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［摘要］　目的：因对总生存时间的提高仅０．４个月，厄洛替尼在胰腺癌中的应用一直存在争议。本课题组前期成功
合成了可阻断ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３的抑制蛋白，本研究拟通过联合该抑制蛋白探讨提高厄洛替尼在胰腺癌中的抗肿
瘤活性的可行性。方法：ＭＴＴ法检测细胞增殖、流式细胞仪测定细胞凋亡、Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞侵袭能力，了解
联合双靶点抑制蛋白对比厄洛替尼单药对细胞生物活性的影响，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测相关蛋白表达情况探讨联
合用药的抗肿瘤增效机制。构建裸鼠移植瘤模型研究双靶点抑制蛋白联合厄洛替尼的体内抗肿瘤活性。结果：联

合双靶点抑制蛋白可上调ｐ５３表达，下调ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ和ＥＧＦＲ表达，从而促进厄洛替尼抑制胰腺癌细胞增殖、促
进凋亡、抑制细胞侵袭转移；体内研究显示双靶点抑制蛋白有协同抗肿瘤作用，各组移植瘤抑瘤率分别为：厄洛替尼

２２．４７％、ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白组２８．４１％、联合治疗组５５．３９％，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。结论：联合
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３双靶点抑制蛋白可增加厄洛替尼的体内、体外抗胰腺癌活性，有望为胰腺癌的治疗带来新的希
望。
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　　胰腺癌是一种常见的消化道恶性肿瘤，患者预
后极差，被称为“癌症之王”。大多数患者在确诊时

已经发展为局部晚期或者已出现远处转移，无法手

术治疗。晚期胰腺癌的治疗方案是以姑息性化疗为

主的综合治疗，但以吉西他滨为主单药或者联合其

他细胞毒性药物的化疗对胰腺癌的有效率很低，且

副作用非常大，耐受性差［１３］。近些年研究者们在

胰腺癌靶向治疗领域的探索多以失败告终，仅 ＥＧ
ＦＲ抑制剂厄洛替尼取得了阳性的临床研究结果。
但其对总生存期（ｏｖｅｒａｌｌｓｕｒｖｉｖａｌ，ＯＳ）的改善仅０．４
个月，令厄洛替尼的临床应用备受争议［４７］。因此，

亟需探索增强厄洛替尼疗效的方法，提高患者生存

及预后。

野生型 ｐ５３在抑制肿瘤的形成中起着重要作
用，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ是 ｐ５３蛋白的重要负调控因子，
一些恶性肿瘤中高表达的 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ会降低
ｐ５３蛋白的水平和功能，从而加速肿瘤的形成和进
展。通过抑制ＭＤＭ２和 ＭＤＭＸ或可恢复 ｐ５３的肿
瘤抑制功能，从而发挥抗肿瘤作用。最近有研究报

道ＭＤＭ２抑制剂可通过激活 ｐ５３诱导 ＤＹＲＫ１Ａ降
解，降低ＥＧＦＲ的稳定性，从而间接抑制ＥＧＦＲ蛋白
表达［８１０］。这些研究提示我们抑制 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ
可激活 ｐ５３，同时下调 ＥＧＦＲ表达，有可能与 ＥＧＦＲ
抑制剂有协同抗肿瘤作用。

课题组在前期研究中已经成功合成了具有透膜

性且能靶向阻断 ＭＤＭ２ｐ５３和 ＭＤＭＸｐ５３相互作
用的重组蛋白，即 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白，并
已发现该重组蛋白在乳腺癌中具有很好的抗肿瘤活

性［１１］。本研究主要使用 ｐ５３野生型胰腺癌细胞株
ＡＳＰＣ１和ｐ５３突变型胰腺癌细胞株 ＰＡＮＣ１，分别
给予厄洛替尼、ＭＤＭ２ｐ５３抑制剂、ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ
ｐ５３抑制蛋白联合厄洛替尼、ＭＤＭ２抑制剂联合厄
洛替尼等处理。通过 ＭＴＴ、细胞凋亡实验等体外探
讨联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白是否可增效厄
洛替尼的抗肿瘤活性。进一步构建裸鼠移植瘤模

型，探讨ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白能否在体内促
进厄洛替尼的抗胰腺癌活性。并应用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
ｔｉｎｇ等方法对相关机制进行初步探讨，从实验上探

寻提高胰腺癌治疗疗效的可行性方法。

１　材料与方法

１．１　材料
两种人胰腺癌细胞株：ＰＡＮＣ１和ＡＳＰＣ１，前者

购于上海吉凯基因化学技术有限公司，后者由西安

交通大学医学院转化医学中心提供。ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｐ５３蛋白抑制剂的制备参考本课题组前期研究
文献［１１］。实验裸鼠（２４只）为 Ｂａｌｂ／ｃ、ｎｕ／ｎｕ雌性
裸鼠，４～８周龄，体重１８～２２ｇ，ＳＰＦ级。
１．２　方法

ＭＴＴ实验：细胞贴壁生长后，分别加入不同浓
度梯度的 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白、ＭＤＭ２ｐ５３
抑制剂（Ｎｕｔｌｉｎ３ａ）以及 Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，培育 ４８ｈ；加入
ＭＴＴ溶液２０μＬ孵育４ｈ，在酶联免疫仪上选择４９０
ｎｍ波长测定吸光度值，并计算５孔平均值；绘制细
胞的生长曲线，了解药物对细胞活性的影响。

Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞的侵袭能力：实
验分为６组，处理组１：阴性对照组；处理组２：单用
ＩＣ５０浓度（ＡＳＰＣ１细胞 ３．４８２μｇ／ｍＬ；ＰＡＮＣ１细
胞４．４６１μｇ／ｍＬ）的厄洛替尼组；处理组 ３：单用
ＩＣ１０浓度（ＡＳＰＣ１细胞 １０．０８μｇ／ｍＬ；ＰＡＮＣ１细
胞１４．０７２μｇ／ｍＬ）的 ＭＤＭ２ｐ５３抑制剂 Ｎｕｔｌｉｎ３ａ
组；处理组 ４：单用 ＩＣ１０浓度（ＡＳＰＣ１细胞 ５．２６８
μｇ／ｍＬ；ＰＡＮＣ１细胞６．６７９μｇ／ｍＬ）的 ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｐ５３双靶点抑制蛋白组；处理组 ５：联合使用
ＩＣ５０浓度的厄洛替尼和 ＩＣ１０浓度的单靶点抑制剂
组；处理组 ６：联合使用 ＩＣ５０浓度的厄洛替尼和
ＩＣ１０浓度的双靶点抑制蛋白组。各组加入相应药
物后进行试验，具体操作参考说明书（ＢＤ公司）进
行。

ＡｎｎｅｘｉｎＶ／７ＡＡＤ检测细胞凋亡：细胞分组及
空白对照同前，处理 ２４ｈ后参照凋亡试剂盒说明
书，流式细胞仪检测凋亡。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测蛋
白的表达水平：细胞分组同前，分别给与不同抑制剂

处理后４８ｈ候收集蛋白，各单克隆抗体具体情况如
下：ｐ５３抗体（Ａｂｃａｍ），稀释比例１∶１０００；ＭＤＭ２抗
体（Ａｂｃａｍ），稀释比例 １∶１０００；ＭＤＭＸ抗体（Ａｂ
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ｃａｍ），稀释比例１∶１０００；ＥＧＦＲ抗体（ＣＳＴ），稀释比
例１∶１０００；ＨＲＰ标记 ＧＡＰＤＨ（Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ），稀释比
例１∶５０００。ＨＲＰ标记兔二抗（ＣＳＴ），稀释比例
１∶１００００。操作步骤同其他 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ试验步
骤。

体内实验：ＡＳＰＣ１细胞悬液皮下接种于２４只
裸鼠的右后肢。实验裸鼠随机分为４组，每组６只，
每组均接受不同药物干预，第一组：等体积 ＰＢＳ口
服；第二组：ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白 ２０ｍｇ／ｋｇ／
ｄ，瘤内注射；第三组：厄洛替尼５０ｍｇ／ｋｇ／ｄ，灌胃；
第四组：厄洛替尼 ５０ｍｇ／ｋｇ／ｄ，灌胃 ＋ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｐ５３抑制蛋白２０ｍｇ／ｋｇ／ｄ，瘤内注射。观察肿
瘤的生长情况，每２ｄ测量肿瘤大小和裸鼠体重变
化，以肿瘤体积为纵坐标、时间为横坐标绘制肿瘤生

长曲线，计算抑瘤率：抑瘤率（％）＝（阴性对照组瘤
重干预组瘤重）／阴性对照组瘤重×１００％。
１．３　统计分析

所有实验结果用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统计
学分析，计量资料均采用均数 ±标准差表示。多组
间差异的比较采用单因素方差分析。所有统计分析

均为双侧概率检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白可更有效地抑
制胰腺癌细胞的增殖活性

　　不同浓度梯度的ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白、
ＭＤＭ２ｐ５３抑制剂（Ｎｕｔｌｉｎ３ａ）和厄洛替尼作用于
ＡＳＰＣ１细胞或 ＰＡＮＣ１细胞４８ｈ，绘制细胞生长抑
制曲线，计算其 ＩＣ５０、ＩＣ１０值。结果显示：ＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｐ５３双靶点抑制蛋白抑制 ＡＳＰＣ１细胞和
ＰＡＮＣ１细胞增殖活性的能力强于 ＭＤＭ２ｐ５３抑制
剂（图１Ａ、Ｃ）。其中双靶点抑制蛋白、Ｎｕｔｌｉｎ３ａ分
别处理 ＡＳＰＣ１细胞后的 ＩＣ１０为 ５．２７μｇ／ｍＬ和
１０．０８μｇ／ｍＬ；而在 ＰＡＮＣ１细胞中，双靶点抑制蛋
白、Ｎｕｔｌｉｎ３ａ分别处理细胞后的 ＩＣ１０为 ６．６８μｇ／
ｍＬ和１４．０７μｇ／ｍＬ。为了说明双靶点抑制蛋白以
及单靶点抑制剂可促进厄洛替尼的抗胰腺癌作用，

而非其自身抗胰腺癌的活性，我们选取低浓度

（ＩＣ１０）作为联合用药的浓度。结果显示：厄洛替尼
联合双靶点抑制蛋白比联合单靶点抑制剂能更显著

地抑制ＡＳＰＣ１细胞和 ＰＡＮＣ１细胞的增殖活性（图
１Ｂ、Ｄ）。

图１　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白可显著抑制胰腺癌细胞增殖活性
Ｆｉｇｕｒｅ１．ＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｒｌｏｔｉｎｉｂＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎＰａｎｃｒｅａｔｉｃＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ａ．ＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｅｐｗｉｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｎｕｔｌｉｎ３αｆｏｒ４８ｈ；ＩＣ１０ｆｏｒ
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｎｕｔｌｉｎ３αｗｅｒｅ５．２６８μｇ／ｍＬａｎｄ１０．０８μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｂ．ＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ
ｓｔｅｐｗｉｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（５．２６８μｇ／ｍＬ）ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔ
ｌｉｎ３α（１０．０８μｇ／ｍＬ）ｆｏｒ４８ｈ；ＩＣ５０ｆｏｒｅｒｌｏｔｉｎｉｂｗａｓ３．４８２μｇ／ｍＬ．Ｃ．ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｅｐｗｉｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｃｏｎｃｅｎ
ｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｎｕｔｌｉｎ３αｆｏｒ４８ｈ；ＩＣ１０ｆｏｒＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｎｕｔｌｉｎ３αｗｅｒｅ６．６７９μｇ／
ｍＬａｎｄ１４．０７２μｇ／ｍＬ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｄ．ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｅｐｗｉｓｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（６．６７９μｇ／ｍＬ）ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３α（１４．０７２μｇ／ｍＬ）ｆｏｒ４８ｈ；ＩＣ５０ｆｏｒｅｒｌｏｔｉｎｉｂ
ｗａｓ４．４６１μｇ／ｍＬ．
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄｎｕｔｌｉｎ３αａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｎｄＭＤＭ２ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ．
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２．２　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白抑制胰腺癌细
胞的侵袭能力

　　实验分组同试验方法中分组，分别加相应药物干
预处于对数生长期的ＡＳＰＣ１胰腺癌细胞株４８ｈ。用
Ｍａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室实验检测细胞的侵袭能力。
在ＡＳＰＣ１细胞株中（图２Ａ、Ｂ），不同干预措施能降
低ＡＳＰＣ１细胞的侵袭能力，各处理组平均穿膜细
胞数依次为：（９１．５０±２．６５）个、（４３．７５±１．７１）个、
（４１．５±１．２９）个、（３９．７５±１．７１）个、（２８．５０±

１．２９）个、（１９．２５±０．９６）个，厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白干预后穿膜细胞数显著减少，
差异具有统计学意义。（Ｆ＝３３９．８５８，Ｐ＜０．０１）。
在ＰＡＮＣ１细胞株中（图２Ｃ、Ｄ），结果显示：各处理
组平均穿膜细胞数为：（７１．２５±２．６３）个、（４２．２５±
２．２２）个、（４３．２５±１．７１）个、（３７．７５±２．０６）个、
（３２．００±１．８３）个、（１６．７５±１．５０）个，厄洛替尼联合
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白干预后穿膜细胞数减少，
差异具有统计学意义（Ｆ＝３３７．０８９，Ｐ＜０．０１）。

图２　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白抑制胰腺癌细胞的侵袭能力
Ｆｉｇｕｒｅ２．ＩｎｖａｓｉｏｎＡｓｓａｙｏｆＥｒｌｏｔｉｎｉｂＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ＩｎｈｉｂｉｔｏｒｉｎＰａｎｃｒｅａｔｉｃＣａｎｃｅｒＣｅｌｌｓ
Ａ．ＭａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｉｎ４８ｈ；ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ
（３．４８２μｇ／ｍＬ），ｔｈｅｎｕｔｌｉｎ３αｇｒｏｕｐ（１０．０８μｇ／ｍＬ），ｔｈｅＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（５．２６８μｇ／ｍＬ），ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍ
ｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３αｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ
ａｔｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ；ｐｅｎｅｔｒａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄａｓｉｓｓｈｏｗｎｉｎＰａｎｅｌＡ．Ｂ．ＮｕｍｂｅｒｏｆｐｅｎｅｔｒａｔｅｄｃｅｌｌｓｉｎＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）．Ｃ．ＭａｔｒｉｇｅｌｔｒａｎｓｗｅｌｌａｓｓａｙｓｗｅｒｅｅｍｐｌｏｙｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｉｎ４８ｈ；ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ（４．４６１μｇ／ｍＬ），ｔｈｅｎｕｔｌｉｎ３αｇｒｏｕｐ（１４．０７２μｇ／ｍＬ），ｔｈｅＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ（６．６７９
μｇ／ｍＬ），ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３αｇｒｏｕｐ，ａｎｄｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐｗｅｒｅｉｎｃｕ
ｂａｔｅｄｗｉｔｈｉｎｄｉｃａｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓａｔｃｅｒｔａｉｎｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ；ｐｅｎｅｔｒａｔｅｄｃｅｌｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄａｓｉｓｓｈｏｗｎｉｎＰａｎｅｌＣ．Ｄ．Ｎｕｍｂｅｒｏｆｐｅｎｅｔｒａｔｅｄ
ｃｅｌｌｓｉｎＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）．
Ｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｎｕｔｌｉｎ３αｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔ
ｌｉｎ３αｇｒｏｕｐａｎｄｔｈｅｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｇｒｏｕｐａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＣｏｎｔｒｏｌ，Ｅｒｌ，Ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／Ｘ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，Ｅｒｌ＋Ｎｕｔｌｉｎ３α，ａｎｄＥｒｌ＋ＭＤＭ２／Ｘｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎＰａｎｅｌＡａｎｄＣ，ａｎｄａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＣｏｎｔｒｏｌ，Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，
Ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，Ｅｒｌ＋Ｎｕｔ，ａｎｄＥｒｌ＋ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎＰａｎｅｌＢａｎｄＤ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．３　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白促进胰腺癌细
胞的凋亡

　　参照试验方法中的实验分组分别干预处于对数
生长期的ＡＳＰＣ１细胞株４８ｈ，流式细胞仪分析细
胞凋亡情况。结果显示（图３Ａ）：阴性对照组早期

凋亡细胞比例为零，各处理组早期凋亡细胞比例依

次为９．５３％ ±１．５４％、５．４６％ ±１．６４％、２．９１％ ±
２．０５％、１．８３％±０．４８％、１．３７％ ±０．５３％；各处理
组干预后 ＡＳＰＣ１细胞早期凋亡比例增加，与对照
组相比，这种差异具有统计学意义（Ｆ＝２３４．１９８，
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Ｐ＜０．０５）。对比其他组，厄洛替尼联合ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｐ５３抑制蛋白诱导 ＡＳＰＣ１细胞凋亡的比例更
高（Ｐ＜０．０５）。

ＰＡＮＣ１细胞处理４８ｈ后流式细胞仪分析凋亡
情况。结果显示（图３Ｂ）：阴性对照组无早期凋亡
细胞，各处理组早期凋亡细胞比例依次为７．６７％±

１．４２％、４．９８％±２．０１％、２．６２％±１．０３％、１．６５％ ±
０．５５％、１．２７％ ±０．３４％；各处理组干预后 ＰＡＮＣ１
细胞早期凋亡比例增加，与对照组相比，这种差异具

有统计学意义（Ｆ＝３１８．７１０，Ｐ＜０．０５）。对比其他
组，厄洛替尼联合ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白诱导
ＰＡＮＣ１细胞凋亡的比例更高（Ｐ＜０．０５）。

图３　厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白促进胰腺癌细胞的凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＥｒｌｏｔｉｎｉｂＣｏｍｂｉｎｅｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ＩｎｈｉｂｉｔｏｒＰｒｏｍｏｔｅｓＡｐｏｐｔｏｓｉｓ

Ａ．ＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３αａｎｄ

ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｆｏｒ４８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｓｈｏｗｔｕｍｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

Ｂ．ＰＡＮＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３αａｎｄｅｒ

ｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｆｏｒ４８ｈ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｔｏｓｈｏｗｔｕｍｏｒｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ．
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ＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｎｕｔｌｉｎ３αａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｐ５３ｉｎｈｉｂｉｔｏｒａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＣｏｎｔｒｏｌ，Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，Ｎｕｔｌｉｎ３α，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，Ｅ＋Ｎｕｔｌｉｎ３α，ａｎｄＥ＋ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．４　厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３双靶点抑
制蛋白体外抗肿瘤作用机制研究

　　用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测经过处理后胰腺癌
细胞中相关蛋白的表达情况。ＡＳＰＣ１细胞分别加
入ＤＭＳＯ（ｃｏｎｔｒｏｌ）、Ｅｒｌ（厄洛替尼 ３．４８μｇ／ｍＬ）、
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（５．２７μｇ／ｍＬ）、Ｃｏｍ（厄洛替
尼联合ＭＤＭ２ｐ５３抑制蛋白组），处理４８ｈ后收集
细胞蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测 ｐ５３蛋白、
ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ、ＥＧＦＲ蛋白的表达水平。ＰＡＮＣ１细

胞分别加入 ＤＭＳＯ（ｃｏｎｔｒｏｌ）、Ｅｒｌ（厄洛替尼 ４．４６
μｇ／ｍＬ）、ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ（６．６８μｇ／ｍＬ）、
Ｃｏｍ（厄洛替尼联合 ＭＤＭ２ｐ５３抑制蛋白组），处理
４８ｈ后收集细胞蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测Ｐ５３
蛋白、ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ、ＥＧＦＲ蛋白的表达水平。结果
显示厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３双靶点抑制
蛋白在两种胰腺癌细胞中均可下调 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ
表达，上调ｐ５３表达，下调 ＥＧＦＲ表达，在 ＡＳＰＣ１细
胞中更为显著（图４）。

图４　厄洛替尼联合ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３双靶点抑制蛋白体外抗肿瘤机制
Ｆｉｇｕｒｅ４．ＭｅｃｈａｎｉｓｍｓｏｆＡｎｔｉｔｕｍｏｒＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｒｌｏｔｉｎｉｂＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ａ．ＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ（３．４８２μｇ／ｍＬ），ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３（５．２６８μｇ／ｍＬ）ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄ
ｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｆｏｒ４８ｈ；ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｈｅｎｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｏｒｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐ５３，ＭＤＭ２，ＭＤＭＸａｎｄＥＧＦＲ
ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｉｎＰａｎｅｌＡ．Ｂ．ＡＳＰＣ１ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ（４．４６１μｇ／ｍＬ），ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３
（６．６８μｇ／ｍＬ）ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ｆｏｒ４８ｈ；ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｈｅｎｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｏｒｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ；ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｌｅｖｅｌｓｏｆｐ５３，ＭＤＭ２，ＭＤＭＸａｎｄＥＧＦＲｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｎｉｎＰａｎｅｌＢ．
ＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＣｏｎｔｒｏｌ，Ｅｒｌ，ＭＤＭ２／Ｘａｎｄ
Ｃｏｍ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ．

２．５　厄洛替尼联合双靶点抑制剂抑制胰腺癌裸鼠
移植瘤的生长

　　按照实验分组对成瘤裸鼠进行干预处理，２１ｄ
后各处理组荷瘤小鼠如图所示（图５Ａ）。各组干预
下裸鼠移植瘤的抑瘤率分别为２２．４７％、２８．４１％，
５５．３９％。厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋

白能显著抑制裸鼠移植瘤的生长，差异具有统计学

意义（Ｐ＜０．０１）（图５Ｂ）。裸鼠移植瘤的生长曲线
显示，厄洛替尼联合ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白组
干预后肿瘤体积缩小；各干预组裸鼠体重无明显差

异（图５Ｃ），说明厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ抑制
蛋白可安全、显著地抑制裸鼠移植瘤的生长。
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图５　双靶点抑制蛋白联合厄洛替尼的体内抗肿瘤活性
Ｆｉｇｕｒｅ５．ＩｎＶｉｖｏＡｎｔｉｔｕｍｏｒＡｃｔｉｖｉｔｙｏｆＥｒｌｏｔｉｎｉｂＣｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ
Ａ．ＴｕｍｏｒｓｇｒｏｗｉｎｇｉｎｍｉｃｅａｎｄｔｕｍｏｒｓｈａｒｖｅｓｔｅｄｆｒｏｍｍｉｃｅｔｈａｔｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ（ｔｈｅｆｉｒｓｔｒｏｗ），ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ（ｔｈｅｓｅｃｏｎｄｒｏｗ），
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３（ｔｈｅｔｈｉｒｄｒｏｗ）ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３（ｔｈｅｆｏｕｒｔｈｒｏｗ）；Ｂ．Ｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈｏｆｍｉｃｅｔｒｅａ
ｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；Ｃ．Ｗｅｉｇｈｃｈａｎｇｅｓｏｆ
ｍｉｃｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３．
ＤＭＳＯ，ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｎｄｅｒｌｏｔｉｎｉｂｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３ａｒｅｒｅｆｅｒｒｅｄｔｏａｓＮｅｇａｔｉｖｅ，Ｅｒｌｏｔｉｎｉｂ，ＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ａｎｄＥｒｌｏｔｉｎｉｂ＋ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｉｎｔｈｅｆｉｇｕｒｅ．

３　讨　论

恶性肿瘤的治疗已经逐渐从“细胞毒药物为主

导的化疗”时代向“靶向药物精准治疗”时代转变。

作为“癌症之王”的胰腺癌，其肿瘤细胞与其他恶性

肿瘤有一些共同的增殖、侵袭和转移机制，也伴有抑

癌基因 ｐ５３、ＡＴＭ的失活或原癌基因如 ＣＴＮＮＢ１、
ＭＤＭ２的异常激活和过表达［８１０］，但又有其独特性

和复杂性。多年来在胰腺癌内科治疗领域，尤其是

靶向治疗领域，一直没有取得飞跃性的突破［９１０］。

２０１３年一项ＩＩＩ期临床试验证实，在４９％的胰腺癌
患者肿瘤组织中存在 ＥＧＦＲ过表达［１０］。随后更多

研究表明，ＥＧＦＲ的过表达对胰腺癌的发生、发展十
分重要，并且影响胰腺癌患者的预后［９１１］。厄洛替

尼可选择性地抑制细胞内的 ＥＧＦＲ，阻止其激活和
下游信号转导。然而，胰腺癌患者对厄洛替尼的临

床反应较差，仅小部分患者可能受益，使得其应用备

受争议。

ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ是 ｐ５３的负调控因子，能抑制
ｐ５３的活性，使用 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ抑制剂能降低
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ的表达水平，减少 ｐ５３的降解，恢复
ｐ５３的转录活性。并且，ＭＤＭ２抑制剂能间接负调
控ＥＧＦＲ蛋白水平，降低ＥＧＦＲ蛋白的表达水平［５］。

因此，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白联合厄洛替尼可
能起到协同抗胰腺癌的作用。

我们前期设计和构建了靶向抑制 ＭＤＭ２／ＭＤ
ＭＸｐ５３的原核表达载体，可表达高纯度、具有透膜
性的ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白［１１］。体外研究结

果显示，厄洛替尼联合ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白
有抗胰腺癌活性，能抑制 ｐ５３野生型和 ｐ５３突变型
胰腺癌细胞的增殖、侵袭能力，并且能诱导胰腺癌细

胞的凋亡，对比单用厄洛替尼、单用抑制剂、厄洛替
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尼联合 ＭＤＭ２ｐ５３抑制剂，厄洛替尼联合 ＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白的抑制作用更强。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ方法检测 ｐ５３、ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ、ＥＧＦＲ蛋白的
表达情况时，ｐ５３野生型和 ｐ５３突变型胰腺癌细胞
中蛋白表达情况不一样，反映了作用机制可能并不

相同。ｐ５３野生型胰腺癌细胞中 ｐ５３蛋白表达水平
上调，ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ、ＥＧＦＲ蛋白表达水平下调，对
比单用厄洛替尼组，联合使用双靶点抑制蛋白组

ＥＧＦＲ表达水平降低更多。这可能是由于 ＭＤＭ２／
ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白有效结合了 ＭＤＭ２、ＭＤＭＸ，降
低其表达水平并且阻止其与 ｐ５３结合，减少 ｐ５３降
解，而ｐ５３能负调控 ＤＹＲＫ１Ａ，促进 ＥＧＦＲ降解，从
而间接降低了ＥＧＦＲ的表达水平。ＤＹＲＫ１Ａ在肿瘤
中高度表达，与肿瘤的发生密切相关［１２］，它是一种

双特异性的酪氨酸磷酸化调节激酶，通过磷酸化

ＥＧＦＲ信号调节因子而阻止ＥＧＦＲ的降解［１３］；同时，

ＥＧＦＲ蛋白表达水平下调会通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ通路促
进ＭＤＭ２蛋白降解，并抑制ＭＤＭ２蛋白的泛素促进
功能，最终导致 ｐ５３恢复抑癌活性，表达水平上调。
在非小细胞肺癌、肝细胞肝癌中，阻断 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ＭＤＭ２通路可抑制肿瘤发生、发展［１４１５］。结合既往

报道，ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白与厄洛替尼协同
抗肿瘤的具体机制还需要进一步研究来证实。此

外，ｐ５３突变型胰腺癌细胞中，厄洛替尼联合
ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白处理后，ＭＤＭ２和 ＭＤ
ＭＸ表达水平减低，细胞增殖抑制、侵袭能力降低，
但ｐ５３和ＥＧＦＲ蛋白的表达水平无明显变化，提示
可能ＭＤＭ２／ＭＤＭＸ具有不依赖于 ｐ５３的独立致癌
作用，具体机制有待进一步研究揭示。

本研究进一步探讨了双靶点抑制蛋白联合厄洛

替尼的体内抗肿瘤活性，结果显示，对比单用厄洛替

尼、双靶点抑制蛋白，厄洛替尼联合双靶点抑制蛋白

对胰腺癌裸鼠皮下移植瘤的抑制作用更强。说明联

合治疗在体内也能发挥协同抗肿瘤活性，且毒副作

用可控。然而，尽管体内外研究充分肯定了厄洛替

尼联合 ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白在胰腺癌中抗
肿瘤活性以及安全性，但将其应用于临床还需要大

量的临床前研究和临床试验来证实。

综上所述，基于本研究的体外、体内实验结果，

我们有理由相信在未来的胰腺癌治疗中，这种协同

抗癌治疗效果会表现出明显的优势。而如何筛选出

优势人群、如何选择合适的患者都将是未来可能面

临的问题。进一步深入并在机制方面研究厄洛替尼

联合ＭＤＭ２／ＭＤＭＸｐ５３抑制蛋白的抗胰腺癌作用，

可为我们提供更多的实验依据。另外，胰腺癌的异

质性较大，单一遗传背景的细胞系可能无法很好地

代表胰腺癌本身的生物学活性，后续研究中通过构

建ＰＤＸ模型，有望更好地模拟胰腺癌的特点，并进
一步探讨联合治疗的可行性和有效性。
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《肿瘤预防与治疗》文章荐读：２０２０年中国临床肿瘤学会《食管癌诊疗指南》解读

食管癌是常见的消化道肿瘤，其发病率在全球恶性肿瘤中排第７位，死亡率排第６位。中国是食管癌高
发国家，每年新发病例约占全球的一半，其在男性的发病率和死亡率分别位于第５位和第４位。基于循证医
学证据，结合我国食管癌特色，中国临床肿瘤学会（ＣｈｉｎｅｓｅＳｏｃｉｅｔｙｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＯｎｃｏｌｏｇｙ，ＣＳＣＯ）２０１９年在人民
卫生出版社首次发表了《食管癌诊疗指南》（ＩＳＢＮ９７８－７－１１７－２８３５９－５）。伴随着食管癌临床研究的不
断进展，该指南于２０２０年迎来了第二次更新。“２０２０年中国临床肿瘤学会《食管癌诊疗指南》解读”一文对
２０２０版《食管癌诊疗指南》进行了解读，以期对广大医务工作者在加深该指南理解和指导临床诊疗实践方面
起到帮助作用。

阅读该文请登陆本刊网站ｗｗｗ．ｚｌｙｆｙｚｌ．ｃｎ，或点击推荐文章链接 ｈｔｔｐ：／／１２５．７１．２１４．１００：８０１／Ｊｗｋ＿ｚｌｙｆ／
ＣＮ／ａｂｓｔｒａｃｔ／ａｂｓｔｒａｃｔ４０６．ｓｈｔｍｌ查看。
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