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厄洛替尼增强肺腺癌A549细胞对CIK细胞杀伤的

敏感性*

刘桂举 梅家转 张晓娟 赵继智 冯睿婷

摘要 目的：研究表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂厄洛替尼对人肺腺癌A549 细胞NKG2D配体表达及CIK细胞杀伤活

性的影响及其分子机制。方法：流式细胞仪检测厄洛替尼、EGFR下游分子LY294002（PI3K抑制剂）、SB203580（MAPK抑制剂）、

STAT21（STAT3抑制剂）作用A549细胞24 h后A549细胞NKG2D配体的表达。乳酸脱氢酶释放法测定不同效靶比时，CIK细胞对

10 μmol/L厄洛替尼作用前、后A549细胞的杀伤活性。结果：厄洛替尼下调A549细胞MICA表达，上调MICB、ULBP1表达，EGFR
下游分子MAPK、STAT3抑制剂不影响A549细胞NKG2D配体的表达，PI3-K抑制剂下调A549细胞MICA表达，厄洛替尼增强

A549细胞对CIK细胞杀伤的敏感性。结论：EGFR TKI 抗肺癌作用与其增强肺癌细胞对免疫细胞杀伤的敏感性有关。
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Abstract Objective: This study aims to explore the effects of epidermal growth factor receptor tyrosine kinase inhibitor (EGFR

TKI) on the expression of natural killer group 2, member D receptor (NKG2D) ligands in human lung cancer A549 cells and on the cy-

totoxicity mediated by cytokine -induced killer (CIK) cells. Methods: The expression of NKG2D ligands (i.e., major histocompatibility

complex class I chain-related molecules A or B (MICA, MICB), up-regulation of UL16-binding protein (ULBP)1, ULBP2, and

ULBP3) on A549 cells were analyzed before and after treatment with erlotinib, phosphatidylinositol 3-kinase (PI3-K) selective inhibi-

tors, mitogen-activated protein kinases (MAPK), and signal transducers and activators of transcription 3 (STAT3). The cytotoxicities of

CIK cells against A549 cells before and after treatment with 10 μmol/L of erlotinib were detected by lactate dehydrogenase releasing as-

say at 10∶1, 20∶1, and 30∶1 effect-to-target cell ratios. Results: After treatment with 5 or 10 μmol/L of erlotinib, the MICB and ULBP1

expressions on A549 cells increased, whereas the MICA expression decreased (P<0.05). Minimal changes were observed on ULBP2

and ULBP3 (P>0.05). The inhibitors of EGFR downstream molecules, namely, MAPK inhibitors (SB203580) and STAT3 inhibitors

(STAT21), had no effect on the expression of NKG2D ligands, whereas the PI3-K inhibitors (LY294002) decreased the MICA expres-

sion. The cytotoxicity of CIK cells against A549 cells treated with 10 μmol/L of erlotinib was significantly enhanced (P<0.05). Conclu-

sion: Results indicate that the therapeutic efficacy of EGFR TKI in lung cancer may be mediated by increasing the susceptibility of

cells to immune-cell-mediated cytotoxicity. Therefore, combination therapies with erlotinib and CIK cells may have clinical therapeutic

significance for lung cancer patients.
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化疗和靶向药物是治疗晚期非小细胞肺癌的主

要手段。对于表皮生长因子受体（epidermal growth
factor receptor，EGFR）突变的患者，表皮生长因子受

体酪氨酸激酶抑制剂能够延长患者的生存期。亚裔

人群中EGFR突变也仅占晚期NSCLC患者的 20%～

30%［1］，如何寻找有效人群，进一步发挥表皮生长因

子受体酪氨酸激酶抑制剂的疗效是未来研究的方

向。肿瘤细胞表面表达NKG2D配体，是机体免疫细

胞攻击的靶点［2］。有研究表明［3-6］化疗及靶向治疗药

物均能够诱导肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达，增

强免疫细胞的杀伤活性，提高抗肿瘤效果。然而传

统化疗药物的骨髓抑制作用限制了化疗和免疫细胞
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的联合应用。人肺腺癌A549细胞表达野生型EGFR［7］，

本研究探讨表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制剂厄

洛替尼对A549 细胞表面NKG2D配体表达及CIK细

胞杀伤活性的影响，为厄洛替尼联合免疫细胞治疗

肺癌提供理论和实验依据。

1 材料与方法

1.1 材料

基因重组人白细胞介素2（IL-2，辽宁卫星生物制品

研究所）；干扰素-γ（IFN-γ，上海克隆生物高技术有限公

司）；淋巴细胞分离液（天津灏洋生物制品有限公司）；

RPMI 1640（Gibco公司）；四甲基偶氮唑蓝（Sigma公司）；

CD3单抗（ProSpec-Tany TechnoGene公司）；FIT C-CD4/
PE-CD8/PerCP-CD3、 FITC-CD56、 PE-CD3、 PerC
P-CD3、NKG2D-PE、FITC-IgG1、PE-IgG1、MICA、
MICB、ULBP1、ULBP2、ULBP3单抗、流式细胞分析仪

（BD公司）；LDH释放试验试剂盒（Promega公司）；厄洛

替尼（罗氏公司），LY294002、SB203580（Sigma公司），

STAT21（Biomol 公司）。上述药物，DMSO 溶解，-20℃
保存，用前解冻，用含10%胎牛血清的RPMI 1640培养

基稀释到所需浓度，使DMSO的终浓度<0.1%；人肺腺癌

A549细胞由本中心常规传代保存。

1.2 方法

1.2.1 CIK细胞的制备 CIK细胞的制备参照文献［8］
进行，培养14 d，流式细胞仪检测CIK细胞表型。

1.2.2 A549细胞培养 A549细胞接种于 100 mL培

养瓶中，细胞培养液为含10%胎牛血清、100 U/mL青

霉素和100 U/mL链霉素的RPMI 1640，置入37℃、5%
CO2培养箱孵育，待细胞长满培养瓶的70%～80%，用

胰酶进行消化、计数和传代。

1.2.3 流式细胞仪测定厄洛替尼作用前后A549细胞

NKG2D配体的表达 对数期生长的A549细胞，以5×
104个/mL的浓度接种于96孔板，培养24 h后，加入厄

洛替尼，使其终浓度相当于5 μmol/ L、10 μmol/ L，以
不加药物组做对照，再培养24 h后，收集厄洛替尼处

理前、后的A549细胞细胞，PBS洗涤，计数细胞，分

管。按 1 μg/106个细胞浓度分别加入MICA、MICB、
ULBP1、ULBP2、ULBP3单抗，4℃作用 30 min，PBS洗

涤后再加 FITC标记的山羊抗鼠 IgG1二抗，4℃孵育

30 min，PBS洗涤后上机，以同型 IgG1抗体为阴性对

照。用流式细胞仪分析1×104个细胞中阳性细胞数，

计算百分率。为减少误差，重复实验3次。

1.2.4 流式细胞仪测定表皮生长因子信号通路下游

分子对A549细胞NKG2D配体表达的影响 对数期

生长的A549细胞，以5×104个/mL的浓度接种于96孔
板，培养 24 h 后，分别加入 STAT21 30 μ mol/L，
LY294002 15 μmol/L，SB203580 25 μmol/L，以不加药

物组做对照，再培养 24 h后，收集A549细胞，流式细

胞仪测定A549细胞表面NKG2D配体的表达。

1.2.5 CIK细胞杀伤活性 采用4 h乳酸脱氢酶释放

测定法［9］，参照Cytotox96 Non- Radioactive Cytotoxoci⁃
ty Assay说明操作，观察不同效靶比时，CIK细胞对

10 μmol/L浓度厄洛替尼作用前后的A549细胞的杀

伤活性。效靶比 20∶1时，观察NKG2D单抗先与CIK
细胞室温孵育 15 min，然后再加入 10 μmol/L浓度的

厄洛替尼作用前后的A549细胞，测杀伤率。实验重

复3次。

1.3 统计学方法

采用SPSS 10.0统计软件进行分析。数据以x±s表
示，药物处理前、后A549细胞表面NKG2D配体表达

率及CIK细胞杀伤率比较采用配对样本 t检验。不同

效靶比时 CIK 细胞杀伤活性的组间比较采用

One-Way ANOVA，以P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 CIK细胞表型

流式细胞仪测定结果如图 1所示：CD3+>90%、

CD3+CD8+>80%、CD3+CD56+>30 %、CD3+CD4+<25%、

NKG2D>80%。
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Figure 1 Phenotype of CIK cells
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2.2 厄洛替尼调节A549细胞表面NKG2D配体表达

厄洛替尼处理前A549细胞NKG2D配体表达（蓝色

曲线代表同型对照单抗，红色曲线代表原发表达）如图2
显示：MICA（66.62 ± 1.42）%、MICB（32.75 ± 2.37）%、

ULBP1（9.80±2.40）%、ULBP2（4.09±1.94）%、ULBP3
（34.96±4.22）%。5 μmol/L（绿色曲线）、10 μmol/L（黑

色曲线）浓度的厄洛替尼与A549细胞共孵育24 h后，

A549细胞表面MICB、ULBP1表达较厄洛替尼作用前

明显增强（P<0.05），MICA表达较厄洛替尼作用前下

降（P<0.05），ULBP2、ULBP3无明显变化；5、10 μmol/L

厄洛替尼对比，NKG2D 配体表达无统计学差异

（P>0.05）。
2.3 EGFR下游分子对A549细胞NKG2D配体表达

的影响

流式细胞仪检测结果显示：无论是 STAT21
（STAT3抑制剂）、SB203580（MAPK抑制剂）与A549
细胞培养24 h后，A549细胞表面NKG2D配体表达无

明显变化（P>0.05），LY294002（PI3K 抑制剂）下调

A549细胞表面MICA表达（P<0.05），不影响其它配体

的表达，见表1。

▶A：MICA；B：MICB；C：ULBP1；D：ULBP2；
E：ULBP3
图 2 厄洛替尼对A549细胞表面NKG2D配

体表达的影响

Figure 2 Analysis of NKG2D ligand expres⁃
sion in A549 cells treated with erlotinib
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表1 EGFR下游分子对A549细胞NKG2D配体表达的影响 （%，x±s，n=3）
Table 1 Expression of NKG2D ligands in A459 cells treated with inhibitors of EGFR downstream molecules （%，x±s，n=3）
Group
Control
STAT21
LY294002
SB203580
*P<0.05 vs. control

MICA
66.62±1.41
67.37±0.54
42.90±3.49*
66.08±0.28

MICB
32.75±2.37
31.59±0.41
32.40 ±0.30
31.79±0.19

ULBP1
9.80±2.40
10.58±0.86
9.58±1.22
9.15±0.39

ULBP2
4.09±1.94
4.19±0.19
4.40±0.07
4.36±0.10

ULBP3
34.96±4.22
32.86±0.35
34.65±0.35
34.97±0.40

2.4 厄洛替尼增强A549细胞对CIK细胞的杀伤敏

感性

效靶比10∶1、20∶1、30∶1时，CIK细胞对A549细胞

的杀伤活性分别为（11.08±1.22）%、（36.22±0.91）%、

（45.73±2.00）%；CIK细胞对 10 μmol/L浓度厄洛替尼

作用后的A549细胞杀伤活性分别为（18.24±0.96）%、

（48.49±0.78）%、（56.67±2.11）%，同一效靶比时，CIK
细胞对厄洛替尼作用后的A549细胞的杀伤活性明显

增强（P<0.05）。效靶比20∶1时，NKG2D单抗封闭CIK
细胞表面NKG2D受体，CIK细胞对厄洛替尼作用前

后的 A549 细胞杀伤活性分别为（7.29 ± 0.73）%、

（7.99±0.11）%，差异无统计学意义（P>0.05）。
3 讨论

NKG2D-NKG2D配体信号通路在抗肿瘤免疫中发

挥重要作用，NKG2D是NK细胞、抗肿瘤的主要活化性

受体［2，10］。NKG2D配体包括两大类［2］：MHC-I类链相关

分子A或B（MHC class I chain-related molecule A or B：
MICA，MICB）及人巨细胞病毒糖蛋白UL16结合蛋白

（human cytomegalovirus glycoprotein UL16 binding pro⁃
teins：ULBP1，ULBP2，ULBP3）。NKG2D配体广泛表达

于肿瘤细胞表面，免疫细胞表面NKG2D受体与肿瘤

细胞表面NKG2D配体结合，激发抗肿瘤免疫应答。
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CIK细胞是人外周血单个核细胞在体外经多种

细胞因子共同培养一段时间后获得的异质细胞群。

与NK细胞相比，CIK细胞低表达抑制性免疫球蛋白

受体，群体CIK细胞都表达NKG2D受体［11］，都能发挥

抗肿瘤作用［12］，且CIK细胞在体外容易大量扩增，便

于临床应用［13-14］。CIK细胞对肿瘤细胞的杀伤活性与肿

瘤细胞表面相应NKG2D配体的表达密切相关［13］。化

疗药物、分子靶向治疗药物能通过多种信号通路，诱

导肿瘤细胞表面NKG2D配体的表达，增强免疫细胞

的杀伤活性［15］。

EGFR过表达于众多肿瘤细胞表面，EGFR调节

下游信号通路相关分子活性，其中重要信号通路包

括 Ras-Raf-MAPK 和 PENT-PI3K-AKT 通路，另外

JAK/STAT3分子也参与EGFR信号通路，上述信号通

路与肿瘤细胞分化、增殖、凋亡、侵袭、新生血管形成

密切相关，近年来靶向EGFR药物已成为肺癌治疗的

热点。

NKG2D配体表达受多种因素调节，MICA表达受

STAT3，PI3K、MAPK分子活性调节［16-17］。本研究单独

应 用 STAT3 分 子 抑 制 剂 STAT21、MAPK 抑 制 剂

SB203580均未影响NKG2D配体的表达，但是PI3K抑

制剂LY294002下调了A549细胞表面MICA表达，表

明厄洛替尼处理后的 A549细胞MICA表达下调与

EGFR/PI3K信号抑制有关，而MICB、ULBP1上调与上

述分子无关，表明 EGFR 信号通路其它分子调节

MICB、ULBP1表达，有待进一步研究。

尽管厄洛替尼处理后的A549细胞MICA表达下

调，但CIK细胞对其杀伤活性明显提高，当阻断CIK
细胞表面NKG2D受体后，CIK细胞对厄洛替尼处理

前后的A549细胞的杀伤活性无差异，说明CIK细胞

对A549细胞的杀伤是通过NKG2D受体与NKG2D配

体结合发挥作用，厄洛替尼主要通过上调A549细胞

表面的活化性配体 MICB、ULBP1 的表达，增强了

A549细胞对CIK细胞杀伤的敏感性。

基于本研究结果，提示EGFR TKIs在体内有可能

激发免疫细胞的抗肿瘤作用，EGFR TKIs联合CIK细

胞有望成为肺癌过继性免疫治疗方案。
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