
阿立塞替通过靶向 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ提高人非小细胞肺
癌细胞的放射敏感性
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［摘　要］目的：探讨阿立塞替（ＭＬＮ８２３７）对人非小细胞肺癌放射敏感性的影响及作用机制。方法：用 ｓｉ
ＰＯＲＴＮｅｏＦＸ转染试剂将阴性ｓｉＲＮＡ、ｓｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ分别转染ＮＣＩＨ１９７５细胞阴性对照组（Ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ）及靶
向Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ组（ｓｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ），未转染 ｓｉＰＯＲＴＮｅｏＦＸ的 ＮＣＩＨ１９７５细胞作为单纯对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）；
ＣＣＫ８实验检测抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ的抑制剂（ＭＬＮ８２３７０）对ＮＣＩＨ１９７５细胞生长的影响，细胞凋亡实验检测抑
制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７对ＮＣＩＨ１９７５细胞凋亡的影响，克隆形成实验检测了ＭＬＮ８２３７对ＮＣＩＨ１９７５
细胞放射敏感性的影响影响，ｑＲＴＰＣＲ实验评估了ＮＣＩＨ１９７５细胞中 ｐ１６及 ｐ２１的表达，荧光素酶分析实验测
定细胞周期相关转录因子（Ｅ２Ｆ）和应激活化蛋白激酶（ＪＮＫ）的活性。结果：ＮＣＩＨ１９７５细胞的转染效率达
８９９１％，抑制Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ及加入 ＭＬＮ８２３７可明显抑制 ＮＣＩＨ１９７５细胞的生长，差异有统计学意义（Ｐ＜
００１）；细胞凋亡实验结果显示，抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７可明显提高ＮＣＩＨ１９７５细胞的凋亡率；克隆
形成实验显示，ＭＬＮ８２３７能够显著降低照射后 ＮＣＩＨ１９７５细胞的克隆形成能力对 ＮＣＩＨ１９７５细胞有放射增敏
效果，且随剂量增大其增敏效果越显著；ｑＲＴＰＣＲ结果显示，加入 ＭＬＮ８２３７（Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ抑制剂）照射后，ｐ１６
及ｐ２１的表达明显上调；荧光素酶分析实验结果显示，抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ显著降低了 Ｅ２Ｆ的活性，而 ＪＮＫ的活
性显著提高，差异均有统计学意义（Ｐ＜００１）。结论：阿立塞替能通过靶向 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ，而抑制 ＮＣＩＨ１９７５
细胞增殖及诱导其凋亡，从而提高ＮＣＩＨ１９７５细胞的放射敏感性。
［关键词］癌，非小细胞肺；转染；辐射耐受性；细胞凋亡；细胞增殖；阿立塞替
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　　肺癌是致死率非常高的恶性肿瘤之一，其中非
小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃｅｒ，ＮＳＣＬＣ）占
肺癌的８０％ ～８５％［１］。近年来，ＮＳＣＬＣ的治疗多
采用手术、放疗、化疗、靶向治疗等方法，其中放疗

及靶向治疗已成为近期的研究热点［２－４］。由于长

时间放疗会使癌症细胞产生放射抵抗，故寻找提高

癌细胞放射敏感性的靶点非常必要。Ａｕｒｏｒａ激酶
Ａ可通过调节复制中心体、形成双极纺锤体，对有
丝分裂纺锤体上的染色体排列及有丝分裂中发挥

关键作用［５］。研究表明，Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ是成神经
管细胞瘤和高级胶质母细胞瘤的潜在靶点［５－８］，还

认为Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ涉许多类型的癌症（乳腺癌、结
肠癌、卵巢癌、肝癌及胰腺癌）［９－１４］。最新研究结

果表明，ＳＭＡＲＣＢ１基因可通过抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ
的表达而达到抑制非中枢神经系统（ｃｅｎｔｒａｌｎｅｒｖ
ｏｕｓｓｙｓｔｅｍ，ＣＮＳ）横纹肌样瘤细胞生长的作用［１５］。

阿立塞替（Ａｌｉｓｅｒｔｉｂ，ＭＬＮ８２３７）是一种有效的市场
化的选择性 ＡｕｒｏｒａＡ抑制剂，对肿瘤有一定的抑
制作用，是效果良好的放射增敏剂，本研究旨在探

讨阿立塞替对ＮＳＣＬＣ放射敏感性的影响及其作用
机制。

１　材料与方法
１１　材料仪器

肺癌细胞 ＮＣＩＨ１９７５购自美国菌种保藏中
心，ＭＬＮ８２３７购自美国阿拉丁工业公司，ＲＰＭＩ
１６４０培养液购自美国赛默飞世尔科技公司，胎牛
血清购自美国赛默飞世尔科技公司，阴性ｓｉＲＮＡ、ｓｉ
ＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ及ｓｉＰＯＲＴＮｅｏＦＸ转染剂购自美国
爱普拜斯公司，ＦＡＭｓｉＲＮＡ购自上海吉玛制药技

术有限公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ细胞凋亡检测试
剂盒购自美国碧迪公司，ＲＴＰＣＲ试剂盒购自美国
赛默飞世尔科技公司，ＢＣＡ试剂盒购自上海碧云
天生物技术研究所，ｑＴＲＰＣＲ实验试剂盒美国赛
默飞世尔科技公司，细胞培养箱购自美国赛默飞世

尔科技公司，６ＭＶＸ线直线加速器购自德国西门
子公司（剂量率为０５Ｇｙ／ｍｉｎ），流式细胞仪购自
美国贝克曼库尔特有限公司），酶标仪购自美国英

杰生命技术有限公司。

１２　方法
１２１　细胞培养　采用含有１０％胎牛血清的ＲＰ
ＭＩ１６４０培养液于３７℃、５％ ＣＯ２的恒湿培养箱中
常规培养肺癌细胞 ＮＣＩＨ１９７５，３～４ｄ传代１次，
取生长状态良好的对数生长期细胞进行后续实验。

１２２　ＲＮＡｉ载体的转染　将靶向 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ
ｍＲＮＡ的ｓｉＲＮＡ和非靶向 ｓｉＲＮＡ以及荧光标记的
ｓｉＲＮＡ（ＦＡＭｓｉＲＮＡ）以每６孔板５ｎｍｏｌ／ＬｓｉＰＯＲＴ
ＮｅｏＦＸ转染剂为载体，按照逆转染方案转染到部分
肺癌ＮＣＩＨ１９７５细胞系中，并分组为：单纯对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、阴性对照组（Ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ）及靶向 Ａｕｒｏｒａ
激酶Ａ组（ｓｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ）。
１２３　ＣＣＫ８细胞活力实验　将 ｓｉＲＮＡ转染的、
及未转染肺癌 ＮＣＩＨ１９７５细胞分别（５０００个细
胞／孔）接种在９６孔板中，常规培养。对于用 ｓｉＲ
ＮＡ转染过的细胞，在转染７２ｈ后，吸去培养基，加
入１０μＬＣＣＫ８溶液，再孵育２ｈ，并分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组、Ｓｉｃｏｎｔｒｏｌ组和ＳｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ组；对于未转
染的细胞，常规培养２４ｈ后，以排枪向各孔中加入
不同浓度（低浓度４０ｎｍｏｌ／Ｌ、高浓度１６０ｎｍｏｌ／Ｌ）的
ＭＬＮ８２３７［１６］，并分为Ｃｏｎｔｒｏｌ（ＤＭＳＯ）组，４０ｎｍｏｌ／Ｌ
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组和１６０ｎｍｏｌ／Ｌ组；在作用 ２４ｈ后，加入 １０μＬ
ＣＣＫ８溶液，并再孵育２ｈ。而后同样用酶标仪测
定４５０ｎｍ波长处的吸光度（ＯＤ值），按照以下公式
计算细胞活力（以细胞活力反映细胞抑制率）：细

胞活力＝［ＯＤ值（加药）－ＯＤ值（空白）］／［ＯＤ值
（未加药）－ＯＤ值（空白）×１００％。
１２４　细胞凋亡实验　将以 ｓｉＲＮＡ转染、及未转
染肺癌ＮＣＩＨ１９７５细胞分别（５０００个细胞／孔）接
种在９６孔板中，收集用ｓｉＲＮＡ转染７２ｈ、及未转染
的ＮＣＩＨ１９７５细胞常规培养２４ｈ，并在未转染的组中
加入不同浓度的ＭＬＮ８２３７（４０ｎｍｏｌ／Ｌ及１６０ｎｍｏｌ／
Ｌ）再次作用２４ｈ，而后分别收集各组细胞于离心
管内，以１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤并离心２
次；用ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ５００μＬ悬浮细胞、ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ５μＬ和ＰＩ５μＬ染色溶液混匀后在避光条件
下室温中反应１５ｍｉｎ；用流式细胞仪检测、分析各
组细胞凋亡率，分组同１２３。
１２５　克隆形成实验　将对数生长期的肺癌
ＮＣＩＨ１９７５细胞按照射剂量不同接种于含３ｍＬ培
养基中（皿的直径为６０ｍｍ，按照照射剂量由低到
高接种细胞数为２００、４００、８００、１２００及１６００个／
孔），在细胞培养箱中静置６ｈ待其贴壁；细胞贴壁
后按照不同浓度进行给药，并分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ（ＤＭＳＯ）
组、４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组及 １６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ
８２３７组，每组设３个复孔；药物作用２４ｈ后，以每
皿ＤＭＥＭ３ｍＬ高糖培养基换液，将细胞分别以０、
２、４、６、８Ｇｙ的剂量进行 Ｘ射线照射；然后用磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤细胞，并在新鲜培养基中培
养；７ｄ后，用甲醇固定细胞，干燥后结晶紫染色
１０ｍｉｎ，清水缓缓冲去染液、干燥。以肉眼计数克
隆数：含５０个以上的细胞团计数为１个克隆，计算
克隆形成率、出种率（ｐｌａｔｉｎｇｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ＰＥ），细胞
存活分数（ｓｕｒｖｉｖａｌｆｒａｃｔｉｏｎ，ＳＦ），按单击多靶模型
ＳＦ＝１－（１－ｅ^（－Ｄ／Ｄ０））ｎ拟合绘制细胞存活曲
线，并计算其平均致死剂量（Ｄｏ），准阀计量值
（Ｄｑ），辐射值在２Ｇｙ时单击多靶模型拟合函数的
细胞存活分数值（ＳＦ２）及辐射增敏比（ＳＥＲ）。
１２６　ｑＲＴＰＣＲ实验　（１）ＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ引
物：上游序列为 ＴＧＡＴＣＣＴＴＡＧＡＧＣＡＧＣＴＴＣＧ，下游
序列为 ＣＴＡＧＧＧＴＴＡＣＴＴＧＧＡＡＴＧＡＴ。（２）ｐ２１引
物：上游序列为ＴＡＧＴＴＣＡＴＣＧＡＧＴＣＧＣＴＴＴ，下游序
列为 ＣＡＣＴＣＴＧＴＴＧＣＣＡＣＣＴＡＴＣＧ。（３）ｐ１６引物：
上游序列为 ＣＧＡＧＣＴＡＡＣＡＡＧＣＡＡＧＣＡＧＣ，下游序
列为 ＡＣＧＴＣＡＣＣＧＧＡＴＣＣＴＣＣＡＧＡＡＣ。（４）ＧＡＰ

ＤＨ引物：上游序列为 ＧＴＣＴＧＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ
ＧＡＧ，下游序列为 ＡＣＣＡＡＣＣＴＧＴＣＧＣＴＧＴＡＧＣＡＡＡ。
ｑＲＴＰＣＲ反应体系（２０μＬ）：上游引物（Ｆ）１μＬ、下游
引物（Ｒ）１μＬ，２×ＴａｑＭａｎ ｑＰＣＲＧｒｅｅｎｍｏｌｏｌａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１０μＬ，ｃＤＮＡ模板２００ｎｇ，ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅｗａｔｅｒ
２０μＬ。ＧＡＰＤＨ为内源对照。ｑＲＴＰＣＲ程序：
９５℃、３ｍｉｎ，９５℃、１５ｓ，６０℃、３０ｓ，９５℃、１５ｓ，
４０个循环；６５℃上升至９５℃。最后使用 ΔΔＣｔ方
法计算基因表达相对量。

１２７　荧光素酶分析实验　使用ＣｉｇｎａｌＦｉｎｄｅｒ１０
ＰａｔｈｗａｙＲｅｐｏｒｔｅｒＡｒｒａｙｓ（ＳＡＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）进行Ｐａｔｈ
ｗａｙ分析。将肺癌 ＮＣＩＨ１９７５细胞接种在添加了
荧光素酶激动剂的９６孔板中，１２ｈ后，用不同浓
度（低浓度 ４０ｎｍｏｌ／Ｌ、高浓度 １６０ｎｍｏｌ／Ｌ）ＭＬＮ
８２３７及照射（６Ｇｙ）处理细胞，而后将细胞再培养
２４ｈ。使用双荧光素酶测定系统（Ｐｒｏｍｅｇａ）在 Ｇｌｏ
ｍａｘ多光度计（Ｐｒｏｍｅｇａ）测量荧光素酶活性，将荧
光素酶活性标准化为海肾荧光素酶活性、并计算比

率。用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ软件分析数据。
１３　统计学方法　

运用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６０软件对相关数据进
行统计作图及分析，以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示计
量资料，以百分比表示计数资料，两独立样本采用ｔ
检验进行组间比较，当 Ｐ＜００５时，表示差异有统
计学意义。

２　结果
２１　ＮＣＩＨ１９７５细胞的转染效率及敲减效率

将荧光标记的 ｓｉＲＮＡ（ＦＡＭｓｉＲＮＡ）转染到
ＮＣＩＨ１９７５细胞中，其转染效率达 ８９９１％，表明
以ｓｉＰＯＲＴＮｅｏＦＸ转染剂作为载体能满足实验要
求，如图１。检测ＮＣＩＨ１９７５细胞中 ＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅ
Ａ的表达量并计算敲减效率，如图２所示，ＳｉＡｕｒｏ
ｒａＫｉｎａｓｅＡ组 ＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ的表达量为
３２６８％，与对照组及 ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组相比显著降低，
差异有统计学意义（Ｐ＜００１）。
２２　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩ
Ｈ１９７５细胞生长影响

ＣＣＫ８实验结果表明，ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组的细胞生长
率为（８６３４±２８３）％，ＳｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ组细胞
生长率为（７２１３±２９５）％，抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ可
明显抑制 ＮＣＩＨ１９７５细胞的生长（Ｐ＝０００１４）；
与对照组比较，加入 ４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组
的ＮＣＩＨ１９７５细胞生长率（７８５２±２３６）％明显降
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图１　ＮＣＩＨ１９７５细胞ＦＡＭｓｉＲＮＡ的转染效率（２００×）
Ｆｉｇ．１　ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙｏｆＦＡＭ－ｓｉＲＮＡｏｎＮＣＩ－Ｈ１９７５ｃｅｌｌｓ（２００×）

注：（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组和ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜００１。

图２　３组ＮＣＩＨ１９７５细胞中Ａｕｒｏｒａ
ＫｉｎａｓｅＡ的表达量

Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅ
Ａｉｎｔｈｅ３ｇｒｏｕｐｓ

低，Ｐ＝００００４；加入 １６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组的
ＮＣＩＨ１９７５细胞生长率（５１３７±３１２）％也显著降
低，差异具有统计学意义（Ｐ＜００００１），提示
ＭＬＮ８２３７对ＮＣＩＨ１９７５细胞有抑制作用，且随浓度的
增大，其抑制率增高。见图３。
２３　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩ
Ｈ１９７５细胞凋亡的影响

通过ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法结合流式细胞术检
测ＮＣＩＨ１９７５细胞在经不同处理之后的凋亡水
平，如图４、５所示，Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ被抑制后 Ａ３组
的细胞凋亡率为（３１５２±１５１）％，与 Ａ２组细胞
凋亡率（１３５±０４３）％比较，细胞凋亡水平提高
（Ｐ＜０００１）。４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７的Ｂ２组细胞凋
亡率为（３９５２±１５１）％，１６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７的
Ｂ３组细胞凋亡率为（８２６７±２６４）％，加入
ＭＬＮ８２３７的Ｂ２、Ｂ３组细胞凋亡率明显高于单纯对
照组Ｂ１组，差异有统计学意义（Ｐ＜０００１）。

注：Ａ为抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ对 ＮＣＩＨ１９７５细胞生长的影响，（１）与ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组比较Ｐ＜００１；Ｂ为加入不同浓度ＭＬＮ８２３７对

ＮＣＩＨ１９７５细胞生长的影响，（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０００１。

图３　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７对ＮＣＩＨ１９７５细胞生长的影响
Ｆｉｇ．３　ＧｒｏｗｔｈｏｆＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｏｆＡｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡａｎｄａｄｄｉｎｇｗｉｔｈＭＬＮ８２３７
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注：Ａ１为Ｃｏｎｔｒｏｌ组，Ａ２为ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组，Ａ３为ＳｉＡｕｒｏｒａＫｉｎａｓｅＡ组，Ｂ１为Ｃｏｎｔｒｏｌ组，
Ｂ２为４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组，Ｂ３为１６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组。

图４　不同组别ＮＣＩＨ１９７５细胞凋亡水平
Ｆｉｇ．４　ＲｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｄｉａｇｒａｍａｂｏｕｔｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ

注：Ａ为抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ后对ＮＣＩＨ１９７５细胞凋亡影响的统计图，（１）与ＳｉＣｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０００１；

Ｂ为加入ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩＨ１９７５细胞凋亡影响的统计图，（１）与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，Ｐ＜０００１。

图５　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ及加入ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩＨ１９７５细胞凋亡的影响
Ｆｉｇ．５　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡａｎｄａｄｄｉｎｇｗｉｔｈＭＬＮ８２３７

２４　ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩＨ１９７５细胞放射敏感性的
影响

通过克隆形成实验观察 ＭＬＮ８２３７对 ＮＣＩ
Ｈ１９７５细胞放射敏感性的影响，结果显示 ＭＬＮ８２３７
可明显提高ＮＣＩＨ１９７５细胞的放射敏感性。将各

组ＳＦ值通过单击多靶模型进行拟合：ＳＦ＝１－（１
－ｅ^（－Ｄ／Ｄ０）^ｎ，得出图６所示曲线，发现加入
ＭＬＮ８２３７能够显著降低照射后ＮＣＩＨ１９７５细胞的克
隆形成能力，对ＮＣＩＨ１９７５细胞具有明显的放射增敏
作用，且随剂量增大其增敏效果越显著，见表１。
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注：对照组与４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组比较，Ｐ＜０００１；
对照组与１６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７组比较，Ｐ＜０００１。

图６　ＭＬＮ８２３７对ＮＣＩＨ１９７５细胞照射
后克隆形成能力影响

Ｆｉｇ．６　ＥｆｆｅｃｔｏｆＭＬＮ８２３７ｏｎｔｈｅｃｌｏｎｉｎｇａｂｉｌｉｔｙ
ｏｆＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

表１　ＮＣＩＨ１９７５细胞ＩＲ后多靶单击数学模型
拟合细胞存活曲线参数

Ｔａｂ．１　ＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌＩｒｒａｄｉａｔｅｄｍｕｌｔｉｔａｒｇｅｔ
ｃｌｉｃｋｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌｍｏｄｅｌｆｉｔｗｉｔｈｃｅｌｌ

ｓｕｒｖｉｖａｌｃｕｒｖｅｐａｒａｍｅｔｅｒｓ
　组别 Ｄ０ Ｄｑ ＳＦ２ ＳＥＲ
Ｃｏｎｔｒｏｌ组 ４７３１ ２００５ ０９３２
４０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７ ３５３３ １４６２ ０８７５ １４３４
１６０ｎｍｏｌ／ＬＭＬＮ８２３７ ２２９１ ０４８１ ０４８３ １８９２

２５　抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ对照射（６Ｇｙ）后 ＮＣＩ
Ｈ１９７５细胞ｐ２１及ｐ１６表达的影响

通过ｑＲＴＰＣＲ评估ＮＣＩＨ１９７５细胞中ｐ１６及
ｐ２１的表达后发现，加入 ＭＬＮ８２３７（Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ
抑制剂）照射后，ｐ１６及ｐ２１的表达明显上调，并且
药物浓度越高，上调越明显，差异有统计学意义（Ｐ
＜０００１）。见图７。

注：（１）与ＩＲ组比较，Ｐ＜０００１。

图７　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ对照射后ＮＣＩＨ１９７５细胞ｐ１６及ｐ２１表达的影响
Ｆｉｇ．７　Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐ１６ａｎｄｐ２１ｉｎＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓｅｆｆｅｃｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡａｆｔｅｒＩＲ

２６　抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ对照射（６Ｇｙ）后 ＮＣＩ
Ｈ１９７５细胞Ｅ２Ｆ及ＪＮＫ活性的影响

如图８所示，通过双荧光素酶测定系统测量荧
光素酶活性发现，加入ＭＬＮ８２３７（Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ抑
制剂）照射后显著降低了Ｅ２Ｆ的活性（Ｐ＜０００１）；
然而ＪＮＫ的活性显著提高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０００１）。

３　讨论

有关研究发现，抑制蛋白激酶可以抑制癌细胞

的生长并且可以增强辐射［１６］。Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ家族
其中维持正确的染色体分离的 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ与许
多不同的癌症有关［１７］。本研究在前言中已提到，

Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ是成神经管细胞瘤和胶质母细胞瘤
的不良标志物［５，８］。近期也有研究报道，Ａｕｒｏｒａ激
酶Ａ是ＳＭＡＲＣＢ１在肾脏和肌肉横纹肌样瘤的直
接靶标，并进一步阐明了抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ在治
疗横纹肌样瘤时的关键作用［１５］。该研究的数据也

为Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ靶向治疗 ＮＳＣＬＣ提供了强有力
的生物学依据，并为 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ抑制剂的临床
试验提供了理论基础。而在本研究中证明了Ａｕｒｏｒａ

６３５
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注：（１）与ＩＲ组比较，Ｐ＜００１。

图８　抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ调节照射后Ｅ２Ｆ及ＪＮＫ的荧光素酶活性
Ｆｉｇ．８　ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥ２ＦａｎｄＪＮＫｉｎＮＣＩＨ１９７５ｃｅｌｌｓａｄｊｕｓｔｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇＡｕｒｏｒａｋｉｎａｓｅＡａｆｔｅｒＩＲ

激酶Ａ是治疗 ＮＳＣＬＣ的潜在靶点。ＣＣＫ８及凋亡
实验显示抑制Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ能抑制ＮＣＩＨ１９７５细
胞的生长并诱导该细胞的凋亡；克隆形成实验显示

加入Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ的抑制剂 ＭＬＮ８２３７能有效提
高ＮＣＩＨ１９７５细胞的放射敏感性。放疗在 ＮＳＣＬＣ
治疗过程中起重要作用，但由于辐射剂量通常受正

常组织毒性的限制，添加一定的放射增敏剂加强放

疗效果，降低放疗的副作用具有重要意义［１８］。本

研究的数据表明添加 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ的抑制剂
ＭＬＮ８２３７与放疗联合治疗 ＮＳＣＬＣ，其放射增敏效
果良好，在未来的临床实验中本研究也将对此加以

探索。

最近的研究已发现了一系列的 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ
的抑制剂，例如 ＺＭ４４７４３９（ＡｓｔｒａＺｅｎｅｃａ，Ｂｏｓｔｏｎ，
ＭＡ）和 ＶＸ６８０（Ｍｅｒｃｋ，Ｒａｈｗａｙ，ＮＪ），都能显著抑
制Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ和 Ｂ［１９－２０］。另外一些研究中的
ＭＬＮ８２３７已被证明对Ａｕｒｏｒａ激酶Ａ有显著的选择
性，抑制效果更明显［２１］。同时本研究的相关实验

也表明了ＭＬＮ８２３７是一种很有前景的 ＮＳＣＬＣ治
疗小分子抑制剂，是一种效果明显的放射增敏剂，

可用于建立对ＮＳＣＬＣ治疗的临床实验。另有相关
研究指出，抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ可增强非典型畸胎
瘤样横纹肌瘤细胞的放射敏感性［１５］。对于 ＭＬＮ
８２３７抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ而提高 ＮＳＣＬＣ放射敏感
性的机制，本研究也做了一些相关研究。通过

ｑＲＴＰＣＲ实验本研究评估了 ＮＣＩＨ１９７５细胞中
ｐ１６及ｐ２１的表达，发现 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ被抑制后，

ｐ１６及ｐ２１的表达明显上升，从而阻断了细胞周期
蛋白依赖性激酶（ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫ）
ＣＤＫ４６对ＲＢ蛋白的磷酸化，进而抑制了细胞周
期，降低了ＮＣＩＨ１９７５细胞的增殖［２２］；通过荧光素

酶分析实验本研究发现，抑制 Ａｕｒｏｒａ激酶 Ａ显著
降低了Ｅ２Ｆ的活性，但ＪＮＫ的活性显著提高，这激
活了丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫ）信号转导通路，从而诱导了促
凋亡信号传导机制，促进了 ＮＣＩＨ１９７５细胞的
凋亡［２３］。

综上所述，阿立塞替能通过靶向 Ａｕｒｏｒａ激酶
Ａ，抑制 ＮＣＩＨ１９７５细胞增殖及诱导其凋亡，从而
提高ＮＣＩＨ１９７５细胞的放射敏感性。然而，由于
放射增敏靶向药物的分子机制十分复杂，而本研究

只是部分对其进行了探索，其放射敏感性的临床潜

力及具体分子机制在将来仍需进一步完善。
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