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酪氨酸蛋白激酶抑制剂联合放疗抑制乳腺癌细胞增殖
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　　摘　要：目的　研究酪氨酸蛋白激酶抑制剂（ＴＫＩ）联合放疗对乳腺癌细胞增殖及肿瘤生长的影响。方法　利用噻唑蓝

（ＭＴＴ）实验检测不同浓度的ＴＫＩ对乳腺癌细胞 ＭＣＦ７的抑制作用。将乳腺癌细胞分为生理盐水组，ＴＫＩ干预组（ＴＫＩ处理后无

Ｘ射线照射），Ｘ射线干预组（Ｘ射线照射，无ＴＫＩ处理）和ＴＫＩ联合放疗干预组。利用克隆形成实验比较各组细胞存活率。构建

乳腺癌裸鼠异位瘤模型，考察不同干预组对肿瘤生长的抑制能力。结果　克隆形成实验显示，单独利用Ｘ射线照射或者单独利

用任何浓度的ＴＫＩ抑制剂处理乳腺癌细胞，细胞的存活率均较处理前出现降低；但ＴＫＩ联合放疗乳腺癌细胞存活率较前面两组

（ＴＫＩ干预组，Ｘ射线干预组）差异有统计学意义（犘＜０．０５）。与ＴＫＩ预处理组或Ｘ射线干预组比较，ＴＫＩ联合放疗干预组能够明

显抑制荷瘤裸鼠肿瘤体积的增长，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　ＴＫＩ抑制剂联合放疗可有效抑制乳腺癌细胞的生长。
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　　乳腺癌是目前危害妇女健康的主要恶性肿瘤，每年约有近

１２０万妇女患上此病，且有约５０万人死于乳腺癌，具有很高的

致死率［１］。相对于北美、北欧等乳腺癌高发病区，虽然我国处

于低发病区，但是该病的发病率却呈现出逐年上升的趋势，越

来越多地影响着人类的健康［２３］。

乳腺癌的治疗主要有手术、内分泌治疗、化疗、放疗等手

段，其中放疗在肿瘤的综合治疗中具有重要的作用［４５］。随着

设备及技术的不断进步，在很大程度上提高了肿瘤的局部控制

率。但由于多数癌细胞本身具有的原发性辐射抵抗能力或者

通过放射治疗后获得的继发性辐射抵抗能力，成为了影响放射

治疗疗效或者癌症复发的重要原因，上述两种情况一旦发生，

即使给予更高剂量的辐射剂量，也很难完全消灭癌症细胞［６８］。

酪氨酸蛋白激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）主

要以表皮生长因子受体为靶点，通过促进细胞凋亡、降低细胞

辐射抗性、抑制血管形成和减少癌症细胞再增殖等机制抑制肿

瘤细胞增殖［９］。本研究中通过研究ＴＫＩ联合Ｘ射线放疗对乳

腺癌细胞的增殖抑制作用以及荷瘤裸鼠的肿瘤生长，以期为

ＴＫＩ联合Ｘ射线放疗应用于临床提供实验基础。

１　材料与方法

１．１　材料　乳腺癌细胞系 ＭＣＦ７为唐山市工人医院肿瘤放

化疗科保存；细胞培养用 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清为

Ｇｉｂｃｏ公司产品；舒尼替尼酪氨酸蛋白激酶抑制剂（ＴＫＩ的一
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种）为美国 ＦＤＡ 产品（批号：ＰＹ５９５２０１，美国 Ｐｆｉｚｅｒ制药公

司）；Ｘ射线治疗仪为日立公司产品；细胞培养箱和酶标仪均为

Ｔｈｅｒｍｏ公司产品；其余研究中用到的仪器及材料均为本单位

自有。

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　从液氮罐中取出 ＭＣＦ７细胞并解冻复苏，

放入含有１３％胎牛血清的 ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基中，置于５％

ＣＯ２ 浓度、饱和湿度的３７℃培养箱中培养２４ｈ至细胞铺满皿

底８５％以上。将乳腺癌细胞分为生理盐水组，ＴＫＩ干预组

（ＴＫＩ处理后无 Ｘ射线照射），Ｘ射线干预组（Ｘ射线照射无

ＴＫＩ处理）和ＴＫＩ联合放疗干预组。

１．２．２　噻唑蓝（ＭＴＴ）实验　将培养的细胞置于无血清的培

养基ＤＭＥＭ／Ｆ１２中，同时加不同浓度（０、５０、１００、１５０、２００、

２５０、３００ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＴＫＩ继续培养１２ｈ后，将细胞放到Ｘ射

线治疗仪中照射，然后将细胞移入不含ＴＫＩ的培养基中培养

２４ｈ，每孔加入ＭＴＴ液至终浓度为５ｍｇ／μＬ，继续培养５ｈ，弃

去培养液，每孔加入３００μＬ二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），用酶标仪检

测各孔的犗犇值。每孔设置３个复孔。

１．２．３　克隆形成实验检测细胞存活率　将乳腺癌细胞消化

后，经过细胞计数、稀释，接种到细胞培养皿中分别采用生理盐

水、ＴＫＩ、Ｘ射线和ＴＫＩ联合 Ｘ射线干预，然后将细胞移入不

含ＴＫＩ的培养基中培养４ｄ，用ＰＢＳ漂洗细胞，经１％结晶紫

染色，显微镜下计数，记录大于或等于５０个克隆数的细胞，计

算克隆形成率：克隆形成率＝克隆数／接种细胞数×１００％，克

隆形成抑制率＝（生理盐水组细胞克隆数－实验组细胞克隆

数）／对照组克隆数×１００％，实验重复３次。

１．２．４　建立裸鼠移植瘤模型检测联合治疗对肿瘤生长抑制作

用　将 ＭＣＦ７细胞消化后离心，将细胞沉淀重悬于新鲜的

ＤＭＥＭ培养基中，然后将２×１０６ ＭＣＦ７细胞（１００μＬ）皮下注

射接种到雌性裸鼠的背部，待肿瘤直径达到约１０ｍｍ左右时

用于后续实验。取建模成功的荷瘤小鼠４０只，分成４组，分别

为生理盐水组，ＴＫＩ干预组，Ｘ射线干预组和ＴＫＩ联合放疗干

预组，当肿瘤体积生长到１００～２００ｍｍ３ 时开始给予舒尼替。

给药时采取灌胃给药的方式，每只小鼠每次给药０．２５ｍｇ，每２

天给药１次并测量肿瘤大小。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学分析，计

量资料采用狓±狊表示，采用狋检验，计数资料以率表示，采用

χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＫＩ处理对乳腺癌细胞增殖的影响　利用不同浓度（０、

５０、１００、１５０、２００、２５０、３００ｎｍｏｌ／Ｌ）的ＴＫＩ培养乳腺癌细胞１２

ｈ，在倒置显微镜下观察细胞生长状况，结果显示，任何浓度

ＴＫＩ处理的细胞均出现不同程度的凋亡，不加入ＴＫＩ培养的

细胞生长状态良好，癌细胞凋亡率随ＴＫＩ浓度的增加呈现浓

度依赖性。

２．２　ＭＴＴ实验　ＭＴＴ实验结果显示ＴＫＩ对乳腺癌细胞的

ＩＣ５０和ＩＣ２０分别为１１３ｎｍｏｌ／Ｌ和３４ｎｍｏｌ／Ｌ，因此，后续克

隆形成实验及药瘤衳鼠实验采用ＴＫＩ浓度为１００ｎｍｏｌ／Ｌ；细

胞增殖抑制率随着药物浓度的增加逐渐提高，ＴＫＩ浓度为５０、

１００、１５０、２００、２５０、３００ｎｍｏｌ／Ｌ 对应的增殖抑制率分别为

（１１．２±１．８）％、（２０．３±２．１）％、（２５．７±３．２）％、（４６．９±

３．５）％、（６９．７±５．３）％、（８８．６±５．８）％；Ｘ射线照射（２Ｇｙ）增

值抑制率为（４５．６±５．８）％。单独利用 Ｘ射线照射也可以有

效抑制乳腺癌细胞的增殖。不同浓度ＴＫＩ处理可以增加乳腺

癌细胞的敏感性，且呈剂量依赖性，见表１。

表１　　ＴＫＩ联合Ｘ射线对乳腺癌细胞的影响

准域剂量
ＴＫＩ浓度（ｎｍｏｌ／Ｌ）

５０ １００ １５０ ２００ ２５０ ３００

生理

盐水组

０Ｇｙ ３．３８ ３．２５ ３．１２ ２．９８ ２．７３ ２．５２ ３．５８

２Ｇｙ ２．４２ ２．２１ １．９５ １．５７ １．３４ １．１９ ２．６７

２．３　克隆形成实验检测细胞存活率　克隆形成实验显示，经

过ＴＫＩ处理或Ｘ射线处理细胞后，细胞存活率都降低，细胞存

活率均低于生理盐水组（犘＜０．０１）。ＴＫＩ联合放疗干预组

（ＴＫＩ１００ｎｍｏｌ／Ｌ）细胞存活率最低，明显低于其他干预组，差

异有统计学意义（犘＜０．０１），见表２。

表２　　各组细胞克隆形成的抑制情况

组别 克隆数（狓±狊，个） 抑制率（％）

生理盐水组 ３２８．００±１１．３２ ０

ＴＫＩ干预组（ＴＫＩ１００ｎｍｏｌ／Ｌ） １８４．００±９．２４ ４３．９

Ｘ射线干预组 ２１８．００±８．１８ ３３．５

ＴＫＩ联合放疗干预组（ＴＫＩ１００ｎｍｏｌ／Ｌ） ７９．００±４．３９ ７５．９

２．４　各组荷瘤裸鼠肿瘤的生长情况　对乳腺癌移植瘤的治疗

实验结果显示，ＴＫＩ联合放疗干预组对肿瘤的生长具有最强的

抑制效果，见图１。

图１　　各给药组对荷瘤裸鼠肿瘤生长的抑制效果

３　讨　　论

乳腺癌作为女性最常见的恶性肿瘤，严重危害着广大女性

的身心健康，随着医学治疗技术的进步及对癌症发生研究的深

入，人们对乳腺癌生物学特性的认识观念逐渐发生变化［１０］。

乳腺癌的治疗也从最初单一的手术治疗，发展到如今多种治疗

方式相结合的综合治疗，大大提高了乳腺癌治疗的成功率，明

显提高了乳腺癌患者的成活率［１１１２］。其中放射治疗结合药物

治疗方式逐渐成为乳腺癌治疗手段的研究热点［１３］。

ＥＧＦＲ是含有１１８６个氨基酸的糖蛋白，相对分子质量为

１７０×１０３，具有酪氨酸激酶活性，是一种跨膜分布的细胞表面

传感器。ＥＧＦＲ高表达具有抑制凋亡的作用和促进肿瘤内血

管增生，因此它能够促进肿瘤发生、转移和侵袭［１４］。ＥＧＦＲ表

达异常主要表现为ＥＧＦＲ过表达和（或）突变。研究发现，ＥＧ

ＦＲ在多种肿瘤中有不同程度的表达，头颈部鳞癌中表达率为

９０％～１００％，肺癌中表达率为４０％～８０％，肾癌中表达率为

５０％～９０％，结直肠癌中表达率为２５％～７７％，卵巢癌中表达

率为２５％～７０％，前列腺癌中表达率为３９％～４７％，神经胶质
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瘤中表达率为４０％～６３％，乳腺癌中表达率为１４％～９０％。

ＥＧＦＲ的过表达和（或）突变与肿瘤细胞增殖、新生血管形成、

侵袭、转移、抗凋亡及对放疗耐受等密切相关［１５］。在许多肿瘤

发生的过程中，ＥＧＦＲ家族中的ＥＲＢＢ２在肿瘤细胞中的表达

量明显增加，呈现过表达状态，而ＥＲＢＢ２的过表达可以降低

肿瘤细胞对放射线的敏感性，增强肿瘤细胞的耐受性，进而降

低放射治疗的成功率［１６］。因此，选择以ＥＲＢＢ２为靶点的药

物降低肿瘤细胞对辐射的耐受性，并结合放射治疗在理论上是

一种行之有效的方法。本研究中选择的 ＴＫＩ证实利用其以

ＥＧＦＲ为靶点，通过促进细胞凋亡、降低细胞抗性辐射、抑制血

管形成和减少癌症细胞再增殖的特性，将ＴＫＩ处理与Ｘ射线

放疗相结合［１７１８］，验证联合处理对乳腺癌细胞的抑制作用。

研究结果显示，只用不同浓度的ＴＫＩ处理乳腺癌细胞，也

能在一定程度上抑制乳腺癌细胞的生长，降低细胞的存活率，

抑制效率与ＴＫＩ的处理浓度呈正相关。单独用２Ｇｙ剂量Ｘ

射线照射没有经过ＴＫＩ处理的细胞，也能很好的抑制乳腺癌

细胞的生长，降低其存活率。但是，将ＴＫＩ处理后的细胞，再

利用２Ｇｙ剂量Ｘ射线照射发现，乳腺癌细胞增殖抑制率明显

增加，且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。本研究采用肿瘤细胞

克隆成形实验研究ＴＫＩ联合Ｘ射线对肿瘤细胞的存活率的影

响，结果显示，ＴＫＩ联合 Ｘ射线能够有效抑制肿瘤细胞的增

殖。荷瘤裸鼠的实验结果证实，ＴＫＩ联合 Ｘ射线能够有效抑

制荷瘤裸鼠肿瘤的生长。

本研究初步得出ＴＫＩ处理乳腺癌细胞可能有辐射增敏作

用，这可能是由于ＴＫＩ可以很好地与ＥＲＢＢ２的位点相结合，

进而阻断了乳腺癌细胞的进一步增殖引起的，具体作用机制还

需要进一步的实验证明。本研究为ＴＫＩ在乳腺癌放疗增敏作

用中的应用奠定了基础，为临床中利用药物和放疗相结合的治

疗方式提供新的理论依据。
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ａｌ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＰｒｅｖＲｅｓ（Ｐｈｉｌａ），２０１１，４（８）：１１８１１１８９．

［１４］薄爱华，芦广萍，闫爱春，等．ＥＧＦＲ 和 ＶＥＧＦ在乳腺癌

中表达的临床意义［Ｊ］．中国肿瘤临床，２００８，３４（２３）：

１３２４１３２６．

［１５］谢莹珊，沈宜，隆霜，等．乳腺癌 ＭＤＡＭＢ２３１ 细胞源

ｅｘｏｓｏｍｅｓ对血管内皮细胞 ＥＧＦＲ 表达的影响［Ｊ］．重庆

医学，２０１２，４１（２６）：２６９４２６９７．

［１６］ＨｕｎｇＭＣ，ＬａｕＹＫ．ＢａｓｉｃｓｃｉｅｎｃｅｏｆＨＥＲ２／ｎｅｕ：ａｒｅｖｉｅｗ

［Ｊ］．ＳｅｍｉｎＯｎｃｏｌ，１９９９，２６（４Ｓｕｐｐｌ１２）：５１５９．

［１７］ＫｏｕｓｉｄｏｕＯＣ，ＴｚａｎａｋａｋｉｓＧＮ，ＫａｒａｍａｎｏｓＮＫ．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆ

ｔｈｅｎａｔｕｒａｌｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｉｄｇｅｎｉｓｔｅｉｎｏｎｇｒｏｗｔｈ，ｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

ｂｙｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｉｎｉＲｅｖＭｅｄＣｈｅｍ，２００６，６

（３）：３３１３３７．

［１８］ＫｕｒｏｋａｗａＨ，ＡｒｔｅａｇａＣＬ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｅｒｂＢｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＨＥＲ）

ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｓａｓａｓｔｒａｔｅｇｙｔｏａｂｒｏｇａｔｅａｎｔｉｅｓｔｒｏｇｅｎｒｅｓｉｓｔ

ａｎｃｅｉｎｈｕｍａｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００１，７

（１２）：４４３６４４４２．

（收稿日期：２０１４０３１１　修回日期：２０１４０５２２）

６２ 重庆医学２０１５年１月第４４卷第１期


