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伯格替尼通过抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化增强
结直肠癌细胞的辐射敏感性

胡关朔１，２，赵国平１

摘要　 目的　 探究伯格替尼对结直肠癌（ＬＯＶＯ）细胞辐射

敏感性的影响及机制。 方法　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和免疫荧光检测

检测不同辐射剂量处理之后 ＬＯＶＯ 细胞中 ＥＧＦＲ，ｐ⁃ＥＧＦＲ
表达量。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＬＯＶＯ 细胞中 ＥＧＦＲ、ｐ⁃ＥＧＦＲ、γ⁃
Ｈ２ＡＸ、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
９ 表达量， ＤＲ⁃ＧＦＰ 质粒系统检测非同源末端连接修复

（ＮＨＥＪ）水平，ＣＣＫ⁃８ 检测细胞活力，Ａｎｎｅｘｉｎｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双标

记法检测细胞凋亡。 结果　 ①辐射处理后，ＬＯＶＯ 细胞 ＥＧ⁃
ＦＲ 磷酸化水平显著升高，伯格替尼呈剂量依赖性的抑制

ＥＧＦＲ 磷酸化。 ②伯格替尼抑制非同源末端连接修复，伯格

替尼联合辐射处理 ＬＯＶＯ 细胞后，细胞凋亡水平增加。 结论

　 伯格替尼通过抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化，抑制 ＬＯＶＯ 细胞的非同

源末端连接修复，促进细胞凋亡，最终增加了 ＬＯＶＯ 细胞的

辐射敏感性。
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　 　 结直肠癌是第三大最常见的癌症［１］，在世界范

围内，每年有超过 １８０ 万结直肠癌新增病例，８８ 万

例与结直肠癌有关的死亡报告［２］。 临床上，手术切

除被认为是结直肠癌的主要治疗手段，放疗被认为

是手术前后有效的治疗方式［３］。 因此，迫切需要适

当的策略来提高结直肠癌的辐射敏感性。 表皮生长

因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）与
肿瘤细胞的增殖、血管生成、肿瘤侵袭、转移及细胞

凋亡的抑制有关，ＥＧＦＲ 磷酸化激活下游通路，促进

肿瘤细胞存活，辐射之后磷酸化表皮生长因子受体

（ｐ⁃ＥＧＦＲ）表达显著升高，ｐ⁃ＥＧＦＲ 通过促进 ＤＮＡ 损

伤修复，从而促进细胞存活［４ － ７］。 抑制 ＥＧＦＲ 磷酸

化可能是提高肿瘤细胞辐射敏感性的有效手段。 该

文以辐射作为处理肿瘤细胞的治疗手段，伯格替尼

作为 ＥＧＦＲ 磷酸化抑制剂，以结直肠癌 ＬＯＶＯ 细胞

作为研究对象，旨在通过使用伯格替尼抑制 ＥＧＦＲ
磷酸化，增强结直肠癌细胞辐射敏感性，从而为结直

肠癌治疗提供可能的治疗方案。
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１　 材料与方法

１． １　 细胞培养与辐射处理 　 人结肠癌细胞系 ＬＯ⁃
ＶＯ 购自中国科学院细胞库，在 ＤＭＥＭ ／ Ｆ１２ （美国

ＨｙＣｌｏｎｅ 公司）培养。 所有细胞系均以 １０％ 胎牛血

清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ 公司）和 １％ 青霉素 ／链霉素

（上海碧云天公司）在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 的环境中培

养。
以伽马射线辐射器（Ｂｉｏｂｅａｍ ＧＭ Ｘ ｉｒｒａｄｉａｔｏｒ，

德国 Ｌｅｉｐｚｉｇ 公司）作为辐射源，使用高能伽马射线

照射细胞，剂量率为 ３. ２７ Ｇｙ ／ ｍｉｎ，由计算机自动控

制。 设备每年由厂家进行维护和校准，保证辐射剂

量的精度。
１． ２　 细胞活力测试　 ＣＣＫ⁃８ 试剂盒测定细胞活力。
在 ９６ 孔板中接种细胞悬液，５ ０００ 个 ／孔细胞，伯格

替尼（１ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）处理细胞。 药物治疗 ４８ ｈ 后，
每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，在细胞培养箱孵育 ４ ｈ
后用酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光度（ｏｐｔｉｃａｌ ｄｅｎｓｉ⁃
ｔｙ， ＯＤ）值。
１． ３　 化学品及试剂　 ＥＧＦＲ、ｐ⁃ＥＧＦＲ（美国 ＣＳＴ 公

司）， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９、 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃７、 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃３、γ⁃Ｈ２ＡＸ、ＡＣＴＩＮ（中国 ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司），
ＣＣＫ⁃８（合肥 ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司），伯格替尼（上海 ＭＣＥ
公司），膜蛋白提取试剂盒（上海碧云天公司）。
１． ４　 免疫荧光　 将细胞接种于玻片上，用 ＰＢＳＴ 洗

涤细胞 ３ 次（每次 １０ ｍｉｎ），再于室温下用 １００％ 甲

醇固定 ２０ ｍｉｎ。 在室温下用 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 渗

透细胞 ３０ ｍｉｎ，１％ ＢＳＡ 在 ＰＢＳＴ （０. １％ ，ＴｒｉｔｏｎＸ⁃
１００）中在室温封闭 １ ｈ，滴加相应兔来源的单克隆

抗体（ｐ⁃ＥＧＦＲ，１ ∶ １ ０００）于 ４ ℃ 孵育过夜。 ＰＢＳＴ
洗涤 ３ 次，滴加相应的荧光二抗室温避光孵育 ３０
ｍｉｎ。 ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，细胞核用 ＤＡＰＩ 孵育 ３ ｍｉｎ。
ＰＢＳＴ 洗涤 ３ 次，玻片面朝下置于在玻片上，滴加含

有抗荧光淬灭剂的封片剂封片，荧光显微镜检测荧

光。
１． ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 实验　 分别收集 ＥＧＦＲ 敲低、单
独辐射处理、单独伯格替尼处理的 ＬＯＶＯ 细胞，以及

辐射和伯格替尼联合处理的 ＬＯＶＯ 细胞。 用预冷的

ＰＢＳ 洗涤 ２ 次，往细胞中加入适量 ＲＩＰＡ 裂解液（含
有罗氏蛋白酶抑制剂），冰上充分裂解，提取蛋白并

进行定量。 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳，转膜，转移到 ５％
脱脂奶粉 ＴＢＳＴ 封闭液于室温封闭 １ ｈ。 孵育相应

来源的单克隆抗体 ［鼠抗 ＡＣＴＩＮ （１ ∶ １ ０００），γ⁃
Ｈ２ＡＸ（１ ∶ １ ０００），兔抗：ＥＧＦＲ（１ ∶ １ ０００），ｐ⁃ＥＧＦＲ

（１ ∶ １ ０００），ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ （１ ∶ １ ０００），ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ⁃７（ １ ∶ １ ０００ ） 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３ （ １ ∶
１ ０００）］， ４ ℃孵育过夜，ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次，相应二抗

室温孵育 １ ｈ，荧光检测。
１． ６ 　 流式细胞分析 　 用预冷的 ＰＢＳ 洗涤细胞 ２
次，将细胞重新悬浮在 １ × 缓冲液中，细胞密度为 １
× １０５ 个 ／ ｍｌ。 将 １０４ 个细胞转移到 ５ ｍｌ 的培养管

中。 添加 ５ μｌ ＦＩＴＣ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ５ μｌ ＰＩ。 轻轻涡

旋细胞，并在室温避光孵育 １５ ｍｉｎ。 在每管中添加

４００ μｌ 缓冲液，１ ｈ 内流式细胞仪分析。
１． ７　 ＤＲ⁃ＧＦＰ 质粒　 质粒由军事科学院王治东实

验室赠送。 细胞通过两种主要途径修复 ＤＳＢｓ：非同

源末端连接（ ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＨＥＪ）和

同源重组（ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ＨＲ）。 ＮＨＥＪ 和
ＨＲ 的发生往往与过早衰老和肿瘤发生有关，因此

用定量的方法来测量每个 ＤＳＢ 修复途径是很重要

的。 课题组利用已经开发的荧光报告结构 ＤＲ⁃
ＧＦＰ，测量 ＮＨＥＪ 和 ＨＲ。 该结构是基于一个工程

ＧＦＰ 基因，包含一个罕见的切割 Ｉ⁃ＳｃｅＩ 内切酶诱导

ＤＳＢｓ 的识别位点。 起始结构为 ＧＦＰ 阴性，因为

ＧＦＰ 基因被额外的外显子或突变灭活。 成功修复 Ｉ⁃
ＳｃｅＩ 诱导的 ＮＨＥＪ 或 ＨＲ 断裂，恢复功能性 ＧＦＰ 基

因。 通过流式细胞分析术细胞测量计算的 ＧＦＰ 阳

性细胞的数量，进而提供了 ＮＨＥＪ 或 ＨＲ 效率的定

量测量。
１． ８　 构建 ＥＧＦＲ 敲低的 ＬＯＶＯ 稳转细胞系 　 使

用三质粒系统构建慢病毒颗粒（ｐＬＫＯ. １，ｐｓＰＡＸ２ 和

ｐＭＤ２. Ｇ），ｐｓＰＡＸ２ 和 ｐＭＤ２. Ｇ 是辅助包装质粒。
目标序列为 ５′⁃ＣＣＣＧＴＣＧＣＴＡＴＣＡＡＧＧＡＡＴＴＡ⁃３′，构
建的稳转细胞系使用含嘌呤霉素（１. ５％ ）的完全培

养基培养。
１． ９　 统计学处理 　 使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果进行灰度分析。 运用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ６. ０
进行统计分析，每组数据进行 ３ 次独立实验，实验数

据以 �ｘ ± ｓ 表示，组间差异采用单因素方差分析，若
组间差异有统计学意义，则进一步采用 ＬＳＤ⁃ｔ 检验

进行两两比较。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １ 　 辐射诱导 ＥＧＦＲ 磷酸化水平升高 　 通过

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 方法检测 ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 的表达水

平。 使用 ４ Ｇｙ 的辐射剂量，在不同的时间点对 ＥＧ⁃
ＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 的表达水平进行检测，结果显示辐射

处理细胞 ２４ ｈ 后 ｐ⁃ＥＧＦＲ 的含量到达最高值（图
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１Ａ），差异有统计学意义（Ｆ ＝ ２６. ３３５，Ｐ ＜ ０. ０１），用
不同剂量（０ ～ ８ Ｇｙ）辐射处理 ＬＯＶＯ 细胞，２４ ｈ 后

对 ＬＯＶＯ 细胞的 ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 的表达水平进行

检测。 随着辐射剂量的升高，ＥＧＦＲ 的磷酸化水平

升高（图 １Ｂ），差异有统计学意义（Ｆ ＝ ３２. １１５，Ｐ ＜
０. ０１）。
２． ２　 辐射诱导细胞膜上 ＥＧＦＲ 磷酸化水平升高　
不同剂量（０ ～ ８Ｇｙ）辐射处理 ＬＯＶＯ 细胞，２４ ｈ 后提

取 ＬＯＶＯ 细胞的膜蛋白并对 ＥＧＦＲ 磷酸化水平进行

检测，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，随着辐射剂量的增加，
细胞膜上 ＥＧＦＲ 的磷酸化水平增高（图 ２Ａ），差异有

统计学意义（Ｆ ＝ ４３. ３３２，Ｐ ＜ ０. ０１）。 通过免疫荧光

检测磷酸化 ＥＧＦＲ 的定位，４ Ｇｙ 辐射处理，２４ ｈ 后

对 ＬＯＶＯ 细胞进行荧光检测，结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结
果一致，辐射处理之后细胞膜上 ＥＧＦＲ 磷酸化水平

增高（图 ２Ｂ）。 综上结果，ＥＧＦＲ 是通过自身磷酸化

响应辐射。
２． ３　 伯格替尼呈剂量依赖性抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化水

平　 采用不同浓度的伯格替尼（０、１０、１００、５００、１
０００、３ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）处理细胞 ４８ ｈ 后检测细胞活力，
结果显示随着伯格替尼浓度的升高，ＬＯＶＯ 细胞活

力被 抑 制 （ 图 ３Ａ）， 差 异 有 统 计 学 意 义 （ Ｆ ＝
１１２. ３６５，Ｐ ＜ ０. ０１）。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析结果显示，
ＥＧＦＲ 的磷酸化水平随着药物浓度的增加而降低

（图 ３Ｂ），差异有统计学意义 （ Ｆ ＝ １３２. ３３６，Ｐ ＜
０. ０１）。

图 １　 辐照诱导 ＥＧＦＲ 磷酸化水平升高

Ａ：ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 在 ４ Ｇｙ 处理 ＬＯＶＯ 细胞后不同时间点的蛋白表达水平；Ｂ：ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 在不同辐照剂量处理 ＬＯＶＯ 细胞 ２４ ｈ 后的蛋

白表达水平；与 ０ ｈ 比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ０ Ｇｙ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 辐照诱导细胞膜上 ＥＧＦＲ 磷酸化水平升高

Ａ：不同辐照剂量处理 ＬＯＶＯ 细胞 ２４ 小时后提取膜蛋白 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达水平；Ｂ：４ Ｇｙ 处理 ＬＯＶＯ 细胞 ２４ ｈ 后免疫

荧光检测 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达量 × ２０；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 伯格替尼呈剂量依赖性抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化水平

Ａ：不同浓度伯格替尼处理 ＬＯＶＯ 细胞 ４８ ｈ 后 ＣＣＫ⁃８ 检测细胞

活力；；Ｂ：不同浓度伯格替尼处理 ＬＯＶＯ 细胞 ４８ ｈ 后提取膜蛋白

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达水平；１ ～ ６：０、１０、１００、５００、１

０００、３ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 伯格替尼；与对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 伯格替尼处理结直肠癌细胞 ＬＯＶＯ 可以抑制

非同源末端连接　 课题组构建了 ＥＧＦＲ 敲低的 ＬＯ⁃
ＶＯ 细胞系，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测敲低效果，在 ＥＧＦＲ 敲

低的细胞系中，ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 的表达显著降低

（图 ４Ａ），差异有统计学意义 （ Ｆ ＝ ２１. ３３１， Ｐ ＜
０. ０１）。 ＥＧＦＲ 通过参与非同源末端连接促进 ＤＮＡ
损伤修复，使用 ＤＲ⁃ＧＦＰ 系统进行检验，该系统的原

理如图所示（图 ４Ｂ）Ｉ⁃Ｓｃｅ 切割 ＡＤ 区域产生非同源

末端，如果细胞内存在非同源末端连接，则断裂区域

可被修复，报告基因 ＧＦＰ 表达，发出绿光。 使用

ＤＲ⁃ＧＦＰ 质粒系统检测细胞非同源末端连接水平，
结果显示在敲低 ＥＧＦＲ 的 ＬＯＶＯ 细胞中非同源末端

连接被抑制，伯格替尼处理之后，非同源末端连接被

抑制（图 ４Ｃ），差异有统计学意义（Ｆ ＝ ３６. ８５１，Ｐ ＜
０. ０１）。
２． ５　 伯格替尼处理可以增强结直肠癌 ＬＯＶＯ 细胞

的辐射敏感性　 浓度为 １ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 的伯格替尼处

理细胞 ２４ ｈ 之后进行 ４ Ｇｙ 辐射处理，辐射之后 ２４
ｈ 进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测，结果显示 γ⁃Ｈ２ＡＸ、ｃｌｅａｖｅｄ

ｃａｓｐａｓｅ⁃３、ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 和 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表

达升高（图 ５Ａ），差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０１）。
Ａｎｎｅｘｉｎｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双标记法检测结果显示细胞总凋

亡率分别为（６. ７ ± ２. ３）％ 、（２９. １ ± ３. １）％ 、（８. ２ ±
２. ２）％ 、（３３. ３ ± ２. ５）％ （图 ５Ｂ），差异有统计学意

义（Ｆ ＝ ２１. ６７４，Ｐ ＜ ０. ０１）。

图 ４　 伯格替尼处理结直肠癌细胞 ＬＯＶＯ 可以抑制非同源末端连接

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＧＦＲ 和 ｐ⁃ＥＧＦＲ 表达水平；Ｂ： ＤＲ⁃ＧＦＰ 质

粒系统示意图；Ｃ：ＤＲ⁃ＧＦＰ 质粒系统检测细胞非同源末端连接水平；

１：对照组；２：ＥＧＦＲ 敲低组；３：阴性对照组；４：阳性对照组；５：ＥＧＦＲ
敲低组；６：伯格替尼（１ ０００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）处理细胞组；与对照组比较：∗Ｐ

＜ ０. ０５；与阳性对照组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ５　 伯格替尼处理可以增强结直肠癌 ＬＯＶＯ 的辐射敏感性

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测伯格替尼与辐射联合使用后结直肠癌细胞

ＬＯＶＯ 中不同蛋白表达水平；Ｂ： Ａｎｎｅｘｉｎｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双标记法检测替

尼与辐照联合使用后结直肠癌细胞 ＬＯＶＯ 的凋亡情况；１：对照组；２：
辐射处理组；３：伯格替尼处理组；４：联合处理组；与对照组比较：∗Ｐ
＜ ０. ０５；与辐射处理组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０１

３　 讨论

　 　 结直肠癌是威胁人类健康的一种重大疾病，放

疗是治疗结直肠癌的一种有效手段，但细胞内损伤

修复机制的激活会使结直肠癌细胞对放疗产生抵

抗［８］。 ＥＧＦＲ 信号通路的激活是产生辐射抵抗的关

键因素，ＥＧＦＲ 对调节细胞生长、增殖和分化起着重

要作用，并且与肿瘤细胞的增殖、血管生成、肿瘤侵

袭、转移及细胞凋亡的抑制有关［９］。 因此探究 ＥＧ⁃
ＦＲ 信号通路在损伤修复中的作用对结直肠的放疗

至关重要。
ＥＧＦＲ 活化后可以激活 ＥＲＫ 和 ＡＫＴ 通路促进

细胞存活，并且以磷酸化形式转位入核参与 ＤＮＡ 损

伤修复，通过促进 ＤＮＡ 损伤修复减少细胞凋亡［１０］，
这可能是癌细胞产生辐射抗性的主要原因。 本研究

显示，辐射之后结直肠癌细胞中 ＥＧＦＲ 的磷酸化水

平升高，本实验使用 ＤＲ⁃ＧＦＰ 质粒验证 ＥＧＦＲ 主要

通过参与非同源末端连接修复导致辐射抵抗，与之

前的报道［１１］ 一致。 因此抑制 ＥＧＦＲ 的磷酸化可能

是提高结直肠癌细胞辐射敏感性的有效手段。
伯格替尼是一种酪氨酸激酶抑制剂（ＴＫＩ），于

２０１６ 年 ５ 月被食品和药物管理局（ＦＤＡ）批准上市，
可以有效抑制 ＡＫＴ 阳性，三突变的 ＥＧＦＲ 癌细胞，
并在非小细胞肺癌中得到证实［１２］。 本实验在结直

肠癌细胞验证了伯格替尼对 ＥＧＦＲ 磷酸化的抑制作

用，伯格替尼呈剂量依赖性的抑制 ＥＧＦＲ 磷酸化。
使用伯格替尼处理细胞后，结直肠癌细胞非同源末

端重组修复途径被显著抑制。
细胞凋亡是辐射诱导细胞死亡的主要方式［１３］，

ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 通过激活下游效应蛋白 ｃａｓｐａｓｅ⁃３
和 ｃａｓｐａｓｅ⁃７ 产生 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃
７ 进而促进细胞凋亡［１４］。 本研究显示伯格替尼联

合辐射处理从而触发细胞凋亡通路，最终诱导线粒

体依赖的内在凋亡，线粒体依赖的内源性凋亡相关

蛋 白 ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃７， ａｎｄ
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 表达显著升高，从而增强结直肠癌

细胞的放射增敏作用。
综上所述，伯格替尼通过抑制 ＥＧＦＲ 的磷酸化

导致细胞的非同源末端链接修复被抑制，加剧辐射

引起的 ＤＮＡ 损伤，导致细胞凋亡增加。 本实验首次

将伯格替尼与癌症放射治疗相结合，这些数据可能

为临床上结直肠癌治疗提供支持。

参考文献

［１］ 　 Ｒｏｂｅｒｔｓ Ｂ Ｓ， Ｈａｒｄｉｇａｎ Ａ Ａ， Ｍｏｏｒｅ Ｄ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｖａｌ⁃

ｉｄａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｉｒｃｕｌａｔｉｎｇ ｂｉｏｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ａｄｅｎｏｍａ ｂｙ ｈｉｇｈ⁃

ｄｅｐｔｈ ｓｍａｌｌ ＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ［ Ｊ］ ． Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１８， ２４

·６１２· 安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｆｅｂ；５７（２）



（９）： ２０９２ － ９．
［２］ 　 Ｂｒａｙ Ｆ， Ｆｅｒｌａｙ Ｊ， Ｓｏｅｒｊｏｍａｔａｒａｍ Ｉ， ｅｔ ａｌ． Ｇｌｏｂａｌ ｃａｎｃｅｒ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ

２０１８： ＧＬＯＢＯＣＡＮ ｅｓｔｉｍａｔｅｓ ｏｆ ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ ａｎｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｗｏｒｌｄｗｉｄｅ
ｆｏｒ ３６ ｃａｎｃｅｒｓ ｉｎ １８５ ｃｏｕｎｔｒｉｅｓ［Ｊ］ ． ＣＡ Ｃａｎｃｅｒ Ｊ Ｃｌｉｎ， ２０１８， ６８
（６）： ３９４ － ４２４．

［３］ 　 Ｍｉｓｈｒａ Ｊ， Ｄｒｕｍｍｏｎｄ Ｊ， Ｑｕａｚｉ Ｓ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅ ｏｆ ｃｏｌｏｎ
ｃａｎｃｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ ａｎｄ ｓｃｏｐｅ ｆｏｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｏｒｉａｌ ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｅｎ⁃
ｈａｎｃｅｄ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ［Ｊ］ ． Ｃｒｉｔ Ｒｅｖ Ｏｎｃｏｌ Ｈｅｍａｔｏｌ， ２０１３，
８６（３）： ２３２ － ５０．

［４］ 　 Ａｌｓａｈａｆｉ Ｅ Ｎ， Ｔｈａｖａｒａｊ Ｓ， Ｓａｒｖｅｓｔａｎｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＥＧＦＲ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＨＰＶ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈｅａｄ ａｎｄ
ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ＨＰＶ Ｅ６
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ， ２０２１， ４９８： ８０ － ９７．

［５］ 　 邢孔芸， 陈玉蓉， 李　 庆， 等． ＹＡＰ 基因对 ＨＰＶ 感染宫颈癌

细胞 ＴＧＦ⁃α 及 ＥＧＦＲ 表达的调节作用［ Ｊ］ ． 安徽医科大学学

报， ２０２０， ５５（１１）： １７３５ － ４０．
［６］ 　 Ｂａｐｔｉｓｔｅｌｌａ Ａ Ｒ， Ｌａｎｄｅｍｂｅｒｇｅｒ Ｍ Ｃ， Ｄｉａｓ Ｍ Ｖ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｒａｂ５Ｃ

ｅｎｈａｎｃｅｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ ｉｏｎｉｚｉｎｇ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ［ Ｊ］ ． Ｊ
Ｍｏｌ Ｍｅｄ （Ｂｅｒｌ）， ２０１９， ９７（６）： ８５５ － ６９．

［７］ 　 Ｐａｌ Ｓ， Ｋｏｚｏｎｏ Ｄ， Ｙａｎｇ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｄｕａｌ ＨＤＡＣ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ
ａｂｒｏｇａｔｅｓ ＮＦκＢ⁃ ａｎｄ ＦＯＸＭ１⁃Ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ
ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｚｅ ｐｅｄｉａｔｒｉｃ ｈｉｇｈ⁃ｇｒａｄｅ ｇｌｉｏｍａｓ ［ Ｊ ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１８， ７８（１４）： ４００７ － ２１．

［８］ 　 Ａｌｓａｈａｆｉ Ｅ Ｎ， Ｔｈａｖａｒａｊ Ｓ， Ｓａｒｖｅｓｔａｎｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． ＥＧＦＲ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｒａｄｉｏｔｈｅｒａｐｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎ ＨＰＶ⁃ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｈｅａｄ ａｎｄ

ｎｅｃｋ ｃａｎｃｅｒ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ＨＰＶ Ｅ６
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ［Ｊ］ ． Ｃａｎｃｅｒ Ｌｅｔｔ， ２０２１， ４９８：８０ － ９７．

［９］ 　 Ｌｉｕ Ｚ， Ｆｕ Ｑ， Ｗａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｓｙｎｅｒｇｙ ｂｅｔｗｅｅｎ ｖｉｎｏｒｅｌｂｉｎｅ ａｎｄ
ａｆａｔｉｎｉｂ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ
ｂｙ ＥＧＦＲ ａｎｄ ｐ５３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ［Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ，
２０２１， １３４：１１１１４４．

［１０］ ｄｅ Ｓｉｌｖａ Ｈ Ｃ， Ｌｉｎ Ｍ Ｚ， Ｐｈｉｌｌｉｐｓ Ｌ， ｅｔ ａｌ． ＩＧＦＢＰ⁃３ ｉｎｔｅｒａｃｔｓ ｗｉｔｈ
ＮＯＮＯ ａｎｄ ＳＦＰＱ ｉｎ ＰＡＲＰ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ ｒｅｐａｉｒ ｉｎ ｔｒｉ⁃
ｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｍｏｌ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉ， ２０１９， ７６（１０）：
２０１５ － ３０．

［１１］ Ｕｃｈｉｂｏｒｉ Ｋ， Ｉｎａｓｅ Ｎ， Ａｒａｋｉ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ａｎｔｉ⁃ＥＧＦＲ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｏｖｅｒｃｏｍｅｓ ｏｓｉｍｅｒｔｉｎｉｂ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ＥＧＦＲ⁃
ｍｕｔａｔｅｄ ｎｏｎ⁃ｓｍａｌｌ⁃ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ［ Ｊ］ ． Ｎａｔ Ｃｏｍｍｕｎ， ２０１７， ８：
１４７６８．

［１２］ Ｇａｌｌｕｚｚｉ Ｌ， Ｖｉｔａｌｅ Ｉ， Ａａｒｏｎｓｏｎ Ｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ
ｏｆ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ： ｒｅｃｏｍｍｅｎｄａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｎｏｍｅｎｃｌａｔｕｒｅ Ｃｏｍｍｉｔｔｅｅ ｏｎ
Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ ２０１８［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０１８， ２５ （３）： ４８６ －
５４１．

［１３］ Ｇａｏ Ｙ， Ｗｅｎ Ｐ， Ｃｈｅｎ Ｂ， ｅｔ ａｌ． Ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤＣ２０ ｉｎｃｒｅａ⁃
ｓｅｓ ｒａｄｉｏｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｈｒｏｕｇｈ Ｍｃｌ⁃１ ／ ｐ⁃Ｃｈｋ１⁃ Ｍｅｄｉａｔｅｄ ＤＮＡ ｄａｍａｇｅ
ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｕｍｏｒ ｃｅｌｌｓ［Ｊ］ ． Ｉｎｔ Ｊ Ｍｏｌ Ｓｃｉ， ２０２０， ２１（１８）：
６６９２．

［１４］ Ｃｈｅｎ Ｂ， Ｗｅｎ Ｐ， Ｈｕ Ｇ， ｅｔ ａｌ． Ａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇ ＣＤＫ８ ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｃｏｌｏ⁃
ｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｔｏ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｈｒｏｕｇｈ ｐｏｔｅｎｔｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｏｆ
ｅ２ｆ１ ｔａｒｇｅｔ ｇｅｎｅ ａｐａｆ１［Ｊ］ ． Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２０， ８：４０８．

Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ｂｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＥＧＦＲ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ

Ｈｕ Ｇｕａｎｓｈｕｏ１，２， Ｚｈａｏ Ｇｕｏｐｉｎｇ１

（ １Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ｈｉｇｈ Ｍａｇｎｅｔｉｃ Ｆｉｅｌｄ ａｎｄ Ｉｏｎ Ｂｅａｍ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ，
Ｈｅｆｅｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅｓ ｏｆ Ｐｈｙｓｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ， Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３１；

２Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｉｓｌａｎｄ Ｂｒａｎｃｈ ｏｆ Ｇｒａｄｕａｔｅ Ｓｃｈｏｏｌ，Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｓｃｉｅｎｃｅ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｃｈｉｎａ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００２６ ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ｏｎ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ
ｂｙ ｔｒｅａｔｉｎｇ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ ｗｉｔｈ ａ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ａｎｄ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ（ＥＧＦＲ）， ｐ⁃
ＥＧＦＲ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ ｄｏｓｅｓ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ
ＥＧＦＲ， ｐ⁃ＥＧＦＲ， γ⁃Ｈ２ＡＸ， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃３， ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃７ ａｎｄ ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃９ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｄｅ⁃
ｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ Ｅｎｄ Ｊｏｉｎｉｎｇ⁃ＮＨＥＪ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＤＲ⁃ＧＦＰ ｐｌａｓｍｉｄ ｓｙｓ⁃
ｔｅｍ， ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ⁃８ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ａｎｎｅｘｉｎｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｌａｂｅｌｉｎｇ． Ｒｅ⁃
ｓｕｌｔｓ　 Ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ＥＧＦＲ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎ ａ
ｄｏｓｅ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ． Ｎｏｎ⁃ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ Ｅｎｄ Ｊｏｉｎｉｎｇ ｒｅｐａｉｒ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ， ａｎｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｉｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｍｂｉｎｅｄ
Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ａｎｄ ｒａｄｉａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｎｏｎ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｅｎｄ ｊｏｉｎｉｎｇ ｒｅｐａｉｒ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ａｐｏｐｔｏ⁃
ｓｉｓ ｉｎ ＬＯＶＯ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ＥＧＦＲ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ， ｗｈｉｃｈ ｅｖｅｎｔｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｒａｄｉａｔｉｏｎ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＬＯＶＯ
ｃｅｌｌｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ　 ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ＬＯＶＯ； Ｂｒｉｇａｔｉｎｉｂ； ＥＧＦＲ； ｐ⁃ＥＧＦＲ

·７１２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｆｅｂ；５７（２）


