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艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞 
放疗敏感性的增加作用及其机制
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【摘要】 目的 观察艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞放疗敏感性的影响，分析其可能存在的机制。 

方法 ① 给予不同浓度的艾迪注射液（1.875、3.75、7.5、15、30、60 mg/mL）处理 A549 细胞 24 h，同时设置空白

对照组，采用四甲基偶氮唑盐（MTT）比色法检测艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞增殖的影响，计算 10% 细胞

生长抑制剂量浓度（IC10），以 IC10 作为实验药物浓度。② 实验分为空白对照组、艾迪对照组、射线处理组和艾迪

预处理组。艾迪对照组给予艾迪注射液 IC10 孵育 24 h ；射线处理组给予 4 Gy X 射线照射后孵育 24 h ；艾迪预

处理组给予艾迪注射液 IC10 孵育 24 h 后给予 4 Gy X 射线照射 ；空白对照组给予等量生理盐水孵育 24 h。采用

细胞克隆形成实验检测细胞存活分数（SF）；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测组蛋白 H2AX 的 139

号位点丝氨酸磷酸化为 γ-H2AX、同源重组修复途径中的关键蛋白 Rad51 和细胞自噬体标志性蛋白微血管

相关蛋白 1 轻链 3（LC3）的蛋白表达情况 ；用透射电镜观察自噬体形成情况。结果 艾迪注射液对人肺腺癌

A549 细胞增殖具有抑制作用，各剂量艾迪注射液组 A549 细胞增殖较空白对照组较低，随药物浓度增加，细胞

生长抑制率（IR）逐渐增加，呈浓度依赖性，IC10 为 3.09 mg/mL。与空白对照组比较，艾迪对照组细胞 SF 无明显

变化〔（94.7±3.85）% 比（100.0±0.00）%，P＞0.05〕，射线处理组 SF 下降〔（71.8±5.90）% 比（100.0±0.00）%，P＜
0.05〕，而艾迪预处理组较放疗组进一步下降〔（51.9±4.73）% 比（71.8±5.90）%，P＜0.05〕。3 个治疗组 γ-H2AX

蛋白表达均较空白对照组明显增加，以艾迪预处理组最为显著，而且明显高于射线处理组（灰度值 ：1.44±0.11

比 0.93±0.09，P＜0.05）；但 Rad51 蛋白表达以射线处理组为最高，且高于艾迪预处理组（灰度值 ：1.37±0.07

比 0.78±0.04，P＜0.05）。艾迪对照组、射线处理组、艾迪预处理组的 LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值较空白对照组有所增加，

以艾迪预处理组增加最显著（0.35±0.06、0.37±0.07、0.49±0.06 比 0.05±0.04，均 P＜0.05）。与空白对照组比较，

各治疗组自噬体形成均有不同程度的增加，以艾迪预处理组增加最为明显。结论 艾迪注射液对 A549 细胞具

有放疗增敏的作用，其机制可能与上调 A549 细胞自噬水平有关。
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【Abstract】 Objective　To observe the radiosensitization effect of Aidi injection on human lung adenocarcinoma 
A549 cells, and to analyze its possible mechanism.  Methods  ① A549 cells were treated with different concentrations 
of Aidi injection (1.875, 3.75, 7.5, 15, 30, 60 mg/mL) for 24 hours, and in the mean time, a blank control group was 
set up; the effect of Aidi injection on lung adenocarcinoma A549 cells proliferation was detected by methyl thiazolyl 
tetrazolium (MTT) assay, and the 10% cell growth inhibitor concentration (IC10) was calculated. ② The experiments were 
divided into blank control, Aidi control, radiation and Aidi pretreatment groups. The Aidi control group was incubated 
for 24 hours by Aidi injection IC10 ; the radiotherapy group was given X-ray irradiation of 4 Gy followed by incubation for 
24 hours; the Aidi pretreatment group was incubated for 24 hours by Aidi injection IC10 and then given X-ray irradiation 
of 4 Gy; the blank control group received equal volume of normal saline and was incubated for 24 hours. The survival 
fraction (SF) value was detected by cell colony formation assay; the protein levels of the serine phosphorylation at 139 
locus of histone (γ-H2AX protein), the key protein in homologous recombination repair pathway (Rad51 protein) and 
the cell autophage characteristic protein (LC3 protein) were detected by Western Blot; the formation of autophagosome 
was observed by transmission electron microscope.  Results  Aidi injection possessed the suppression of the growth 
of human lung adenocarcinoma A549 cells, the proliferation of the cells in various Aidi groups was lower than that in 
the blank control group, with the increase in drug concentration, the A549 cell growth inhibition ratio (IR) was gradually 
increased, representing a dose dependent manner, and the IC10 was 3.09 mg/mL. Compared with the blank control group, 
the SF value in Aidi control group was not significantly different [(94.7±3.85)% vs. (100.0±0.00)%, P > 0.05], the SF 
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 放射治疗是肺癌综合治疗的重要手段之一，但

射线在杀伤肿瘤细胞的同时，也对周围的正常组织

产生了损伤。近年来研究发现，许多中草药不仅通

过对机体的免疫调节功能发挥抗癌活性［1-2］，而且

能够发挥放疗增敏作用［3］，减少正常组织的放射性

损伤，降低放疗后并发症的发生。艾迪注射液是由

斑蝥、人参、黄芪、刺五加合成的中药制剂，是一种

具有免疫调节和抗肿瘤效应的双向广谱抗癌注射 

液［4-5］。但目前有关艾迪注射液对肿瘤的放射治疗，

尤其在对肺癌放射治疗中的作用研究甚少。本研究

旨在探讨艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞放射敏

感性的影响及其有关机制，为深入阐明其临床抗肿

瘤作用提供实验依据。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

1.1.1 主要试剂 ：艾迪注射液由贵州益佰制药股份

有限公司生产，每支含生药 0.3 g。高糖 Dulbecco 改

良 Eagle 培养基（DMEM 培养基）、胎牛血清均购自

美国 Hyclone 公司，胰酶购自美国 Gibco 公司，四甲

基偶氮唑盐（MTT）购自北京索莱宝科技有限公司 ；

蛋白提取试剂盒购自美国 Pierce 公司，细胞自噬体

标志性蛋白微血管相关蛋白 1 轻链 3（LC3）抗体购

自美国 Sigma 公司，组蛋白 H2AX 的 139 号位点丝

氨酸磷酸化（γ-H2AX）抗体购自英国 Abcam 公司，

同源重组修复中的关键蛋白 Rad51 抗体购自美国

CST 公司，

1.1.2 试验的主要实验仪器 ：蛋白电泳仪、电转仪

（由美国 Bio-Rad 公司生产），二氧化碳恒温培养箱

（由美国 Forma 公司生产），直线加速器（由德国西门

子公司生产），JEM-1400/1011 透射电镜（由日本电

子株式会社生产）。

1.2 细胞培养与照射条件 ：人肺腺癌 A549 细胞

（购自中科院上海细胞库）用高糖 DMEM 培养基（含

10% 胎牛血清、100 kU/L 青霉素、100 kU/L 链霉素），

置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养，用 0.25% 胰酶消

化，常规传代培养，取对数生长期的 A549 细胞进行

实验。照射条件 ：室温下采用 6MV X 线照射细胞，

培养皿上方垫 1.5 cm 有机玻璃板。源皮距 100 cm，

照射剂量为 4 Gy（剂量率为 200 cGy/min），每个实验

组设 3 个平行样本。

1.3 MTT 比色法检测细胞增殖活性 ：将 A549 细胞

按 4×104 个 /mL 密度接种至 96 孔板中，孵育过夜

贴壁，加入不同浓度的艾迪注射液（1.875、3.75、7.5、

15、30、60 mg/mL），以不含艾迪注射液为阴性对照，

每组设 5 个复孔，置于 37 ℃、5% CO2 培养箱中培养

24 h，弃去旧培养基，加入含 10% 胎牛血清 DMEM

培养基 180 μL + MTT 溶液（5 mg/mL）20 μL，细胞培

养箱内继续培养 4 h 后弃去上清，加入 150 μL 二甲

基亚砜（DMSO），常温避光震荡 10 min，用酶联免疫

检测仪测量 490 nm 波长下吸光度（A 值）。计算细

胞增殖抑制率〔IR＝（1－A 实验 /A 对照）×100%〕，实验

重复 3 次，取平均值，绘制抑制率 / 药物浓度曲线。

为了避免药物对细胞的毒性作用，选用艾迪注射液

作用 A549 细胞 24 h 后，有 10% 细胞生长被抑制的

浓度（IC10）即为后续实验药物浓度。

1.4 实验分组及处理 ：A549 细胞按 1×106 个 /mL

密度接种至 60 mm 培养皿中，孵育过夜贴壁。空白

对照组给予等量生理盐水孵育 24 h ；艾迪对照组给

予 IC10 的艾迪注射液处理细胞后孵育 24 h ；射线处

理组接受 4 Gy X 线照射后孵育 24 h ；艾迪预处理

组给予 IC10 的艾迪注射液孵育细胞 24 h 后再接受 

4 Gy X 射线照射。

1.5 检测指标及方法

1.5.1 细胞克隆实验检测放疗敏感性 ：每组处理

value in radiation group was decreased [(71.8±5.9)% vs. (100.0±0.0)%, P < 0.05], and in Aidi pretreatment group, the 
value was further decreased compared with that in radiation group [(51.9±4.7)% vs. (71.8±5.9)%, P < 0.05]. Compared 
with the blank control group, the expression of γ-H2AX protein in the three treatment groups was significantly 
increased, the degree of increase in Aidi pretreatment group was the most obvious, and it was significantly higher than 
that in radiation group (gray value: 1.44±0.11 vs. 0.93±0.09, P < 0.05). But the expression of Rad51 protein was the 
highest in radiation group, and it was higher than that in Aidi pretreatment group (gray value: 1.37±0.07 vs. 0.78±0.04, 
P < 0.05). Compared with the blank control group, the LC3Ⅱ/LC3Ⅰ value in Aidi control group, radiation group and 
Aidi pretreatment group were increased, and the degree of increase in Aidi pretreatment group was the most significant 
(0.35±0.06, 0.37±0.07, 0.49±0.06 vs. 0.05±0.04, all P < 0.05). Under transmission electron microscope, compared 
with the blank control group, the autophagosome in all treatment groups was increased to some extent, and the degree of 
increase in Aidi pretreatment group was the most remarkable.  Conclusion  Aidi injection has the enhancing effect of 
radiosensitization on human lung adenocarcinoma A549 cells, and its mechanism is possibly related to the up-regulation 
of A549 cell autophagy level.

【Key words】  Aidi injection;  A549 cell;  Radiosensitization;  Autophagy;  DNA damage repair
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图 1 MTT 比色法检测艾迪注射液
对人肺腺癌 A549 细胞增殖的影响

表 1 艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞
放疗后 SF 的影响（x±s）

组别 标本数（次） SF（%）

空白对照组 3 100.0±0.00

艾迪对照组 3 94.7±3.85

射线处理组 3 71.8±5.90 a

艾迪预处理组 3 51.9±4.73 ab

注 ：与空白对照组比较，aP＜0.05 ；与射线处理组比较，bP＜0.05

完毕后用胰酶常规消化，将细胞逐级稀释后接种于 

60 mm 培养皿中，加入 5 mL 不含药物的新鲜培养

基，常规换液继续培养 14 d 后出现肉眼可见的克隆

时终止培养，弃去旧培养基，用磷酸盐缓冲液（PBS）

洗 3 遍，甲醇固定 15 min，Giemsa 染液染色 20 min，

洗去染液，计数细胞克隆数。克隆形成率（PE）＝ 

（每组平均集落数 / 每皿接种细胞数）×100%，细胞

存活分数（SF）＝（实验组集落形成率 / 对照组集落

形成率）×100%。实验重复 3 次，取平均值。

1.5.2 蛋 白 质 免 疫 印 迹 试 验（Western Blot）检 测

γ-H2AX、Rad51、LC3 的 蛋 白 表 达 ：各 实 验 组 细

胞经干预后继续置于培养箱内孵育，于 4 h 和 24 h 

后 收 集 细 胞，加 入 细 胞 裂 解 液 裂 解 20 min，离 心 

20 min，取上清液提取细胞总蛋白，经二喹啉甲酸法

（BCA）测定蛋白浓度。样品 100 ℃煮沸 5 min，取 

20 μg 凝胶电泳 ；80 V 电压至浓缩胶与分离胶交界

处电压转为 100 V，转膜后用 5% 脱脂奶粉 37 ℃封

闭 2 h ；加一抗 4 ℃孵育过夜，三羟甲基氨基甲烷缓

冲盐水吐温（TBST）洗膜 10 min×3 次，加二抗 37 ℃

孵育 1 h，TBST 洗膜 10 min×3 次；化学荧光法（ECL）

显影，分析条带灰度值。以 β 肌动蛋白（β-actin）

为内参，结果以目的条带灰度值与内参的条带灰度

值比值表示。

1.5.3 电镜下观察自噬体变化 ：取对数生长期的

A549 细胞，实验分组同上。使用不含乙二胺四乙酸

（EDTA）的胰酶消化细胞，PBS 清洗 3 次 ；加入 4%

戊二醛，4 ℃过夜 ；经饿酸进一步固定、系列丙酮脱

水、浸透、包埋、超薄切片、染色后，于透射电镜下观

察自噬体形成情况。

1.6 统计学方法 ：使用 SPSS 19.0 统计软件对数据

进行分析，计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示，

组间比较采用 LSD-t 检验，P＜0.05 为差异有统计

学意义。

2 结 果

2.1 艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞生长的抑制

作用（图 1）：MTT 比色法结果发现，不同浓度艾迪

注射液作用 A549 细胞 24 h 后，A549 细胞生长受

到抑制，且随药物浓度的升高，细胞抑制率增加，呈

浓度依赖性。艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞的

IC10 为 3.09 g/L，在后续研究中采用该浓度进行实验。

2.2 艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞的放射增敏

作用（表 1）：经 X 射线照射的各组细胞 SF 均较对

照组明显下降，且艾迪预处理组较射线处理组下降

更为显著（均 P＜0.05）。

2.3 艾 迪 注 射 液 对 人 肺 腺 癌 A549 细 胞 放 疗 后

γ-H2AX、Rad51 蛋白表达的影响（表 2 ；图 2）：与

空白对照组比较，艾迪对照组 γ-H2AX 蛋白表达

增加，Rad51 蛋白表达减少，但差异均无统计学意义

（均 P＞0.05）；射线处理组、艾迪预处理组 γ-H2AX、

Rad51 蛋白表达均较艾迪对照组增加，γ-H2AX 蛋

白表达的变化以艾迪预处理组增加最为显著，但

艾迪预处理组 Rad51 蛋白表达较射线处理组减少 

（P＜0.05）。

 结 果 表 明，4 Gy 放 射 治 疗 可 引 起 A549 细 胞

DNA 损伤，且使放疗后 DNA 损伤修复增加，而 IC10

艾 迪 注 射 液 对 A549 细 胞 DNA 损 伤 及 Rad51 修

复蛋白表达影响不大，但可增加 A549 细胞放疗后

DNA 损伤和减少 DNA 损伤修复，表明艾迪注射液

可增加 A549 细胞放疗敏感性。

表 2 艾迪注射液对人肺腺癌 A549 细胞放疗后
γ-H2AX、Rad51、LC3Ⅱ/LC3Ⅰ蛋白表达的影响（x±s）

组别
标本数

（次）

γ-H2AX 蛋白

（灰度值）

Rad51 蛋白

（灰度值）

LC3Ⅱ/LC3Ⅰ

（灰度值）

空白对照组 3 0.59±0.06 0.67±0.07 0.05±0.04

艾迪对照组 3 0.71±0.10 0.62±0.12 0.35±0.06

射线处理组 3 0.93±0.09 a 1.37±0.07 a 0.37±0.07 a

艾迪预处理组 3 1.44±0.11 ab 0.78±0.04 ab 0.49±0.06 ab

注 ：与空白对照组比较，aP＜0.05 ；与射线处理组比较，bP＜0.05
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图 2 Western Blot 检测艾迪注射液 IC10 对放疗后
A549 细胞 γ-H2AX、Rad51 蛋白表达的影响

2.4 艾 迪 注 射 液 对 A549 细 胞 自 噬 水 平 的 影 响 

（表 2 ；图 3）：用 Western blot 检 测 自 噬 标 志 性 蛋

白 LC3 表达结果发现，与空白对照组比较，各实验

组 LC3Ⅱ表达均增加，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值较空白对

照组有所增加，且艾迪预处理组增加最为显著（P＜
0.05）；电镜结果显示（图 4），与空白对照组比较，各

实验组自噬小体形成增加，且艾迪预处理组自噬小

体形成增加最为明显（P＜0.05）。结果表明，艾迪注

射液、放疗可诱导 A549 细胞自噬发生，且艾迪注射

液联合放疗后自噬水平进一步增高。

 以上结果表明艾迪注射液很可能通过上调

A549 细胞自噬水平途径增加细胞放疗敏感性。

能等的作用［6-7］。艾迪注射液是由中药斑蝥、人参、

黄芪、刺五加中所含的抗肿瘤活性物质精炼提纯而

配制成的抗癌药物，有破血散结、补血养气、补脾益

肺、强肾壮筋等功效［8-9］。现代研究发现，艾迪注射

液具有诱导肿瘤细胞凋亡、坏死 ；促进造血干细胞

分化成熟、提高机体白细胞功能 ；增加免疫细胞对

肿瘤细胞的杀伤作用［10］。目前已广泛应用于肺癌、

肝癌、胃肠道肿瘤等多种癌症的治疗中。

 研究报道，艾迪注射液具有抑制大肠癌［11］、肺

癌［12］等多种肿瘤细胞增殖的作用。本研究采用不

同浓度的艾迪注射液处理 A549 细胞 24 h，MTT 比

色法实验结果发现，艾迪注射液对 A549 细胞生长

具有抑制作用，并且呈浓度依赖性 ；射线处理组、

艾迪预处理组 SF 降低，且艾迪预处理组进一步下

降，而艾迪对照组对 SF 的影响不明显，可见艾迪注

射液可增加放疗后 A549 细胞的死亡。放疗引起的

DNA 损伤将诱导相关信号分子的活化，其中组蛋

白 H2AX 的 139 号位点丝氨酸发生磷酸化转变为

γ-H2AX［13］，放疗后细胞中 γ-H2AX 的表达可代

表细胞内 DNA 受射线损伤的程度，与 DNA 损伤程

度呈正相关［14］。本研究发现，放疗后 24 h，射线处

理组和艾迪预处理组 γ-H2AX 蛋白表达上调，且

艾迪预处理组 γ-H2AX 蛋白表达更高。研究表明，

放射敏感性主要与放疗后肿瘤细胞 DNA 损伤修复

相关［15］。Rad51 蛋白是肿瘤细胞放疗后同源重组

修复（HR）途径中的关键蛋白，研究表明，当细胞内

Rad51 蛋白表达减少时，DNA 损伤修复能力将会下

降，细胞对放射治疗的敏感性增加［16］。本研究发现，

射线处理组 Rad51 蛋白表达较艾迪对照组明显增

加，而艾迪预处理组较射线处理组降低。可见放疗

可诱导 A549 细胞 DNA 损伤，并进行放疗后的自我

修复，由于其修复作用，极大地削弱了射线对 A549

细胞的杀伤作用 ；但在给予艾迪注射液预处理 24 h

A ：空白对照组 ；B ：艾迪对照组 ；C ：射线处理组 ；D ：艾迪预处理组

图 4 透射电镜下观察艾迪注射液 IC10 对放疗后 A549 细胞自噬小体的影响（高倍放大）

图 3 Western Blot 检测艾迪注射液 IC10 对放疗后
A549 细胞 LC3 蛋白表达的影响

3 讨 论

 中医药在肿瘤的治疗中具有独特作用及重要地

位。研究发现，多种中药在肿瘤放射治疗中有增敏

作用，还有降低放化疗毒副反应和提高机体免疫功
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后，增加了 A549 细胞放疗后 DNA 的损伤，并降低

了修复蛋白 Rad51 的表达，增加了肿瘤放射治疗的

有效性。但艾迪注射液增加 A549 细胞放疗敏感作

用的机制尚不清楚。

 研究发现，艾迪注射液可促进细胞凋亡，增加

其放疗敏感性［17］。然而，凋亡与自噬作为细胞两种

不同的程序性死亡方式，其间存在着复杂的相互作

用［18-20］。本课题组前期研究发现，通过雷帕霉素上

调 A549 细胞自噬水平后可增加放疗后细胞的死亡，

提高肿瘤细胞对射线的敏感性［21］。艾迪注射液是

否对 A549 细胞自噬产生影响，是否通过自噬途径

对 A549 细胞放疗产生增敏作用有待进一步研究。

 自噬是细胞内通过形成双层膜将受损细胞器等

待分解的物质包裹，形成自噬小体，并与溶酶体结合

降解所包裹物质的自我消化过程［22］。自噬与多种

疾病的病理生理相关，如神经系统紊乱、炎症、肿瘤

等［23-25］。近年来研究发现，调控肿瘤细胞自噬水平

可增加细胞的放疗敏感性［26］。Chen 等［27］首次报道

上调乳腺癌乳腺癌细胞（MCF-7）自噬水平可增加

MCF-7 细胞的放疗敏感性，减少放疗后 Rad51、乳腺

癌易感基因（BRCA1）修复蛋白在双链断裂（DSBs）

损伤位点的聚集。LC3Ⅱ是自噬形成过程的标志性

蛋白，在自噬体形成过程中，LC3Ⅰ转化为 LC3Ⅱ，

存在于自噬小体的双层膜上，因此，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ的

比值越大预示着自噬活性就越高。本研究结果显示，

A549 细胞在经艾迪注射液处理 24 h 后 LC3Ⅱ表达

增高，LC3Ⅱ/LC3Ⅰ比值增加 ；同时电镜结果显示，

艾迪注射液处理后细胞内自噬体形成增加。可见艾

迪注射液能上调 A549 细胞自噬水平。

 综上所述，艾迪注射液对 A549 细胞的生长具

有抑制作用，并可增加 A549 细胞的放疗敏感性。

其机制可能是通过上调 A549 细胞自噬水平实现的。

但其确切信号途径尚有待于进一步研究。
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