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·论　著·

热疗和热疗联合放疗对人食管癌ＥＣＡ１０９细胞凋亡的影响

刘桂荣，康亚辉，马建新，李雪梅△（江苏省连云港市第二人民医院肿瘤放疗科　２２２０００）

　　【摘要】　目的　研究热疗和热疗联合放疗对人食管癌ＥＣＡ１０９细胞凋亡的影响。方法　将人食管癌ＥＣＡ１０９

细胞分为４组：正常对照组、单纯热疗组、单纯放疗组和热疗＋放疗组，在热疗联合不同照射剂量下诱导ＥＣＡ１０９细

胞凋亡，以流式ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法检测其凋亡率，蛋白质印迹法检测细胞内ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ、Ｂｃｌ２的表

达，克隆集落形成实验观察热疗的辐射增敏作用。结果　通过多靶单击模型拟合细胞存活曲线，可见热疗＋放疗组

的ＥＣＡ１０９细胞存活分数明显低于单纯放疗组（犘＜０．０１），热疗联合放疗可以增加细胞的辐射敏感性，辐射增敏比

为１．２４；与单纯放疗组相比，热疗＋放疗组ＥＣＡ１０９细胞凋亡率明显增加（犘＜０．０５）；相对于单纯放疗和单纯热疗，

热疗＋放疗作用于人食管癌ＥＣＡ１０９细胞可以使凋亡相关蛋白ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ的表达明显升高，Ｂｃｌ２表达明显降

低。结论　热疗能够提高人食管癌细胞的放射敏感性，其机制可能与热疗增加人食管癌细胞的凋亡率密切相关。
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　　我国是食管癌高发国家，在我国因恶性肿瘤死亡的病例

中，食管癌高居第４位
［１］。手术虽是治疗食管癌的首选方法，

但手术的创伤性大，患者术后生活质量较差，并且部分患者因

发现较晚而失去手术机会。热疗已经成为继手术、放疗、化疗

和生物治疗之后的第５类治疗手段
［２］，热疗联合放疗在肿瘤的

临床治疗中应用较多，并且临床疗效明显。包括肿瘤在内的许

多疾病的发生是由细胞增殖和凋亡的不平衡造成的［３］，研究表

明热疗主要通过促进细胞凋亡而发挥治疗肿瘤的作用，

ｃａｓｐａｓｅ３则是细胞凋亡信号通路中的重要调节分子之一
［４］。

此外，凋亡的发生受多种基因调控，其中Ｂｃｌ２家族在细胞凋

亡中的作用备受关注。Ｂｃｌ２为凋亡抑制蛋白，Ｂａｘ为凋亡促

进蛋白，两者形成异二聚体抑制Ｂｃｌ２的功能，均与细胞凋亡

密切相关［５］。尽管热疗增强肿瘤细胞放射敏感性及诱导肿瘤

细胞凋亡的作用已经受到越来越多的重视，但热疗联合放疗对

人食管癌ＥＣＡ１０９细胞的影响的报道甚少。本研究初步探讨

热疗联合放疗对人食管癌ＥＣＡ１０９细胞凋亡的影响及其机制，

为热疗与放疗联合治疗食管癌提供实验依据。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　人食管癌ＥＣＡ１０９细胞株均为本科室保存

标本。

１．２　仪器与试剂　含１０％新生牛血清、胰蛋白酶及完全型

ＲＰＭＩ１６４０培养基均购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；羊抗兔二抗、蛋白

质分子量标准、十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ

ＰＡＧＥ）上样缓冲液、放射免疫沉淀（ＲＩＰＡ）蛋白裂解液、ＴＥ电

泳缓冲液、１０×Ｗｅｓｔｅｒｎ转膜缓冲液、３０％ＡｃｒｙＢｉｓ、三羟甲基

氨基甲烷盐酸缓冲液（ＴｒｉｓＨＣｌ）、过硫酸铵（ＡＰ）、ＳＤＳ、四甲

基乙二胺（ＴＥＭＥＤ）均购自海门碧云天生物技术研究所；Ｂｃｌ２

兔抗人单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；ｃａｓｐａｓｅ３兔抗
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人单克隆抗体购自谷歌生物；Ｂａｘ兔抗人单克隆抗体购自美国

Ｅｐｉｔｏｍｉｃｓ公司；ＧＡＰＤＨ 兔抗人单克隆抗体购自美国 Ｂｉｏ

ｗｏｒｌｄ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ双染色法流式细胞检测试剂

盒及吉姆萨染液均购自南京凯基生物科技发展有限公司。

２３ＥＸ医用直线加速器（美国ＶＡＲＩＡＮ公司），ＦＡＣＳＡｒｉａ流式

细胞仪（美国ＢＤ公司），ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮ４电泳仪（美国Ｂｉｏ

ｒａｄ公司），ＣｈｅｍｉＤｏｃＸＲＳ＋ 凝胶成像系统 （美国 Ｂｉｏｒａｄ

公司）。

１．３　方法

１．３．１　照射及加热　采用６ＭＶ的Ｘ射线垂直照射，源靶距

（ＳＳＤ）１００ｃｍ，照射野面积１５ｃｍ×２０ｃｍ，吸收剂量率为４００

ｃＧｙ／ｍｉｎ。恒温孵育箱，温度为（４３±０．１）℃。

１．３．２　细胞培养与处理　人食管癌 ＥＣＡ１０９细胞株用含

１０％新生牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养基，于３７℃、５％二氧化碳

恒温培养箱中孵育培养，每２～３天传代一次。对照组：在３７

℃孵育箱中常规培养；单纯放疗组：以０、１、２、４、６、８Ｇｙ照射，

不同剂量照射后继续在３７℃孵育箱中培养；单纯热疗组：使用

恒温孵育箱（４３±０．１）℃，加热处理６０ｍｉｎ后，再置于３７℃恒

温箱中；热疗＋放疗组：照射前于恒温孵育箱（４３±０．１）℃加

热，再按不同照射剂量（０、１、２、４、６、８Ｇｙ）照射后置于３７℃恒

温箱中继续培养。

１．３．３　流式细胞术检测　细胞凋亡和坏死细胞分组处理之后

继续培养２４ｈ，其中单纯放疗组和热疗＋放疗组均予以６Ｇｙ

照射。收集细胞后用４℃预冷的磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗２

遍后消化离心，重悬计数使其密度大于１×１０６／ｍＬ。取１００

μＬ细胞悬液于５ｍＬ流式管中，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和

１０μＬ碘化丙锭溶液（ＰＩ）混匀后，于室温避光孵育１５ｍｉｎ。于

流式细胞仪上检测，激发波长（Ｅｘ）４８８ｎｍ，发射波长（Ｅｍ）５３０

ｎｍ，计算凋亡率。

１．３．４　蛋白质印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测细胞内ｃａｓｐａｓｅ３、

Ｂａｘ及Ｂｃｌ２表达　细胞分组处理之后于３７℃孵育箱中继续

培养２４ｈ，其中单纯放疗组和热疗＋放疗组均予以６Ｇｙ照射。

收集各组细胞，用１×ＳＤＳＰＡＧＥ上样缓冲液裂解不同处理组

细胞，提取细胞总蛋白，测定蛋白浓度，制作１０％分离胶和５％

浓缩胶，待其凝固后加入蛋白样品１５μＬ。电泳条件：８０Ｖ，１０

ｍｉｎ；１２０Ｖ，３０ｍｉｎ。转移蛋白至聚偏二氟乙烯膜（ＰＶＤＦ膜），

转膜条件：恒流３００ｍＡ，９０ｍｉｎ。将转膜后的ＰＶＤＦ膜浸润在

含５％脱脂奶粉的ＴＢＳＴ缓冲液中１ｈ，加入特异性一抗（１∶

４００）于４℃过夜，加入辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的二抗，室

温孵育２ｈ，最后加入发光底物经Ｘ射线曝光显示蛋白条带。

重复实验至少３次。

１．３．５　克隆集落形成实验检测热疗的辐射增敏作用　取指数

生长期的人食管癌ＥＣＡ１０９细胞，以适当密度接种于六孔板

中，细胞分组处理后继续培养，每３天换液１次，当六孔板中出

现肉眼可见克隆时（约１０ｄ），终止培养，弃去上清液，用ＰＢＳ

冲洗３遍，无水甲醇固定１０ｍｉｎ，姬姆萨染色１５ｍｉｎ，然后用流

动水洗去染色液，自然晾干后于倒置显微镜下计数大于５０个

细胞的克隆数。克隆形成率（％）＝（对照组克隆数／实验组细

胞数）×１００％，存活分数（ＳＦ）＝实验组克隆形成率／对照组克

隆形成率。根据多靶单击模型ＳＦ＝１－（１－ｅ－Ｄ／Ｄ０）Ｎ拟合

细胞存活曲线，式中Ｄ为放射剂量；Ｄ０为曲线指数下降６３％

所需的剂量，即平均致死剂量；Ｄ０＝１／ｋ，ｋ为存活曲线斜率；Ｎ

为外推数，Ｄｑ为细胞受损所需的准阈剂量，Ｄｑ＝ Ｄ０×ｌｎＮ。

计算辐射增敏比（ＳＥＲ），ＳＥＲ＝Ｄ０（对照组）／Ｄ０（实验组）。重

复实验３次。

１．４　统计学处理　每组实验重复至少３次，采用 ＧｒａｇｈＰａｄ

Ｐｒｉｓｍ５．０软件统计拟合细胞存活曲线，采用ＳＰＳＳ１９．０统计

软件进行数据处理和统计学分析；计量资料以狓±狊表示，组间

比较采用狋检验；以α＝０．０５为检验水准，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　热疗对凋亡相关蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显

示，单纯放疗与单纯热疗组人食管癌ＥＣＡ１０９细胞促凋亡蛋白

ｃａｓｐａｓｅ３、Ｂａｘ的表达均上调，说明单纯放疗、热疗均具有促肿

瘤细胞凋亡的作用；而热疗＋放疗组促凋亡蛋白表达更加明

显，说明热疗联合放疗可以明显地促进肿瘤细胞的凋亡。然

而，凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２的表达则截然相反，再次验证了热疗

对放疗的增敏效应。见图１。

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＥＣＡ１０９细胞中

凋亡相关蛋白表达

２．２　热疗对人食管癌ＥＣＡ１０９细胞放射敏感性的影响　人食

管癌ＥＣＡ１０９细胞经过处理后，根据单击多靶模型拟合细胞存

活曲线，计算出热疗＋放疗组的ＳＥＲ。可见热疗＋放疗组的

ＳＦ明显低于单纯放疗组，组间比较差异有统计学意义（狋＝

５．６５９２，犘＜０．０１）。见图２。细胞加热后再受到不同剂量 Ｘ

射线的照射，细胞存活曲线明显改变，存活曲线的斜率增大，

Ｄ０值下降，ＳＥＲ为１．２４，说明热疗具有明显的辐射增敏作用。

见表１。

图２　不同处理组ＥＣＡ１０９细胞存活曲线图

表１　不同处理组辐射敏感性相关参数

组别 ｋ Ｎ Ｄ０ Ｄｑ ＳＦ２ ＳＥＲ

单纯放疗 ０．３１ ２．６６ ３．２３ ２．１５ ０．８７ －

热疗＋放疗 ０．５１ ２．６９ １．９６ １．６６ ０．７０ １．２４

　　注：ＳＦ２为单次照射２Ｇｙ的ＳＦ；－表示无数据。

２．３　不同处理组人食管癌ＥＣＡ１０９细胞流式结果　热疗＋放
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疗组ＥＣＡ１０９细胞凋亡率明显高于单纯热疗组（犘＜０．０５）和

单纯放疗组（犘＜０．０５），说明热疗与Ｘ射线联合作用有增加食

管癌细胞凋亡的作用，即热疗对食管癌细胞有辐射增敏作用。

见图３、表２。

图３　不同处理组ＥＣＡ１０９细胞流式结果

表２　不同处理组ＥＣＡ１０９细胞凋亡率比较（狓±狊）

组别 狀 细胞凋亡率（％）

空白对照组 ３ １４．９±０．８

单纯热疗组 ３ ８０．８±１．３ａｂ

单纯放疗组 ３ ９０．３±１．１ａｂ

热疗＋放疗组 ３ ９５．２±１．５ａ

　　注：与空白对照组比较，ａ犘＜０．０１；与热疗＋放疗组比较，ｂ犘＜

０．０５。

３　讨　　论

细胞凋亡是一种复杂的生理和病理过程，它在细胞生长、

发育过程中对细胞凋亡的发生具有重要的生物学意义，为维持

机体内环境所必需的过程。近年来，随着肿瘤分子生物学的快

速发展，人们逐渐认识到肿瘤的发生、发展不仅是细胞增殖失

控的结果，也可能是由细胞凋亡受限所致。

ｃａｓｐａｓｅ３属于天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶家族的成

员，细胞凋亡开始时，ａｃｔｉｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３剪切聚 ＡＤＰ核糖聚合

酶（ＰＡＲＰ酶）使之成为８５×１０３ 和３１×１０３ 的２段多肽，进而

使ＰＡＲＰ酶中与ＤＮＡ相结合的两个锌指模体结构与羧基端

的催化区域分离，失去其正常功能，Ｃａ２＋／Ｍｇ
２＋依赖性核酸内

切酶活性增高进而裂解核小体间的 ＤＮＡ，使细胞发生凋亡。

而Ｂｃｌ２及其家族成员在细胞凋亡中起着双重调节作用，Ｂｃｌ２

与Ｂａｘ决定细胞接受凋亡信号后存活与否，对肿瘤细胞凋亡的

发生有重要意义；研究表明，Ｂｃｌ２表达下调和Ｂａｘ表达上调能

抑制肿瘤的生成，促进肿瘤细胞凋亡［６］。

热疗是近２０年再度兴盛起来的肿瘤治疗方式，其对局部

肿瘤的治疗效果是其他手段无法比拟的。大量研究结果显示，

无论是体内还是体外培养的癌细胞，在４２～４３℃的高温均可

被杀死，而较长时间置于同样条件下的正常细胞并没有明显损

害［７］。此外，有研究报道，热疗联合放疗可使治疗效果提高，两

者联合既可以增强对肿瘤的杀伤作用，又可以降低射线剂量，

从而实现协同增效作用［８］。

目前临床上常采用４３℃作为热疗温度，且有报道显示４３

℃可明显促进人食管癌ＥＣＡ１０９细胞的凋亡
［９］，因此本研究选

择４３℃作为实验条件。研究结果发现，热疗联合放疗可以明

显提高ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ的表达，降低Ｂｃｌ２的表达。这提示热

疗联合放疗能够促进ＥＣＡ１０９细胞凋亡，且克隆形成实验提示

其具有射线剂量依赖性。由此可见，热疗促进ＥＣＡ１０９细胞的

凋亡可能是其增敏机制之一。

综上所述，热疗能够提高人食管癌细胞的放射敏感性，这

可能与热疗可以提高凋亡促进蛋白ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂａｘ的表达，

降低凋亡抑制蛋白Ｂｃｌ２的表达，增加食管癌细胞的凋亡率密

切相关。
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