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摘要 目的：研究内毒素对体外培养非小细胞肺癌（NSCLC）细胞株 A549细胞增殖的影响及其机制。方法：不同浓度脂多糖（LPS）

进行 8-48h干预，MTT及细胞计数法检测其对 A549细胞增殖的影响；EGFR中和抗体或 COX-2抑制剂与 LPS联合干预，检测其

对 A549细胞增殖及 PGE2的影响。结果：LPS可引发 A549细胞MTT活性和细胞计数显著增加，且呈现时间和剂量依赖性。LPS

还可诱发 PGE2水平显著升高。药物干预结果显示，抑制 COX-2或 EGFR可明显逆转 LPS所引发的细胞增殖和 PGE2水平升高

趋势。结论：LPS可能通过激活 EGFR和 COX-2信号途径，诱导体外培养的非小细胞肺癌细胞增殖分化。肺部感染可能会加速非

小细胞肺癌进展，并可能造成不良预后。
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Effects of Endotoxin on Tumor Proliferation in the Non-Small Cell
Lung Cancer and Underlying Mechanisms

To investigate the effect of endotoxin on tumor proliferation in the non-small cell lung cancer and the

underlying mechanisms. Different concentrations of Lipopolysaccharide (LPS) were intervented from 8 to 48 h. The effection
of LPS on the proliferation of A549 cells with MTT and cell counting were tested. The intervention effect of the combination of EGFR

neutralizing antibody or COX-2 inhibitors with LPS on the proliferation of A549 cells and PGE2 were tested. LPS induced a

time- and dose-dependent increase in proliferation of A549 cells as quantified by MTS activity and cell counting. Large amounts of

COX-2-derived prostaglandin (PG) E2 were secreted from LPS-stimulated A549 cells. Pharmacological interventions revealed that

inhibition of COX-2 and EGFR activity in A549 cells severely attenuated both PGE2 release and proliferation in response to LPS.
LPS induces proliferation of NSCLC cells inhuman NSCLC specimen via EGFR- or COX-2-signaling. Pulmonary

infection may thus directly induce tumor progression in NSCLC.
Lung cancer ; Endotoxin; Tumor proliferation
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前言

感染被认为是加速癌症发展的因素之一。粗略估计，15％
左右恶性肿瘤可归因于传染性病原体[1]。一些慢性细菌感染也

与肿瘤的形成密切相关[2]。肺癌是最主要的致死性癌症之一。肺

癌患者常会感染流感嗜血杆菌和大肠杆菌等革兰阴性菌[3,4]，肺

部感染与肺癌患者的中位生存期下降相关[5]，但细菌感染是否

加速肺癌肿瘤的生长和转移，进而形成不良预后尚不清楚。然

研究证实，持续炎性刺激可加速癌组织生长[6,7]。COX-2与肺癌
的不良预后密切相关[8,9]，前列腺素 E2(PGE2)是主要的 COX-2
衍生代谢物，在人类肺癌组织表达上调[10,11]。PGE2可通过抑制
肿瘤细胞凋亡并激活表皮生长因子受体（EGFR）相关的信号通

路，促进肿瘤发展[12]。基于此，本研究拟以非小细胞肺癌 A549
细胞株为研究对象，探讨内毒素对非小细胞肺癌细胞增殖的影

响及其机制，以期明确细菌感染在肺癌发生发展中的作用。

1 材料与方法

1.1 细胞培养及分组
人肺腺癌 A549 细胞株购自美国标准菌库（ATCC，

Rockville，MD，USA），培养条件:饱和湿度，95%空气，5%CO2。

所有的单元格培养基均购自 Gibco公司。该细胞培养于达尔伯
克改良伊格尔培养基（DMEM/F12），内含 10%胎牛血清，
2mML-谷氨酰胺，105 U/L青霉素和 100 mg/L的链霉素。细胞
生长至融合，2-3天传代一次。研究分为两步，实验一：研究不同
浓度脂多糖（LPS, 0111: B4, Sigma公司）对 A549细胞增
殖影响，根据 LPS 浓度分为对照组，0.1 滋g/ml，1 滋g/ml，10
滋g/mlLPS组；实验二：研究 LPS可能的作用机制，分为对照组，
10 滋g/mlLPS 组，10 滋g/mlLPS+anti-EGFR，10 滋g/mlLPS+COX
抑制剂组主要试剂应用浓度及来源: EGFR (1:5000, Cetuximab,

1449· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.14 NO.8 MAR.2014

图 4抑制EGFR和COX-2对LPS所致A549细胞PGE2改变的影响（n=6）
Fig.4 The effects of anti-EGFR and COX-2 inhibitor on induction of

PGE2 by LPS

MerckSerono, Germany)，COXinhibitors (1:500, NS-398, Cal-
biochem, LaJolla,CA,USA).
1.2 细胞增殖能力检测

将受试 A549细胞用 0.25%胰蛋白酶消化单层培养细胞，

用 10%IMDM完全培养基配成单个细胞悬液。进行细胞计数

后，按照 5× 104个 /孔的密度接种于 96孔培养板中，每孔体积
200 滋L。将培养板移入 CO2培养箱中，在 37℃ 5%CO2饱和湿度

的条件下培养 24 h，细胞完全贴壁生长后，将培养液吸弃，根据

不同分组换上相应工作液继续培养不同时间（第一阶段实验培

养时间 8 h、24 h、48 h；第二阶段实验培养 24 h），培养周期结束

后，细胞洗涤两次，含 1%胎牛血清 RPMI培养基继续孵育 8小

时，CasyModelTT(InnovatisAG,Reutlingen,Germany)再进行细胞
计数。之后，加人 5 mg/mL的 MTT20 滋L，于 37℃孵育 4h后离

心(2000 rpm，10 min)，小心吸去上清，加入 150 滋LDMSO，振荡
3 min～ 5 min，置酶标仪上用 490nm测吸光度值 A，实验重复 3

次。细胞计数和吸光度均以对照组吸光度值设为基准值 100%，

其余各组计与对照组相比的相对值。

1.3 ELISA检测前列腺素 E2
对于这些实验中，A549细胞按照 5× 104个 /孔的密度接

种于 24孔培养板中，每孔体积 500 滋L。按照上述实验分组加

入不同工作液。所有样品进行复制。培养周期结束后，细胞洗涤

两次，含 1%胎牛血清和 5 mM花生四烯酸的 RPMI培养基继
续孵育 8 小时，（Sigma 公司，Deisenhofen，德国）。然后
13,000× g离心，收集细胞上清液。采取这项措施，ELISA法检
测前列腺素 E2（PGE2），所有的样品都重复 2次。
1.4 统计分析

实验结果以均数± 标准差（(x± s）表示，采用 SPSS13.0统

计软件（SPSSInc，USA）进行单因素 ANOVA分析，P＜ 0.05 对

比组间有统计学意义。

2 结果

2.1 LPS对 A549细胞增殖的影响
细胞计数和 MTT活性是反映癌细胞增殖的指标。由图 1

和 2可以看出，不同浓度 LPS均可明显增加 A549细胞数量级
MTT活性，其中以 10 滋g/mlLPS对细胞增值能力的促进作用

最为显著。10 滋g/mlLPS作用 24 h后，细胞计数升高至对照组
的 201%（P<0.01，图 1），MTT活性升高至对照组的 122%（P<0.

01，图 2）；10 滋g/mlLPS作用 48h后，细胞计数升高至对照组的
138%（P<0.01，图 1），MTT活性升高至对照组的 151%（P<0.01,

图 2）。

图 1 不同浓度 LPS作用不同时间对 A549细胞计数的影响（与对照组

相比，n=6）

Fig.1 Time-and dose-dependent induction of A549 cell counting by LPS

图 2 不同浓度 LPS作用不同时间对 A549细胞增殖的影响（与对照组

相比，n=6）

Fig.2 Time-and dose-dependent induction of A549 proliferation by LPS

图 3 抑制 EGFR和 COX-2对 LPS所致 A549细胞增殖的影响（n=6）
Fig.3 The effects of anti-EGFR and COX-2 inhibitor on induction of A549

proliferation by LPS

2.2 抑制 EGFR 和 COX-2 对 LPS 所致 A549 细胞增殖及
PGE2水平的影响

10 滋g/mlLPS作用 24 h后，MTT活性升高至对照组的 122%

（P<0.01,图 3）；而采用 EGFR和 COX-2抑制剂干预后，MTT活

性分别下降至对照组的 91%和 87%，显著低于单纯 10

滋g/mlLPS干预组（P<0.01, 图 3）。10 滋g/mlLPS作用 24 h后，

PGE2 水平为 473ng/ml，显著高于对照组的 122%（P<0.01,图
4）；而采用 EGFR和 COX-2抑制剂干预后，PGE2水平分别下

降至 151ng/ml和 139ng/ml，显著低于单纯 10 滋g/mlLPS干预

组（P<0.01，图 4）。
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3 讨论

肺癌为常见的呼吸系统恶性肿瘤，因局部阻塞、出血、化疗

及全身免疫力低下等原因，常伴发肺部感染，并以细菌性感染

为主，有时可有混合感染。肺癌患者在确诊时，约 50%在下呼吸
道出现感染前已有细菌定植，主要以条件致病菌为主[13]，随着

病情的进展或机体免疫力的进一步下降，定植的细菌将成为患

者的主要细菌来源。研究显示，肺癌患者呼吸道感染的致病菌

中以革兰阴性杆菌常见[14,15]。肺癌患者的肺部感染可能与晚期

肺癌的不良预后密切相关。但肺癌与肺部感染相互关系如何，

特别是继发肺部感染是否进一步促进恶性肿瘤的发展，现尚不

明确。近期研究证实，作为革兰阴性菌的主要的致病因子，LPS

可促进人类卵巢癌[16]和乳腺癌[17]的生长，并可增强非小细胞肺

癌细胞对凋亡的耐受性[18]。本研究表明，LPS可促进人肺腺癌
A549肿瘤细胞体外增殖，且呈现剂量效应关系和时间效应关

系，提示肺癌继发肺部感染可能进一步促进恶性肿瘤的发展及

不良预后，且可能与感染严重程度和时间正相关。

COX-2在包括肺癌在内的多种肿瘤组织中表达增加[19,20]，

通过多种致癌机制参与 NSCLC的发生发展，包括能促进肿瘤

细胞增殖、抑制肿瘤细胞凋亡、促进肿瘤血管形成、抑制机体的

抗肿瘤免疫反应、增加肿瘤的侵袭转移能力。COX是 PG合成
过程中的一个重要限速酶。COX-2催化产生 PGE2，与细胞膜

上或核内的受体结合，促进细胞生长增殖，增强肿瘤细胞的侵

袭力。本研究表明，COX-2 抑制剂干预可有效降低 LPS 对
A549 肿瘤细胞的促增殖作用，并可显著逆转 LPS 所致的
PGE2水平增加，提示 LPS可能通过激活 COX-2途径，进而增

加 PGE2水平，发挥对 A549肿瘤细胞的促增殖作用。
EGFR介导的信号转导通路在肿瘤发生、发展中发挥着关

键的作用，EGF与其配体结合后形成二聚体，并进一步激活
PI3K/Akt、MAPK等细胞分化和增殖的重要信号通路，促进肿

瘤细胞的增殖分化[21,22]。本研究表明，EGFR抑制剂干预可有效
降低 LPS对 A549肿瘤细胞的促增殖作用，并可显著逆转 LPS

所致的 PGE2水平增加，提示 LPS可能通过激活 EGFR途径，

发挥对 A549肿瘤细胞的促增殖作用。

总之，本研究表明 LPS可能通过激活 EGFR和 COX-2信

号途径，诱导体外培养的非小细胞肺癌细胞增殖分化。本研究

结果提示，肺部感染可能会加速非小细胞肺癌进展，并可能造

成不良预后。
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