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全反式维甲酸对人肺腺癌 Ａ５４９细胞放射敏感性的影响
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【摘　要】目的：研究全反式维甲酸（Ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）对体外培养的人肺腺癌Ａ５４９细胞的放射敏感性的影响及其
可能的作用机制。方法：对数生长期的Ａ５４９细胞，分为对照组、单纯 ＡＴＲＡ组、单纯照射组、联合组（ＡＴＲＡ＋照射组）。ＭＴＴ
法检测生长抑制率并筛选最佳实验浓度；克隆形成实验检测放射增敏作用；流式细胞术（Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ＦＣＭ）检测各组的细
胞周期及凋亡；反转录聚合酶链反应（ＲｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＰｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴＰＣＲ）法检测各组 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达；
酶联免疫吸附测定法（Ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法检测各组细胞上清液中血管内皮生长因子（Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）值。结果：选择１０μｍｏｌ?Ｌ的ＡＴＲＡ作为最佳实验浓度；ＡＴＲＡ对Ａ５４９细胞有放射增敏作用；单纯
ＡＴＲＡ组的Ｇ０?Ｇ１期比例较对照组明显增加（Ｐ＜００５），细胞凋亡率差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；联合组ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表
达较单纯放疗组明显减少（Ｐ＜０．０５）；联合组上清液ＶＥＧＦ水平较单纯照射组明显减少（Ｐ＜０．０５）。结论：ＡＴＲＡ对 Ａ５４９细
胞有放射增敏作用，其机制可能与ＡＴＲＡ对Ａ５４９细胞的直接抑制、诱导细胞周期的再分布、诱导凋亡和下调肿瘤细胞 ＶＥＧＦ
的表达有关。

【关键词】非小细胞肺癌；全反式维甲酸；放射敏感性

【中国图书分类法分类号】Ｒ７３０．５；Ｒ７３４ 【文献标志码】Ａ 【收稿日期】２０１１０８１９

ＥｆｆｅｃｔｏｆａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｏｎｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９
ＣＨＥＮＣｈｅｎｇ１，ＷＵＹｏｎｇｚｈｏｎｇ２，ＸＵＹｉｎ１，ＣＨＥＮＸｉａｏｐｉｎ１

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＯｎｃｏｌｏｇｙ，ｔｈｅＦｉｒｓｔＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ；
２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＲａｄｉａｔｉｏｎＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＴｕｍｏｒＩｎｓｔｉｔｕｔｅ）

【Ａｂｓｔｒａｃｔ】Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ（ＡＴＲＡ）ｏｎｌｕｎｇｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｌｉｎｅＡ５４９ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎｖｉｔｒｏａｎｄｉｔｓｐｏｓｓｉｂｌｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＴｈｅＡ５４９ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｆｏｕｒｇｒｏｕｐｓ：ｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＡＴＲＡｇｒｏｕｐ，ｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ，ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（ＡＴＲＡｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｒａｄｉａｔｉｏｎ）．ＭＴＴａｓｓａｙｗａｓｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅａｎｄｔｏｆｕｒｔｈｅｒｆｉｌｔｅｒｏｕｔｔｈｅｂｅｓｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆＡＴＲＡ．Ｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｃｌｏｎｅｆｏｒ
ｍａｔｉｏｎｔｅｓｔ．Ｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＲＴＰＣＲ．
ＴｈｅＶＥＧＦｖａｌｕｅｓｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：ＴｈｅｏｐｔｉｍａｌｄｏｓｅｏｆＡＴＲＡｗａｓ１０μｍｏｌ?Ｌ．ＡＴＲＡｃａｎｅｎ
ｈａｎｃｅｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ．ＴｈｅｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｏｆＧ０?Ｇ１ｐｈａｓｅｉｎＡＴＲＡｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈａｔ
ｉｎｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）；ｓｔａｔｉｓｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｂｅｔｗｅｅｎＡＴＲＡｇｒｏｕｐａｎｄｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｒｅｄｕｃｅｄｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅＶＥＧＦｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ（Ｐ＜
００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＡｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＡ５４９ｃｅｌｌｓ．Ｔｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈｔｈｅｄｉ
ｒｅｃｔｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＡＴＲＡｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ，ｒｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｎｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｃｙｃｌｅ，ｉｎｄｕｃｅｍｅｎｔｏｆｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｉｎｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ．
【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ；ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ；ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ

　　肺癌是世界范围内最为常见的恶性肿瘤之一，
非小细胞肺癌（Ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）
约占全部肺癌病例的８０％。肺癌的治疗需要采用

综合治疗手段，放射治疗是肺癌治疗的重要手段之

一。放疗作为治疗局部晚期 ＮＳＣＬＣ患者的重要手
段，放射增敏剂的研究是肺癌临床研究的一个热点。

研究表明，维甲酸（Ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＲＡ）类化合物具有
抑制细胞增殖、诱导肿瘤细胞分化及程序性死亡、抗

肿瘤血管生成、抑制细胞分裂等特性［１，２］。全反式维
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甲酸（Ａｌｌｔｒａｎｓｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄ，ＡＴＲＡ）是维生素Ａ的代
谢产物之一，可以诱导多种肿瘤细胞分化、逆转肿瘤

细胞的恶性表型，是目前比较理想的诱导分化剂之

一。本实验探讨 ＡＴＲＡ是否可增加人肺腺癌 Ａ５４９
细胞的体外放射敏感性，研究目的在于为临床上使

用ＡＴＲＡ同步放射治疗ＮＳＣＬＣ提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料、试剂及仪器
人肺腺癌细胞株Ａ５４９（重庆医科大学生命科学院），ＡＴ

ＲＡ（Ｓｉｇｍａ公司），ＰＲＭＩ１６４０培养基、胰蛋白酶（ＧＩＢＣＯ公
司）；胎牛血清（杭州四季青生物公司）；ＲＴＰＣＲ试剂盒及
ＤＮＡｍａｒｋｅｒ（ＴａＫａＲａ宝生物工程有限公司），ＰＣＲ引物（上海
生工生物工程有限公司），ＥＬＩＳＡ试剂盒（上海沪尚生物有限
公司）。

ＹＪ１４５０型超净工作台（苏州净化设备厂）；倒置显微镜
（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；Ｖａｒｉａｎ２３ＥＸ医用直线加速器（美国
Ｖａｒｉａｎ公司）；流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＰＣＲ扩增仪（美
国ＢｉｏＲａｄ公司）；凝胶成像分析系统（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
电泳仪及电泳槽（美国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　实验方法
１．２．１　细胞培养　人肺腺癌细胞株 Ａ５４９在含１０％灭活胎
牛血清的ＰＲＭＩ１６４０培养基中，于３７℃５％ＣＯ２及饱和湿度
的条件下传代培养。实验均采用对数生长期细胞。

１．２．２　照射条件　采用 ６ＭＶＸ线照射，吸收剂量率 ３００
ｃＧｙ?ｍｉｎ，源皮距（ＳＳＤ）为１００ｃｍ，照射面积２０ｃｍ×２０ｃｍ。
１．２．３　细胞的生长抑制率　用 ＭＴＴ法检测 ＡＴＲＡ对 Ａ５４９
细胞的生长抑制率，筛选ＡＴＲＡ的最佳实验浓度。取对数生
长期Ａ５４９细胞，按１０４个?ｍｌ细胞浓度接种于３块９６孔的
培养板中，每孔２００μｌ，于３７℃ ５％ＣＯ２培养箱中培养。待
细胞贴壁后，弃旧培养基，加入含 ＡＴＲＡ浓度为０００（对照
组）、１２５、２５０、５００、１０００、２０００、４０００μｍｏｌ?Ｌ的培养液，
每孔２００μｌ，同时设置调零孔（每孔加培养液２００μｌ），每组
设置５个复孔。于培养箱中分别继续培养２４、４８、７２ｈ后，每
孔加入２０μｌＭＴＴ，继续培养４ｈ后终止培养。吸弃孔内上
清液以ＰＢＳ洗涤 １次，每孔加入 １５０μｌ二甲基亚砜（ＤＭ
ＳＯ），振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解。用酶标仪测４９０ｎｍ
波长处的吸光度（Ａｂｓｏｒｂｅｎｃｅ，Ａ）值，计算各组的细胞生长抑
制率：细胞生长抑制率＝（对照组 Ａ值 －实验组 Ａ值）?对照
组Ａ值 ×１００％，实验重复３次，取平均值。
１．２．４　克隆形成实验　将对数生长期的 Ａ５４９细胞消化成
单细胞悬液，以每皿约１００～１５０个克隆的密度，分别接种于
６０ｍｍ的培养皿。待细胞贴壁后，分４组进行实验。①对照
组：不做任何处理。②单纯 ＡＴＲＡ组：１０μｍｏｌ?ＬＡＴＲＡ作用
２４ｈ。③单纯照射组：不同剂量Ｘ射线照射。④联合组（ＡＴ
ＲＡ＋照射组）：１０μｍｏｌ?ＬＡＴＲＡ作用２４ｈ＋不同剂量Ｘ射线
照射。③、④组设不同照射剂量亚组。①、②组于细胞贴壁
后分别更换不含和含１０μｍｏｌ?ＬＡＴＲＡ培养液继续培养２４

ｈ，之后采用无药培养液继续培养１４ｄ。④组于细胞贴壁后
更换含１０μｍｏｌ?ＬＡＴＲＡ培养液继续培养２４ｈ，之后③、④组
给予２、４、６、８ＧｙＸ线照射。照射后，采用无药培养液继续培
养１４ｄ。用无水乙醇固定，结晶紫染色，计数大于５０个细胞
的克隆数。实验重复３次。计算克隆形成率（ＰＥ）＝（克隆
数?接种细胞数）×１００％。细胞存活分数（ＳＦ）＝某一剂量
照射组的克隆数?（该组细胞接种数 ×未照射组克隆形成
率）。按照多靶单击模型ＳＦ＝１（１ｅＤ?Ｄ０）Ｎ拟合细胞存活曲
线，计算放射敏感性参数ＳＦ２、Ｄ０、Ｄｑ及Ｎ值。
１．２．５　流式细胞仪检测各组细胞的细胞周期和细胞凋亡　
实验分为４组：对照组（不做任何处理）；单纯 ＡＴＲＡ组（１０
μｍｏｌ?ＬＡＴＲＡ作用２４ｈ）；６Ｇｙ照射组；联合组（１０μｍｏｌ?Ｌ
ＡＴＲＡ作用２４ｈ＋６Ｇｙ照射）。各组细胞进行相应处理后，
将４组细胞都更换无药培养液继续培养２４ｈ后，用０．２５％
胰酶消化，制备成单细胞悬液，固定染色，采用流式细胞仪上

机检测。实验重复３次。
１．２．６　ＲＴＰＣＲ法检测各组细胞 ＶＥＧＦｍＲＮＡ表达　实验
分组同１．２．５。各组细胞进行相应处理后，将４组细胞继续
培养２４ｈ。采用 Ｔｒｉｚｏｌ法提取总 ＲＮＡ。紫外分光光度计测
定Ａ２６０ｎｍ?Ａ２８０ｎｍ值，检测细胞总ＲＮＡ的浓度和纯度。按逆转
录试剂盒的操作要求完成逆转录后，取２μｌ的ｃＤＮＡ反应液
进行 ＰＣＲ反应。ＶＥＧＦ引物序列：上游 ５’ＧＧＧＣＡＡＡＴＡ
ＴＧＡＣＣＣＡＧＴＴＴＴ３’，下游 ５’ＡＧＴＧＧＴＴＴＣＡＡＴＧＧＴ
ＧＴＧＡＧＧ３’，扩增长度４３２ｂｐ；βａｃｔｉｎ引物序列：上游５’
ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ３’，下游 ５’ＧＧＧＣＡＣ
ＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ３’，扩增长度２８５ｂｐ。反应结束后，
ＰＣＲ产物在２％琼脂糖凝胶中进行电泳分离，溴化已锭染
色。实验重复３次。经ＵＶＰ凝胶成像系统扫描，并用软件进
行光密度分析，根据 ＶＥＧＦ与 βａｃｔｉｎ灰度比值，进行目的基
因表达的半定量分析。

１．２．７　ＥＬＩＳＡ法检测各组的ＶＥＧＦ值　实验分组同１．２．５。
各组细胞进行相应处理后，将４组细胞继续培养１２、１８、２４ｈ
后，１０００ｒ?ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收集细胞培养上清液，－２０℃保
存待测。按照 ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒操作步骤依次加样、温
育、洗涤、显色、酶标仪４５０ｎｍ测量各孔的 Ａ值。取复孔的
平均值，经曲线软件求出标准曲线方程，计算出样本 ＶＥＧＦ
的浓度（ｎｇ?Ｌ）。
１．３　统计学处理

结果以平均值±标准差（珋ｘ±ｓ）方式表示，细胞存活曲线
采用Ｓｉｇｍａｐｌｏｔ１１．１软件拟合。采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件分
析数据，显著性检验采用单因素方差分析和配对ｔ检验，Ｐ

!

０．０５表示有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＭＴＴ法检测ＡＴＲＡ对Ａ５４９细胞的ＯＤ值及抑制率
由表１可知 ＡＴＲＡ对 Ａ５４９细胞有增殖抑制作用，并呈

时间剂量依赖关系。直线回归法计算 ＡＴＲＡ作用 ２４ｈ的
ＩＣ２０＝８．５９μｍｏｌ?Ｌ，ＩＣ３０＝１５．４３μｍｏｌ?Ｌ。国际上通常采用药
物的ＩＣ２０～３０的浓度用于放射增敏研究，本实验选择１０μｍｏｌ?
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Ｌ的ＡＴＲＡ作为后续实验浓度。

表１　ＡＴＲＡ对Ａ５４９细胞的生长抑制率
Ｔａｂ．１　ＧｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅｏｆＡＴＲＡｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

ＡＴＲＡ浓度
２４ｈ

抑制率（％）
４８ｈ

抑制率（％）
７２ｈ

抑制率（％）
０００   
１．２５ ３．５１±０．４２ ７．６２±０．３６ １１．９７±０．４７
２．５０ ９．１３±０．６７ １４．３７±０．４９ ２０．５８±０．６１
５００ １５．８７±０．５６ ２２．５４±０．４１ ２９．７３±０．６９
１０．００ ２４．６５±０．６３ ３１．４６±０．５２ ３９．８１±０．６５
２０．００ ３１．７２±０．５９ ４０．７５±０．７８ ５２．１６±０．５４
４０．００ ３６．９６±０．７５ ４７．１９±０．７３ ５９．４２±０．８２

２．２　克隆形成实验结果
根据克隆形成实验所得的存活分数（Ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎｓ，

ＳＦ），计算出照射组及联合组的ＳＦ２、Ｄ０、Ｄｑ及Ｎ值（表２），多
靶单击模型拟合细胞存活曲线（图１）。结果表明，联合组的
存活曲线较单纯照射组整体下移，曲线肩区明显缩小变窄；联

合组的ＳＦ２、Ｄ０、Ｄｑ均低于单纯照射组，且各剂量点的存活分
数均低于照射组，说明 ＡＴＲＡ在一定程度上提高了放射敏
感性。

表２　ＡＴＲＡ对Ａ５４９细胞放射敏感性的影响
Ｔａｂ．２　ＲａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＴＲＡｏｎＡ５４９ｃｅｌｌｓ

组别 ＳＦ２ Ｄｏ（Ｇｙ） Ｄｑ（Ｇｙ） Ｎ
照射组 ０．８８９ ４．１５７ ３．４３２ ２．２８３
联合组 ０．８２０ ３．９５３ ２．４４９ １．８５８

图１　Ａ５４９细胞照射组与联合组的细胞存活曲线
Ｆｉｇ．１　 Ｃｅｌｌｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｉｎｒａｄｉａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

ａｎｄｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

２．３　细胞周期及凋亡结果
单纯ＡＴＲＡ组的Ｇ０?Ｇ１期比例较对照组明显增加（Ｐ!

０．０５）；６Ｇｙ照射组的Ｇ２?Ｍ期比例较对照组明显增加（Ｐ!

０．０５）；联合组凋亡率明显增加，与单纯 ＡＴＲＡ组及６Ｇｙ照
射组相比差异有统计学意义（Ｐ

!

０．０５）；各作用组凋亡率与
对照组相比差异有统计学意义（Ｐ

!

０．０５）。见表３，图２、３。
２．４　ＲＴＰＣＲ检测结果

联合组ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达较单纯放射组明显减少（Ｐ
＜０．０５）。见表４，图４。

图２　各组细胞的周期分布
Ｆｉｇ．２　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

图３　各组细胞的凋亡率
Ｆｉｇ．３　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

表３　各组细胞的周期分布及凋亡率
Ｔａｂ．３　Ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
细胞周期分布（％）

Ｇ０?Ｇ１ Ｓ Ｇ２?Ｍ
凋亡率（％）

对照组 ４７．８８±１．０４ ２７．３７±０．９３ ２４．７５±０．８５ ７．６３±０．５２

单纯ＡＴＲＡ组 ５６．４５±１．２６ ３０．５５±１．０８ １３．００±０．７９ １５．６４±０．７３

６Ｇｙ照射组 ４６．３３±１．３９ １９．７８±０．８９ ３３．８９±１．２４ １８．０１±１．０５

联合组 ３６．０６±１．３２ ３３．６２±１．１５ ３０．３２±１．３６ ２５．１７±０．８１
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表４　不同处理组细胞ＶＥＧＦｍＲＮＡ相对表达量
Ｔａｂ．４　ＲｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ＶＥＧＦｍＲＮＡ

对照组 １．６８５±０．０３１

单纯ＡＴＲＡ组 １．３２９±０．０２７

６Ｇｙ照射组 １．８３４±０．０４２

联合组 １．５１７±０．０３４

ＶＥＧＦ条带：１．ＡＴＲＡ组；２．６Ｇｙ照射组；３．联合组；４．对照组
图４　各组细胞中ＶＥＧＦｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＥＧＦｍＲＮＡｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

２．５　各组细胞上清液中ＶＥＧＦ水平
ＡＴＲＡ组的 ＶＥＧＦ水平与对照组相比明显减少（Ｐ＜

００５），６Ｇｙ照射组与对照组相比明显增加（Ｐ＜０．０５），联合
组ＶＥＧＦ水平较单纯放疗组明显减少（Ｐ＜０．０５）。见表５。

表５　各组细胞上清液ＶＥＧＦ水平
Ｔａｂ．５　ＶＥＧＦｌｅｖｅｌｓｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｏｆｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
ＶＥＧＦ值（ｎｇ?Ｌ）

１２ｈ １８ｈ ２４ｈ
对照组 ６２３．２４±２．１３ ７５９．２１±３．３７ ８７６．３２±３．７９

单纯ＡＴＲＡ组 ５４２．１８±１．６８ ６６４．３７±２．９５ ７８９．２５±３．２６
６Ｇｙ照射组 ６８５．７２±２．４６ ８１７．９６±３．４８ ９４２．５６±４．１７
联合组 ５９２．２６±２．０７ ７２１．５８±３．１９ ８４１．９３±３．５２

３　讨　论

放射治疗是恶性肿瘤综合治疗的重要组成部

分。放疗作为治疗局部晚期 ＮＳＣＬＣ的重要治疗手
段，失败的主要原因是局部复发与远处转移。提高

ＮＳＣＬＣ的治愈率，其关键在于提高肿瘤组织对放射
线的敏感性，放射增敏剂是当前肿瘤治疗学研究的

热点之一。

ＲＡ类化合物是一大类天然或合成的具有维生
素Ａ的结构或活性的化合物。近年来对ＡＴＲＡ的研
究较多。ＡＴＲＡ对多种肿瘤细胞（如乳腺癌细胞、卵
巢癌细胞、ＨＬ６０等）有诱导分化的作用［３］，在临床

上已用于早幼粒细胞白血病的治疗，并取得良好

疗效［４］。

大量的实验研究反映了细胞周期及凋亡与放射

敏感性具有重要关系：Ｓ期尤其是晚 Ｓ期细胞是最

耐受的，而处于 Ｇ２?Ｍ期的细胞却是最敏感的
［５，６］，

同时肿瘤细胞的凋亡伴随着放射敏感性的增加［７，８］。

本实验以 ＭＴＴ法检测细胞生长抑制率，２５～４０

μｍｏｌ?Ｌ的 ＡＴＲＡ对 Ａ５４９细胞可产生增殖抑制作
用，其作用呈现时间剂量依赖关系。克隆形成实验
进一步表明，ＡＴＲＡ在一定程度上提高了 Ａ５４９细胞
的放射敏感性，这种增敏效应在药物预先作用２４ｈ
后表现出来。对细胞周期及凋亡结果的综合分析表

明，ＡＴＲＡ主要作用于 Ｇ０?Ｇ１期，导致 ＤＮＡ合成障
碍，抑制细胞增殖，触发凋亡，这与 ＳｃｈｎｅｉｄｅｒＳＭ
等［９］对乳腺癌的研究结果一致；而单纯放疗主要作

用于Ａ５４９细胞的Ｇ２?Ｍ期，这与张卓等
［１０］的研究结

果一致。ＡＴＲＡ组的凋亡率较对照组明显增加，这
与徐鵵等［１１］研究发现ＡＴＲＡ能诱导肺癌 Ａ５４９细胞
凋亡的结果一致。因此，推测ＡＴＲＡ对肺癌Ａ５４９细
胞的增殖抑制、诱导细胞周期的再分布和诱导凋亡

是其增加放射敏感性的可能机制。

放射线对肿瘤细胞有直接或者间接杀伤作用，

但射线在杀灭肿瘤细胞的同时又诱导肿瘤细胞表达

ＶＥＧＦ升高，对肿瘤血管形成有促进作用［１２］，或通过

增加肿瘤细胞基质分解酶的活性，来增强肿瘤细胞

的侵袭力［１３］，因而放射诱导了肿瘤的保护机制，降

低了肿瘤细胞对放射线的敏感性。很多研究表明肿

瘤细胞ＶＥＧＦ的表达与放射敏感性之间存在着相关
性。Ｓｍｉｔｈ等［１４］对口咽癌的实验研究中发现 ＶＥＧＦ
表达增加了肿瘤的放射抵抗性。Ｇｏｒｓｋｉ等［１５］对肺

癌、食管癌及脑胶质瘤的研究中认为放射线可以诱

导ＶＥＧＦ的表达，阻滞 ＶＥＧＦ的表达可以增加肿瘤
的放射敏感性。本实验ＲＴＰＣＲ及ＥＬＩＳＡ结果均表
明，ＡＴＲＡ抑制了肿瘤细胞 ＶＥＧＦ的表达，通过降低
ＶＥＧＦ的表达来增强肿瘤细胞的放射敏感性。

本实验研究结果提示，ＡＴＲＡ联合 Ｘ线照射治
疗对体外培养的人肺腺癌 Ａ５４９细胞具有放射增敏
作用，其机制可能与 ＡＴＲＡ对 Ａ５４９细胞的直接抑
制、诱导细胞周期的再分布、诱导凋亡和下调肿瘤细

胞ＶＥＧＦ的表达有关，为临床上使用 ＡＴＲＡ同步放
射治疗ＮＳＣＬＣ提供实验依据。但是，本实验仅为体
外细胞实验，而肿瘤的发生发展是一个极为复杂的

过程，ＡＴＲＡ在体内有无放射增敏现象及其可能的
作用机制尚待进一步的研究。
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