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［摘要］　目的：研究热化疗对小细胞肺癌生长的影响及其可能的机制。方法：参考临床常用剂量，采用４３℃加热联合１２０

μｇ／Ｌ紫杉醇（热化联合组）、４３℃加热联合１２０μｇ／Ｌ紫杉醇及２０μｍｏｌ／ＬＪＮＫ特异抑制剂ＳＰ６００１２５（热化联合＋ＳＰ６００１２５
组）、单纯４３℃加热（单纯热疗组）、单纯使用１２０μｇ／Ｌ紫杉醇（单纯化疗组）处理 Ｈ４４６细胞，以未处理的 Ｈ４４６细胞作对照。

应用四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ法）检测各处理方式下细胞增殖率的变化，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＪＮＫ、磷酸化ＪＮＫ（ｐ

ＪＮＫ）和 ＨＳＰ７０的表达并对数据进行统计学分析。结果：热化联合组细胞增殖率低于对照组、单纯化疗、单纯热疗及热化联

合＋ＳＰ６００１２５组（Ｐ＜０．０５）；ｐＪＮＫ表达水平在热化联合组中表达明显增高（Ｐ＜０．０５），但ＳＰ６００１２５可抑制其表达，使热化

联合＋ＳＰ６００１２５组细胞的增殖率相应增高（Ｐ＜０．０５）；ＨＳＰ７０在热化联合组的表达低于单纯热疗组（Ｐ＜０．０５），细胞增殖率

也发生了相应变化。结论：热疗可以明显增加紫杉醇对 Ｈ４４６细胞生长的抑制作用，且这种作用可能是通过激活ＪＮＫ信号转

导通路或抑制 ＨＳＰ７０的表达完成的。
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　　目前，肺癌的发生率和死亡率居于世界癌症之
首，是一种治愈率极低的恶性肿瘤。热疗被认为是
继手术、放疗、化疗、生物疗法之后的第５种治疗肿
瘤的方法，基于细胞培养、动物模型、临床应用等的
研究均证明热疗可与化疗产生协同作用，因此，热疗
诱导肿瘤细胞凋亡和增加肿瘤细胞对化疗的敏感性

的作用受到越来越多的重视。但有关热化疗的理论
研究相对滞后，其分子生物学机制的探讨尚不深入。
本研究将加热与临床常用的化疗药物紫杉醇

（ＴＡＸ）联合应用，研究其对 Ｈ４４６细胞生长增殖以
及ＪＮＫ信号转导通路和热休克蛋白７０（ＨＳＰ７０）表
达的影响，进而阐明热疗作用的可能机制，为肿瘤热
疗的临床实践提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　主要试剂与仪器　人小细胞肺癌细胞株ＮＣＩ
Ｈ４４６细胞（Ｈ４４６细胞）为本教研室自备；紫杉醇注
射液（ＰａｃｌｉｔａｘｅｌＩｎｊｅｃｔｉｏｎ，太极集团四川太极制药
有限公司，批准文号：国药准字 Ｈ１９９９４０４０）；四甲基
偶氮唑盐（Ｓｉｇｍａ公司）；鼠抗人 ＨＳＰ７０单克隆抗体
（美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物技术公司）；兔抗人ＪＮＫ抗体
和磷酸化ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）（Ｔｈｒ１８３／Ｔｙｒ１８５）抗体（美
国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司）；辣根过氧化物酶标记山羊
抗小鼠ＩｇＧ、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（北
京中杉金桥生物技术有限公司）；ＪＮＫ特异抑制剂

ＳＰ６００１２５（美国Ａｌｅｘｉｓ公司）；垂直电泳槽；电转仪；

Ｓｕｎｒｉｓｅ酶标仪；恒温水浴箱。

１．２　实验分组　实验应用临床常用剂量处理细胞，
分为单纯紫杉醇化疗组（３７℃，１２０μｇ／Ｌ紫杉醇）、
单纯热疗组（４３℃加热，０μｇ／Ｌ紫杉醇）、热化联合
组（４３℃加热联合１２０μｇ／Ｌ紫杉醇）、热化联合并加
入ＪＮＫ 特异抑制剂ＳＰ６００１２５组（４３℃加热联合

１２０μｇ／Ｌ紫杉醇及２０μｍｏｌ／ＬＳＰ６００１２５）及对照组
（３７℃，０μｇ／Ｌ紫杉醇）。

１．３　四甲基偶氮唑盐比色法（ＭＴＴ法）检测 Ｈ４４６
细胞生长的变化　取对数生长期的细胞常规消化制
成单细胞悬液，调整细胞密度为２．５×１０４／ｍｌ，接种
于９６孔板中，每孔０．２ｍｌ，３７℃、５％ＣＯ２培养箱中
培养２４ｈ待细胞贴壁，按实验设计给细胞处理（每
组设６个复孔，独立重复３次），之后放回３７℃、５％
ＣＯ２培养箱继续培养４８ｈ；每孔加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ
液２０μｌ，继续孵育４ｈ，取出培养板，弃去 ＭＴＴ液，
每孔加入１５０μｌＤＭＳＯ，微量震荡器震荡１０ｍｉｎ，使
结晶物充分溶解，以ＤＭＳＯ调零，酶联免疫检测仪
在４９２ｎｍ波长下检测每孔的光密度值，按下列公式

计算细胞生长增殖率：细胞生长增殖率＝（实验组平
均光密度值／对照组平均光密度值）×１００％。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测ＪＮＫ、ｐＪＮＫ及 ＨＳＰ７０
的表达　各组细胞离心收集，将约１×１０６个细胞置
于细胞裂解液（３０ｍｍｏｌ／ＬＮａＨＣＯ３，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＥＤＴＡ，０．１ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ，０．５ｍｍｏｌ／Ｌ 苯甲基磺
酰氟，２ｍｇ／Ｌ抑肽酶）中，在冰水浴中反复吹打进行
破碎，４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ（ｒ＝６ｃｍ）离心１０ｍｉｎ，吸取
上清液，即为细胞提取液。进行总蛋白定量，调整蛋
白浓度一致后，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，然后转移至
硝酸纤维素膜上，分别以小鼠抗人 ＨＳＰ７０抗体、兔
抗人ＪＮＫ抗体和兔抗人ｐＪＮＫ抗体为一抗，辣根
过氧化物酶标记山羊抗小鼠或抗兔ＩｇＧ为二抗，进
行免疫印迹分析，ＥＣＬ显色后，应用ＧｅｎｅＴｏｏｌ图像
分析软件进行定量分析。将ＪＮＫ１和ＪＮＫ２、ｐ
ＪＮＫ１和ｐＪＮＫ２的数值分别合并，计算ｐＪＮＫｓ与

ＪＮＫｓ的比值，代表ｐＪＮＫ的表达；ＨＳＰ７０的表达
以与βａｃｔｉｎ的比值表示。

１．５　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１３．０对数据进行分
析，实验均重复３次，数据以珚ｘ±ｓ表示，采用单因素
方差分析进行统计学分析，ＬＳＤ法进行多重比较，以

α＝０．０５为检验水准。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察结果　倒置显微镜下观察细
胞，未处理的 Ｈ４４６细胞贴壁生长，呈长梭形或多角
形，排列均匀，可见较多的分裂象细胞；紫杉醇作用
后，细胞胞体变圆变小，折光性增强，分裂象的细胞数
目减少，仅有少数贴壁细胞，可见一些细胞崩解死亡；

４３℃加热联合紫杉醇作用时，存活细胞数量更少。

２．２　各处理因素对细胞生长的影响　ＭＴＴ法测单
纯紫杉醇化疗组、热化联合组、热化联合并加入

ＪＮＫ特异抑制剂ＳＰ６００１２５组及对照组细胞增殖
率，结果见表１。其中单纯化疗组、单纯热疗组和热
化联合组增殖率均低于对照组（Ｐ＜０．０５）；热化联
合后加入ＪＮＫ抑制剂组与对照组比较，差异无统计
学意义（Ｐ＞０．０５）；而热化联合组细胞增殖率低于
单纯化疗组和单纯热疗组（Ｐ＜０．０５）。

２．３　各组ＪＮＫ及ｐＪＮＫ蛋白的表达　单纯化疗、
热化联合及热化联合后加入ＪＮＫ抑制剂等因素处
理细胞后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测ＪＮＫ、ｐＪＮＫ蛋
白表达情况，结果如图１所示，各组ＪＮＫ蛋白表达
差异不明显；但加热后ｐＪＮＫ的表达量比对照组和
单纯化疗组明显增加，加入抑制剂后，ｐＪＮＫ的表达
量减少（Ｐ＜０．０５，表１）。
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表１　不同条件下Ｈ４４６细胞增殖率以及ｐＪＮＫ和ＨＳＰ７０的表达

Ｔａｂ１　ＰｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅｓｏｆＨ４４６ｃｅｌｌｓａｎｄｐＪＮＫａｎｄＨＳＰ７０ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ（％） ｐＪＮＫ ＨＳＰ７０

Ｃｏｎｔｒｏｌ １００．００±０．００ ０．４３±０．０１ ３．５８±１．２３
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ６９．１６±２．９５△ ０．４７±０．０３△ １．０７±０．７４△▲

Ｔｈｅｒｍｏｔｈｅｒａｐｙ ６４．３９±２．４８△ ８．１２±２．２３△

Ｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ ５９．８３±３．３６ ０．６６±０．１４ ６．３５±２．１１

Ｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ＋ＳＰ６００１２５ ９３．００±０．０３△ ０．５１±０．０１△

Ｆ（ＬＳＤ） １９８．７４ ５．２０ １９．１７
Ｐ（ＬＳＤ） ＜０．０１ ０．０２ ＜０．０１

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｏｕｐ；▲Ｐ＜０．０５ｖｓｔｈｅｒｍｏｔｈｅｒａｐｙｇｒｏｕｐ

图１　各组ＪＮＫ和ｐＪＮＫ蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

Ｆｉｇ１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＪＮＫａｎｄｐＪＮＫ

ｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；３：Ｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；４：Ｔｈｅｒｍｏ

ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ＋ＳＰ６００１２５

２．４　各组 ＨＳＰ７０的表达　单纯化疗、单纯热疗及
热化联合等因素处理细胞后，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法
检测 ＨＳＰ７０的表达情况。结果如图２所示，对照
组、单纯热疗组以及热化联合组，ＨＳＰ７０表达量（表

１）两两比较，差别均有统计学意义（Ｐ＜０．０５），且热
化联合组 ＨＳＰ７０表达低于单纯热疗组（Ｐ＜０．０５）。

图２　各组ＨＳＰ７０蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０ｐｒｏｔｅｉｎｉｎ

ｅａｃｈｇｒｏｕｐ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ）

１：Ｃｏｎｔｒｏｌ；２：Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ；３：Ｔｈｅｒｍｏｔｈｅｒａｐｙ；４：Ｔｈｅｒｍｏｃｈｅｍｏ

ｔｈｅｒａｐｙ

３　讨　论

　　紫杉醇是目前临床上常用的化疗药物，抗肿瘤
效果显著［１２］，但是，化疗药物往往会带来很大的不
良反应，因此，寻找降低化疗药物用量并能提高疗效
的综合治疗方法具有临床应用价值，热化联合就是

途径之一。热疗是一种新的肿瘤治疗方法，能够在
有效的温度范围内提高肿瘤细胞对化疗药物的敏感

性，逆转肿瘤细胞的耐药［３］，诱导细胞凋亡［４］。动物
实验也证明了这一点，表明紫杉醇较为适合与加热
联合应用于肿瘤的治疗，加热可以显著提高紫杉醇
的肿瘤治疗效果［５］。

　　本研究采用临床常用化疗药物紫杉醇与４３℃
加热联合作用于 Ｈ４４６细胞，观察到细胞的生长受
到抑制，并且此种抑制作用要高于单纯使用紫杉醇，
说明４３℃加热可增加细胞对化疗药物紫杉醇的敏
感性。

　　加热可以诱导活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，

ＲＯＳ）瞬时性增高，经ＪＮＫ 途径介导细胞阻滞于

Ｇ２／Ｍ 期［６］，并可通过Ｃａｓｐａｓｅ依赖途径诱导细胞凋
亡。本研究中，热化联合作用 Ｈ４４６细胞后，被激活
的ＪＮＫ（ｐＪＮＫ）增加，加入ＪＮＫ 特异性抑制剂

ＳＰ６００１２５后，ｐＪＮＫ蛋白表达则明显减少，说明热
化联合作用可激活ＪＮＫ信号转导通路。结合 ＭＴＴ
的实验结果，加入ＪＮＫ特异抑制剂ＳＰ６００１２５后，

Ｈ４４６细胞的生长增殖高于未加抑制剂的处理组，说
明热化联合对 Ｈ４４６细胞的生长抑制作用可能是通
过ＪＮＫ信号转导通路而发生的。

　　加热可以诱导热休克蛋白 ＨＳＰｓ表达增加，

ＨＳＰｓ的表达将导致细胞热耐受能力的提高，ＨＳＰｓ
抑制剂ＫＮＫ４３７抑制 ＨＳＰ２７和 ＨＳＰ７２的表达，可
以降低肿瘤细胞的热耐受性［７］。ＨＳＰ７０家族是

ＨＳＰｓ中最保守和最主要的一类，在大多数生物中
含量最多，在细胞应激后生成最为显著，具有分子伴
侣功能，能与一些癌基因、抑癌基因产物相互作用，
参与肿瘤细胞凋亡、细胞分化等［８］。多项研究表明，

ＨＳＰ７０是通过抑制几种凋亡通路，如ＪＮＫ信号转
导通路、线粒体通路等而抑制细胞的凋亡［９］。本研
究发现，ＨＳＰ７０在单纯热疗组的表达要高于热化联
合组，同时单纯热疗组细胞增殖率高于热化联合组，
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说明热化联合的协同作用可能对抗了 ＨＳＰ７０对肿
瘤细胞的保护作用，比单纯加热更好地抑制了肿瘤
细胞的生长。

　　综上所述，本研究发现热化疗联合应用可以明
显增加其对 Ｈ４４６细胞生长的抑制作用，且这种抑
制作用可能是通过激活ＪＮＫ信号转导通路或抑制

ＨＳＰ７０的表达完成的。但热疗影响肿瘤细胞生长
可能的机制还需进一步阐明，ＨＳＰ与ＪＮＫ及凋亡
的关系仍需研究；同时，它们在肿瘤治疗中的作用，
还需进一步探讨。

　　（志谢　本实验在河南省分子医学重点实验室
和郑州大学公共卫生学院预防医学实验中心完成，
特致谢忱！）
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《高级医院管理学》（第２版）已出版

　　本书由张鹭鹭、李静主编，第二军医大学出版社出版，ＩＳＢＮ９７８７８１０６０７０３２，１６开，定价４９．００元。

　　本书按照内部管理和外部管理的系统构架，在《高级医院管理学》第１版内容的基础上，注重医院管理领域基本理论和最

新研究成果，着重介绍了目前医院管理学的政策与环境改革热点问题以及前沿理论研究成果，是传统医院管理学理论及知识

体系在新形势下的深入与拓展。本书是社会医学与卫生事业管理专业研究生、卫勤领导干部任职培训专业教材，也可作为医

院管理人员继续教育以及医学院校师生与临床医务人员的研修参考用书。

　　本书由第二军医大学出版社发行科发行，全国各大书店均有销售。

　　通讯地址：上海市翔殷路８００号，邮编：２００４３３

　　邮购电话：０２１６５３４４５９５，６５４９３０９３

　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｓｍｍｕｐ．ｃｏｍ


