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力达霉素联合 TRAIL 对非小细胞肺癌的协同作用及其机制 

杨  杰, 陈淑珍* 

(中国医学科学院、北京协和医学院医药生物技术研究所, 北京 100050) 

摘要: 研究力达霉素 (LDM) 与肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体 (TRAIL) 联合作用对非小细胞肺癌细

胞株H460细胞的增效作用及其作用机制。MTT法观察两药联合对H460细胞增殖的抑制作用。Annexin V-FITC/PI
双染、流式细胞术和 Hoechst 33342 荧光染色检测两药联合对细胞凋亡的影响。Western blotting 检测凋亡通路中

PARP、Caspase-3 和 Caspase-8 分子的变化以及 LDM 对 TRAIL 受体 DR4、DR5 表达的影响。MTT 结果显示, LDM
与 TRAIL 的 IC50 值分别为 4.603×10−10 mol·L−1 和 915.3 ng·mL−1, 在 TRAIL (50 及 100 ng·mL−1) 作用下 LDM 的

IC50 值分别为 3.064×10−11 和 1.611×10−11 mol·L−1。两药相互作用指数 CDI<1。荧光显微镜下观察及流式细胞术检

测两药联合细胞凋亡作用增强。联合用药组中Caspase-3和Caspase-8的激活作用明显增强。LDM能够增强TRAIL
受体 DR5 的表达, 不仅具有剂量依赖性, 且作用时间越长表达量越高。研究结果提示, LDM 对人非小细胞肺癌

细胞株 H460 细胞具有生长抑制作用, 可能通过诱导 DR5 表达上调而促进 TRAIL 诱导的肿瘤细胞凋亡, 抑制细

胞增殖, 从而增加细胞对 TRAIL 的敏感性。 
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Abstract: This study is to investigate the effect and its possible mechanisms of lidamycin (LDM) combined 

with tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in human non-small cell lung cancer 
(NSCLC) cells.  MTT assay was used to determine the growth inhibition of the two ingredients on H460 cells.  
Apoptosis was examined by Annexin V-FITC/PI staining, flow cytometry assay and DNA-specific dye Hoechst 
33342 staining. The level of TRAIL receptor and apoptosis-associated protein expression was detected by  
Western blotting analysis.  The results showed that the IC50 value of LDM and TRAIL for H460 cells was 
4.603×10−10 mol·L−1 and 915.3 ng·mL−1 respectively, but the IC50 value of LDM was 3.064×10−11 mol·L−1 and 
1.611×10−11 mol·L−1 when different concentrations of LDM was combined with 50 and 100 ng·mL−1 TRAIL   
respectively.  And the CDI value was less than 1.  The apoptosis ratios also increased in the combination group 
relative to the single-agent treatment and the untreated control.  Furthermore, the induction of the cleavage of 
PARP and the activation of Caspase-3 and Caspase-8 by the combination were more effective than LDM or 
TRAIL alone.  At last, the level of death receptor 5 (DR5) expressions increased in a dose-dependent manner 
and time-related pattern.  The data indicate that LDM inhibits the growth of H460 cells in vitro.  DR5 induction 
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contributes to enhancement of TRAIL-induced apoptosis by LDM in human non-small lung cancer cells. 
Key words: lidamycin; tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand; apoptosis; death receptor 5 

                                                                                                          

肺癌是世界上死亡率最高的恶性肿瘤之一, 其
中 80% 以上是非小细胞肺癌 (NSCLC); 其早期诊断

率比较低, 对常用化疗药物存在固有或继发性耐药, 
并具有很高的转移率, 因此容易治疗失败[1]。临床上

迫切需要高效低毒的治疗方法。力达霉素 (lidamycin, 
LDM) 是从我国湖北省潜江县土壤中分离的一株链

霉菌 (Streptomyces globisporus C-1027) 代谢产物中

筛选得到的一种新的大分子烯二炔类抗肿瘤抗生素, 
是迄今已报道的活性最强的大分子蛋白类抗肿瘤抗

生素之一[2]。它由一个辅基蛋白和一个发色团构成,
其分子质量为 11 343 Da[3]。极低浓度 LDM 即可快速

抑制肿瘤细胞 DNA 合成, 造成 DNA 单、双链断裂, 
引起的双链断裂有序列特异性, 且形成的 DNA 损 
伤不易被修复[4]。LDM 已经在中国进入了 II 期临床

研究[5]。 
TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis- 

inducing ligand, 肿瘤坏死因子相关的凋亡诱导配体) 
是由 Wiley 等[6]于 1995 年检索 EST 时首次发现并克

隆成功的, 为 TNF 超家族成员之一, 是一种Ⅱ型糖

蛋白。TRAIL 的胞外部分可降解形成可溶性 sTRAIL, 
无跨膜区和胞浆区, 3 个 sTRAIL 可形成钟形同源三

聚体, 与相应受体结合后产生一定的生物学作用。3
个 sTRAIL 单体的 230 位半胱氨酸共同构成 TRAIL
三聚体界面, 该界面中含有的一个锌离子和半胱氨

酸残基是维持 TRAIL 的结构和功能所必需的[7]。到

目前为止, 已经发现了 5种 TRAIL受体, 分别是死亡

受体 (DR4 和 DR5)、诱骗受体 (DcR1 和 DcR2) 和可

溶性受体 OPG[8]。死亡受体的表达与肿瘤进展相关, 
这种相关具有肿瘤组织特异性。在非小细胞肺癌中, 
低分化肿瘤的 DR4、DR5、TRAIL 的表达是增加的[9]。

但是, TRAIL受体在肿瘤中的表达和分布还不十分明

确, 仍然有很多问题亟待解决。TRAIL 能够选择性地

诱导肿瘤细胞凋亡, 而正常组织细胞对其并不敏感, 
因此与 TRAIL 相关的肿瘤治疗已经成为国内外研究

的热点 [10]。目前 TRAIL 与其他药物联合作用于肿瘤

细胞的研究已经取得了一定的进展。 
已有多篇文献报道TRAIL与很多DNA损伤类化

疗药物联合应用治疗肿瘤, 其中许多研究已经表明, 
损伤 DNA 的化疗药物能够调节死亡受体的表达, 从
而使细胞对死亡受体诱导的凋亡更为敏感。顺铂、丝

裂霉素、甲氨蝶呤、多柔比星、博来霉素、米托蒽醌

等 DNA 损伤类化疗药物主要通过 p53 途径诱导人类

肿瘤细胞的 Fas 的表达, 从而促进人类肿瘤细胞对

TRAIL 诱导的细胞凋亡的敏感性[11−13]。作为强效抗

肿瘤抗生素, LDM 与 TRAIL 联合作用于肿瘤细胞是

否具有协同作用及其相关机制值得探究。本研究选用

人非小细胞肺癌 H460 细胞株, 观察 LDM 在体外与

TRAIL 的协同作用及其可能的增效机制。 
 

材料与方法 
试剂及抗体  LDM 粉末 (纯度大于 99%) 由本

所金莲舫教授提供; RPMI-1640、新生胎牛血清及胰

酶均购自 Gibco 公司; MTT、Hoechst 33342 购自

Sigma 公司; 兔抗 PARP 抗体、鼠抗 Caspase-8 抗体、

兔抗 Caspase-3 抗体、兔抗 Tubulin 抗体、辣根过氧

化物酶偶联的抗鼠二抗和辣根过氧化物酶偶联的抗

兔二抗均购自 Cell Signaling Technology 公司; TRAIL
购自 PeproTech Asia 公司; 兔抗 DR5 抗体购自 ProSci
公司; 鼠抗 DR4 抗体购自 Diaclone 公司; 兔抗 Actin
抗体购自 Santa Cruz 公司; 凋亡检测试剂盒购自北京

宝赛生物技术有限公司; BCATM Protein Assay Kit 购
自 Pierce 公司; 显影液购自 Millipore 公司; 其余试剂

均为市售分析纯。 
细胞培养  人非小细胞肺癌 H460 细胞株由本实

验室传代保存, 细胞在含有 10% 新生胎牛血清、100 
u·mL−1 青霉素、100 μg·mL−1 链霉素的 RPMI-1640 培

养液中, 于 37 ℃、5% CO2 孵箱常规传代培养。实验

细胞处于对数生长期, 每 2～3 天传代 1 次。 
MTT 检测药物对细胞增殖的影响  将对数生长

期的 H460 细胞按细胞数 3×103/孔接种到 96 孔细胞

培养板中, 培养 24 h 后, 加入不同浓度的 LDM 和 
(或) TRAIL; 作用 48 h 后每孔加入 MTT 溶液 (5 
mg·mL−1) 20 μL, 37 ℃孵育 4 h; 弃上清液, 每孔加入

DMSO 150 μL, 于 570 nm 处检测吸收度值, 计算细胞

存活率和 IC50 值, 并得到两药相互作用指数 CDI 值。 
药物联合作用评价  两药相互作用系数 (coeffi- 

cient of drug interaction, CDI) = AB/(A×B)。AB 为两

药联合作用组的 T/C 比值, A 和 B 是药物单独作用  
组的 T/C 比值 (T: 治疗组的存活率; C: 对照组的存

活率)。理论上当 CDI < 1 时两药有协同作用, CDI < 
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0.7 时协同作用非常显著。 
Hoechst 33342 荧光染色检测细胞凋亡  将对数

生长期的 H460 细胞接种于 6 孔板中, 培养 24 h 待细

胞贴壁稳定后药物处理 12 h; PBS 洗 2 遍, 4%多聚甲

醛固定 15 min, PBS 洗 3 遍, 加入 5 μg·μL−1 Hoechst 
33342 工作液 (Ex = 346 nm, Em = 460 nm), 置 37 ℃
染色 15～30 min; PBS 洗 3 遍, 60%甘油 PBS 封片, 荧
光显微镜下观察染色质凝集并照相。 

Annexin V-FITC/PI 染色结合流式细胞仪检测

细胞凋亡  将对数生长期的 H460 细胞接种于培养 
瓶中, 待培养 24 h 细胞贴壁稳定后药物处理, 12 h 后

收集细胞, PBS 洗 2～3 次。1 000 r·min−1 离心 10 min 
(4 ℃) 弃上清液, 细胞重悬于 Binding Buffer 150 μL
中。加入 Annexin V-FITC 10 μL 反应 1 h 后加入 PI   
5 μL, 轻轻混匀。避光室温反应 15 min 或 4 ℃反应

30 min。再加入 Binding Buffer 150 μL, 进行流式细胞

仪测定。 
Western blotting 分析死亡受体以及凋亡相关蛋

白的表达  将对数生长期 H460 细胞接种于培养皿 
中, 待培养 24 h 细胞贴壁稳定后药物处理 12 h, 用 
细胞铲将细胞刮下, 用预冷的 PBS 冲洗 1 次, 加入新

鲜配制的细胞裂解液 (RIPA 裂解液: 50 mmol·L−1 
Tris-HCl, pH 7.5; 1% NP-40; 150 mmol·L−1 NaCl;    
1 mg·mL−1 aprotinin; 1 mg·mL−1 leupeptin; 1 mmol·L−1 
Na3VO4; 1 mmol·L−1 NaF) 150 μL, 充分混匀, 4 ℃反

应 1 h 后 13 000 r·min−1 离心 15 min (4 ℃)。收集上清

液用 BCATM Protein Assay Kit 测量蛋白浓度。将各标

本总蛋白 50 μg 进行 SDS-PAGE 电泳并转至 PVDF
膜上, 1% BSA 封闭 2 h, 一抗 4 ℃孵育过夜, 洗膜后

二抗室温孵育 2 h, 洗膜。将化学发光剂和增强剂按

1∶1 混合后, 滴加到 PVDF 膜上, 通过化学发光成像

系统 ChemiImager 5500 (Alpha Innotech) 捕获图像。 
统计学处理  实验数据采用 x ± s 表示, α = 0.05。

IC50 由 STAT 软件包 (Version 4) 的 Quantal Dose- 
Response: Probits 程序计算。IC50 值均为 3 次实验结

果的平均值。组间差异显著性分析采用 t 检验。 
 

结果 
1  TRAIL 对人非小细胞肺癌细胞株 H460 细胞增殖

的抑制作用 
采用MTT法测定了TRAIL对人非小细胞肺癌细

胞株 H460 细胞增殖的抑制作用, H460 的生长抑制 
曲线见图 1。结果显示, TRAIL 能有效抑制非小细胞

肺癌 H460 细胞的增殖, 其 IC50 值为 (915.3 ± 351.1)  

 
Figure 1  Dose-response curves of H460 cells to TRAIL.  
Cells were exposed to the drugs for 48 h and cell viability was 
determined by MTT assay.  Results were derived from three 
independent experiments 
 
ng·mL−1。 
2  LDM 和 (或) TRAIL 对人非小细胞肺癌细胞株

H460 细胞增殖的抑制作用 
采用 MTT 法测定了 LDM 和 (或) TRAIL 联合用

药对人非小细胞肺癌细胞株 H460 细胞增殖的抑制作

用, 3 种给药方案中 H460 的生长抑制曲线见图 2。结

果显示, LDM 能有效抑制非小细胞肺癌 H460 细胞的

增殖, IC50 值为 (4.603×10−10 ± 3.714×10−10) mol·L−1; 
在 TRAIL (50 和 100 ng·mL−1) 作用下, LDM 的 IC50

值分别下降为 (3.064×10−11 ± 2.668×10−11) 和 (1.611× 
10−11 ± 1.179×10−11) mol·L−1。对于 H460 细胞, LDM
与 TRAIL 多数剂量的联合均有一定的协同增殖抑制

作用 (CDI < 1), 其中50 pmol·L−1 LDM与100 ng·mL−1 
TRAIL 联合作用时, 能够显著抑制细胞增殖, 其 CDI < 

0.7, 具有显著协同抗肿瘤作用, 联合指数结果如图 3
所示。以上研究结果提示, 在合适的剂量下 LDM 与

TRAIL 联合应用比单独用药具有更好的疗效。 
 

 
Figure 2  Dose-response curves of H460 cells to LDM and 
TRAIL.  Cells were exposed to the drugs for 48 h and cell viability 
was determined by MTT assay.  Results were derived from three 
independent experiments 
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Figure 3  Cell viability assay of H460 cells in response to the 
combination of LDM and TRAIL.  Cells were treated with LDM 
and TRAIL for 48 h.  CDI value is a quantitative measure of  
the degree of interaction between different drugs.  When CDI 
values between 1 and 0.7 indicate slight to moderate synergism; 
CDI values of 0.7 to 0.3, strong synergism.  CDI: Coefficient of 
drug interaction 

 
3  Hoechst 33342 染色法检测 LDM 和 (或) TRAIL
诱导 H460 细胞凋亡的作用 

经 LDM 和 (或) TRAIL 作用 12 h 后, 细胞用

DNA 特异性荧光染料 Hoechst 33342 染色, 固定后在

荧光显微镜下观察, 可以看到对照组的细胞核均匀

着色, 无异常核; 而 0.1 nmol·L−1 LDM 或 50 ng·mL−1 
TRAIL 作用后的细胞少量出现典型的凋亡细胞形态

学变化, 联合组作用后则大量出现典型的凋亡细胞

形态学变化, 镜下明显可见染色质凝集、细胞核固

缩、形成凋亡小体等多种形态学改变 (图 4)。表明

LDM 与 TRAIL 联用可促进 H460 细胞凋亡, 明显提

高凋亡细胞的比率。 
4  Annexin V-FITC/PI 染色结合流式细胞仪检测

LDM 和 (或) TRAIL 诱导 H460 细胞凋亡的作用 
经过Annexin V-FITC/PI染色后, 利用流式细胞仪

检测可得到早期凋亡、中晚期凋亡、坏死和活细胞百

分率。左下象限代表活细胞, 右下象限代表早期凋亡

细胞, 右上象限代表中晚期凋亡细胞, 左上象限代表

坏死细胞 (图 5)。1 nmol·L−1 LDM 作用于 H460 细胞

的凋亡诱导率为 (26.1 ± 2.54) %, 50 ng·mL−1 TRAIL的

凋亡诱导率可达到 (62.3 ± 1.66) %, 联合用药组的凋亡

诱导率则高达 (74.7 ± 7.36) %, 与对照组 (11.3 ± 0.19) % 

比较差异有统计学意义 (P < 0.01)。提示 LDM 可以

显著增强 TRAIL 诱导肿瘤细胞凋亡的作用 (图 6)。 
5  LDM 和 (或) TRAIL 对 TRAIL 诱导的细胞凋亡

信号通路相关蛋白表达的影响 
为了进一步确定联合用药对于人非小细胞肺癌

H460 细胞凋亡的增强作用, 应用 Western blotting 测

定了单药及联合用药对 PARP 的切割和对 Caspase-3
及 Caspase-8 的激活作用。对 PARP 而言, 单独 1 
nmol·L−1 LDM 和 50 ng·mL−1 TRAIL 可以诱导 PARP
出现有活性的 Cleaved-PARP, 而两者合用时, Cleaved- 
PARP 的密度较单药明显增大, 因而切割活性明显增 

 

 
Figure 4  LDM enhances TRAIL’s effects on inducing apoptosis detected by Hoechst 33342 staining.  H460 cells were treated with 
LDM or/and TRAIL for 12 h, and then stained with the DNA-binding dye Hoechst 33342.  The magnification was 400×.  A: Control 
cells; B: Cells treated with 0.1 nmol·L−1 LDM; C: Cells treated with 50 ng·mL−1 TRAIL; D: Cells treated with 0.1 nmol·L−1 LDM and  
50 ng·mL−1 TRAIL 
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Figure 5  Apoptosis induced by LDM and/or TRAIL.  H460 cells were treated with LDM (1 nmol·L−1) and/or TRAIL (50 ng·mL−1) for 
12 h and then were harvested and labeled with a combination of Annexin V-FITC and propidium iodide (PI) 

 

 

Figure 6  The percentage of apoptosis of H460 cells induced by 
LDM, TRAIL and the combination.  The cells were treated with 
LDM (1 nmol·L−1), TRAIL (50 ng·mL−1) and the combination for 
12 h.  Results were derived from three independent experiments.  
The data were represented as x ± s.  **P < 0.01 vs LDM + 
TRAIL; △△P < 0.01 vs LDM + TRAIL; $$P < 0.01 vs control 

 
加。同时, 1 nmol·L−1 LDM 并不激活 Caspase-8 和

Caspase-3, 单独 50 ng·mL−1 TRAIL 能诱导 Caspase-8
和 Caspase-3 活化, 两者联用, Caspase-8 和 Caspase-3
条带的密度明显减小, 而活性 Caspase 即 Cleaved- 
Caspase 8 和 Cleaved-Caspase 3 的密度较单药明显增

大, 提示两者合用时Caspase-8和Caspase-3的活性明

显增加。因此结果显示, 两药联合可使 PARP 的切割

和Caspase-3及Caspase-8的激活显著增强, 从而增强

了单药的诱导凋亡作用 (图 7)。 

 
Figure 7  LDM enhances TRAIL’s effects on activating    
Caspases in human NSCLC cells.  H460 cells were exposed to 
LDM (1 nmol·L−1) and/or TRAIL (50 ng·mL−1) for 12 h.  Equal 
amounts of protein were separated by SDS-PAGE and probed 
with the antibodies as indicated.  Each lane loaded with 50 ng 
total protein.  Actin level was used as loading control.  1:  
Control cells; 2: Cells treated with 1 nmol·L−1 LDM; 3: Cells 
treated with 50 ng·mL−1 TRAIL; 4: Cells treated with 1 nmol·L−1 
LDM and 50 ng·mL−1 TRAIL 
 
6  LDM 对 TRAIL 受体 DR4 和 DR5 表达的影响 

采用 Western blotting, 分析不同浓度 LDM 以及

LDM不同作用时间对TRAIL受体相关蛋白表达的影

响。随着 LDM 浓度的增加, DR5 两条带的密度也是

逐步增加的, 表明 LDM 诱导 TRAIL 受体 DR5 的表
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达升高具有浓度依赖性, 而 DR4 的表达水平基本没

有变化 (图 8)。随着 LDM 作用时间的延长, DR5 条

带的密度逐步增加, 表明 LDM诱导 TRAIL受体DR5
的表达具有时间依赖性, DR4 的表达水平基本没有改

变 (图 9)。因此, LDM 能够增强细胞表面 TRAIL 受

体 DR5 的表达, 而对 DR4 的表达几乎没有影响, 
LDM 对 DR5 表达的升高存在剂量和时间依赖性。 
 

 
Figure 8  Effects of certain concentrations of LDM on the  
expression levels of DR4 and DR5.  H460 cells were exposed  
to indicated concentrations of LDM for 12 h and then Western 
blotting was used to determine the levels.  Equal amounts of 
protein were separated by SDS-PAGE and probed with the  
antibodies indicated.  Each lane loaded with 50 ng total protein.  
Tubulin level was used as loading control 

 

 
Figure 9  Effects of certain concentrations of LDM on the  
expression levels of DR4 and DR5.  H460 cells were exposed  
to indicated concentrations of LDM for 12 h and then Western 
blotting was used to determine the levels.  Equal amounts of 
protein were separated by SDS-PAGE and probed with the  
antibodies indicated.  Each lane loaded with 50 ng total protein.  
Actin level was used as loading control 

 
讨论 

肿瘤的治疗主要包括 3 种治疗方式, 即化疗、放

疗和手术治疗, 而化疗以几种药物联合治疗为主。因

此, 人们进行了将 TRAIL 与不同抗肿瘤制剂联合的

应用研究。研究结果表明, 这种联用是有效的, 例如, 
由 Amgen 和 Genentech 共同发起的临床研究: TRAIL
与阿瓦斯汀、卡铂、紫杉醇联用治疗非小细胞肺癌  
已经进入Ⅱ期临床试验阶段。本研究将 LDM 与

TRAIL 联合应用于人类非小细胞肺癌 H460 细胞, 采 

用 MTT 检测表明, LDM 与 TRAIL 在体外合用可使

LDM 的 IC50 值明显降低, 结果显示两者具有很好  
的协同作用。Hoechst 33342 染色法和流式细胞术分

析证明 TRAIL和 LDM联合用药后, 可使细胞凋亡现

象明显增加, 同时细胞毒作用也明显增加。LDM 与

TRAIL 联用后, 凋亡相关蛋白 PARP、Caspase-3、
Caspase-8 的剪切都得到了明显的增强, 活性明显增

加, 而这 3 种分子都是 TRAIL 诱导的细胞凋亡的信

号通路中的重要分子[14]。Western blotting 检测发现, 
LDM 能够显著增强 H460 细胞表面 DR5 的表达, 这
种增强不仅存在浓度依赖性, 还表现为作用时间越

长 DR5 的表达量越高。而 LDM 对于另外一个死亡受

体 DR4 却几乎没有影响。结果提示, LDM 可能是通

过上调 DR5 而增强 TRAIL 引起的细胞凋亡。 
有研究表明, 肿瘤细胞对 TRAIL 是否敏感, 其中

一个重要因素是细胞表面死亡受体表达的强度[15]。

因此, 细胞表面死亡受体的表达状况可以从一定程

度上反映靶细胞对 TRAIL 诱导凋亡的敏感度。由于

许多肿瘤对 TRAIL 具有耐受性, 对 TRAIL 的临床应

用产生了一定的影响[16]。TRAIL 与不同药物或化合

物联用, 是克服肿瘤细胞对 TRAIL 耐药性和增加敏

感性的有效手段。LDM 能够上调死亡受体的表达,  
在一定程度上增强了肿瘤细胞对 TRAIL 的敏感性, 
促进肿瘤细胞凋亡。本研究将促进以 TRAIL 死亡受

体通路为靶点的抗肿瘤药物研究, 并能推动 TRAIL
的临床应用。 
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