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$摘 要% 背景与目的 ! 表皮生长因子受体 %%;#<%*D+, E*(F=" -+/=(* *%/%;=(*!
GHIJ$在绝大部分人类上皮肿瘤中都有表达!其表达高低与放疗抗拒有关’ 我们
检测 KHIJ 酪氨酸激酶抑制剂吉非替尼"E%-#=#$#L$对高表达胃癌细胞株放射增敏
的作用 ! 并初步探讨其机制 ’ 方法 !M%&=%*$ L,(= 法测定 2 株人胃癌细胞株
">NOB9(PH!2Q75(PORC5(OA2(?HP(PORC53(N?@SC!$中 GHIJ 蛋白的表达 !选
取 0 株 GHIJ 相对高表达的胃癌细胞用于后续实验’采用 >@@ 法测定吉非替尼的
半数抑制浓度"97T #$"#L#=#($ /($/%$=*+=#($!U!91$!克隆形成实验计算细胞存活率 !
拟合生存曲线并计算放射生物学参数!流式细胞仪检测吉非替尼联合放疗的凋亡
率及细胞周期分布 ’ 结果 ! 选取 2 株胃癌细胞中 GHIJ 表达最高的 >NOB9 和
PH!2Q15 细胞! 发现其存活率均随吉非替尼浓度或放射剂量的增加而明显下降
"CV7:79$’ >@@ 法检测吉非替尼对 >NOB9 及 PH!2Q75 细胞的 U!97 分别为 7:B
DD(, W X 和 1:A DD(, W X’ >NOB9 细胞在 1:5YU.97及 7:0YU.97剂量下的增敏比"PKJ$
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曹卫国!等! 吉非替尼对胃癌细胞株放射增敏的作用

胃癌治疗的关键在于早期发现!早期诊断"及
时行根治性手术切除# 但胃癌发现时常为进展期"
单靠扩大手术切除往往不能清除体内所有癌细胞"
常有亚临床病灶残留"而单纯辅助化疗的效果又不
确切"复发转移率很高"尤其是局部复发"可达 "#$
以上$ %&’#(() 临床试验 %(&研究了 "") 例胃和胃食
管交界处癌患者" 发现根治术后辅以氟尿嘧啶’"*
+,(化疗及放疗"与单纯手术组相比"可使中位生
存期由 -. 个月延长至 /) 个月"因而提出对于具有
高复发风险的’肿瘤侵犯全层和 0或淋巴结转移(进
展期胃癌"在根治术后应辅以放化疗$ 但该研究中
联合放化疗的不良反应影响了患者的安全性及耐

受性" 特别是 "*+, 引发的骨髓抑制及消化道反应
较为显著"因此寻找高效低毒的放射增敏剂便成为
临床研究的重要课题"其中 12+3 酪氨酸激酶抑制
剂’456789:; <9:=8; 9:>9?9476"12+3*’@%(吉非替尼是
研究的热点之一$本实验采用胃癌细胞株进行体外
研究"观察吉非替尼与放射的协同作用"及其对胃
癌细胞放射敏感性的影响"以期对吉非替尼联合放
疗用于临床治疗胃癌提供理论依据$

! 材料与方法

!"! 主要试剂
3AB%*()CD 及胰蛋白酶为 29?E7 F3G 公司产

品"FHI蛋白定量试剂盒为 A9;6E;公司产品"羊抗人
12+3 多克隆抗体为 3JK 8584;L8 公司产品" 驴抗
羊二抗为 3JK 8584;L8 公司产品" 兔抗人 2IAKM
多克隆抗体为 N9OL= 公司产品 " 羊抗兔二抗
’KI@P(为 K;:L=6< 公司产品"B’’ 为 IL;68E7 公
司产品"3&I酶及碘化丙啶’A%(为 N9OL=公司产品"
I::;Q9: !*+%’H 凋亡检测试剂盒 ’F;E47:*K9E<87"
2;6L=:5(" 其他普通试剂均为国产分析纯产品"吉
非替尼由 I846=*R;:;E= 公司出产$
!"# 细胞培养
人胃癌细胞株 B@&C"!N2H.SD(!N&,*(!&T.!

I2N!N&,*()!@I’P*"由上海市消化外科研究所
传代保存"均系腺癌"贴壁率均在 SDU以上"用含
(D$胎牛血清的 3AB%*()CD培养基"在 /.V!"UHP-

饱和湿度条件下传代培养"选用对数生长期细胞进
行实验$
!"$ 蛋白提取及 %&’(&)* +,-( 分析
收集 (W(#.个胃癌细胞"加入 -## #X 细胞裂解

液’(# :L7X Y G M1A1N ZM .[S" ([" LL7X Y G BOHX-"
(D LL7X Y G @HX"D[" LL7X Y G K’’"D[- LL7X Y G
ABN+" D[( LL7X Y G 1K’I("冰上孵育 /D L9:’期间
加入 D[)U &A*CD ([- #X("(C DDD!" 离心 (" L9:"
取上清蛋白"FHI 法测定总蛋白浓度$
取各株细胞 (DD #O 总蛋白进行不连续 NKN*

AI21 凝胶电泳"电转移至硝酸纤维素滤膜)加入
(\(DD 稀释的 12+3 抗体或 2IAKM 抗体" 室温下
孵育 ( >"AFN 洗膜 / 次"加入 (\(DD 稀释的相应二
抗" 室温下孵育 ( >" &F’ ] FH%A 显色" +X^76*N’B
B^X49L=O;6 图像扫描" 以 2IAKM 为内对照校正加
样蛋白总量$
!". /00 法测定吉非替尼对各细胞 1234

细胞消化!计数"按每孔’D["_(!D(W(D" 细胞均

匀接种于 S) 孔培养板"-C > 细胞贴壁后" 将 (D 倍
稀释!不同浓度的吉非替尼分别加入各孔内"每浓
度设 C 个复孔" 并设不加药的细胞对照和背景对
照$ 药物作用 .- > 后" 每孔加入 " LO ] LX 的 B’’
溶液 -D #X"继续孵育 C > 终止培养"("DD 6 ] L9: 离
心 (D L9: 后弃上清" 用 KBNP ("D #X 溶解沉淀"
".D :L波长测量吸光度"计算细胞抑制率$抑制率‘
(a’#’a$#( Y ’$Ha$#(&W(##U"’$’和 $H分别为实验

孔和细胞对照孔吸光度"$#指药物浓度相同而不含

细胞的背景对照("并根据改良 M;6?84 法%-&计算半数

抑制浓度’%H"#("实验重复 C 次"计算 %H"#平均值$
!"3 克隆形成实验
取对数生长期的胃癌细胞" 分别作用于 #W!

#[(W!#[-W%H"# 的吉非替尼 .- >"消化计数"制备单
细胞悬液"按照射剂量不同在直径 " EL双层软琼脂
平皿中接种不同数量的细胞 ’按 #!-!C!)!T!(#
25 剂量不同 "接种细胞的数量分别为每孔 "##!
( ###!- "##!" ###!. "##!(# ###($ 细胞贴壁后"
使用西门子 B;b=467: 型直线加速器产生的 )Bc 能
量 d 射线照射" 剂量率 - 25 Y L9:"/# ELW/# EL 照
射野" 照射时细胞培养皿表面放置 ([" EL 厚有机
玻璃板"照射源至有机玻璃板距离为 (## EL$ 分别
给予 #!-!C!)!T!(# 25 单次剂量照射$然后将细胞

分别为([(#- 和 ([("C"N2H.S#( 则为 ([#S- 和 ([(.)$吉非替
尼或照射均可增加凋亡率"减少 N 期细胞比例及增加 2- Y B
期细胞比例’%e#[#(($ 结论!吉非替尼序贯照射应用可提高
12+3 高表达胃癌细胞的放射敏感性并阻碍细胞增殖!促进
凋亡和干扰细胞周期分布$ 吉非替尼有望成为 12+3 高表
达胃癌的放射增敏剂$
关键词 !胃肿瘤 ) B@&C" 细胞株 ) 吉非替尼 Y放射增敏剂)
放射敏感性) 体外照射
中图分类号!3./"[-"3./*/) 文献标识码!I
文章编号!(###aC).d’-##.((-a(//#a#)
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置于 !"#!$%&’( 的恒温培养箱中培养 )* 天"结
晶紫染色"计数细胞数!$+ 的克隆# 根据实验所得
计算各组细胞存活率" 用 ’,-.-/ "0$ 软件绘制细胞
存活曲线$根据单击多靶模型和线性二次模型拟合
后分别计算平均致死剂量 %123/ 425634 7892"!+&!
准阈剂量%:;39-<56,296847"!:&!照射 ( => 时的细胞
存活率%?@(&!放射增敏比%?ABC对照组 !+ D药物处
理组 !+&及 !!" 等放射生物学参数$
!"# 流式细胞仪检测细胞周期
实验分 E 组’#对照组%未加药物或照射处理"

仅为细胞对照&( $+0)FG&$+ 吉非替尼处理组 (%
+0(FG&$+ 吉非替尼处理组(&单纯照射组 %$ =>&(
’+0)FG&$+吉非替尼H照射%$ =>&组((+0(FG&$+吉非

替尼H照射%$ =>&组$ 取对数生长期的胃癌细胞"分
别根据实验分组进行相应处理"(* 6 后消化计数"
取 )F)+E个细胞""+%乙醇固定过夜"加入 ) %BIJ
酶 !"#消化 )$ 1-/" 然后加入 (+ 1. D K LG 染色 )$
1-/"!++ 目尼龙网过滤"流式细胞仪检测细胞周期$
!"$ 流式细胞仪检测细胞凋亡率
细胞实验及分组同细胞周期检测$ 按 J//2M-/

)<@GN& 凋亡检测试剂盒说明书操作$ 细胞消化!
冲洗"然后以 )F结合缓冲液稀释为浓度 )F)+E D 14(
每组取 )++ *4%)F)+$ 细胞&"分别加入 J//2M-/ )
及 LG 各 $ *4 双标染色"轻柔振荡"室温下避光保
存 )$ 1-/(最后加入 *++ *4 )F结合缓冲液"然后在
流式细胞仪分析$
!"% 统计学分析
使用 ?L??)!0+ 统计软件包"吉非替尼及放射

效应的比较采用方差分析""O+0+$ 认为差异具有
统计学意义$

& 结 果

&"! ’()*(+, -./* 检测结果
" 株胃癌细胞中 A=@B 的表达水平各异"其中

PQI*$!?=&"R+) 表达最高"?IS<)E 及 J=? 次之"

其余 ! 株细胞表达较低"自强至弱依次为’?IS<)T
QJN’<+TIU""见图 )$

&"& 吉非替尼 0123检测结果

PQI*$ 及 ?=&"R+) 细胞对吉非替尼的 G&$+分

别为 +0* 1184 D K 和 +0U 1184 D K" 而其余 $ 株细胞
均对吉非替尼不敏感"G&$+ 未能测出$ 故分别选择
PQI*$ 及 ?=&"R+) 细胞吉非替尼 G&$+值的 ) D $ 及
) D )+ 浓度"即接近无毒药物浓度"应用于克隆形成
实验$
&"4 吉非替尼对胃癌细胞放疗敏感性的影响
不同处理组胃癌细胞的存活率见表 )"PQI*$

细胞不同照射剂量组间的存活率差异具有显著性

%"O+0++)&" 而不同吉非替尼浓度组间存活率差别
亦有显著性%"C+0++R&$ ?=&"R+) 细胞与之相似"不
同照射剂量组间%"O+0++)&及不同药物剂量组间的
差异均有统计学意义%"O+0+$&$
不同处理组胃癌细胞的放射生物学参数检测

见表 ("无吉非替尼作用时"PQI*$ 细胞的 !+!!:!
?@(等多项指标均高于 ?=&"R+)" 提示后者的放疗
敏感性相对较高$ 而随吉非替尼剂量的增加"( 株
胃癌细胞的放射敏感性也相应增强"并表现出一定
的剂量依赖性"PQI*$ 细胞在 +0)FG&$+ 及 +0(FG&$+

剂量下的 ?AB 分别为 )0)+( 和 )0)$*"?=&"R+) 细
胞则为 )0+R( 和 )0)"E$ 不同处理组胃癌细胞的克
隆形成情况见图 ("存活曲线见图 !$

图 ) V2952,/ W485 检测 " 株胃癌细胞中 A=@B 及 =JLXY
的表达

@-.;,2 ) AMZ,299-8/ 8[ 2Z-72,134 .,8\56 [3]58, ,2]2Z58,
%A=@B& -/ " .395,-] ]3/]2, ]244 4-/29 7252]527 W> V2952,/ W485
K3/2 )’PQI*$ ]2449( 43/2 (’?=&"R+) ]2449( 43/2 !’?IS<) ]2449(
43/2 *’IU" ]2449( 43/2 $’J=? ]2449( 43/2 E’?IS<)E ]2449( 43/2 "’
QJN’<+ ]24490

表 ! 吉非替尼不同浓度处理组 "#$%& 和 ’()*+,- 细胞的存活率
./012 - ’34565/1 4/728 9: ";$<& /=> ’(?*+,- @2118 /:724 >6::242=7 742/7A2=78 9: B2:676=60 /=> 644/>6/769=

&244 4-/2

PQI*$

?=&"R+)

=2[-5-/-W
]8/]2/5,35-8/%1184 D K&

+0++
+0+*
+0+U
+0++
+0+U
+0)E

+ =>
)++
)++
)++
)++
)++
)++

( =>
"E0$
")0R
ER0U
"(0"
ER0$
E*0E

* =>
$!0(
*$0!
!R0"
**0"
!R0(
!(0)

E =>
!"0$
(E0!
(*0U
(U0!
((0$
)R0)

U =>
R0(
$0U
!0*
U0"
E0!
!0!

)+ =>
+0R
+0E
+0!
)0+
+0E
+0!
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图 4 不同处理组胃癌细胞克隆形成实验
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表 ! 不同处理组 "#$%& 和 ’()*+,- 细胞的放射生物学参数
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N)!67"

M*)+4
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4*K5K
4*5/I

NO!67"

4*/4+
4*)M)
+*=+/
+*J=4
+*I/4
+*55+

H>4

)*/+/
)*5=+
)*5K/
)*/)+
)*5I)
)*55M

HPQ

+*+)4
+*+/5

+*)J4
+*+IK

N)# ’%&( 9%#A&9 8"G%$ NO# O?&G2R#A$%GA"98$ H>4# G?$S2S&9 1$&B#2"( "1 4 67$ HPQ# $&82"G%(G2#2T&#2"( %(A&(B%’%(# $&#2"*

!"# 细胞周期分布的变化
EF!5/ 及 H6.IJ)+ 经不同浓度吉非替尼作用

后#6) : 6+ 期细胞比例显著增加#64 : E 期细胞比例
仅轻微增加# 而 H 期细胞比例减少$ 经 / 67 照射
后 #64 : E 期细胞比例显著增加 #H 期细胞比例减
少$当吉非替尼与 / 67 照射序贯应用时#除 64 : E
期细胞比例增加外#6) : 6+及 H 期细胞比例均减少#
而且 H 期比例显著低于单纯加药组或放疗组 %

EF!5/ 及 H6.IJ)+ 两株细胞变化趋势相似# 统计
分析显示不同处理组之间#H 期及 64 : E 期细胞比
例差别存在显著性!!U)*))+"% 见表 M%
!"$ 细胞凋亡率的变化
两株细胞在经 / 67 照射及不同浓度吉非替尼

处理后#凋亡率均有所升高#尤其以吉非替尼序贯
照射应用为著#EF!5/ 联合处理组的凋亡率达对
照组的 M倍# 并高于单一照射或吉非替尼处理组的
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8, A 8.
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2F-2GD,-C,
2C-E7D.-BH
27-.7DB-7,
BG-EFD,-22
B.-E7D7-2H

I,-,.

J
BC-.,DG-FC
GC-ECD.-B7
GH-F.D,-BG
7F-2BDB-,B
7H-2BD7-CC
7,-72D.-.B

I,-,.

87 A K
G-,HD7-GG
G-BED.-7C
B-GFD.-..

7,-GBDC-7.
7E-BED7-H7
GF-CGD7-CE

I,-,.

8, A 8.

BE-7.D7-FF
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2H-FED7-EG
G.-BHD,-2F
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I,-,.

J
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,-,.

87 A K
G-GCD.-,F
B-F2D.-72
2-H,D,-BF

G.-H2D7-CG
GC-,HD2-EC
BC-HED,-HC

I,-,.

表 ! 不同处理组 "#$%& 和 ’()*+,- 细胞的周期分布
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图 G KO*B2 及 J81FE,. 细胞不同处理组的存活曲线
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表 A 不同处理组 "@$A& 和 ’(4*+,- 细胞的凋亡率
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.-2倍左右 # 差异具有统计学意义 !!T,-,7."$
J81FE,. 细胞相差略小#但联合组凋亡率也在对照
组 7 倍以上!!I,-,,."#见表 B%

! 讨 论

在上皮来源的恶性肿瘤组织中 U8RV 均有不

同程度表达# 其中胃癌的 U8RV 表达水平为 GGQW
C.Q&G’#属于该信号转导途径过度表达的肿瘤类型
之一% U8RV 与其配体 !U8R#!8RX!"结合后被激
活#介导一系列细胞生长信号#继而促进肿瘤形成
和侵袭性生长#U8RV 表达增高提示预后不良#亦
是预测放疗抗拒的重要指标 &B#2’% 本实验发现 F 株
胃癌细胞中 U8RV 的蛋白表达水平各有不同#其中
KO*B2(J81FE,. 等 B 株细胞表达较高# 全组比例
为 2F-.Q!B A F"#与文献报道&H’相似% 吉非替尼是临
床应用较早的 U8RVXSO0# 该药可特异性作用于肿
瘤细胞#而对机体正常组织无毒或低毒#因而是一
个理想的放射增敏剂% Y5;;5$&= 等 &F’将人结肠癌

Z+@+ 细胞株与吉非替尼孵育 H 天后#加分割放疗 7
89 A天 #连续 G 天 #抗增殖效应显著提高 #随后的
Z+@+ 移植鼠的实验进一步证实#无论单次或分割放
疗#加用吉非替尼的抗肿瘤效应好于单独放疗或单用
吉非替尼#吉非替尼加放疗的抗肿瘤效应#等同于放
射剂量增加 H,QWHFQ#在毒性不相重叠的情况下#
可获得明显的治疗增益#证实了该药的应用价值%
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本实验中#放射及吉非替尼单独或序贯应用均
导致细胞生长抑制$ 胃癌细胞存活率与放射剂量%
吉非替尼浓度之间存在一定剂量 ,浓度依赖效应$
本实验发现随吉非替尼浓度的增加#胃癌细胞的放
疗敏感性也相应增强 $ " 株胃癌细胞的 !* 值在

"+$%’-#+*!" 之间#./"值在 *+$$#-*+%!% 之间#证实
胃癌细胞属放射中等敏感的肿瘤$从细胞存活曲线
可见#与对照组相比#加用吉非替尼可使曲线肩区
趋窄#反映亚致死损伤修复水平的 01 值降低&而直
线部分斜率增大#反映平均致死水平的 0*值变小#
意味着胃癌细胞株的亚致死损伤修复能力减弱和

放射敏感性增加$ 本实验 234$% 细胞在 *+!567%*

及 *+"567%* 剂量下的 .89 分别为 !+!*" 和 !+!%$#
.:7’)*! 细胞则为 !+*)" 和 !+!’&# 可见胃癌细胞
经吉非替尼诱导后#出现轻度但却与放射剂量一致
的增敏效果$
流式细胞仪检测结果表明#234$% 与 .:7’)*!

细胞在经吉非替尼处理后凋亡率有所增加#但随药
物浓度增加程度不明显#而单纯放射引起的凋亡与
加药组相近&在吉非替尼序贯照射应用后#凋亡率
显著升高#分别达对照组的 " 倍与 # 倍#反映出吉
非替尼与射线的协同增效作用$ 细胞周期检测发
现# 这种协同作用与放射敏感的 :" , 2 期比例增
加%放射耐受的 . 期比例下降有关$ ;<=>?@ 等 !("采

用人结肠癌%卵巢癌%非小细胞肺癌#和卵巢癌细胞
株#分别作用于吉非替尼和 ,或射线#也证实了吉非
替尼与放疗联用时#凋亡率显著增高#放疗耐受的
. 期细胞比例显著下降&该研究还发现随吉非替尼
浓度增高#凋亡率也有所升高#而本研究未能呈现
出显著的吉非替尼浓度依赖性关系#推测可能与不
同细胞株生物学特性的差异有关$
目前 #8:/9 已经成为抗肿瘤治疗的重要靶

点# 临床应用较早的 8:/9 靶向药物即吉非替尼#
由于该药选择性作用于肿瘤细胞的信号传递路径#
对正常细胞影响轻微#因此具有超越常规化疗药
物的放疗增敏优势 !)"$ 此外 #其它 8:/9AB36 如
8CD@E<><F !!*"#8:/9 单克隆抗体 7GEHI<J=F !!!"也在临

床前研究中显示出良好的放疗增敏效应#同样证实
了 8:/9 靶向药物放疗增敏战略的可行性$
本实验结果显示#在体外培养的胃癌细胞系中#

8:/9 呈中高度表达#对照射中度敏感#吉非替尼
对 8:/9 高表达的胃癌细胞具有一定放疗增敏作

用#可降低胃癌细胞增殖能力#并可诱导细胞凋亡%
改变细胞周期分布$因而在进展期胃癌的辅助治疗
中# 放疗联合 8:/9 靶向药物具有一定的应用前
景#值得深入研究$
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