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肺癌是全球范围内影响人类健康的重要公共卫生

问题，近年来，我国肺癌新发病例数呈上升趋势，是我

国癌症相关发病和死亡的主要原因之一［1 - 3］。其中非小

细胞肺癌（NSCLC）占肺癌病例的 80%～85%［4］。尽管手
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卡瑞利珠单抗联合顺铂对卡瑞利珠单抗联合顺铂对 KRASKRAS 突变型非小细胞肺癌突变型非小细胞肺癌

NCI - HNCI - H460460 细胞的影响细胞的影响**
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摘要摘要：：目的 探讨卡瑞利珠单抗联合顺铂对 KRAS突变型（KRAS - MUT）非小细胞肺癌（NSCLC）NCI - H460细胞的抑制作用及其机制。

方法 以 0，2，4，8，16，32 µmol / L顺铂和 20，40，80，160，320 ng / mL卡瑞利珠单抗作用于 NCI - H460细胞，采用 CCK - 8法检测细

胞增殖，以确定药物最终浓度。实验分为模型组（A组，常规培养液）、顺铂组（B组，8 µmol / L）、卡瑞利珠单抗组（C组，80 ng / mL）和联

合用药组（D 组，8 µmol / L 顺铂+80 ng / mL 卡瑞利珠单抗）。采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，免疫印迹（Western blot）法检测

B 细胞淋巴瘤因子 2（Bcl - 2）、Bcl - 2关联 X 蛋白（Bax）和剪切胱天蛋白酶 3（C - caspase - 3）蛋白表达水平。结果 与 0 µmol / L 或

0 ng / mL比较，8～32 µmol / L顺铂和 80～320 ng / mL卡瑞利珠单抗作用下 NCI - H460增殖率均显著降低（P < 0. 05）。与 A组比较，

B 组和 C 组细胞凋亡率均显著升高（P < 0. 05）；与 B 组比较，D 组细胞凋亡率显著升高（P < 0. 05）。与 A 组比较，B 组和 C 组 Bcl - 2
蛋白表达水平均显著降低，而 Bax和 C - caspase - 3蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）；与 B组比较，D组 Bcl - 2蛋白表达水平均

显著降低，而 Bax 和 C - caspase - 3 蛋白表达水平均显著升高（P < 0. 05）。结论 卡瑞利珠单抗可增强顺铂抑制 NCI - H460 细胞的

作用，其作用机制可能与下调 Bcl - 2，上调 Bax和 C - caspase - 3表达有关。

关键词关键词：：非小细胞肺癌；KRAS突变；卡瑞利珠单抗；顺铂；作用机制

Effect of Camrelizumab Combined with Cisplatin on KRAS - Mutant Non - Small Cell
Lung Cancer NCI - H460 Cells

ZHOU Min，LI Qingling，ZHOU Ning，DING Ning，ZHOU Xincan
（The Affiliated Hospital of Xuzhou Medical University，Xuzhou，Jiangsu，China 221002）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the inhibitory effect and mechanism of camrelizumab combined with cisplatin on KRAS mutant
（KRAS - MUT） non - small cell lung cancer （NSCLC） NCI - H460 cells. Methods NCI - H460 cells were treated with
cisplatin at concentrations of 0，2，4，8，16，32 µmol / L and camrelizumab at concentrations of 20，40，80，160，320 ng / mL，
respectively. The CCK - 8 method was used to detect cell proliferation and determine the final drug concentrations. The experiment
was divided into four groups：model group（Group A，regular culture medium），cisplatin group（Group B，8 µmol / L），camrelizumab
group（Group C，80 ng / mL），and combined treatment group（Group D，8 µmol / L cisplatin + 80 ng / mL camrelizumab）. Flow
cytometry was used to detect cell apoptosis，and Western blot was used to detect the expression levels of B cell lymphoma 2
（Bcl - 2），Bcl - 2 associated X protein（Bax），and cleaved caspase - 3（C - caspase - 3） proteins. Results Compared with the
0 µmol / L or 0 ng / mL group，the proliferation rates of NCI - H460 cells treated with 8 - 32 µmol / L cisplatin and 80 -
320 ng / mL camrelizumab were significantly decreased（P < 0. 05）. Compared with Group A，the apoptosis rate of Group B and
Group C was significantly increased（P < 0. 05）；compared with Group B，the apoptosis rate of Group D was significantly increased
（P < 0. 05）. Compared with Group A，the expression level of Bcl - 2 protein in Group B and Group C was significantly decreased，
while the expression levels of Bax and C - caspase - 3 proteins were significantly increased（P < 0. 05）；compared with Group B，
the expression level of Bcl - 2 protein in Group D was significantly decreased，while the expression levels of Bax and C -
caspase - 3 proteins were significantly increased （P < 0. 05）. Conclusion Camrelizumab can enhance the inhibitory effect of
cisplatin on NCI - H460 cells，and its mechanism may be related to down - regulating the expression of Bcl - 2 and up -
regulating the expressions of Bax and C - caspase - 3.
Key wordsKey words：：non - small cell lung cancer；KRAS mutation；camrelizumab；cisplatin；action mechanism
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术、放射治疗、化学治疗（以下简称化疗）、免疫治疗和

分子靶向治疗均已用于NSCLC的治疗，但疗效欠佳［5］。
鼠类肉瘤病毒癌基因（KRAS）是RAS基因家族中的一种

原癌基因［6 - 7］，也是恶性肿瘤中最常见的突变，尤其在

结直肠癌、胰腺癌和NSCLC中［8 - 11］。传统化疗对 KRAS
突变型（KRAS - MUT）肿瘤的疗效常比对KRAS野生型

（KRAS - WT）肿瘤差［12］。卡瑞利珠单抗已被证实可在

多种癌症治疗中发挥积极作用［13 - 15］，如联合吉西他滨

和奥沙利铂治疗晚期肝内胆管癌［16］，联合紫杉醇可治

疗三阴性乳腺癌［17］。本研究中探讨了卡瑞利珠单抗联

合顺铂对 KRAS - MUT NSCLC NCI - H460细胞的影

响，以期为卡瑞利珠单抗辅助治疗KRAS - MUT NSCLC
提供参考。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞株

仪器：BC - J160型CO2培养箱（上海迅博医疗生物

仪器股份有限公司）；BioTek SynergyHT型多功能酶标

仪（美国Agilent公司）；C6型流式细胞仪（美国BD公司）；

HT - 600C型通用电泳仪（北京鸿涛基业科技发展有限公

司）；5430R型高速冷冻离心机（德国Eppendorf公司）。

试药：顺铂注射液（齐鲁制药有限公司，批号为

2030132DB）；卡瑞利珠单抗（苏州盛迪亚生物医药有限

公司，批号为 202108102F）；RPMI - 1640培养基（批号

为 PM150110）、胎牛血清（FBS，批号为 164210）、青霉

素 -链霉素混合液（批号为 PB180120），均购自武汉普

诺赛生命科技有限公司；CCK - 8试剂盒（批号为

C0038）、磷酸盐缓冲液（PBS，批号为 C0221A）、放射免

疫沉淀法（RIPA）裂解液（批号为 P0013C）、增强化学发

光（ECL）试剂盒（批号为 P0018M），均购自上海碧云天

生物技术有限公司；Annexin V - 异硫氰酸荧光素 / 碘
化丙啶（FITC / PI）凋亡检测试剂盒（北京索莱宝科技有

限公司，批号为 CA1020）；BCA检测试剂盒（批号为

ab102536）、B细胞淋巴瘤因子 2（Bcl - 2）抗体（批号为

ab182858）、Bcl - 2 关联 X 蛋白（Bax）抗体（批号为

ab32503）、剪切胱天蛋白酶 3（C - caspase - 3）抗体（批

号为 ab32042）、辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔 IgG
（批号为 ab6721），均购自艾博抗（上海）贸易有限公司；

甘油醛 - 3 -磷酸脱氢酶（GAPDH）抗体（武汉三鹰生物

技术有限公司，批号为10494 - 1 - AP）。

细胞株：人NSCLC KRAS - MUT细胞株NCI - H460
（武汉普诺赛生命科技有限公司，批号为CL - 0299）。

1. 2 方法

细 胞 培 养 ：取 NCI - H460 细 胞 复 苏 ，用 含 有

10% FBS和 1%青霉素 -链霉素混合液的RPMI - 1640
培养液，于 5% CO2、37 ℃条件下培养，每 24 h更换 1次

新鲜培养液。当细胞培养至对数生长期（融合度约为

80%）时，进行传代培养或细胞计数。

细胞增殖情况：取对数生长期细胞，以每孔2 × 103个
细胞密度接种于 96孔板中，每孔加入 100 µL培养液，

于 5% CO2、37 ℃条件下培养 24 h，弃去上清液，分别以

2，4，8，16，32 µmol / L顺铂和 20，40，80，160，320 ng / mL
卡瑞利珠单抗，于 5% CO2、37 ℃条件下继续培养 48 h，
弃去培养液，每孔加入 100 µL培养液和 10 µL CCK - 8
溶液，避光继续孵育1 h。以酶标仪在450 nm波长处测定

吸光度（OD），并计算细胞增殖率。实验设空白对照（仅加

入培养液），并以不作任何处理的细胞作为模型对照组

（0 µmol / L），每组设置 5个复孔。细胞增殖率（%）=
（OD用药组 - OD空白对照）/（OD模型对照 - OD空白对照）× 100%。

细胞凋亡情况：采用流式细胞术。取对数生长期细

胞，以每孔 1 × 105个细胞密度接种于 12孔板中，每孔加

入 1 mL培养液，于 5% CO2、37 ℃条件下培养 24 h，弃去

上清液。实验分为模型组（A组，常规培养液）、顺铂组

（B组，8 µmol / L）、卡瑞利珠单抗组（C组，80 ng / mL）和

联合用药组（D组，8 µmol / L顺铂 + 80 ng / mL卡瑞利

珠单抗），于 5% CO2、37 ℃条件下继续培养 48 h。用不含

乙二胺四乙酸（EDTA）的胰酶消化细胞，并收集细胞，

调节细胞密度为 5 × 106 / mL，取细胞悬液 100 µL，置
5 mL流式管中，加入 5 µL AnnexinV - FITC混匀后于室

温避光孵育 5 min。加入 5 µL PI和 400 µL PBS后，以流

式细胞仪［激发波长（Ex）为 488 nm，发射波长（Em）为

530 nm］检测细胞凋亡情况，并计算细胞凋亡率。

凋亡相关蛋白表达情况：取对数生长期细胞，以每

孔 5 × 105个细胞密度接种于 6孔板，每孔加入 3 mL培
养液，于 5% CO2、37 ℃条件下培养 24 h。按“细胞凋亡情

况”项下方法分组及给药，继续培养 48 h，取各组细胞，

分别加 100 µL RIPA裂解液，冰上匀浆，裂解 30 min，于
4 ℃下 12 000 × g离心 10 min，取上清液。以BCA法检测

蛋白含量，10%十二烷基硫酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶

（SDS - PAGE）电泳，后转移至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜

上，5%脱脂牛奶封闭1 h后，加入Bax一抗（1∶1 000，V / V）、

Bcl - 2一抗（1∶1 000，V / V）、C - caspase - 3一抗（1∶
1 000，V / V）和内参蛋白GAPDH一抗（1∶1 000，V / V），

4 ℃下孵育过夜。用含 0. 1%吐温 - 20的 PBS洗 3次，加

辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育2 h，加入ECL试
剂，凝胶成像，用 Image J软件进行蛋白灰度值分析。

1. 3 统计学处理

采用 SPSS 20. 0统计学软件分析。符合正态分布的

计量资料以X ± s表示，两组间比较行独立样本 t检验，

多组间比较行方差分析；反之则以M（P25，P75）表示，行

秩和检验。P < 0. 05为差异有统计学意义。
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2 结果

2. 1 细胞增殖情况

细胞增殖率均随药物浓度的升高呈下降趋势。与

0 µmol / L或0 ng / mL比较，顺铂浓度为8～32 µmol / L、
卡瑞利珠单抗质量浓度为 80～320 ng / mL时，细胞增

殖率均显著降低（P < 0. 05）。详见图1。
2. 2 细胞凋亡情况

与A组比较，B组和C组的细胞凋亡率均显著升高

（P < 0. 05）；与 B组比较，D组的细胞凋亡率显著升高

（P < 0. 05）。详见图2。

2. 3 凋亡相关蛋白表达水平

与A组比较，B组和C组Bcl - 2蛋白表达水平显著

降低，而Bax和C - caspase - 3蛋白表达水平均显著升

高（P < 0. 05）；与 B组比较，D组 Bcl - 2蛋白表达量显

著降低，而Bax和C - caspase - 3蛋白表达量显著升高

（P < 0. 05）。详见图3。
3 讨论

NSCLC 5年总生存率较低［18］。铂类药物是一线治

疗NSCLC的“金标准”。其中顺铂是铂类药物中使用最

广泛的化疗药物，但耐药性的产生导致肿瘤的进一步

发展和产生骨髓抑制、药物性肾炎等副作用［19 - 23］。因

A. 流式细胞图 B. 定量统计图

注：与A组比较，*P < 0. 05；与B组比较，#P < 0. 05。图3同。

图2 NCI - H460细胞凋亡情况

A. Flow cytometry plots B. Quantitative statistical graph
Note：Compared with group A，*P < 0. 05；compared with group B，#P < 0. 05（for Fig. 2 - 3）.

Fig. 2 Apoptosis of NCI - H460 cells
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图1 NCI - H460细胞增殖情况

A. Cisplatin B. Camrelizumab
Note：Compared with the 0 µmol / L or 0 ng / mL group，*P < 0. 05.

Fig. 1 Proliferation of NCI - H460 cells
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A. 凝胶电泳图 B. Bcl - 2定量统计图 C. Bax定量统计图

D. C - caspase - 3定量统计图

图3 凋亡相关蛋白表达情况

A. Gel electrophoresis diagram B. Quantitative statistical graph of
Bcl - 2 C. Quantitative statistical graph of Bax D. Quantitative statistical

graph of C - caspase - 3
Fig. 3 Expression of apoptosis - related proteins
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此，增强顺铂敏感性是NSCLC治疗的关键。

卡瑞利珠单抗是我国自主研发的程序性死亡受体1
（PD - 1）免疫检查点抑制剂，可阻断 PD - 1 /程序性死

亡配体 1（PD - L1）通路，形成肿瘤免疫治疗基础。近年

来，卡瑞利珠单抗联合放疗、化疗治疗癌症的临床研究

逐渐增多，其中卡瑞利珠单抗联合化疗已用于食管鳞

癌、肝癌、晚期NSCLC、结肠癌等［24 - 28］，疗效确切，可提

高患者的生存质量。KRAS是NSCLC常见的致癌驱动因

子，且高发于肺腺癌患者，且有研究表明，KRAS突变会

导致NSCLC患者的化疗疗效减弱［23］。本研究结果显示，

8～32 µmol / L顺铂和 80～320 ng / mL卡瑞利珠单抗可

显著抑制NCI - H460细胞的增殖并促进细胞凋亡。

综上所述，卡瑞利珠单抗可增强NCI - H460细胞

的顺铂敏感性，抑制细胞增殖，促进细胞凋亡，具有协

同抗肿瘤作用，其机制可能与抑制 Bcl - 2蛋白表达和

促进Bax和C - caspase - 3蛋白表达相关。
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