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塞来昔布对非小细胞肺癌移植瘤的辐射增敏

实验研究

黄少祥樊体强

【摘要】目的建立裸鼠非小细胞肺癌H460细胞动物模型，观察环氧化酶2选择性抑制

剂塞来昔布对H460放疗的增敏作用，并对其作用机理进行初步探讨。方法将40只荷瘤鼠用

完全随机法分成4组，分别为空白对照组、放疗组、塞来昔布组、塞来昔布+放疗组，每组10

只。采用灌肠法给予塞来昔布16 mg·kg‘1·d～，给药2 h后进行放疗，放疗分割剂量为5 Gy／次，

2次／周，4周后处死所有荷瘤鼠，解剖瘤块称重。采用免疫组化方法分析毛细血管扩张性共济

失调症突变蛋白(ATM)和表皮生长因子受体(EGFR)表达的变化。结果空白对照组、塞来昔

布组、放疗组、塞来昔布+放疗组肿瘤瘤重分别为(133．62±12．37)、(130．37_+12．59)、(81．17±

8．29)、(35．51+4．23)mg，塞来昔布+放疗组与放疗组比较差异有统计学意义(t=5．4l，P<0．01)。

塞来昔布+放疗组的ATM和EGFR表达水平明显降低，与放疗组比较差异有统计学意义(t=4．23

和3．17，P均<0．01)。结论塞来昔布可能通过降低ATM和EGFR的表达水平，增强H460细

胞的放疗敏感性，将来可能具有较好的临床应用价值。
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【Abstract】 Objective To establish the nude mice model of nod-small cell lung cancer

(NSCLC)H460 cell to investigate the combined effects of radiotherapy and celecoxib．Methods

Athymic mice beating H460 were randomly divided into 4 groups：control，radiotherapy，celecoxib

and radiotherapy plus eelecoxib group．The administration dose of celecoxib was 16 mg·kg一1。d-I，

The mice were treated with radiotherapy 2 hours after administration and the fractionated dose was 5 Gy，

2 fractions
per week．Mice were killed to detect tumor weight 4 weeks after treatment，The expression

levels of ataxia telangiectasis mutated(ATM)and epidermal growth factor receptor(EGFR)in tumor

tissues were detected by immune—histoehmical method．Results The tumor weight in control。radiother—

apy，celecoxib and radiotherapy plus celecoxib group were(133．62±12．37)，(130．37_+12．59)，(81．17±

8．29)and(35．51±4．23)mg respectively．There WflS significant difference between the radiotherapy

plus celecoxib group and the radiotherapy group(t=5．41，P<0．01)．The expression levels of ATM and

EGFR in the radiotherapy plus celecoxib group were significantly lower than that in radiotherapy group

(t=4．23 and 3．17，both P<O．01)．Conclusions Celecoxib promotes radiotherapeutic sensitivity of H460

by down—regulating the expression levels of ATM and EGFR．Celecoxib may presents potency in curing

human lung cancer．

【Key words】Carcinoma，non—small—cell lung；Radiation—sensitizing agents；Radiotherapy；Cele—

cnxib
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·论著·

近年来，随着立体定向放射外科、放射治疗设

备和技术的飞速发展，放射治疗为适于放射治疗的

肿瘤患者提供了非常有效的治疗手段。然而，肿瘤

细胞在放射治疗的中后期往往产生不同程度的辐射

耐受性，从而降低了放射治疗预期的疗效。因此，
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充分了解肿瘤细胞产生辐射耐受性的机制和寻求提

高辐射耐受性的肿瘤放射治疗的方法和药物，一直

是肿瘤放射治疗领域中急需解决的课题。非小细胞

肺癌(non．small cell lung cancer，NSCLC)细胞有较

强的辐射抗性11I，如何增加NSCLC细胞的辐射敏感

性，进而提高放射治疗的效果显得尤为重要。研究

发现，环氧化酶2(cyclooxygenase一2，COX．2)在许

多恶性肿瘤中高表达，并与辐射敏感性呈负相关12]。

塞来昔布(Celecoxib)是COX．2的特异性抑制剂，

具有抗炎镇痛的作用，可阻止炎性前列腺素类物质

的产生。本研究主要探讨塞来昔布对NSCLC细胞

系H460细胞放疗敏感性的影响，并对其增敏机制

进行初步探讨。

1材料与方法

1．1材料和试剂

NSCLC细胞系H460购自中国医学科学院基础

医学研究所。Balb／c裸鼠购自中国医学科学院实验

动物研究所实验动物中心，饲养于无特殊病原体级

实验室。塞来昔布为美国西尔达药厂波多黎各分厂

(苏州普强制药分装)生产，规格为3 mg／支。

2300C／D型医用直线加速器购自美国瓦里安公司，

室温下剂量率为4 Gy／min。鼠抗人肿瘤毛细血管扩

张性共济失调症突变蛋白(ataxia telangiectasis mu—

tated，ATM)单克隆抗体(一抗)和兔抗鼠免疫球蛋

白G(immunoglobulin G，IgG)(二抗)为美国Alpha

公司产品，由晶美生物工程有限公司(北京)分装，

工作浓度为1：200。兔抗人表皮生长因子受体(epi—

dermal growth factor receptor，EGFR)多克隆抗体

(一抗)和鼠抗兔IgG(二抗)购自武汉博士德生物工

程有限公司，工作浓度为l：100。

1．2细胞培养

H460细胞培养于含10％胎牛血清的DMEM培

养基中，37℃，5％C02培养箱中常规培养，0．25％

胰酶消化传代。

1．3 裸鼠肿瘤模型的建立

Balb／c裸鼠40只，5-6周龄，雌雄各半，体

质量达到16～19 g时于大腿部皮下接种H460细胞，
0．1 ml／只，浓度约为2x107个／ml瘤细胞。当肿瘤

生长到约100 mm3时，认为模型建立成功。

1．4分组及给药

模型建立一周后，将模型鼠用完全随机法平均
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分成4组：A组为塞来昔布+放疗组、B组为放疗

组、C组为塞来昔布组、D组为空白对照组。用灌

肠法给予塞来昔布，给药剂量为16 mg·kg。1·d-i【3I，

给药2 h后进行放疗，肿瘤局部放疗采用分次照

射，分割剂量为5 Gy／次，2次／周，C和D组不予

照射。4周后处死模型鼠，剥离瘤组织进行称重，

并制作标本以进行免疫组化检测。

1．5免疫组化检测

采用石蜡包埋肿瘤组织，二甲苯脱蜡、酒精脱

苯和水化，切片，用磷酸盐缓冲液冲洗，以过氧化

氢阻断内源性过氧化酶的活性，加入50斗l一抗后

室温下孵育60 min，再加生物素二抗50斗l(SPKit

液)，37℃孵育10 min，然后加入50肛l链霉亲和

素过氧化物酶溶液室温下孵育10 min，加入新鲜配

制的3，3 7．二氨基联苯胺溶液。冲洗后，用苏木素

复染，中性树胶封片，光镜下检测。

1．6统计学方法

数据以均数±标准差(戈捣)表示，计量资料采用

t检验，P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1塞来昔布联合放射治疗对H460细胞的抑制作用

塞来昔布联合放射治疗能显著抑制裸鼠H460

细胞的增殖，模型鼠联合治疗后，瘤体明显缩小

(图1)，瘤重明显减轻(表1)，与放疗组比较，拄

5．41，P<O．01；与空白对照组比较，t=7．62，P<O．01。

_
1 a 】|_ lt Itl

图1 塞来昔布联合放射治疗对裸鼠非小细胞肺癌细胞系

H460移植瘤的抑制作用图中，la：塞来昔布+放疗组；lb：

放疗组；lc：塞来昔布组；ld：空白对照组。
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表1 各组裸鼠经照射后的肿瘤质量及抑瘤率

注：表中，“一”表不尢此项数据。

2．2免疫组化检测结果

选取5个不同的视野，5个视野的平均光密度

值代表ATM、EGFR的表达水平。平均光密度值越

大，表明表达水平越高。表2中的结果显示，塞来

昔布+放疗组与放疗组比较，ATM表达水平明显降

低，差异有统计学意义，EGFR表达水平亦降低，

差异有统计学意义。

表2 免疫组化法对ATM和EGFR平均光密值的统计

结果(i蜘)

注：表中，ATM：毛细血管扩张性共济失调症突变蛋白；

EGFR：表皮生长因子受体；$与空白对照组比较，t=2．52，

P<0．01，与放疗组比较，t=4．23，P<0．Ol；“与空白对照组比

较，t=2．93，P<0．叭，与放疗组比较，t=3．17，P<0．01。

3讨论

COX．2是催化花生四烯酸转化为前列腺素E

的限速酶。炎症刺激可诱导COX．2生成，因而导

致炎性前列腺素类物质的合成和聚积，尤其是前列

腺素E2，能引起炎症、水肿和疼痛。癌基因的刺

激亦可诱导COX．2的产生，具有促进肿瘤发生和

发展的作用。塞来昔布是COX．2抑制剂，其可通

过抑制COX一2，阻止炎性前列腺素类物质的产生，

从而抑制肿瘤的生长，在某些肿瘤中也可增强肿瘤

对放射治疗的敏感性，但其机制尚不明确【3】。本实

验以COX．2选择性抑制剂塞来昔布为研究对象，

证实其能增强荷瘤鼠对放疗的敏感性。ATM基因

属于磷脂酰肌醇3激酶家族成员，是P53的靶基

因，其编码蛋白主要参与DNA的损伤识别和修

复、细胞周期调控等，在乳腺癌的发生发展中起

着重要作用，并与多种肿瘤尤其是乳腺癌的患病

风险相关【4]。研究表明，ATM基因与肺癌的易感性

明显相关，而且与肺癌的病理分级和恶性程度呈正

相关，而与肺癌的辐射敏感性呈负相关【5】。EGFR

表达于正常上皮细胞表面，而在一些肿瘤细胞中

常过表达，EGFR的过表达与肿瘤细胞的转移、浸

润、预后差有关[q。有研究发现，EGFR的高表达也

是肺癌细胞产生辐射抵抗的原因，针对EGFR的

RNA干扰，可明显增加肺癌的辐射敏感性【71。本

研究发现，塞来昔布可明显影响ATM和EGFR的

表达，结果提示塞来昔布可能通过抑制ATM和

EGFR的表达，从而增加H460细胞的放疗敏感性。

本研究是对塞来昔布辐射增敏作用的初步探

索，尚需深入研究其机理。塞来昔布是选择性抑制

剂，对正常肺组织的影响较小，并且有研究表明它

具有减轻放射性肺损伤的作用[81。因此，塞来昔布

极有可能成为潜在的肺癌辐射增敏剂。
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