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MAb225对 Tca8113舌鳞癌细胞
放射敏感性的影响
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[摘要 ]　目的　探索表皮生长因子受体 ( EGFR)单克隆抗体MAb225对舌鳞癌细胞 Tca8113的放射敏感性的调控作

用。方法　不同浓度的MAb225处理 Tca8113舌鳞癌细胞 ,通过集落形成实验单靶多击模型拟合放射生存曲线 ,分

析细胞的增敏比 (SERD0)和存活分数 (SF2)的变化。同时 ,建立裸鼠移植瘤模型 ,单独及联合应用MAb225和放射处

理裸鼠移植瘤 ,通过生长延缓实验观察肿瘤生长变化 ,并进行统计学分析。结果 　MAb225有明显的放射增敏作

用 ,015 mg/ L MAb225作用后的 SERD0为 1123 ,在一定的范围内 ,其增敏作用与剂量存在正相关 ;MAb225明显提高放

射对裸鼠移植瘤的杀伤作用 ( P < 0105)。结论　MAb225可以提高舌鳞癌细胞 Tca8113的放射敏感性。
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Effect of MAb225 on Radiosensitivity of Tca8113 Tongue Squamous Cell Carcinoma　WANG Ming- guo1 , WANG Zhong- he2 ,

GAO Ping1 , GAO Qing1 , LI Ying1 , CAI Yi- li2 . (1. Oral Department of Jinan Central Hosptial , Jinan 250012 , China ; 2. Dept . of
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Abstract 　Objective　The purpose of this study was to invest the effect of epidermal growth factor receptor monoclonal anti2
body MAb225 on radiosensitivity of tongue squamous cell carcinoma cell Tca8113. Methods　Tca8113 cells were treated with

different concentrations of MAb225. Radiation dose survival curve was generated from clonogenic survival assay. SERD0 and sur2
vival faction (SF2) was analysed by single hit multi-target (SHMT) radiobiological model using RADMEDIC software. Nude mice

with Tca8113 tumor xenografts were treated with MAb225 , radiation treatment or both of them. Tumor responses were assessed by

tumor growth delay , and t test was used for statistical analysis. Results　MAb225 enhanced the radiosensitivity of Tca8113 cells.

SERD0 of Tca8113 cells treated with 015 mg/ L MAb225 was 1123. The survival fraction of cells treated with MAb225 was signifi2

cantly decreased. Tumor radioresponse could be enhanced by MAb225 ( P < 0105) . Conclusion　MAb225 could enhance ra2
diosensitivity of tongue squamous cell carcinoma cell.
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　　表皮生长因子受体 (epidermal growth factor recep2
tor , EGFR)是一种酪氨酸激酶生长因子家族的跨膜

糖蛋白 ,其通过酪氨酸激酶活性所介导的信号传导是

最重要的细胞生长信号系统之一。EGFR在包括头

颈部鳞癌在内的多种上皮性恶性肿瘤中高表达 ,其高

表达往往与肿瘤的预后不良密切相关。应用抗

EGFR的单克隆抗体MAb225可以竞争性的阻断配体

的结合从而抑制其正常的信号传导。近来研究表

明 1 ,2 ,EGFR高表达的肿瘤具有一些耐受的特征 ,对

传统的化疗和放疗有一定的抗性 ,在一些报道中建议

改变 EGFR的功能或表达来影响肿瘤细胞对常规治

疗方案的反应。口腔颌面部鳞状细胞癌具有中度的

放射抗性 ,放射后的局部复发是治疗失败的主要原

因。本研究应用 EGFR 的单克隆抗体 MAb225 处理

Tca8113舌鳞癌细胞系 ,检测其放射敏感性的变化 ,并

观察MAb225联合放射对裸鼠移植瘤的治疗效果。

1　材料和方法

1. 1　肿瘤细胞系来源、实验动物和主要试剂

Tca8113细胞系由上海第二医科大学附属第九人

民医院口腔颌面外科实验室建系保种。本实验使用

的为第 206 代 ,其群体倍增时间为 (3818 ±414) h。

BALB/ c (nu/ nu)裸鼠由上海市肿瘤研究所实验动物
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部提供。EGFR的单克隆抗体 (MAb225)为美国 NEW2
MARKER公司产品 , - 20 ℃保存。

1. 2　细胞实验

1. 2. 1　Tca8113细胞形态学观察　将 Tca8113细胞分

为对照组 (不作任何处理 ) 、MAb225 组、放射组、

MAb225 联合放射组。MAb225 给予的浓 度 为

015 mg/ L ,放射给予 6 Gy。4组细胞均培养 72 h后倒

置显微镜下观察细胞形态。

1. 2. 2　Tca8113细胞克隆形成实验 　①指数生长期

Tca8113细胞接种于培养瓶中 ,培养液中分别加入浓

度为 0125、0150、1100 mg/ L 的 MAb225 ,同时设不加

MAb225的为对照组 ,每组 4个平行管 ,分别采用剂量

为 2、4、6、8 Gy的60Co照射 ,照射后细胞培养 14 d。②

14 d后中止培养 ,弃去培养液 ,PBS浸洗 2次 ,用纯甲

醇/冰醋酸 5 ml 固定 ,加适量吉姆萨应用染色液染

色 ,流水缓慢洗去染色液 ,空气干燥以备计数。③将

平皿倒置并叠加于一张带网格的透明胶片 ,肉眼直接

或在显微镜下计数克隆数 ,细胞数 50个以上为一个

集落。每组实验均重复 3次。

1. 2. 3　数据模型分析和图像拟合　应用 RADMEDIC

软件包对克隆形成实验的集落数行数据模型分析和

单靶多击模型分析并拟合 ,得到不同浓度MAb225处

理后 Tca8113细胞的放射生存曲线 ,据此计算对照组

和不同浓度MAb225组的D0值 (63 %细胞致死放射剂

量) 、放射增敏比和 2 Gy时的细胞存活分数 ( survival

faction , SF) 。放射增敏比 (sensitizing enhancement ratio

of D0 ,SERD0)为对照组 D0 除以 MAb225 处理组 D0。

SF2即常规照射剂量 2 Gy时的 SF。

1. 3　动物实验

1. 3. 1 　荷瘤裸鼠模型的制备 　取对数期生长的

Tca8113细胞 ,台盼蓝染色确认活细胞达 95 %以上 ,

无血清 RPMI-1640培养液清洗并稀释细胞浓度为每

毫升 5×106个 ,每只裸鼠注射 012 ml ,注射于 5只裸

鼠的腋下区 ,3 周后分别在无菌条件下取出接种瘤

体 ,在生理盐水中分割成 115 mm直径大小肿块 ,用

20号穿刺针把瘤块移植于 20 只裸鼠两侧臀部的皮

下组织内 ,14 d后肿瘤直径达 6 mm左右时开始实验。

采用自身对照的方法 ,将裸鼠随机分为两组 ,每组 10

只。第 1 组左侧肿瘤不处理 ,右侧给予 MAb225 处

理 ;第 2 组左侧给予放射治疗 ,右侧给予 MAb225 联

合放射治疗。采用 3 点给药法 ,MAb225处理的每只

裸鼠注射MAb225 015 mg。放射裸鼠给予外照射 ,其

步骤为 :将裸鼠固定其四肢于木板上 ,充分显露肿瘤 ,

照射野为 115 cm×115 cm ,应用60Co照射源以剂量率

100 cGy/ min给予单次照射 18 Gy ,照射结束后继续圈

养 8周至实验结束。

1. 3. 2　生长延缓测定　自照射之日起 ,每周 2次测

量肿瘤的最小径 a、最大径 b ,按照公式 V = a2bπ/ 6计

算肿瘤体积 ,取均值 ,绘制肿瘤生长曲线。应用 SAS

6112的 t检验对各组肿瘤在第 4、6、8周末时的体积

进行统计学分析。

2　结果

2. 1　不同处理下 Tca8113细胞的形态学改变

Tca8113细胞培养 72 h 时 ,对照组细胞密集排

列 ,呈铺路石样表现 ,数量最多 (图 1) ; MAb225组 ,细

胞排列疏松 ,单个细胞面积大 ,细胞总数少 ;放射组 ,

细胞数量较多 ,但有较多的坏死细胞 ,坏死细胞脱落 ,

皱缩 ;MAb225联合放射组 ,细胞不仅数量减少 ,而且

有较多的坏死细胞 (图 2) 。

图 1　培养 72 h对照组 Tca8113细胞　倒置显微镜　×200

Fig 1　Control group Tca8113 cell cultivated for 72 h　inverted micro2
scope　×200

图 2　培养 72 h MAb225联合放射组 Tca8113细胞　倒置显微镜

　×200

Fig 2 　MAb225 associated with radiation group Tca8113 cell cultivated

for 72 h　inverted microscope　×200

2. 2　Tca8113细胞放射生存曲线

不同浓度MAb225处理后的 Tca8113细胞的放射

生存曲线如图 3 所示。在 0125 mg/ L 浓度时增敏作

用不很明显 , SER 仅为 1106 , 015 mg/ L 的 SER 为

1123 ,1 mg/ L的 SER为 1136。表明MAb225的放射增

敏作用和药物浓度密切相关 ,MAb225的浓度增加 ,放

射敏感效应加强。
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　　图 3　不同浓度MAb225处理后的 Tca8113细胞的放射生存曲线

Fig 3　Radiation survive curve of Tca8113 cell treated with MAb225 of

different concentrations

2. 3　不同浓度 MAb225作用下 Tca8113 细胞的存活

分数

对照组、0. 25 mg/ L、0. 5 mg/ L、1100 mg/ L 组的

SF2分别为 0176、01716、0141、01373。与对照组相比 ,

在 0125 mg/ L 的 MAb225 处理时 SF2 的变化并不明

显 ,但从 0125 mg/ L到 015 mg/ L SF2有显著的降低。

2. 4　MAb225对裸鼠移植瘤生长延缓的作用

不同处理组裸鼠移植瘤的生长曲线见图 4 ,可以

看出对照组肿瘤的生长明显快于其他 3组的生长 ,单

纯放疗组和单纯的 MAb225 组的肿瘤生长明显快于

放疗联合 MAb225 组的肿瘤。不同时间不同处理组

裸鼠移植瘤体积的比较见表 1 ,统计分析表明 ,在 4

周末、6周末、8周末分别测定各组的平均体积 ,对照

组与MAb225组间、放射组与联合组间均有显著性差

异 ( P < 0105) 。

图 4　裸鼠移植瘤的生长曲线

Fig 4　Growth curve of tumor on nude mice

表 1　不同时间不同处理组裸鼠移植瘤体积的比较

( mm3 , �x±s)

Tab 1　Comparison of tumor volume in different times and

treatments( mm3 , �x±s)

时间 对照组 MAb225
处理组 放射组 放射和

MAb225处理组

4周末 1 417±126 741±115 671±169 366±153

6周末 4 520±355 2 134±229 1 763±209 545±186

8周末 5 436±783 3 481±486 3 019±403 653±305

3　讨论

头颈部鳞状细胞癌对放射具有中度的敏感性 ,在

根治放射剂量 6 000～7 000 cGy照射后 ,仍有部分肿

瘤细胞不能被杀死 ,提高放射治疗对肿瘤细胞的杀伤

对于提高头颈部肿瘤的治愈率有重要意义。

现代放射分子生物学技术的发展使通过调节肿

瘤细胞内的某些分子靶来调节肿瘤细胞的放射敏感

性成为可能。EGFR是一种跨膜的酪氨酸激酶受体 ,

它的主要功能是调节细胞的增殖和粘附 ,但近来众多

的研究表明 , EGFR是一个多功能的细胞因子 , EGFR

的高表达与多种实体性肿瘤的发展和预后不良密切

相关 3 。EGFR与头颈部鳞癌关系密切 ,大约 80 %的

头颈部鳞癌存在着 EGFR的高表达 ,每个鳞癌细胞表

面大约有 40×105～494×105个 EGFR ,而在癌周正常

组织细胞表面的 EGFR在 10 000 个左右 4 。Grandis

等 5 应用多元回归分析对头颈部鳞癌的研究发现 ,在

年龄、肿瘤部位、T分期、N分期、分化程度、EGFR水

平、肿瘤生长因子α水平 7个因素中 ,与肿瘤的预后

关系密切的程度依次为肿瘤部位、EGFR水平和肿瘤

生长因子α。

近来许多研究表明 6 ,7 , EGFR的表达与细胞和

肿瘤对放射的耐受存在正相关。Sheridan等 7 发现在

体外培养的来自头颈癌患者的细胞中 ,表达高水平的

EGFR的肿瘤细胞比表达低水平 EGFR的肿瘤细胞更

为放射耐受。Milas等 8 发现在不同组织学来源的裸

鼠移植瘤中 , EGFR 的差别可达 21 倍 ,表达高水平

EGFR的肿瘤存在更明显的放射耐受。外源性 EGFR

加入培养细胞中可以保护细胞免于放射的杀伤 ,而应

用 EGFR的抗体可以抵消这种作用 9 。

本实验将 EGFR单克隆抗体MAb225加入体外培

养的 Tca8113细胞中 ,应用经典的克隆形成实验观察

细胞放射后的生存情况 ,并用单靶多击模型拟合细胞

放射生存曲线 ,计算放射增敏比 ,发现 MAb225 在

015 mg/ L水平就可以显著的提高鳞癌细胞的放射敏

感性 ,在一定的范围内 ,其增敏作用与剂量存在正相

关。从照射 2 Gy时的存活分数可以看出 ,MAb225可

以显著的提高放射对肿瘤细胞的杀伤。采用放射延

缓实验观察MAb225在裸鼠体内对放疗的影响 ,发现

MAb225可以明显提高放射对肿瘤的杀伤 ,单纯放射

组肿瘤和联合治疗组肿瘤的生长之间存在显著性差

异。
(下转第 328页)
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胞对成骨细胞功能的影响。实验以成骨细胞早期功

能表达的指标 ALP和成骨细胞成熟的标志 OC为观

察指标 ,结果表明 ,单独培养的成骨细胞与两种细胞

比例为 2∶1 时 ALP的活性及 OC含量明显高于其他

两组 ,而此两组细胞的 ALP活性和 OC含量则无显著

性差异。可以看出 ,当两种细胞以 2∶1的比例直接共

培养时 ,可以促进成骨细胞的增殖和功能表达 ,同时

可以考虑将其应用于组织工程血管化骨的进一步研

究中。
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　　前期研究已证实 ,MAb225可以抑制口腔鳞癌细

胞的增殖 10 。本实验结果表明 ,MAb225可以抑制肿

瘤细胞的增殖 ,同时提高细胞的放射敏感性。因此 ,

MAb225在肿瘤的治疗中发挥重要的作用。但

MAb225如何提高肿瘤细胞放射敏感性的机制尚不完

全明了 ,可能与凋亡及 DNA损伤后的修复有关 11 ,

尚待进一步研究。
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