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盐霉素增强吉非替尼诱导人肺腺癌细胞株 PC9 
凋亡作用 

曾葭 祝爱珍 刘成成 陈小宇 谭广销 刘革修 

摘要 目的：探讨盐霉素联合吉非替尼诱导人肺腺癌细胞株 PC9凋亡作用。方法：MTT法检测细胞增 

殖活性 ：流式细胞仪检测细胞凋亡及线粒体膜 电位 (MMP)；比色法检测 Caspase．3、8和 9酶活性 ；Western 

blot分析细胞色素 C、bc1．2、P—EGFR、P．Akt和 p-ERK蛋白水平。结果：盐霉素与吉非替尼单用均 出现不同程 

度的细胞增殖抑制作用和诱导细胞凋亡作用：而两者合用则能更显著地抑制细胞增殖，且细胞凋亡显著增 

加(P<0．05)。盐霉素单独作用。细胞MMP显著下降，细胞内活性氧和ca 在短期显著升高，胞浆细胞色素c、 

Caspase．3、8和9酶活性均显著增加：吉非替尼单用则抑制p-EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋白表达，而对胞浆细 

胞色素 C、Caspase．3、8和 9酶活性影响较少。Western印迹检测发现，联合用药组的 Bcl一2、P—EGFR、P．Akt 

和p—ERK蛋白表达量明显减少。结论：盐霉素与吉非替尼联用具有较好的协同作用，提高PC9细胞对吉非 

替尼的敏感性。 
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The promotion of salinomycin on the apoptosis of human lung adenocarcinoma cell line PC9 induced by gefitinib 

ZENG Jia ，ZHUAi-zheng，LIU Cheng-cheng，CHENXiao—yu，TAN Guang-xiao，LIU Ge—xiu．$Department of 
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【Abstract】 Objective To investigate the effects of salinomycin combined with gefitinib on the apoptosis of 
human non—small cell lung cancer cell line PC9． Methods The growth of PC9 cells was tested by MTF， cell 

apoptosis and mitochondria membrane potential(MMP)were measured by flow cytometry，the activities of caspase一 

3，8，and 9 were detected by colorimetry，and the levels of cytochrome C，bcl一2，p-EGFR，p-Akt，and p-ERK 

were analyzed by Western blot． Results Salinomycin or gefitinib alone could inhibit the growth and induce the 

apoptosis of PC9 cells in a dose—dependent manner； when they were combined with each other， these effects were 

more obvious (P<0．05)． Salinomycin alone could significantly reduce the MMP and increase the levels of 

intracellular reactive oxygen species(ROS)，cytoplasmic cytochrome C，and cytosolic Ca ，and the activities of 

caspase一3，8，and 9．Gefitinib alone could inhibit the expressions of p-EGFR，p-Akt，and p-ERK protein，and 

less affect the level of cytochrome C and the activities of caspase．3． 8 and 9． Western blotting showed that the 

expressions of Bcl一2， p-EGFR， p-Akt， and p-ERK protein were significantly decreased in combined group． 

Conclusion There exist synergism between salinomycin and gefitinib，and salinomycin can increase the sensitivity 

of PC9 cells to gefitinib． 
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表 皮 生 长 因 子 受 体 酪 氨 酸 激 酶 抑 制 剂 

(epidermal growth factor receptor tyrosine kinases 

inhibitor，EGFR TKI)是 EGFR基因非突变或突变 

的晚期非小细胞肺癌 (non—small—cell lung cancer， 

NSCLC)患者重要药物[1]，但只有部分患者从 中获 
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益．且多在用药 9个月左右出现耐药复发现象 2 。 

研究 EGFR TKIs继发耐药的机制以克服耐药已成 

为 目前热点。最近研究发现盐霉素(salinomycin，sa1) 

杀死小鼠乳腺癌细胞的效力比普通抗癌药物泰克 

索(Taxo1)高 100倍 ，可以杀死肿瘤干细胞 、克服耐 

药[ 。本实验探讨盐霉素联合吉非替尼(gefitinib， 

gef)诱导人肺腺癌细胞株 PC9凋亡的协同作用 ，为 

肺腺癌治疗探索新的思路。 

1 材料与方法 

1．1 材料 人肺腺癌细胞株 PC9由上海市同济大 

学肿瘤研究所提供。盐酸吉非替尼购 自湖北老百 

姓药业有限公司，盐霉素 、PI染料购自Sigma公司， 
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RPMI 1640培养液、胎牛血清(Gibco美国)，细胞内 

ROS、Caspase．3酶活性、Caspase．8酶活性、Caspase．9 

酶活性以及 JC．1 MMP检测试剂盒 (碧云天生物 

技术有 限公 司)，细胞色素 c凋亡检测试 剂盒 

(BioVision)。Fluo．3AM(Biotium美国)，Epics XL型 

流式细胞仪(Beckman Coulter)。 

1．2 细胞培养 以含 10％胎牛血清 ，100 U／mL 

青霉素及 100 U／mL链霉素的 RPMI．1640培养液 

进行培养。2—3 d传代。 

1．3 细胞增殖活性检测 取对数生长期细胞以每 

孔 180 IxL(5 x 103细胞)接种于 96孔板，细胞贴壁 

后 ，分别加入盐霉素(0．05、0．10、0．20、0．40、0．80、 

1．60和 3．20 p,mol／L)、吉非替尼(0．25、0．50、1．0、2．0、 

4．0、8．0和 16．0 I~mol／L)以及吉非替尼(0．50 Ixmol／L) 

联合盐霉素 (O．05、0．10、0．20、0．40、0．80、1．60和 

3．20~mol／L)进行干预。另设空白对照组、溶媒对 

照组。设 5个复孔。72 h后采用 MTY法测定细胞生 

长抑制率，计算药物的半数抑制浓度(half maximal 

inhibitory concentration，IC50)值。实验重复 3次。 

1．4 联合作用效果计算 采用 Chou．Talalay联用 

指数法判定两种药物的联合作用。按中效方程式 

计算出不同抑制率时两药的单用和联用浓度：D= 

Dm[fa／(1．fa)]1／m；式中 D为药物浓度 ，Dm为中 

效浓度 ，fa为细胞增殖抑制率 ，m为斜率。联用指 

数 (combination index，CI)公式 ：CI=(D)1／(Dx)1+ 

(D)2／(Dx)2+a(D)1(D)2／(Dx)1(Dx)2；其中(Dx) 

1和(Dx)2分别为 2种药物单用时产生某一效应值 

fa时的浓度，(D)1和(D)2则是 2种药物联用时产 

生相同效应 fa时各 自所需要的浓度。当 2种药物 

联用为非排斥性时，a=1；当 2种药物联用为排 

斥性时，a=0。求出 CI值 ，如果 CI<1，认为两药物 

联用为协同作用 ；CI=1为相加作用；CI>1为拮 

抗作用。 

1．5 Annexin V．PI双染测定细胞凋亡 取对数生 

长的 PC9细胞 ，每孔 2×10s个细胞接种至 6孔板 

内 ，设 (0．2 p,mol／L)盐 霉素处理组 、盐霉素 (0．2 

p~mol／L)与吉非替尼(0．50~mol／L)联合处理组、单 

纯吉非替尼(0．50 p~mol／L)组，以及溶媒对照组，作 

用 48 h收集细胞、Annexin V—FITC和 PI双染色并 

流式检测。 

1．6 检测 MMP、ROS和溶质 Ca 的释放 取对数 

生长期的 PC9细胞 ，以每孑L 2×10 个细胞接种至 

12孔板 ，设有上述 4组 ，在 6、12、24 h时收集细胞。 

按试剂盒操作检测 MMP、细胞内 ROS、Ca 浓度。 

1．7 Caspase．3、Caspase．8和 Caspase．9酶 活性 检 

测 取对数生长期的 PC9细胞 ，以每孔 2×10s个 
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细胞的密度接种至 6孔板，设有上述 4组，分别 

处理 6、12、24 h，按照试剂盒说明收集细胞 ，检测 

Caspase．3、Caspase．8和 Caspase．9活性。 

1．8 Western blot印迹法检测 处理 48 h时收集 

细胞、提取总蛋白；细胞色素 C测定是按试剂盒说 

明进行。取总蛋白5O g行 10％SDS—PAGE电泳分 

离、转移至 PVDF膜 ，用含 5％脱脂牛奶的 TBST封 

闭液(20 mmol／L Tris pH7．6，0．1％Tween 20)封闭。 

鼠抗人细胞色素 C、Bc1．2抗体(Santa Cruz)、p-EGFR、 

p．Akt和 p-ERK抗 体 (Cell Signaling)或 GAPDH 

(Chemicon)4~C孵育过夜，HRP标记的山羊抗小鼠 

二抗室温孵育 1 h，TBST洗 3次 ，ECL显色液显 

色。用Image ProPlus分析软件进行灰度值分析。 

1．9 统计学分析 计量数据 以 4-s表示，应用 

SPSS15．0统计软件处理，采用单因素方差分析 ，以 

P<0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 盐霉素与吉非替尼对 PC9细胞增殖的抑制作 

用 盐霉素与吉非替尼分别单独作用于 PC9细 

胞 ，均显示增殖抑制作用，且在一定浓度范围内呈 

浓度依赖性(表 1)，与对照组比较差异有统计学意 

义(P<0．05)。盐霉素的 IC50值为(0．37-4-0．06) 

~mol／L，而吉非替尼的 IC50值为 (1．27±0．13) 

txmo1／L 根据合用指数计算公式计算出它们合用 

在 不 同 效 应 (0．90、0．80、0．75、0．70、0．65、0．60、 

0．50、O．40)时的合用指数(CI)分别为 0．439、0．442、 

0．591、0．683、0．754、0．856、0．943、0．930。结果显示 

当 fa为 0．90、0．80、0．75、0．65、0．60、0．50、0．40时两 

药作用为协同。 

2．2 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞凋 

亡的影响 盐霉素(0．2 txmol／L)或吉非替尼(0．50 

p,mol／L)分别单独作用 PC9细胞 72 h后 ，细胞凋 

亡率分别为(13．73 4-2．34)％和(8．45 4-2．32)％，显 

著高于溶媒对照组 (4．99 4-2．30)％(P<0．05)；而 

盐霉素(0．2 p~mol／L)和吉非替尼(0．50 pumol／L)联 

合作用 PC9细胞的凋亡率为(27．98±3．81)％，高于 

单独用药组，差异有统计学意义(P<0．05)。由此 

可见，联合应用盐霉素可增强吉非替尼诱导 PC9细 

胞凋亡。 

2．3 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞 

MMP、ROS和细胞内Ca 的影响 0．2 txmoL／L盐霉 

素作用 PC9细胞，MMP在 6 h时已显著下降，24 h 

时降至最低。为对照组的(29．6±3．5)％；ROS在 6 h 

时显著升高，24 h时仍然高于对照组水平 ；细胞内 

caz+在 6 h时显著升高，为对照组的(154．9±5．6)％， 

24 h时降至对照组水平。0．5 p．mol／L吉非替尼单 



表 1 不同浓度盐霉素与吉非替尼单用或合用对PC9细胞 

的生长抑制率 (tt=5) ±s，％ 

药物(~mol／L) 抑制率 

盐霉素 

0．05 

0．1O 

O．20 

0．40 

0．80 

1．6O 

3．2O 

吉非替尼 

0．25 

0．50 

1．00 

2．O0 

4．0O 

8．00 

l6．00 

盐霉素 +吉非替尼 

O．5O+O．O5 

O．5O+O．10 

O．50+0．20 

O．5O+0．40 

O．50+0-8O 

0，50+1．60 

0．50+3．20 

7．74．4-0．65 

12．43土1．62 

38．18±2．56 

59．71±3．49 

72．96±4．60 

74．84±4．61 

77．62±4．62 

5．47± 1．69 

19馏6±2馏5 

43．75±3．40 

61．78±4．76 

77．79±4．9l 

83．94±5．1O 

89．23±5．13 

注 ：与盐霉素相应浓度组比较 ， P<O．05 
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独作用对 PC9细胞 MMP、ROS和细胞内 Ca2+没有 

影响。两者合用则更显著改变 MMP、ROS和细胞内 

Ca 的变化，见表 2 

2．4 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞 

Caspase 3、Caspase一8和 Caspase．9酶 的活性 0．2 

~mol／L盐霉素处理 PC9细胞后 ，随着时间的增 

加 ，Caspase．3、Caspase．8和 Caspase．9酶的活性增 

加 ，呈时间一效应关系．与对照组比较，差异有统计 

学意义(P<0．01)。结果表明，Caspase．3、Caspase一8 

和 Caspase．9参与了盐霉素的凋亡途径 ，见表 3。 

2．5 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞 

Bcl一2、细胞色素 C、p-EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋 白 

水平影响 盐霉素(0．2~xmol／L)单独作用 PC9细 

胞，Bc1．2表达下调，胞浆细胞色素 C显著增加，P． 

EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋白水平显著下降：吉非替 

尼(O．5011mol／L)单独作用，不仅 Bc1．2表达下调 ， 

而且 p-EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋白水平下降更明 

显，胞浆细胞色素 C增加量少；盐霉素与吉非替尼 

联合作用，则 Bc1．2、P．EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋白 

水平进一步下降，而且胞浆细胞色素 c上升更高， 

见 图 1。 

3 讨论 

本研究结果显示 ，盐霉素与吉非替尼联用具 

有协同作用，盐霉素可提高 PC9细胞对吉非替尼 

表 2 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞 MMP、ROS和细胞内ca： 的影响(n=5) x± ，％ 

注：与盐霉素组 比较， P<0．O1，与吉非替尼组 比较．AP<O．01 

表3 盐霉素与吉非替尼单用及合用对PC9细胞Caspase一3、Caspase一8或Caspase一9酶活性的影响(n=5) x±s，％ 

注：与盐霉素组比较， P<O．O1，与吉非替尼组比较 ，AP<0．叭 

的敏感性。这与它们各自药理特性有关。盐霉素属 

于聚醚类一元羧酸，是典型的离子载体抗生素，对 

细胞中的阳离子 ，尤其 K 、Na+、Rb+的亲和力特别 

强 ，增强了它们的细胞脂质屏障浸透性 ．妨碍细胞 

内外阳离子的传递 ，使细胞内外离子浓度发生变 

化，从而影响细胞内生命活动，可以诱导氧化应激 

和线粒体凋亡途径、诱导癌细胞凋亡 ]。本研究结 

果与文献报道具有一致性，盐霉素能增加细胞内 

ROS、降低 MMP、促进线粒体细胞色素 c释放、使 

Caspase．3和 Caspase．8以及 Caspase．9酶激活，诱 

导细胞凋亡。吉非替尼属于小分子的 EGFR酪氨 

酸激酶抑制剂 ，抑制 EGFR酪氨酸激酶磷酸化 ，阻 

● ● 十 ■ ● 

1  7  6  3  l  9  7  2  O  1  6  7  7  7  

3  4  4  4  4  4  4  

± ± ± +一 +一 士 十一 

6  2  8  l  3  9  0  9  5  O  4  9  5  5  

4  8  9  0  7  3  4  

3  4  5  8  8  9  9  
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Bcl一2 

细胞色素 C 

13．EGFR 

p-Akt 

D．ERK 

GAPDH 

对照组 吉非替尼盐霉素 吉非替尼 +盐霉素 

图 1 盐霉素与吉非替尼单用及合用对 PC9细胞中 Bcl一2、 

细胞色素 C、p-EGFR、p-Akt和 p-ERK蛋白水平的影响 

断其信号传导，从而抑制细胞周期进程，诱导细 

胞凋亡 。EGFR属于 I型生长因子家族 ，具有酪 

氨酸激酶活性 ，可通过下游多种信号通路调节细 

胞 活性 ，如 有促分 裂原活化 蛋 白激酶／ERK、 

PI3K／Akt及Janus激酶／信号转导与转录激活子信 

号通路等。许多研究证实 EGFR信号通路参与了 

肿瘤细胞浸润 、血管生成、细胞增殖和凋亡抵抗 

等。本研究结果证实，吉非替尼抑制 p-EGFR、p-Akt 

和 p．ERK蛋白表达以及抑制细胞增殖、诱导凋亡 

作用．但对胞浆细胞色素 C、Caspase．3、8和 9酶活 

性影响较少。所以，盐霉素与吉非替尼合用具有协 

同作用。该结果为改善肺腺癌临床治疗方法提供 

新的依据。但如何应用盐霉素于肺腺癌临床治疗 
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还有待进一步研究。 
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石英对人胚肺成纤维细胞 TrxR／Trx表达的影响 

郭伟 田琳 曹建彪 朱钟慧 吴惠慧 高艾 牛丕业 

摘要 目的：观察石英粉尘诱导的RAW264．7上清液对HELF R和Trx表达的影响。方法：MTT法测 

定 HELF的增殖能力，TBA显色法测定 MDA．DCFH—DA探针检测 ROS。Real time—qPCR法和 Western Blot法分 

别测定 TⅨR和 Trx的 mRNA和蛋白表达。结果：石英粉尘刺激的 RAW264．7上清液可以促进 HELF增殖．引 

起 HELF内MDA和 ROS的含量升高(P<0．05)；HELF的 TⅨmRNA表达量随着石英浓度的升高呈现下降趋 

势；低剂量组 TrxR mRNA表达量无明显改变，高剂量组的 R mRNA和蛋白表达则均明显下降(P<0．05) 

结论 ：石英粉尘可能通过下调 TⅨ 系统表达 Tr)(和 R mRNA，导致 HELF内氧化产物 ROS和 MDA堆积 ． 

从 而加 重 HELF的氧化损 伤 

关键词 氧化损伤； 石英； 硫氧还蛋白还原酶； 硫氧还蛋白 

硫 氧还 蛋 白还原 酶 (thioredoxin reductase， 

TrXR)、硫氧还蛋 白(thioredoxin，Trx)和还原型烟 

酰腺嘌呤二核苷磷酸(NADPH)共同组成硫氧还 
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蛋白系统(Trx系统)。该系统是调节活性氧 (ROS) 

水平的主要酶系统 ，其作为机体重要的抗氧化防 

御系统，近年来越来越受到广泛重视⋯。然而，Trx 

系统在石英致肺纤维化中的研究尚未见报道。本 

研究采用离体实验观察石英粉尘诱导小鼠巨噬细 

胞 (RAW264．7)的上清液对人胚肺成纤维 细胞 

(HELF)TrxR和 Trx表达的影响．为探讨石英所致 

氧化损伤的机制开辟新的思路。 

1 材料与方法 

1．1 制备石英诱导的小鼠巨噬细胞上清液 体外 

培养 RAW264．7，用终浓度分别为 0、25、50、100、 


