剩余的沉淀物干
燥约３ｍｉｎ，经５００μＬ０１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶解以测定
蛋白质浓度。以每ｍｇ蛋白浓度校正胆固醇含量。
３　统计学分析

数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示。本研
究应用ＳＰＳＳ１７０软件进行数据统计分析，两组间差
异采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验，多组间差异采用单因素方
差分析。以Ｐ＜００５被认为具有统计学差异。

结　　果

１　２７ＯＨＣ对Ａ５４９细胞增殖的影响
ＣＣＫ８实验结果显示，２７ＯＨＣ处理以剂量和时

间依赖性方式降低 Ａ５４９细胞活力，与对照组相比，
不同浓度的２７ＯＨＣ处理肺癌细胞２４／４８ｈ后细胞
存活率显著降低（Ｐ＜００１），见图１。流式细胞术检
测不同浓度的２７ＯＨＣ对细胞周期停滞的影响，与空
白对照组相比，Ｇ１期细胞在５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ处理
后显著增加（Ｐ＜００５），Ｓ期细胞减少，但差异无统
计学意义（Ｐ＞００５），见图２。同时，在２７ＯＨＣ处理
组中，Ｈｏｅｃｈｓｔ／ＥｄＵ合并阳性细胞率显著低于空白对
照组（Ｐ＜００５），见图３。
２　２７ＯＨＣ对 Ａ５４９细胞 ＡＢＣＡ１、ＨＭＧＣＲ和
ＬＤＬＲｍＲＮＡ和蛋白表达的影响

与对照组相比，５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ在处理细胞
３６ｈ后显著上调ＡＢＣＡ１的蛋白表达（Ｐ＜００５），同
时下调 ＨＭＧＣＲ和 ＬＤＬＲ的蛋白表达（Ｐ＜００１）；
２５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ略上调 ＡＢＣＡ１的蛋白表达，但
差异无统计学意义（Ｐ＞００５），同时下调 ＨＭＧＣＲ
和ＬＤＬＲ的蛋白表达（Ｐ＜００１），见图４。与蛋白质
表达一致，用２５μｍｏｌ／Ｌ或５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ处理
细胞３６ｈ后，与空白对照组相比，ＡＢＣＡ１的 ｍＲＮＡ
表达增加（Ｐ＜００５或Ｐ＜００１），ＨＭＧＣＲ的ｍＲＮＡ
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Ｆｉｇｕｒｅ１．２７ＯＨＣｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００１ｖｓ０μｍｏｌ／Ｌ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓ
２４ｈ．

图１　２７ＯＨＣ降低Ａ５４９细胞的活力

表达水平降低（Ｐ＜００１），ＬＤＬＲｍＲＮＡ表达也降
低，见图５。
３　２７ＯＨＣ对Ａ５４９细胞内胆固醇稳态的影响

ＴＣ含量测试的结果显示，与空白对照组相比，
用５μｍｏｌ／Ｌ的２７ＯＨＣ处理后细胞内 ＴＣ的水平显
著降低（Ｐ＜００５），见图６Ａ。
４　ＬＸＲ通路抑制对Ａ５４９细胞活力的影响

当ＬＸＲ通路被广谱 ＬＸＲ抑制剂 ＧＳＫ２０３３阻断
后，进一步检测Ａ５４９细胞活力，结果显示，５μｍｏｌ／Ｌ
ＧＳＫ２０３３处理显著减弱了 ２７ＯＨＣ对 Ａ５４９细胞活
力的抑制作用（Ｐ＜００５），见图６Ｂ。

讨　　论

　　２７ＯＨＣ是胆固醇代谢与疾病之间的主要介质

Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｅｆｆｅｃｔｏｆ２７ＯＨＣｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝６．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
图２　２７ＯＨＣ对Ａ５４９细胞周期的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３．２７ＯＨＣｒｅｄｕｃｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
图３　２７ＯＨＣ降低Ａ５４９细胞的增殖率

之一，以往研究证实了２７ＯＨＣ与乳腺癌、前列腺癌、
动脉粥样硬化和神经退行性疾病之间的相关

性［７８，１４１５］，然而很少报道 ２７ＯＨＣ与肺癌之间的相
关性。本研究结果表明，２７ＯＨＣ可以通过激活 ＬＸＲ

通路，调节细胞内胆固醇稳态，从而使 Ａ５４９细胞的
增殖受到抑制。ＬＸＲ在许多疾病发展过程中发挥重
要作用，研究表明 ＬＸＲ是机体抗心肌缺血／再灌
注损伤的防御因子［１６１７］；近来研究发现体内／体外

·０７２·



Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＡ１，ＨＭＧＣＲ
ａｎｄＬＤＬＲｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆ
２７ＯＨＣｆｏｒ３６ｈ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　Ａ５４９细胞中ＡＢＣＡ１、ＨＭＧＣＲ和ＬＤＬＲ的蛋白表达
情况

Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＡ１，ＨＭＧＣＲ ａｎｄ
ＬＤＬＲｉｎＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆ
２７ＯＨＣｆｏｒ３６ｈ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图５　Ａ５４９细胞中 ＡＢＣＡ１、ＨＭＧＣＲ和 ＬＤＬＲ的 ｍＲＮＡ
表达情况

ＬＸＲ活化对肺癌发展亦发挥着一定的保护作用。例
如，敲除小鼠 ＬＸＲα和 ＬＸＲβ基因会导致小鼠自发
性外周鳞状细胞肺癌的发生［１０］。ＬＸＲ激动剂
Ｔ０９０１３１７或ＧＷ３９６５抑制Ａｋｔ活化并使耐吉非替尼
的肺癌细胞 ＨＣＣ８２７８１对吉非替尼的敏感性增
强［１１］。

　　ＬＸＲ在维持细胞胆固醇代谢平衡中发挥着作

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＣｅｌｌｕｌａｒｃｈｏｌｅｓｔｅｒｏｌｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｅｆｆｅｃｔｏｆＬＸＲｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．Ａ：ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｃｈｏ
ｌｅｓｔｅｒｏｌｃｏｎｔｅｎｔｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆ２７ＯＨＣｆｏｒ３６ｈ；Ｂ：ｅｆｆｅｃｔｏｆＬＸＲｐａｔｈｗａｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｎＡ５４９
ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝４．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５ｖｓ２７ＯＨＣｇｒｏｕｐ．

图６　细胞胆固醇含量测定和ＬＸＲ途径抑制对Ａ５４９细胞活力的影响

用［１８］。在本研究中，我们观察到用不同浓度的 ２７
ＯＨＣ处理２４／４８ｈ后细胞活力显著降低，流式细胞
术结果显示，经５μｍｏｌ／Ｌ２７ＯＨＣ处理后，细胞多数
停滞在Ｇ１期，ＥｄＵ实验证实 Ａ５４９细胞的增殖受到
抑制。进一步机制研究表明，２７ＯＨＣ激活 ＬＸＲ通
路，上调下游靶蛋白 ＡＢＣＡ１的表达，下调 ＨＭＧＣＲ
和ＬＤＬＲ的表达，继而促进细胞内胆固醇的外排，降

低胆固醇的从头合成，减少胆固醇的摄入，使得

Ａ５４９细胞内胆固醇水平降低；另一方面，ＬＸＲ通路
经５μｍｏｌ／ＬＧＳＫ２０３３部分阻断后，２７ＯＨＣ对 Ａ５４９
细胞活力的抑制作用显著减弱，进一步表明 ＬＸＲ通
路的激活参与了２７ＯＨＣ抑制细胞增殖的作用，并在
保持细胞内胆固醇稳态中发挥重要作用。

胆固醇代谢平衡与癌细胞增殖密切相关，因为
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它是脂筏的关键组成成分；肿瘤细胞可能比正常对

照具有更高水平的富含胆固醇的脂筏。脂筏总是作

为信号调节的主要平台，在调节细胞增殖以及凋亡

的过程中发挥重要作用［１９］。脂筏中 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ等信
号通路的激活与某些肿瘤的发生和发展密切相

关［２０］。然而，脂筏及其相关信号通路是否参与 ２７
ＯＨＣ调节肺癌细胞的增殖尚需深入研究。
２７ＯＨＣ作为 ＳＥＲＭ和 ＬＸＲ通路的激活剂，其

在肿瘤发生发展中的作用近来引起了重视。２７ＯＨＣ
促进ＥＲ阳性乳腺癌的进展以及对前列腺癌的保护
性作用，提示２７ＯＨＣ在肿瘤发展中的作用具有明显
的组织特异性。最近报道了２７ＯＨＣ以 ＥＲβ依赖
性方式促进了肺癌细胞增殖，但 ＥＲα阳性或 ＥＲ阴
性细胞的增殖未受影响［２１］。我们的研究观察到２７
ＯＨＣ对 ＥＲ阴性的 Ａ５４９细胞增殖具有抑制性的作
用。因此，肺癌组织中ＬＸＲ和ＥＲ表达的差异，可能
在胆固醇代谢影响肺癌发展中发挥了作用，值得深

入地研究。
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