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摘  要 

目的：本论文旨在探讨吉非替尼与肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体TRAIL (TNF-Related Apoptosis 
Inducing Ligand)的协同抗人肺癌作用并阐明两者协同的机制。方法：实验采用人A549肺癌细胞。实验

分为对照组、吉非替尼处理组、TRAIL处理组及吉非替尼和TRAIL共同处理组。分别采用MTT实验，流

式细胞术，Western-blot检测吉非替尼和TRAIL对A549细胞的存活、凋亡以及凋亡相关蛋白等方面的影

响。结果：吉非替尼和TRAIL共同处理组的细胞存活率相较于空白对照组和各单独处理组均有显著变化。

流式细胞术检测结果显示：对照组诱导的A549细胞凋亡比率分别为2.7%，15 μM吉非替尼单独处理组

诱导的凋亡率为8.5%，100 ng/ml TRAIL单独处理组诱导的凋亡率为17.5%，而两者共同处理组诱导的

凋亡比例为69.8%。相较与对照组或各单独处理组都有显著升高(P < 0.01)。Western-blot实验结果表明：
吉非替尼和TRAIL显著诱导凋亡相关蛋白的水解。结论：吉非替尼和TRAIL可协同抑制肺癌细胞存活，

促进细胞凋亡。 
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Abstract 
Objective: This paper aims to explore the synergistic anti-lung cancer effect of gefitinib and TRAIL 
(TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand), and elucidate the mechanism of their synergy. Method: 
The experiment applied human A549 lung cancer cells. The experiment was divided into control 
group, gefitinib treatment group, TRAIL treatment group, and gefitinib and TRAIL co-treatment 
group. MTT assay, flow cytometry, and Western-blot were used to detect the effects of gefitinib 
and TRAIL on the cell viability, apoptosis, and apoptosis related proteins of A549 cells. Result: The 
cell viability of the co-treated group with gefitinib and TRAIL showed significant changes com-
pared to the control group and each individual treatment group. The results of flow cytometry 
showed that the apoptosis ratio of A549 cells induced by the control group were 2.7%. The apop-
tosis induced by 15 μM of gefitinib alone treatment group was 8.5%, the apoptosis induced by 100 
ng/ml TRAIL alone treatment group was 17.5%, and the apoptosis induced by the combined treat-
ment group was 69.8%. Compared with the control group or each individual treatment group, there 
was a significant increase (P < 0.01). The Western-blot experiment results showed that gefitinib 
and TRAIL significantly induced the hydrolysis of apoptosis related proteins. Conclusion: Gefitinib 
and TRAIL can synergistically inhibit the viability of lung cancer cells and promote cell apoptosis. 
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1. 引言 

人肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体 TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing Ligand)能够在体内外诱导

多种肿瘤细胞凋亡但对正常组织细胞无明显影响，具有良好的应用前景[1] [2] [3]。但肿瘤细胞对 TRAIL
的抗药性限制了 TRAIL 在肿瘤治疗中的应用。寻找能够增强 TRAIL 凋亡诱导作用的药物是目前国际肿瘤

治疗研究的热点之一[4] [5] [6] [7]。吉非替尼是目前我国临床上广泛使用的治疗非小细胞肺癌的第一代靶

向药物[8]，有关吉非替尼和一系列临床药物协同抑制多种肿瘤的生长的研究较少，尤其对肺癌细胞 A549
的增殖抑制尚未见报道。因此本研究将吉非替尼和 TRAIL 共同应用于 A549 肺癌细胞，观察其对细胞增

殖和凋亡等的影响，并探讨两药联合是否具有协同作用，为两者在临床上的应用提供更坚实的理论基础。 

2. 材料与方法 

2.1. 细胞培养和试剂 

A549 细胞系购自 ATCC，用含 10%胎牛血清的 A549 培养液培养。吉非替尼购自阿斯利康制药有限

公司。MTT 购自 sigma 公司，Caspase-3，PARP 抗体购自 Cell signaling 公司，Caspase-8 抗体购自 B.D.
公司，Caspase-9 抗体购自 Santa Cruz 公司。 

2.2. 细胞存活实验 

细胞按照 1 × 104/孔的密度铺 96 孔板，37℃，5% CO2 条件下贴壁过夜。各孔加入含有 15 μM 的吉非

替尼的细胞培养液 100 μl/孔，继续常规培养 24 h。弃培养基，按照对照组，吉非替尼组，TRAIL 组以及
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共同处理组分别加入含有 DMSO 的培养基、含有 15 μM 吉非替尼的培养基、含有 100 ng/ml TRAIL 的培养

基以及含有吉非替尼和 TRAIL 的培养基。24 h 后，每孔加入 20 μl MTT 溶液(5 mg/ml，即 0.5% MTT)，继

续培养 4~6 h。吸弃上清液，每孔加入 150 μl DMSO，摇床中低速震荡 10 min 使结晶充分溶解，酶联免疫

检测仪分别OD570 nm处测量各孔的吸光值。按照公示进行计算存活率 = (OD处理组/OD对照组) × 100%。 

2.3. 结晶紫染色实验   

细胞按照 5 × 105/孔的密度铺 6 孔板，经药物处理后，吸弃培养基，1 ml PBS/孔冲洗细胞一次，1 ml/
孔甲醇固定细胞 5 min，500 μl/孔结晶紫染色 5 min，倾倒染液，流水冲洗各孔，待六孔板晾干后，扫描。 

2.4. 流式细胞术检测细胞凋亡 

细胞按照 5 × 105/孔的密度铺 6 孔板，经药物处理后，采用胰酶消化收集各组细胞，加入−80℃预冷

的 90%乙醇置于冰上固定细胞 0.5 h 或者−20℃固定过夜。1000 rpm 离心 5 min 后弃上清，加入含 1% FBS
的 PBS 冲洗细胞一次。加入 PI 染液避光染色 30 min，保存于 4℃，流式细胞仪检测。 

2.5. Western-Blot 实验 

细胞按照 5 × 105/孔的密度铺 6 孔板，经药物处理后收集细胞并裂解，12,000 g、4℃离心 15 min，上

清移入另一管中，弃去沉淀考马斯亮蓝法检测样品蛋白浓度，SDS-PAGE 分离蛋白样品。待蛋白分离完

毕后转膜。以含 10%奶粉的 TBST 室温平缓摇动封闭 1 h 或者 4℃过夜。加入相应的一抗稀释液。一抗过

夜或者室温 2 h。以相应的 HRP 标记的二抗稀释液孵育，室温 l h。采用化学发光仪进行曝光检测。 

2.6. 统计学处理 

采用 SPSS 13.0 统计软件对数据进行分析处理。各细胞 A 值，细胞抑制率、细胞凋亡率及个周期细

胞所占的比例均以均数 ± 标准差表示，多组间样本均数比较采用单因素方差分析。 

3. 结果 

3.1. 细胞存活实验检测各组细胞存活率 

采用 MTT 实验检测发现：15 μM 的吉非替尼和 100 ng/ml 的 TRAIL 处理均能一定程度地抑制 A549
的存活，与空白对照组比较，吉非替尼和 TRAIL 单独处理组细胞增殖率均显著降低(P < 0.05) (图 1)。相

比于吉非替尼和 TRAIL 单独处理组，吉非替尼与 TRAIL 共同处理 A549 细胞能够极显著抑制 A549 细胞

的存活(P < 0.01) (图 1)。 

3.2. 结晶紫染色实验检测各组细胞存活率   

我们进一步采用结晶紫染色实验来验证这一结果。分别采用 15 μM 的吉非替尼预处理细胞 24 h，再

分别用 15 μM 吉非替尼和 100 ng/ml 的 TRAIL 分别或者共同处理 A549 细胞 24 h。结果表明 15 μM 的吉

非替尼处理细胞 48 h，细胞出现一定的死亡现象，100 ng/ml 的 TRAIL 处理细胞 24 h，也对细胞产生了

一定程度的杀伤作用(图 2)。两者联合作用使得细胞的存活显著降低(图 2)。本实验进一步验证吉非替尼

和 TRAIL 具有协同抑制 A549 肺癌细胞存活的作用。 

3.3. 流式细胞术检测各组细胞凋亡率 

我们进一步采用流式细胞术检测了吉非替尼和 TRAIL 分别或者联合处理细胞后细胞的凋亡情况。分

别采用 15 μM 的吉非替尼、100 ng/ml 的 TRAIL 单独或共同作用 A549 细胞，并采用 PI 染色流式细胞仪

检测细胞的凋亡情况。结果显示：对照组的凋亡比例为 2.7%，吉非替尼诱导的凋亡为 8.5%，TRAIL 诱
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导的凋亡比例为 17.5%，而吉非替尼和 TRAIL 联合作用可以诱导细胞发生凋亡的比例为 69.8% (图 3)。
表明吉非替尼和 TRAIL 有显著的协同诱导 A549 凋亡的作用。 

 

 
*P < 0.05, ** P < 0.01. 

Figure 1. Cell viability assay was 
applied to detect the viability of 
A549 cells in each treatment group 
图 1. 细胞存活实验检测各处理
组 A549 细胞的存活情况 

 

 
Figure 2. Cell viability was determined by 
crystal violet staining in A549 cells 
图 2. 结晶紫染色实验检测 A549 细胞的存
活情况 

 

 
*P < 0.05, ** P < 0.01. 

Figure 3. Apoptosis of A549 cells 
tested by flow cytometry 
图 3. 流式细胞术检测 A549 细胞
的凋亡情况 
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3.4. Western-Blot 实验检测各组细胞凋亡蛋白的变化 

Caspase 家族尤其是 caspase-3、caspase-8、caspase-9 以及 PARP 的水解是细胞凋亡的主要标志之一[8]。
为了进一步探讨吉非替尼和 TRAIL 的协同诱导细胞凋亡的作用，我们采用 Western-blot 检测两者对上述

凋亡相关蛋白的影响。我们采用 15 μM 的吉非替尼和 100 ng/ml 的 TRAIL 分别或共同处理 A549 细胞，

收集细胞裂解液。实验结果表明：吉非替尼和 TRAIL 单独处理并不能显著促进上述蛋白的水解，如果两

者联合则可以显著协同促进 caspase-3、caspase-8、caspase-9 以及 PARP 的水解(图 4)。表明吉非替尼和

TRAIL 协同诱导 A549 细胞 caspase 依赖性的细胞凋亡。 
 

 
Figure 4. Detecting the expression of apoptosis related pro-
teins in cells upon different treatments by Western-blot 
图 4. Western-blot 实验检测各处理细胞凋亡相关蛋白表达

情况 

4. 讨论 

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体(TRAIL)是肿瘤坏死因子家族中的一种配体，通过与促凋亡受体结合，

能够在多种癌细胞中诱导凋亡，但在大多数正常人类细胞中没有作用。TRAIL 因其可以特异性杀伤肿瘤

细胞成为抗肿瘤的希望药物。大多数研究表明，TRAIL 疗法在患者中是安全且耐受性良好的，但治疗结

果不显著，只有少部分患者表现出有效反应[9]。例如，在一项治疗复发滤泡性非霍奇金淋巴瘤患者的 II
期试验中，当 TRAIL 联合利妥昔单抗给药时，患者的 ORR 没有提高，从而限制了其在临床上的应用[10]。
因此，寻找能够与 TRAIL 协同并克服肿瘤细胞抗性的药物成为目前抗肿瘤研究领域的热点[11]。 

在包括非小细胞肺癌在内的许多癌症中，EGFR 过表达与细胞增殖、血管生成和肿瘤生长相关，于

是靶向 EGFR 其成为治疗肿瘤的潜在的靶点。吉非替尼(商品名为易瑞沙)是一种苯胺喹唑啉衍生物，是

表皮生长因子受体(EGFR)酪氨酸激酶(TK)的强抑制剂，在许多实体瘤的发病过程中发挥抑制肿瘤生长的

作用。吉非替尼结合 EGFR-TK 结构域，阻止 ATP 与酪氨酸激酶结合，抑制进一步的自磷酸化和信号转

导。它是目前研究最广泛、应用最广泛的 EGFR-TK 小分子抑制剂，已获得多个国家监管部门的批准，

用于转移性或晚期非小细胞肺癌的治疗。与其他化疗药物相比，因其良好的活性及较弱的毒性，主要用
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于 EGFR 突变的 NSCLC 患者的一线或二线治疗[12]。本研究发现，吉非替尼处理可诱导 A549 细胞凋亡，

凋亡相关蛋白表达略有增强。 
为了增强抗肿瘤效果，联合疗法在临床上被普遍应用。肿瘤联合疗法指采用两种或两种以上的治疗

药物或模式相结合发挥抗肿瘤作用，其在治疗癌症方面相较于单一疗法具有明显的优势。有研究发现，

EGFR 的激活诱导乳腺癌细胞对凋亡刺激产生耐药性，而 EGFR 小分子抑制剂吉非替尼可逆转乳腺癌细

胞对 TRAIL 的耐药性，诱导乳腺癌细胞凋亡[13]。因此吉非替尼联合 TRAIL 方案应用于 EGFR 突变的 
NSCLC 患者可诱导肿瘤细胞的凋亡，降低肿瘤细胞耐药性。有研究报道 EGFR 的抑制剂能够和 TRAIL
协同抑制肿瘤的进展[14]，但未见吉非替尼和 TRAIL 协同抑制肺癌的报道。本文针对吉非替尼与 TRAIL
联用对人非小细胞肺癌 A549 细胞的增殖抑制和凋亡诱导作用及其机制进行了深入研究。结果显示，吉

非替尼联合 TRAIL 处理 A549 细胞后，A549 细胞凋亡显著增强，凋亡相关蛋白表达显著增加，表明二者

联用具有协同抗肿瘤作用。 
综上所述，吉非替尼联合 TRAIL 可协同抑制肺癌细胞的存活，促进细胞凋亡。因此，本研究可作为

EGFR 敏感癌症患者治疗方案的临床前研究，为吉非替尼联合 TRAIL 在临床上应用奠定了坚实的基础。 
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