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　　［摘要］　背景与目的：放疗和内分泌治疗是乳腺癌术后辅助治疗的重要组成部分，但关于二者相互作用

的研究较少。辅助放疗和内分泌治疗的最佳时序至今尚无定论，而两者的时序安排对临床却非常重要。本研究

通过探讨依西美坦同期或序贯放射对人乳腺癌MCF-7细胞株放射敏感性的影响及其可能的机制，为临床制定最

佳的治疗模式提供理论依据。方法：将人乳腺癌MCF-7细胞株分成单纯放射组、放射前加依西美坦组和放射后

加依西美坦组，采用克隆形成试验法检测各组的放射敏感性，用MTT法检测各组的细胞增殖率，用DAPI染色法

检测各组的细胞凋亡率，用蛋白［质］印迹法(Western blot)检测各组Bcl-2和Bax蛋白的表达情况。结果：放

射前加依西美坦组和放射后加依西美坦组的放射增敏比(sensitive enhancement ratio，SER)分别为1.51和

1.37；与单纯放射组相比，依西美坦联合放射组肿瘤细胞抑制率和细胞凋亡率均明显升高；依西美坦联合放射

组能明显使Bax蛋白升高，Bcl-2蛋白降低，但放射与依西美坦的使用顺序差异无统计学意义。结论：依西美坦

对MCF-7细胞具有放射增敏作用，可能与促进细胞凋亡有关，放射与依西美坦的使用顺序对效果无影响。
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　　［Abstract］ Background and purpose: Radiotherapy and endocrine therapy are both important parts of 
adjuvant therapy for breast cancer, yet few studies have been conducted focusing on the interaction between radiation 
and endocrine therapy. Up to now, no conclusion has been drawn on the timing sequence of adjuvant radiation and 
endocrine therapy, which is indeed crucial in clinical practice. This study intended primarily to investigate the effect 
of concurrent or sequential exemestane combined with radiation on radiosensitivity of MCF-7 cells and its possible 
mechanism, and further to provide rationale for optimal clinical treatment modality. Methods: MCF-7 cells were 
arranged into three trial groups: the radiation group, exemestane sequenced with radiation group and exemestane 
followed radiation group. Radiosensitivity was evaluated by clonogenic assay, cell proliferation was measured by 
MTT assay, the ability to induce cell apoptosis was evaluated by DAPI staining assay, the changes of Bcl-2 and Bax 
were detected by Western blot. Results: Sensitive enhancement ratios (SER) were 1.51 and 1.37 in the exemestane 
sequenced with radiation group and exemestane followed radiation group, respectively. Compared with the radiation 
group, the percentage of cellular proliferation inhibition and apoptosis increased obviously in the exemestane sequenced 
with radiation group and exemestane followed radiation group. Exemestane combined with radiation made the Bax 
protein increase obviously and the Bcl-2 protein lowered significantly. Conclusion: Exemestane can enhance the 
radiosensitivity of MCF-7 cells, whose mechanism might be relevant to the promotion of cellular apoptosis. However, 
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　　乳腺癌的综合治疗包括手术、放疗、化

疗、内分泌治疗和靶向治疗等，作为术后辅助

治疗的重要手段，放疗属于局部治疗，而化疗

与内分泌治疗同属全身治疗范畴。目前认为，

辅助化疗与放疗、内分泌治疗联合时应先化疗

再序贯放疗和内分泌治疗［1-3］。但辅助放疗和

内分泌治疗的时序性研究至今尚无定论。依

西美坦作为第三代芳香化酶抑制剂(aromatase 
inhibitors，AI)，能提高绝经后受体阳性高复发

风险的患者的无病生存率，不良反应低，成为

这部分患者的一线治疗用药［4-5］。本研究通过

观察依西美坦联合同期或序贯放射对人乳腺癌

MCF-7细胞放射敏感性的影响，为临床制定最

佳的治疗模式提供一定的理论依据。

1　材料和方法

1.1　材料和试剂

　　人乳腺癌MCF-7细胞购自中国科学院上

海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研

究所细胞库；DMEM高糖培养液、胎牛血清

和胰蛋白酶购自美国Gibco公司；染色剂噻唑

蓝(MTT)购自生工生物工程(上海)股份有限公

司；依西美坦购自美国Selleckchem公司，溶解

在二甲基亚砜中，半抑制浓度(50% inhibiting 
concentrat ion， IC 50)为30 μmol/L；抗Bcl-
2(ab117115)、抗Bax(ab7997)和抗β-actin(ab6276)
抗体购自英国Abcam公司。

1.2　细胞培养

　　人乳腺癌MCF-7细胞用含10%胎牛血清、

100 U/mL青霉素和100 mg/mL链霉素的DMEM
高糖培养液，置于37 ℃、CO2体积分数为5%的

培养箱中培养。

1.3　实验分组

　　将MCF-7细胞分为单纯放射组、依西美坦

组、放射前加依西美坦组和放射后加依西美

坦组。放射前加依西美坦组在放射前1天加入 

20 μmol/L依西美坦，放射后加依西美坦组在放

射后24 h加入20 μmol/L依西美坦。

1.4　照射方法

　　采用美国Varian公司Clinac ix直线加速器。

照射条件：6 MV X线，剂量率为300 cGy/min，

源皮距100 cm，照射野大小为20 cm×20 cm，加

1 cm等效补偿膜。

1.5　克隆形成实验

　　取指数生长期细胞，用0.25%的胰酶消化

后制成单细胞悬液，按照射剂量0、2、4、6和 

8 Gy分别在96孔中接种200、200、400、600和

800个细胞，每个剂量点设3个平行样本，按

上述方法分为放射组、放射前加依西美坦组和

放射后加依西美坦组，照射后的细胞继续培养

14 d，待出现集落时终止培养，弃培养液，用

calceinAM染色10 min，计数细胞大于50个以上

的集落数，计算存活分数绘制剂量效应曲线。

克隆率(plating efficiency，PE)=对照组每孔克

隆数/每孔种植细胞数×100%，并以PE作为校

正系数计算存活分数(surviving fraction，SF)。

SF=实验组每组克隆数/(每孔细胞种植数×克隆 

率)。数据分析使用GraphPade Prism 5.0软件，

以单靶多击拟合细胞存活曲线，并计算平均致

死剂量(mean lethal dose，Do)、准阈剂量(quasi-
threshold，Dq)，SF2值和放射增敏比(sensitive 
enhancement ratio，SER)。
1.6　MTT法检测细胞增殖情况

　　采用MTT法检测依西美坦对MCF-7细胞增

殖情况。将指数生长期的细胞，以每孔5×103个

细胞接种于96孔板，按上述实验分组方法分为

放射组、放射前加依西美坦组和放射后加依西美

坦组，同时加细胞组不作处理作为对照组以及空

白组。照射方法为单次照射4 Gy，培养6 d后进

行检测。每组设立4个复孔，每孔加入20 μL MTT 
(以磷酸缓冲盐溶液PBS配成5 mg/mL)，37 ℃温

育4 h后，每孔加二甲基亚砜100 μL，在酶联免

疫检测仪上以490 nm波长测定各孔吸光度(D)
值，计算细胞生长抑制率。抑制率=(1-D实验组)/ 
D对照组×100%。

the treatment sequence does not affect the outcome.
  　［Key words］ Exemestane; MCF-7 cell; Radiosensitivity



454

1.7　DAPI染色法检测细胞凋亡情况

　　将指数生长期的MCF-7细胞，以每孔5×103

个细胞接种于96孔板，细胞按上述方法分4个

处理，设立空白对照。照射方法为单次照射 

4 Gy，药物浓度为20 μmol/L。培养10 d后进行

细胞检测，检测时PBS洗3遍，加DAPI荧光染色

剂(质量浓度为10 μg/mL)反应30 min，用荧光显

微镜观察细胞核凋亡情况，并计数统计。

1.8　蛋白［质］印迹法(Western blot)检测Bcl-2
和Bax蛋白表达情况

　　将指数生长期的MCF-7细胞以每孔6×106个

细胞接种于10 mm培养皿，按上述实验分组分

为依西美坦组、放射组、放射前加依西美坦组

和放射后加依西美坦组，照射方法为单次照射 

4 Gy，药物浓度为20 μmol/L。培养10 d后刮

取细胞用于检测。首先用BAC对蛋白进行定

量。用12%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，

凝胶上的蛋白带转移到硝酸纤维素膜(NC膜)
上，以5％脱脂奶粉室温封闭1 h，然后加入

一抗(抗Bcl-2抗体、抗Bax抗体、抗β-actin 1︰ 

5 000)４ ℃温育过夜，增强化学发光法显色。

用FluorChem软件(美国CB公司)扫描分析。

1.9　统计学处理

　　所有数据采用Graphpad Prism 5.0软件分

析，数据用x±s 表示，组间比较采用 t检验，

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　依西美坦增强放射敏感性

　　根据各组克隆数得出克隆形成率和存活分

数，运用单击多靶模型进行曲线拟合(图1)，并

得出放射学参数(表1)。结果表明，依西美坦具

有放射增敏作用，放射前或放射后加入的放射

增敏比分别为1.51和1.37，放射前加入放射敏感

性更强。

2.2　依西美坦联合放射明显抑制细胞增殖

　　MTT结果显示，单纯依西美坦虽然可以抑

制MCF-7细胞增殖，跟对照组相比差异无统计

学意义(t=1.809，P=0.144 7)，而单纯放疗能明

显抑制细胞增殖(t=3.127，P=0.035 3)，两者联

合能明显加强细胞生长抑制的程度(t=6.875，

P=0.002 3；t=7.486，P=0.001 7)，但同期组

和序贯组对细胞的抑制率差异无统计学意义

(t=2.019，P=0.113 6，图2)。

图 1　MCF-7细胞经不同处理后的细胞存活曲线

Fig.1 Survival curves of MCF-7 cells after different treatment 

modalities

表 1　MCF-7细胞经不同处理后的放射生物学参数

Tab.1 Radio-biological parameters of MCF-7 cells after different 

treatment modalities

Treatment Do Dq SF2 SER
Radiation 1.56 1.59 0.59
Radiation+exemestane 1.60 0.80 0.43 1.37
Exemestane+radiation 1.38 0.83 0.39 1.51

图 2　MCF-7细胞经不同处理后的细胞生长抑制率曲线

Fig. 2    Growth-inhibition rate curves of MCF-7 cells after 

different treatment modalities

2.3　依西美坦联合放射促进细胞凋亡

　　用DAPI染色法观察并计算细胞核凋亡情

况。结果显示，与对照组相比，单纯依西美坦

对细胞凋亡影响不显著(t=2.00，P=0.116 1)，而

单纯放射能促进细胞凋亡(t=9.400，P=0.000 7)，
依 西 美 坦 联 合 放 射 能 进 一 步 促 进 细 胞 凋 亡

( t=19.00，P<0.000 1)，但同期组和序贯组

间差异无统计学意义(t=0.6325，P=0.5614， 

图3、4)。

陈　刚，等.　依西美坦联合同期或序贯放射对MCF-7细胞放射敏感性的影响
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图 3　DAPI染色法荧光显微镜下观察各组细胞核凋亡

Fig. 3    Fluorescence and electron microscopic observation of nucleus apoptosis in each group of cells with DAPI stain method

 A: Control; B: Exemestane; C: Radiation; D: Exemestane followed radiation group ; E: Exemestane sequenced with radiation group 

图 4　MCF-7细胞经不同处理后细胞凋亡情况

Fig. 4    Apoptosis of MCF-7 cells after different treatment 

modalities

2.4　依西美坦联合放疗促进Bcl-2降低和Bax升高

　　Western blot检测结果显示，与对照组相比，

Bcl-2抗凋亡指数各组都有降低(t值分别为15.02、

12.94、14.60和17.56，P值分别为0.000 1、0.000 2、

0.000 1和0.000 1)，但同期组和序贯组间差异

无统计学意义(t=1.436，P=0.224 4)；处理组对

Bax的表达均有影响(与对照组比较，t值分别为

4.276、3.865、7.171和8.357，P值分别为0.012 9、 

0.018 1、0.002 0和0.001 1)，均能使Bax升

高，但同期组和序贯组间差异无统计学意义

(t=1.290，P=0.266 6，图5)。

图 5　MCF-7细胞经不同处理后Bcl-2、Bax表达情况

Fig. 5    Expressions of Bcl-2 and Bax in MCF-7 cells after different treatment modalities
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3　讨　　论

　　乳腺癌内分泌治疗目前应用于临床安全有

效的药物以三苯氧胺(tamoxifen，TAM)和第三

代AI为代表［6］。

　　以阿那曲唑、来曲唑和依西美坦为代表的

第三代AI的出现是乳腺癌内分泌治疗史上的一

个转机，目前有多个大型临床试验均显示其具

有比TAM更好的疗效［7-8］。ATAC试验的10年

随访结果显示，阿那曲唑组的无病生存期、无

病生存率、复发时间及复发率均优于TAM组，

且对侧乳腺癌的发生率显著降低；但是两组的

总生存率差异无统计学意义［9］。BIGl-98试验

中位随访时间为74个月，其研究结果显示，来

曲唑组较TAM组能显著改善患者的无病生存

期，显著降低绝经后激素受体阳性乳腺癌患者

的死亡和远处复发风险［10］。IES试验中位随访

时间为91个月，该研究结果显示，与5年TAM
组比较，TAM治疗2~3年后改为依西美坦治

疗2~3年组的无病生存期及总生存期有显著提 

高 ［11］。因此，在乳腺癌内分泌治疗上，无

论起始治疗、序贯或转换治疗还是后期延续

治疗，第三代AI对于绝经后激素受体阳性的

乳腺癌患者在长期疗效和安全性方面更具有 

优势［12-15］。

　　由于第三代AI上市时间短，国内外为数

不多的研究主要集中于来曲唑与放疗的相互 

作用［16-18］。

　　同是第三代AI，但依西美坦和来曲唑作用

机制不同，来曲唑为非甾体类的AI，主要作用

于芳香化酶的细胞色素P450酶，其作用是可逆

的；而依西美坦为甾体类芳香化酶致死性抑制

剂，它结构上与该酶的自然底物雄烯二酮和睾

酮结构相似，为芳香酶的伪底物，通过不可逆

地与该酶的活性位点结合而使其失活，形成中

间产物而引起永久性的酶灭活，从而抑制雌激

素的合成，明显降低绝经妇女血液循环中的雌

激素水平［19-20］，而且不影响可的松和醛固酮的

合成。但依西美坦与放疗的相互作用情况目前

尚缺乏相关的研究。

　　本研究的成克隆试验结果显示，无论放射

前或放射后联合依西美坦处理MCF-7细胞，依

西美坦均具有放射增敏作用，MTT结果也进

一步说明两者联合应用时细胞生长明显受到抑

制。本研究还发现，依西美坦放射增敏机制可

能与促进细胞凋亡有关。因为通过DAPI染色法

观察细胞核固缩情况，结果显示，单纯依西美

坦对细胞凋亡影响不明显，但联合放射能促进

细胞凋亡，而且使抗凋亡指数Bcl-2降低和促凋

亡指数Bax升高，能进一步增加放射诱导的细胞

毒作用［21］。

　　但实验室研究与临床研究结论往往存在不

一致性。本研究结果显示，依西美坦联合同期

或序贯放射均能提高人乳腺癌MCF-7细胞的放

射敏感性，其具有放射增敏作用。同期依西美

坦是否会导致增加患者放疗的不良反应，另一

方面，延迟依西美坦的起始时间是否会影响疗

效，或在放射治疗预防局部复发的同时是否会

失去全身治疗的保障，这些问题仍需我们进一

步开展前瞻性临床随机对照研究来探讨乳腺癌

术后放疗联合AI内分泌治疗的时序性，寻找最

佳治疗模式来指导临床实践，使患者获得更好

的生存受益。
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