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阿帕替尼联合放疗对 HeLa细胞周期和凋亡影响的体外研究
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摘要 目的 体外观察阿帕替尼( APA) 联合放疗对宫颈癌
HeLa 细胞周期和凋亡影响。方法 对数生长期 HeLa 细胞
分为对照组、药物组、放疗组和联合组。流式细胞仪检测细
胞周期和凋亡，分析放疗后 HeLa 细胞周期和凋亡变化。结
果 联合组 G0 /G1 期阻滞明显高于对照组和放疗组 ( P ＜
0. 05) 。联合组 S期比例最低，与对照组比较差异有统计学
意义( P ＜ 0. 05) ，与放疗组比较差异无统计学意义。联合组
凋亡率高于对照组和药物组( P ＜ 0. 05) 。结论 APA 联合
放疗有明显 G0 /G1 期细胞周期阻滞作用，但无明显凋亡诱
导作用。
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宫颈癌是女性常见肿瘤之一，2010 和 2011 年
宫颈癌在中国癌症中居第 7 和 10 位［1 － 2］。按国际
妇产科联盟分期，ⅡB 期以后患者占 59. 2% ( 45 /
76) ［3］。放疗是宫颈癌主要治疗措施，单纯放疗具
有较好疗效，单纯放疗 20 年总生存率为 77% ( 123 /
171) ，高于根治性手术 72% ( 123 /172 ) ，但仍有
27. 4% ( 94 /343 ) 出现复发［4］。顺铂 ( cisplatin，
DDP) 是局部进展期宫颈癌同步放化疗常用的药
物［5］，但严重的胃肠道反应是限制其广泛应用的主
要因素。抗血管生成是阿帕替尼( apatinib，APA) 主
要作用机制，能有效、低毒地抑制肺癌、结肠癌、胃癌
等移植瘤模型的生长［6 － 7］。除抗血管生成外，APA
是否影响细胞周期和凋亡尚不清楚，该研究主要体
外观察 APA联合放疗对宫颈癌细胞周期和凋亡影
响。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 APA ( 有效剂量 0. 425g /片，江苏

恒瑞医药股份有限公司) ; DMEM 高糖培养基( 美国
Gibco公司) ; 胎牛血清 ( 美国 HyClone 公司) ; 细胞
凋亡检测试剂盒( 美国 BD 公司) ; 细胞周期检测试
剂盒( 上海碧云天生物技术有限公司) ; 人宫颈癌
HeLa细胞株 ( 西南医科大学肿瘤科实验室提供) ;
直线加速器( 瑞典医科达公司) 。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 人宫颈癌细胞株( HeLa) 接种于
25 cm2培养瓶中，用含 10%胎牛血清的 DMEM培养
基，置于 37 ℃、5% CO2的培养箱中培养，倒置显微
镜下每天观察细胞生长状态，每 2 ～ 3 d 传代一次，
取对数生长期细胞进行实验。
1． 2． 2 实验分组和照射条件 实验分为对照组、药
物组、放疗组和联合组。采用直线加速器照射，源皮
距 = 100 cm，射野 40 cm ×40 cm，照射剂量 2 Gy。
1． 2． 3 APA药物工作浓度的选取 在前期体外实
验研究中，显示 APA 对 HeLa 的增殖抑制呈浓度依
赖性，半数抑制浓度为 27. 16 μmol /L，20%半数抑
制浓度为 11. 46 μmol /L。选取 APA( 20%半数抑制
浓度: 11. 46 μmol /L) 作为实验药物浓度。
1． 2． 4 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡 取对数
生长期的 HeLa 细胞，吸取 2 ml 浓度为 5 × 104 /ml
的 HeLa 细胞悬液加入 35 mm 培养皿中，DMEM 高
糖培养基培养 12 h( 即细胞贴壁生长) 后，药物组和
联合组加入 APA( 11. 46 μmol /L) ，各组设 3 个平行
样本。继续培养 24 h 后对放疗组和联合组行 2 Gy
照射，照射后 24 h 终止培养。常规消化、离心、重
悬，预冷 PBS洗涤重悬细胞后 70%酒精 4 ℃固定过
夜。次日再次离心沉淀细胞，离心弃固定液，每管细
胞加入配制好的 0. 5 ml碘化吡啶染色液，缓慢并充
分重悬细胞沉淀，37 ℃避光温浴 30 min，流式细胞
仪检测细胞周期。细胞凋亡检测采用常规消化、离
心、PBS重悬细胞后，再次离心细胞，吸去 PBS，每管
加入约 100 μl binding buffer 重悬细胞，然后分别加
入 7-AAD ( 5 μl) 和 PE( 5 μl) ，室温下避光孵育 15
min后，再加入 400 μl binding buffer，轻轻吹打均匀，
行流式细胞仪检测细胞凋亡。以上实验均重复 3
次。
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1． 3 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行统计
分析，定量检测结果采用 珋x ± s 表示，采用单因素方
差分析进行多组间均数比较，两组间比较采用独立
样本 t检验，P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞周期分布 联合组 ( 71. 51 ± 1. 65 ) %
G0 /G1 期比例高于对照组( 57. 25 ± 0. 92) %和放疗
组( 59. 38 ± 2. 24 ) % ( P ＜ 0. 05 ) ，与药物组 ( 60. 90
± 1. 27) % 相似，对照组和放疗组相似。联合组
( 15. 45 ± 2. 77) %与药物组( 13. 37 ± 1. 40 ) % G2 /M
期相似，高于对照组( 10. 24 ± 0. 30 ) %，低于放疗组
( 24. 46 ± 2. 59 ) % ( P ＜ 0. 05 ) 。联合组 ( 13. 04 ±
1. 41) % S期比例最低，对照组 ( 32. 50 ± 0. 98) %最
高，其次为药物组 ( 25. 74 ± 2. 56 ) %。见表 1 和图
1。

图 1 HeLa细胞周期分布
A: 对照组; B: 放疗组; C:药物组; D:联合组

2． 2 细胞凋亡率 联合组凋亡率最高 ( 5. 81 ±
0. 21) %，其次为放疗组( 5. 51 ± 0. 15) %，与对照组
比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ，联合组和放疗
组间差异无统计学意义。药物组凋亡率高于对照
组，但差异无统计学意义。联合组和放疗组凋亡率

均高于药物组( P ＜ 0. 05) 。见表 2 和图 2。

表 1 HeLa细胞周期分布情况( 珋x ± s，%，n = 3)

细胞周期

分布
对照组 放疗组 药物组 联合组

G0 /G1 57． 25 ± 0． 92 59． 38 ± 2． 24 60． 90 ± 1． 27* 71． 51 ± 1． 65* #

P1 /P2值 － 0． 20 / － 0． 02 /0． 36 0． 00 /0． 00
t1 / t2值 － 1． 52 / － 4． 03 /1． 02 13． 07 /7． 55

G2 /M 10． 24 ± 0． 30 24． 46 ± 2． 59* 13． 37 ± 1． 40* # 15． 45 ± 2． 77* #

P1 /P2值 － 0． 00 / － 0． 02 /0． 00 0． 03 /0． 01
t1 / t2值 － 9． 45 / － 3． 79 /4． 33 3． 24 /4． 12

S 32． 50 ± 0． 98 16． 16 ± 1． 70* 25． 74 ± 2． 56* # 13． 04 ± 2． 39* #

P1 /P2值 － 0． 00 / － 0． 01 /0． 01 0． 00 /0． 14
t1 / t2值 － 14． 42 / － 4． 27 /5． 40 13． 05 /1． 84

注: P1 /P2与 t1 / t2分别表示与对照组、放疗组比较的 P 值及 t 值; 与对照

组比较: * P ＜0. 05; 与放疗组比较: #P ＜0. 05

表 2 HeLa细胞凋亡率( 珋x ± s，%，n = 3)

组别 对照组 药物组 放疗组 联合组
凋亡率 1． 52 ± 0． 74 3． 14 ± 0． 84* 5． 51 ± 0． 15* # 5． 81 ± 0． 21* #

P1 / t1值 － 0． 07 /2． 5 0． 00 /9． 15 0． 00 /9． 66
P2 / t2值 － － 0． 01 /4． 81 0． 01 /5． 34
P3 / t3值 － － － 0． 11 /2． 01

与对照组比较: * P ＜0. 05; 与药物组比较: #P ＜ 0. 05;注: P1 / t1、P2 / t2、P3 /

t3分别表示与对照组、药物组、放疗组比较的 P值及 t值

图 2 HeLa细胞凋亡率分布

A: 对照组; B:药物组; C: 放疗组; D:联合组; 与对照组比较: * P

＜ 0. 05; 与药物组比较: #P ＜ 0. 05

3 讨论

血管内皮生长因子与肿瘤发生发展有密切关
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系，抗血管生成治疗是抗肿瘤治疗的重要环境［8］。
APA是一种新型酪氨酸激酶抑制剂，高度选择作用
于 VEGFR-2 的三磷酸腺苷酶结合位点，阻断下游信
号通路，抑制肿瘤血管生成。临床应用表明 APA 在
肝癌等肿瘤治疗中具有较好临床疗效，毒副作用发
生率较低，无严重药物相关不良事件发生［9］。除抗
血管生成外，APA 有无其他作用，宫颈癌 APA 联合
放疗是否影响细胞周期分布和凋亡，缺乏相关研究，
本实验旨在体外研究 APA 联合放疗对宫颈癌 HeLa
细胞周期及凋亡的影响。

细胞周期中 G2 /M期对电离辐射最敏感，G1 期
相对敏感，S期呈放射抵抗［10］。不同抗血管生成药
物对细胞周期阻滞不同。在胃肠道肿瘤和肝癌中研
究［11 － 12］显示，索拉非尼、BD0801 或贝伐单抗有促
进 G0 /G1 期阻滞作用，在卵巢癌研究提示以 G2 /M
期阻滞为主［13］。本研究结果显示，APA联合放疗或
单药 APA 均以 G0 /G1 期细胞阻滞为主 ( 71. 51 ±
1. 65) %和( 60. 90 ± 1. 27) %，APA 联合放疗降低 S
期细胞比例 ( 13. 04 ± 1. 41 ) %，低于单纯放疗
( 16. 16 ± 1. 70) %，单药 APA S 期细胞比例仍较高
( 25. 74 ± 2. 56 ) %。研究［11 － 12］显示 APA 促进放疗
后 HeLa细胞阻滞于 G0 /G1 期，减少 S期细胞比例。
采用间断给药方式可能有增加 HeLa 细胞放射敏感
性作用。

细胞凋亡是放疗导致细胞死亡方式，不同分子
靶向药物联合放疗具有促凋亡作用。在乳腺癌及肺
癌研究［14 － 15］显示，吉非替尼联合放疗明显增加乳腺
癌及肺癌凋亡率。本研究表明，APA 联合放疗明显
促进 HeLa 细胞凋亡率发生( 5. 81 ± 0. 21 ) %，比单
纯放疗 ( 5. 51 ± 0. 15 ) % 和单药 APA ( 3. 14 ±
0. 84) %细胞凋亡率高，比单药 APA高近 2 倍，比对
照组( 1. 52 ± 0. 74 ) %高近 4 倍。APA 联合放疗与
单纯放疗细胞凋亡率相似。上述结果提示单药
APA具有促凋亡作用，但联合放疗促凋亡作用表现
不明显，可能与 APA 作用机制有关，对调节凋亡相
关蛋白影响可能较小。

综上所述，APA联合放疗具有细胞周期阻滞作
用，以 G0 /G1 期阻滞为主，在促凋亡方面，具有一定
促凋亡作用，但作用不明显，原因有待进一步研究。
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Influence of apatinib combined radiotherapy
on HeLa cell cycle and apoptosis in vitro

Liu Wei，Zhang Jianwen
( Dept of Oncology，Affiliated Hospital of Southwest Medical University，Luzhou 646000)

Abstract Objective To observe the effect of apatinib ( APA) combined with radiotherapy on cell cycle and apop-
tosis of cervical cancer HeLa cells in vitro． Methods HeLa cells in logarithmic growth phase were divided into
control group，drug group，radiotherapy group and joint group． Cell cycle and apoptosis were detected by flow cy-
tometry，and the changes of HeLa cell cycle and apoptosis after radiotherapy were analyzed． Results Retardant of
G0 /G1 phase for joint group was obviously higher than control and radiotherapy group( P ＜ 0. 05) ． S phase per-
centage of joint group was minimum when compared with control group( P ＜ 0. 05) ，while there was no significant
difference when compared with radiotherapy group． Apoptosis rate of joint group was higher than control group and
drug group( P ＜ 0. 05) ． Conclusion APA combined with radiotherapy shows significant G0 /G1 phase cell cycle
arrest，but no significant induction of apoptosis．
Key words apatinib; radiotherapy; cell cycle /apoptosis; cervical cancer /HeLa cell
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局灶性脑缺血再灌注损伤对小鼠脑组织
平滑肌细胞 α-SMA表达的影响

陈二峰，谈启松，马春春，卞尔保，赵 兵

摘要 目的 探讨局灶性脑缺血再灌注损伤对小鼠脑组织
平滑肌细胞 α-平滑肌肌动蛋白( α-SMA) 表达的影响。方法
采用 C57BL /6 小鼠模型，通过右侧大脑栓塞缺血方法建

立局灶性脑缺血再灌注小鼠模型，使用 qRT-PCR、Western
blot及免疫组织化学等方法，对比观察脑缺血再灌注组小鼠
组脑缺血 2 h再灌注 24 h( 实验组) 和假手术组及空白对照
组大脑组织平滑肌细胞 α-SMA 的表达情况。结果 氯化三
苯四氮唑( TTC) 染色结果显示实验组小鼠脑梗死面积明显
大于假手术组和空白对照组，实验组小鼠脑水肿明显。
Western blot及 qRT-PCR结果显示局灶性脑缺血再灌注小鼠
组脑缺血 2 h再灌注 24 h后脑 α-SMA的表达明显高于假手
术组和空白对照组( P ＜ 0. 05) 。结论 局灶性脑缺血再灌
注损伤能刺激小鼠脑组织平滑肌细胞 α-SMA 的表达。小鼠
脑缺血 2 h再灌注 24 h后脑 α-SMA的表达明显高于假手术
组和空白对照组。
关键词 小鼠; MCAO模型;缺血再灌注损伤; α-平滑肌肌动
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α-平滑肌肌动蛋白( α-smooth muscle actin，α-
SMA) 是平滑肌最常用的标志物，对平滑肌有比较高
的特异性，敏感性也比较高。其主要功能包括:构成
细胞支架，维持细胞形状;参与细胞及细胞内细胞质
的运动; 介导细胞内信号传递及参与蛋白质的合成
等，并与胞内细胞器功能相关［1］。可见，α-SMA 是
血管平滑肌细胞中重要的功能蛋白，其表达的变化
对于提示血管平滑肌细胞结构和功能的改变意义重
大。已有文献［2 － 5］报道各种致病因素导致的肾损
伤、肝损伤、肺损伤、心肌损伤等组织损伤后 α-SMA
表达变化，但尚缺乏对脑损伤中平滑肌细胞 α-SMA
表达变化的研究。该研究通过对小鼠行右侧大脑栓
塞的方法制备小鼠局灶性脑缺血再灌注模型，通过
免疫组织化学、Western blot 及 qRT-PCR 等方法对
比研究小鼠脑缺血 2 h再灌注 24 h 后的小鼠( 实验
组) 与假手术组和空白对照组的脑组织平滑肌细胞
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