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Abstract :Objective 　 To explore the reversal effect s of rh TRA IL on the multidrug2resistant cell line

A549/ CDDP. Methods 　A549/ CDDP was treated with combinations of rh TRAIL . IC50 values and re2
versing drug2resistance index (RI) of the chemotherapeutic drug were analyzed by M TT assay. Results 　

After t reated with rhRRA IL , IC50 values of CDDP of A549/ CDDP cell line were reduced very significant2
ly ( P < 0 . 01) , while RI augmented significantly ( P < 0 . 05) . Conclusion 　rh TRA IL has reversal effect s on

multi2drug resistant cell line A549/ CDDP , which is a very promising biological drug for drug resistant

lung cancer.
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摘 　要 :目的 　探讨重组人可溶性肿瘤坏死因子相关诱导配体蛋白 ( rh TRAIL) 对人肺腺癌细胞 A549/

CDDP 耐顺铂的逆转效应。方法 　以顺铂 (CDDP) 联合不同浓度的 rh TRA IL 处理 A549/ CDDP ,以四

氮唑噻蓝盐 (M TT)比色法检测顺铂的半效抑制浓度 IC50 ,并计算耐药逆转倍数 RI。结果 　rh TRA IL

体外可明显降低 A549/ CDDP 对 CDDP 的 IC50 , 提高耐药逆转倍数。结论 　rh TRA IL 体外可较大程度

逆转 A549/ CDDP 细胞对 CDDP 的耐药性 ,有望成为抗耐药性肺癌的一种新的生物制剂。
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0 　引言

肿瘤细胞的多药耐药 ( Multi2drug resistance ,

MDR)是肿瘤化疗失败的主要原因 ,筛选有效的耐

药修饰剂用于逆转肿瘤细胞的 MDR ,是提高抗癌

药物疗效的关键问题。肿瘤坏死因子相关诱导配体

蛋 白 ( TN F related apoptosis induced ligand ,

rh TRA IL ,简称 TRA IL ) 与 TN F - α同属 TN F 蛋

白家族的成员 ,研究表明 , TRA IL 可特异性杀伤肿

瘤细胞 ,而赦免正常细胞[ 1 ] ; TRA IL 可诱导肿瘤细

胞凋亡 ,对化疗药物所诱导的细胞凋亡也具有协同

作用[ 2 ,3 ] 。本研究在体外试验中将其用于人肺腺癌

多耐药细胞系 A549/ CDDP ,观察其对该细胞耐药

性的影响 ,以期寻找一种新的药物 ,以解决肺癌治疗

中出现的多耐药性的问题。

1 　材料与方法

1 . 1 　材料

1 . 1 . 1 　主要试剂 　重组人可溶性肿瘤坏死因子相

关配体蛋白 ( rh TRA IL ) 由中南大学湘雅医院传染

科刘洪波博士馈赠 ,顺铂 (CDDP ,山东齐鲁制药厂

产品 ,批号 : 0307006 ) ,32(4 ,5 )2双甲基222噻唑2(2 ,

5)2二苯基溴化四氮唑蓝 (M T T , Sigma 公司产品) ,

二甲基亚砜 (DMSO , Sigma 公司产品) ,其余试剂

均为分析纯试剂。药物均用生理盐水稀释成储存液

备用。

1 . 1 . 2 　主要仪器设备 　超净工作台 (上海力申科学

仪器厂 ) 、CO2 恒温培养箱 ( QWJ 300 T 型 , 美国

QU EU E 产品) 、倒置相差光学显微镜 (OL YMPU S ,

日本) 、酶标仪 (wellscan M K3 ,芬兰) 、振荡器 (北京

六一仪器厂产品) 、96 孔培养板 (Costar 公司产品) 。

1 . 1 . 3 　细胞株来源 　人肺腺癌细胞株 A549 及其

耐药细胞株 A549/ CDDP 均购自中南大学湘雅医学

院细胞中心。
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1 . 2 　方法

1 . 2 . 1 　细胞培养 　人肺腺癌细胞株 A549 及其耐

顺铂细胞株 A549/ CDDP 均置 37 ℃,5 %CO2 ,饱和

湿度下的恒温培养箱中培养 ,培养液为含 10 %新生

小牛血清的完全 RPMI1640 培养基 (为 Gibco 公司

产品) ,含青/ 链霉素的浓度为 100U/ mL 。对 A549/

CDDP 细胞株常规加入 1μg/ mL 的顺铂以维持其耐

药性。

1 . 2 . 2 　实验分组 　采用嵌套分组法进行实验分组

如下 : (1) 单用顺铂组 : CDDP + 细胞 + RPMI1640 ;

(2 ) 单用 TRA IL 组 : TRA IL + 细胞 + RPMI1640 ;

(3) TRA IL + 顺铂联合用药组 : TRA IL + CDDP +

细胞 + RPMI1640 ; ( 4 ) 阴性对照组 : 细胞 + RP2
MI1640 ; (5)空白调零组 : RPMI1640。以上各组均

设三个复孔进行试验 ,试验组中采用 4 种不同浓度

的 CDDP ( 1、3、5、7 μg/ mL ) 加 不 同 浓 度 的

TRA IL [ 4 ] 。

1 . 2 . 3 　细胞毒性测定 　采用 M T T 比色法进行。

先将生长良好的培养细胞消化 ,制成单细胞悬液 ,调

整细胞浓度为 5 ×104 / mL ,并接种至 96 孔板中 ,接

种细胞数为 5 ×103 / 孔 ,待细胞进入对数生长期后

开始按组别加入相应浓度的 CDDP 或 TRA IL ,每孔

终体积为 200μL ,置恒温培养箱中 ,在 37 ℃、5 %

CO2 、饱和湿度条件下 ,培养 24h 后进行 M T T 比色

试验。即于培养后的每孔细胞中加入 M T T 溶液

20μL (5mg/ L) ,继续置恒温培养箱中孵育 4h ,再尽

量完全吸弃孔中培养液 ,并每孔加入二甲基亚砜

(DMSO) 150μL ,置振荡仪上振荡 10～15min ,待形

成的紫蓝色结晶物完全溶解后 ,于酶标仪上检测

492nm 下每孔吸光度值 ( A 492 ) ,记录结果 ,并计算细

胞存活率和细胞生长抑制率。细胞存活率 =

A试验组 / A对照组 ×100 %。细胞生长抑制率 = 1 - 细胞

存活率。应用加权线性回归方法求得半数抑制浓度

IC50 ,药物逆转作用以逆转倍数 RI 表示 , RI =

IC50 (单用CDDP) / IC50 (CDDP + TRAIL) 。 耐 药 倍 数 =

IC50 (A549细胞) 、IC50 (A549/ CDDP细胞) 空白组用于吸光度值的

调零。

1 . 3 　统计学方法

结果取 3 次实验的均值 ,标准差均小于 5 %。

不同药物间的比较应用完全随机设计的方差分析 ,

P < 0 . 05为差异有显著性 , P < 0 . 01为差异具有非常

显著性。组间显著性检验用 SPSS 12 . 0统计软件包

进行。

2 　结果

2 . 1 　TRA IL 、CDDP 单用对 A549 和 A549/ CDDP

的杀伤效应

TRA IL 浓度为 12 . 5 ng/ mL 和 25ng/ mL 时 ,

A549 细胞存活率分别为97 . 5 %和87 . 4 % ;而 A549/

CDDP 细胞存活率分别为92 . 4 %和85 . 9 % ,和对照

组相比差异均无显著性 ( P > 0 . 05 ) ,上述浓度的

TRA IL 对该两种细胞均未见明显细胞毒性作用。

CDDP 对 A549 和 A549/ CDDP 的 IC50 分别为1 . 21

mg/ L 和14 . 35mg/ L ,A549/ CDDP 耐顺铂的耐药倍

数约11 . 9倍。

2 . 2 　TRA IL 和 CDDP 联用对 A549 的杀伤效应

12 . 5ng/ mL 和 25ng/ mL TRA IL 分别与 CDDP

联用时 ,CDDP 对 A549 的 IC50 分别为1 . 43 mg/ L 和

1 . 69mg/ L ,与单用 CDDP 组相比较 ,差异无显著性

( P > 0 . 05) 。

2 . 3 　TRA IL 对 A549/ CDDP 耐顺铂的逆转效应

当用12 . 5、25ng/ mL TRA IL 分别与 CDDP 联

合作用于 A549/ CDDP ,根据加权线性回归方程求

得 IC50值分别为7 . 26mg/ L 和5 . 95mg/ L 。CDDP 对

A549/ CDDP 的 IC50 随 TRA IL 浓度的增加而降低

(见表 1) ,与单用药组相比较 ,差异均有明显的显著

性 ( P < 0 . 01) ,逆转倍数分别为1 . 97和2 . 41倍。

表 1 　TRAIL 逆转人肺腺癌 A549/ CDDP

耐顺铂效应的比较

TRA IL 浓度

(ng/ mL)

IC50

(mg/ L)

细胞存活率

( %)

逆转耐药

倍数

0 14 . 35 93 . 8

6 . 25 13 . 891) 84 . 0 1 . 043)

12 . 5 7 . 262) 69 . 3 1 . 974)

25 5 . 952) 52 . 7 2 . 414)

　　注 :和单用顺铂组比较 :1) P > 0 . 05 ;2) P < 0 . 05 ;3) P >

0 . 05 ;4) P < 0 . 05

3 　讨论

近来研究表明 ,某些细胞因子 ,如 TN F2α、IFN

等 ,具有逆转肿瘤 MDR 的作用 ,并可提高肿瘤化疗

疗效[ 5 ] ,因此 ,细胞因子作为 MDR 逆转剂的研究引

起了越来越多的学者的关注。

TRA IL 是 TN F 细胞因子家族的新成员 ,和

TN F、FasL 一样 , TRA IL 也是通过与细胞膜上的相

应的死亡受体结合 ,激活 Caspase 通路 ,传递和放大

凋亡信号 ,从而诱导靶细胞发生快速、大量、高效的

凋亡反应[ 6 ] 。但 TRA IL 的死亡受体只在肿瘤细胞

中有表达 ,而在正常组织细胞中几乎未见有表达 ,因

此它可以选择性杀伤多种肿瘤细胞 ,而赦免正常组

织细胞[ 1 ] 。Spierings DC 等发现 ,非小细胞肺癌组

织中同样有 TRA IL 的死亡受体 DR4 和/ 或 DR5 的
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表达 , 而目前体外研究也证实 , NSCL C 细胞对

TRA IL 诱导的细胞凋亡敏感[ 2 ,7 ,8 ] 。A549/ CDDP

是经体外长期培养诱导 A549 敏感细胞而成的多药

耐药细胞株 ,其对 CDDP、足叶乙甙 ( V P16 ) 、卡铂

(CBP) 等均存在交叉耐药性。本实验表明 , A549/

CDDP 对 CDDP 的耐药性是 A549 敏感细胞株的

11 . 9 倍 ,耐药性能稳定。TRA IL 和一些化疗药物

如阿霉素 (ADM) 、5 - 氟脲嘧啶 (5 - Fu) 等联用后 ,

这些化疗药物可上调肿瘤细胞表面的死亡受体

DR4 和/ 或 DR5 的表达 ,从而增加细胞对 TRA IL

所诱导的细胞凋亡敏感性 ,并进一步降低化疗药物

的用药剂量[ 9 ,10 ] 。而将 TRA IL 与维生素 A 类似物

质 CD435 联用同样能上调人 NSCL C 细胞 DR5 的

表达[ 11 ] 。本研究发现 ,单用浓度为 12 . 5 ng/ mL 、

25ng/ mL 的 TRA IL 对人肺腺癌敏感细胞株 A549

和耐药株 A549/ CDDP 均无明显的生长抑制作用 ,

细胞存活率均大于 85 % ,但和顺铂联合用药后 ,

TRA IL 能明显增强 CDDP 对 A549/ CDDP 的细胞

毒性 ,这说明 TRA IL 可逆转 A549/ CDDP 对 CDDP

的耐药性 ,25ng/ mL 低浓度时其耐顺铂的逆转倍数

可达2 . 41倍 ,且其逆转效应具有剂量依赖性。

TRA IL 逆转 A549/ CDDP 耐药性的作用机制

仍不明确。已有研究发现 , TN F 逆转肿瘤细胞

MDR 的可能机制有 : ①通过直接下调 mdr1 基因的

表达 ,或通过其表达调控机制来影响 mdr1 的表达

量 ;或通过各种途径来影响 mdr1 的功能 ,使细胞内

药物浓度蓄积减少 ,进而逆转由 Pg2p 引起的经典

MDR ; ②通过下调 GST 的表达 ,使细胞内解毒功能

减低而逆转 MDR ; ③通过改变拓扑异构酶的活性

来逆转非经典的 MDR ; ④通过诱导耐药肿瘤细胞

的细胞凋亡通路 ,增加细胞凋亡对药物的敏感性。

TRA IL 是否与 TN F 类似 ,通过降低耐药相关因子

的表达 ,增加化疗药物在肿瘤细胞中的蓄积 ;抑或通

过促进 CDDP 所诱导的细胞凋亡而逆转 A549/ CD2
DP 细胞对 CDDP 的耐药性 ,均有待于进一步阐明。

总之 ,本研究发现 , rh TRA IL 体外可较大程度逆转

耐顺铂人肺腺癌 A549/ CDDP 的耐药性 ,并以其独

特的生物学效应 ,可望成为肺癌综合治疗的一种新

的辅助治疗药物。
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