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摘 要 目的：研究注射用胸腺法新对人肺癌A549细胞凋亡的影响。方法：以0（空白对照）、25、50、100、200、400 mg/L注射用胸

腺法新作用于肺癌A549细胞24、48、72 h后，用MTT法检测并计算细胞增殖抑制率。以0（空白对照）、50、100 mg/L注射用胸腺法

新作用于肺癌A549细胞48 h后，用流式细胞仪检测细胞的凋亡情况，用Western blot法检测凋亡相关蛋白Caspase-3、Bcl-2、Bax的

表达和蛋白激酶B（Akt）的磷酸化水平。结果：与空白对照比较，注射用胸腺法新作用后A549细胞的增殖抑制率增加，与浓度和

作用时间呈正相关（P＜0.05）；50、100 mg/L的注射用胸腺法新作用48 h后A549细胞的凋亡率增加（P＜0.05）；100 mg/L的注射用

胸腺法新作用48 h后A549细胞中Caspase-3表达增强、Bcl-2/Bax和Akt磷酸化水平降低（P＜0.05）。结论：注射用胸腺法新可通

过激活Caspase-3、下调Bcl-2/Bax比例、抑制Akt信号通路来抑制A549细胞增殖，并促进其凋亡。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Thymalfasin for injection on the apoptosis of human lung cancer A549 cells.

METHODS：After treated with 0（blank control），25，50，100，200 and 400 mg/L Thymalfasin for injection for 24，48 and 72 h，

the cell proliferation inhibitory rate was analyzed with MTT and calculated. After treated with 0（blank control），50 and 100 mg/L

Thymalfasin for injection for 48 h，cell apoptosis was detected by flow cytometry，and the expression of Caspase-3，Bcl-2 and Bax

and the phosphorylation level of Akt were deteced by Western blot. RESULTS：Compared with blank control group，proliferation in-

hibitory rate of A549 cells increased after treated with Thymalfasin for injection，in concentration and time-dependent manner（P＜

0.05）. The apoptotic rate of A549 cells increased after treated with Thymalfasin for injection 50，100 mg/L for 48 h（P＜0.05）.

The expression of Caspase-3 increased while the Bcl-2/Bax and phosphorylation level of Akt decreased in A549 cells after treated

with Thymalfasin for injection 100 mg/L（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Thymalfasin for injection can inhibit the proliferation of

A549 cells by activating Caspase-3，decreasing Bcl-2/Bax ratio，inhibiting Akt signal pathway and induce the apoptosis of A549 cells.
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注射用胸腺法新是一类免疫调节剂，主要成分是胸腺肽α1，

通过调节机体的免疫系统发挥抗肿瘤作用[1]，已经应用于多种

肿瘤的辅助治疗之中[2-3]。但是除了通过调节机体的免疫发挥

抗肿瘤作用，研究发现注射用胸腺法新还可以直接诱导肾癌

细胞的凋亡[4]，发挥肿瘤抑制效应。细胞的增殖与凋亡与肿瘤

的发生及发展密切相关。注射用胸腺法新是否同样可以直接

通过抑制肺癌细胞增殖及促进其凋亡而发挥抗肿瘤效应，目

前还未见相关文献报道。因此，本研究中笔者观察了注射用

胸腺法新对人肺癌A549细胞增殖及凋亡的影响。

1 材料
1.1 仪器

Thermo CO2细胞培养箱（上海旦鼎国际贸易有限公司）；

MSS全波长紫外分光光度计和十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶（SDS-PAGE）电泳设备（美国 Thermo Fisher 有限公司）；

BD FACSCalibur 流式细胞仪（美国 BD 公司）；Quantity One

v4.62凝胶定量软件（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

注射用胸腺法新（美国赛生药品有限公司，批号：

20140709，规格：每支 1.6 mg）；MTT（上海谱振生物科技有限

公司，批号：20140108）；Annexin Ⅴ-FITC细胞凋亡检测试剂盒

（美国 BD 公司）；兔抗人 Caspase-3、Bcl-2、Bax、蛋白激酶 B

（Akt）抗体（武汉艾美捷科技有限公司）；Western blot完整检测

试剂盒（美国ThermoFisher有限公司）。

1.3 细胞

人肺癌A549细胞株（中国科学院上海细胞库）。

2 方法
2.1 细胞增殖抑制率检测

采用MTT法检测注射用胸腺法新对A549细胞增殖的抑

制率。取对数生长期的A549细胞，细胞吹打混匀计数，每孔

2 000个细胞接种于96孔板中，待细胞贴壁后加入含0（空白对

照）、25、50、100、200、400 mg/L的注射用胸腺法新的培养液，

培养 24、48、72 h后检测细胞生长情况。检测前 4 h每孔加入

20 µl的5％ MTT，4 h后吸弃培养液，每孔加入150 µl的二甲基

亚砜（DMSO），振荡混匀，于 490 nm 波长下检测每孔光密度

（OD）。细胞增殖抑制率（％）＝（1－给药孔 OD 值/空白对照

OD值）×100％。试验重复3次。

2.2 细胞凋亡率检测

采用流式细胞术检测注射用胸腺法新处理后A549细胞

的凋亡率。取对数生长期的 A549细胞，接种于 6 cm 培养皿

中，待细胞贴壁后加入含0（空白对照）、50、100 mg/L的注射用

胸腺法新的培养液，培养 48 h后收取细胞。用不含乙二胺四

乙酸（EDTA）的胰酶消化细胞，细胞消化后用磷酸盐缓冲液

（PBS）清洗 2次，用结合缓冲液（Binding buffer）将细胞制备成

单细胞悬液，加入AnnexinⅤ-FITC染料避光处理15 min，再加

入碘化丙啶（PI）染料，1 h内上机检测细胞凋亡率。试验重复

3次。

2.3 细胞中凋亡相关蛋白表达及Akt磷酸化水平检测

采用Western blot法检测A549细胞中凋亡相关蛋白Cas-

pase-3、Bax和Bcl-2的表达及Akt磷酸化水平。取对数生长期

的A549细胞，按“2.2”项下培养细胞48 h后收取细胞，加入 RI-

PA 裂解缓冲液裂解细胞提取蛋白，应用二喹啉甲酸（BCA）法

检测蛋白浓度。取相同量的蛋白加入缓冲液煮沸10 min，每孔

加入50 µg蛋白进行SDS-PAGE电泳，电泳结束后转于聚偏二

氟乙烯（PVDF）膜，5％脱脂奶粉封闭1 h，三羟甲基氨基甲烷盐

酸盐溶液（TBST）清洗 2次，每次 5 min。加入相应一抗（兔抗

人 Caspase-3、Bax、Bcl-2、Akt 抗体，1 ∶ 1 000），4 ℃孵育过夜，

TBST清洗 3次，每次 10 min。加入辣根过氧化酶标记的山羊

抗兔二抗（1 ∶5 000）室温孵育1 h，TBST清洗3次，每次10 min，

加入增强化学发光液（ECL）进行检测。以β-actin为内参，以相

关蛋白与内参的灰度值比值为相应蛋白的相对表达量，以磷

酸化 Akt（p-Akt）与 Akt 灰度值的比值表示 Akt 磷酸化水平。

试验重复3次。

2.4 统计学方法

应用 SPSS 17.0软件进行统计分析。数据资料用x±s表

示。计量资料比较采用单因素方差分析，两组间的比较采用 t

检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖抑制率

与空白对照比较，注射用胸腺法新作用后A549细胞的增

殖抑制率增加，与质量浓度和作用时间呈正相关，差异具有统

计学意义（P＜0.05）。不同质量浓度注射用胸腺法新作用不同

时间后A549细胞的增殖抑制率见表1。

表1 不同质量浓度注射用胸腺法新作用不同时间后A549细

胞的增殖抑制率（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Proliferation inhibitory rate of A549 cells after treat-

ed for different time with different concentrations of

Thymalfasin for injection（x±±s，n＝3，％％）

注射用胸腺法新

质量浓度，mg/L

0（空白对照）

25

50

100

200

400

培养时间
24 h

0.00±0.00

0.30±0.03＊

1.70±0.32＊

5.40±1.89＊

7.20±2.01＊

15.80±2.38＊

48 h

0.00±0.00

2.10±0.22＊#

5.70±1.47＊#

15.60±3.01＊#

18.90±2.78＊#

23.40±3.17＊#

72 h

0.00±0.00

15.90±2.04＊#

23.50±3.44＊#

31.90±5.04＊#

48.50±6.05＊#

58.30±8.36＊#

注：与空白对照比较，＊P＜0.05；与作用24 h比较，#P＜0.05

Note：vs. blank control，＊P＜0.05；vs. treated for 24 h，#P＜0.05

3.2 细胞凋亡率

与空白对照[（0.80±0.07）％]比较，50、100 mg/L的注射用

胸腺法新作用 48 h 后 A549细胞的凋亡率[（5.36±1.07）％、

（10.00±2.97）％]增加（P＜0.05）。与 50 mg/L比较，100 mg/L

的注射用胸腺法新作用 48 h后A549细胞的凋亡率增加（P＜

0.05）。不同质量浓度注射用胸腺法新对A549细胞凋亡的影

响见图1。

3.3 细胞中凋亡相关蛋白表达

与0、50 mg/L比较，100 mg/L的注射用胸腺法新作用48 h

后 A549细胞中 Caspase-3表达增强、Bcl-2/Bax 比例降低（P＜

0.05）。不同质量浓度注射用胸腺法新作用后A549细胞中凋

亡相关蛋白表达的电泳图见图2，检测结果见表2。

3.4 细胞中Akt磷酸化水平

与 0、50 mg/L（p-Akt/Akt：1.41±0.12、0.89±0.10）比较，

100 mg/L的注射用胸腺法新作用48 h后A549细胞中Akt磷酸

化水平降低（p-Akt/Akt：0.72±0.07）（P＜0.05）。不同质量浓
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度注射用胸腺法新作用后A549细胞中p-Akt、Akt蛋白表达的

电泳图见图3。

4 讨论
肺癌是当今世界发病率和病死率都居首位的恶性肿瘤，

而其中非小细胞肺癌占 80％。非小细胞肺癌早期诊断率低，

多数患者确诊后已丧失手术治疗机会，传统的放射治疗和化

疗效果很差，新的化学治疗也无突破性进展。因此，寻求新的

更有效的治疗手段非常迫切[5-6]。

大部分肿瘤细胞都是一种过度增殖、凋亡减少的状态。

抑制增殖、促进细胞凋亡是肿瘤治疗的重要思路，也是多种抗

肿瘤药物的最终发挥抗肿瘤效应的机制[7]。注射用胸腺法新

的主要成分为胸腺肽α1，可以调节机体的免疫、增强免疫功

能、解除免疫抑制，在多种肿瘤如肺癌、乳腺癌、结肠癌等肿瘤

治疗中作为一种辅助抗肿瘤药物应用于临床。但是其具体的

抗肿瘤机制仍然不太清楚。除了已知的可以通过调节免疫发

挥抗肿瘤作用外，研究表明注射用胸腺法新的主要成分胸腺

肽α1也可以通过直接作用于肿瘤细胞发挥抗肿瘤效应。注射

用胸腺法新可以抑制肾癌细胞的增殖并促进其凋亡[4]，同时还

可以抑制白血病细胞的增殖并促进其凋亡[8]。

本研究中，注射用胸腺法新可以抑制肺癌细胞株A549细

胞的增殖，并呈现时间和浓度依赖性。同样应用流式细胞仪

对注射用胸腺法新对肺癌细胞株A549凋亡的影响进行检测

发现，其可以诱导A549细胞的凋亡，且在浓度增加的同时凋

亡也随之增加。这一结果说明，在肺癌中注射用胸腺法新还

可以通过直接作用于肺癌细胞抑制其增殖、促进其凋亡，发挥

抗肿瘤效应。凋亡发生是一个由Caspase家族成员介导的蛋

白酶级联反应过程，即Caspase在凋亡诱导信号的作用下，启

动型Caspase先通过结合特异辅因子而激活，发挥水解蛋白的

作用，从而激活下游效应型Caspase，一旦效应型Caspase被激

活，便大范围地水解细胞内的靶物质，从而降解细胞内蛋白，

最终使细胞凋亡[9]。Caspase-3是一种凋亡蛋白，是多种凋亡通

路的最终执行者，Caspase-3的活化将促进细胞凋亡的发生。

本文研究注射用胸腺法新对A549细胞Caspase-3活化水

平的影响。研究发现，不同质量浓度的注射用胸腺法新对细

胞Caspase-3的活化能力的影响不同：在浓度增加的同时Cas-

pase-3的活化也随之增加。

定位于线粒体外膜上的Bcl-2至少在3个水平上发挥凋亡

抑制作用：（1）通过抑制谷胱甘肽的外泄、改变线粒体巯基的

氧化还原状态以控制其膜电位，从而抑制细胞凋亡的发生；

（2）通过介导线粒体外膜通透转运孔-孔道复合体的开放，抑制

细胞色素C（CytC）和凋亡诱导因子等促凋亡蛋白的释放，阻止

凋亡的进程；（3）通过与胱冬肽酶的间接作用，将凋亡蛋白酶

激活因子Apaf-1定位至线粒体膜，通过对其结构的调控阻断

凋亡蛋白酶的激活，阻滞 CytC 作用的发挥，使细胞免于死

亡。 Bax蛋白多以非活性的单体形式分布于胞质中，只有在

接收到凋亡信号刺激被激活后，发生分子构象改变，移位并插

入线粒体外膜后形成Bax大孔道，破坏线粒体膜的完整性，并

于Bcl-2等抑制凋亡的蛋白对抗，阻止其抗凋亡作用的发挥[10-11]。

图1 不同质量浓度注射用胸腺法新对A549细胞凋亡的影响

Fig 1 Effects of different mass concentrations of Thymalfa-

sin for injection on the apoptosis of A549 cells
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图2 不同质量浓度注射用胸腺法新作用后A549细胞中凋亡

相关蛋白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretograms of the expression of apoptosis-

related protein in A549 cells after treated with differ-

ent concentrations of Thymalfasin for injection
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表2 不同质量浓度注射用胸腺法新作用后A549细胞中凋亡

相关蛋白的表达情况（x±±s，n＝3，％％）

Tab 2 The expression of apoptosis-related protein in A549

cells after treated with different concentrations of

Thymalfasin for injection（x±±s，n＝3，％％）

注射用胸腺法新质量浓度，mg/L

0（空白对照）

50

100

Caspase-3/β-actin

0.00±0.00

0.09±0.04

0.32±0.08＊

Bcl-2/Bax

3.91±0.84

1.14±0.25

0.61±0.11＊

注：与50 mg/L比较，＊P＜0.05

Note：vs. 50 mg/L，＊P＜0.05

图 3 不同质量浓度注射用胸腺法新作用后 A549细胞中

p-Akt、Akt蛋白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoretograms of the expression of p-Akt and

Akt protein in A549 cells after treated with different

concentrations of Thymalfasin for injection

p-Akt

Akt

β-actin

0 mg/L（空白对照） 50 mg/L 100 mg/L
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Caspase-3作为Caspase级联反应下游最关键的凋亡执行

者，其激活在很大程度上依赖CytC的释放，而Bcl-2家族中的

Bcl-2、Bax 基因是可通过线粒体途径介导 CytC 等物质的释

放。随着近年来关于Bcl-2、Bax和Caspase在细胞凋亡信号传

导过程中的关系研究发现，Bcl-2、Bax可作为Caspase-3的上游

调控因子，参与对Caspase-3激活和与之相关的细胞凋亡途径

的调节。因此在细胞凋亡的信号转导途径中，Bcl-2/Bax比例

是启动细胞凋亡的“分子开关”[12]。

本次研究通过观察Bcl-2/Bax研究不同质量浓度的注射用

胸腺法新对A549细胞凋亡的影响。结果表明高质量浓度的

注射用胸腺法新可以明显抑制Bcl-2的表达，上调Bax的表达，

降低A549细胞中Bcl-2/Bax的比例。这一结果说明注射用胸

腺法新可以通过调控 A549细胞的 Bcl-2/Bax，从而调控 Cas-

pase的活化过程，启动细胞的凋亡。

对注射用胸腺法新调控A549细胞凋亡的机制进一步进

行研究：通过用Western blot法分析 p-Akt/Akt比值发现，注射

用胸腺法新可以抑制Akt通路的活化，并随着质量浓度的增加

对AKT通路的抑制性增强。磷脂酰肌醇3-激酶（PI3K）家族参

与多种信号通路，调节细胞的主要功能。在 PI3K家族中，IA

型PI3K和其下游分子丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶Akt所组成的信

号通路与肿瘤发生发展有一定相关性，这条通路不仅参与调

节肿瘤细胞的增殖和存活，更与肿瘤的侵袭转移行为也密切

相关[13]。Akt可以发挥抗凋亡作用：持续激活Akt能够阻止由

活性被类脂磷酸酶（PTEN）介导的凋亡。目前对Akt作用的研

究发现，Akt至少通过以下几方面发挥抗凋亡作用：（1）Akt能

通过磷酸化 Bcl-2 家组成员 BAD 蛋白和蛋白水解酶 Cas-

pase-9，进而阻止凋亡；（2）Akt还能磷酸化转录因子 Forkhead

家族成员FKHR，通过抑制FKHR的核转录以及FKHR的基因

靶点BIM和FAS配体的激活而抑制凋亡；（3）Akt还能通过对

P53的间接作用影响细胞存活，即通过磷酸化p53结合蛋白来

影响p53的活性，并加强p53降解，发挥抗凋亡作用[14-16]。本次

研究表明注射用胸腺法新可以抑制Akt通路的活化。这可能

是其抑制细胞增殖、诱导细胞凋亡的机制之一。

综上，注射用胸腺法新可以通过直接抑制A549细胞的增

殖、促进其凋亡发挥抗肿瘤效应；其具体的机制可能与激活

Caspase-3、下调Bcl-2/Bax比例、抑制Akt信号通路有关。
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