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　　［摘要］　目的　评价柳氮磺吡啶（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ，ＳＳＺ）对电离辐射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）诱导离体乳
腺癌细胞上皮间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、迁移、侵袭等转移相关表型的抑制
作用，探讨其作为治疗措施对在体局部ＩＲ促进乳腺癌肺转移的拮抗作用。方法　以体外培养两种乳腺
癌细胞株（ＭＣＦ７、４Ｔ１）为研究对象，采用不同剂量（２、４、６、８、１０Ｇｙ）Ｘ射线照射后观察细胞形态改变，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ等ＥＭＴ相关标志物的表达变化。选取４ＧｙＸ射线照射细胞，评价ＳＳＺ
（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）对ＩＲ后细胞ＥＭＴ、迁移、侵袭等转移相关表型的影响，并检测 ＭＭＰ２／９和 ｘＣＴ等蛋白的
表达。在ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠建立４Ｔ１细胞乳腺癌肺转移模型，实验分４组：Ｃｏｎ组、ＳＳＺ组、ＩＲ组和 ＩＲ＋ＳＳＺ
组。ＩＲ采用局部 Ｘ射线（４Ｇｙ）照射；ＳＳＺ采用腹腔给药８ｍｇ／只，２次／ｄ；ＩＲ＋ＳＳＺ组采用局部 Ｘ射线
（４Ｇｙ）照射后，以腹腔给药ＳＳＺ８ｍｇ／只，２次 ／ｄ。荷瘤３０ｄ后取材，计算原位瘤大小和肺转移结节数
目，ＨＥ染色观察原位瘤和肺转移灶情况。结果　体外培养乳腺癌细胞在ＩＲ后出现明显的ＥＭＴ形态改
变，Ｖｉｍｅｎｔｉｎ、Ｓｎａｉｌ等ＥＭＴ相关蛋白表达上调，呈一定剂量相关性。ＳＳＺ能够抑制ＩＲ诱导的乳腺癌细胞
ＥＭＴ形态和标志蛋白改变，抑制ＩＲ诱导的乳腺癌细胞迁移和侵袭能力增强的表型（Ｐ＜０．０５），下调 ＩＲ
诱导的ＭＭＰ２／９、ｘＣＴ等蛋白增强表达。在体动物模型与离体细胞结果相对应，ＩＲ可以显著抑制原位瘤
生长，与Ｃｏｎ组比较，ＩＲ组［（１．２４±０．３２）ｃｍ３］和ＩＲ＋ＳＳＺ组［（０．８３±０．５４）ｃｍ３］的小鼠原位瘤平均体积
显著降低（Ｐ＜０．０５），且ＩＲ＋ＳＳＺ组较ＩＲ组降低更显著（Ｐ＜０．０５）；ＩＲ组小鼠肺转移结节数为［（１９．００±
８．３１）个］，较Ｃｏｎ组［（８．６７±７．８８）个］显著增多（Ｐ＜０．０５），ＩＲ＋ＳＳＺ组小鼠肺转移结节数［（６．１０±
７．７８）个］较ＩＲ组显著降低（Ｐ＜０．０５），而单纯ＳＳＺ组小鼠肺转移结节数［（４．３０±５．３９）个］与Ｃｏｎ组相
比差异无统计学意义。ＨＥ染色结果显示，ＩＲ组肺转移灶数量增多，面积增加，边界欠清，有明显弥散的
趋势；而ＩＲ＋ＳＳＺ组肺转移灶面积较小，边界较清晰。结论　ＳＳＺ能有效抑制ＩＲ诱导乳腺癌细胞 ＥＭＴ、
迁移、侵袭，并显著拮抗在体局部照射对乳腺癌肺转移的促进作用。

　　［关键词］　乳腺癌；转移；电离辐射；上皮间质转化；柳氮磺吡啶
　　［中图法分类号］　Ｒ７３７．９；Ｒ９６６；Ｒ９７９．１ ［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　重庆医科大学附属第二医院“宽仁英才”骨干人才项目（ＫＹ２０１９Ｇ０１６）；重庆市卫建委卫生适宜技术推广项目（２０２１ｊｓｔｇ０２２）
［通信作者］　明　佳，Ｅｍａｉｌ：ｍｉｎｇｊｉａ＠ｃｑｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

王　涛，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｔａｏ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

２０９７０９２７／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２２，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓｂｏｏｓｔｅｄｍｅｔａｓｔａｓｉｓｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｏｎｉｚｉｎｇ
ｒａｄｉａｔｉｏｎ
ＨＥＧｅ１，ＷＡＮＧＧｕｏｊｉａｎ２，ＺＨＡＯＮａ２，ＬＯＮＧＳｈｕａｎｇ２，ＷＡＮＧＴａｏ２，ＭＩＮＧＪｉａ１　　１ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＢｒｅａｓｔａｎｄ
ＴｈｙｒｏｉｄＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００１０；２ＳｔａｔｅＫｅｙ
ＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＴｒａｕｍａ，ＢｕｒｎｓａｎｄＣｏｍｂｉｎｅｄＩｎｊｕｒｙ，ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＡｎｔｉＲａｄｉａｔｉｏｎＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＥｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ
ＲｅｓｅａｒｃｈＣｅｎｔｅｒｆｏｒＮａｎｏｍｅｄｉｃｉｎｅ，ＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＣｏｍｂｉｎｅｄＩｎｊｕｒｙ，ＦａｃｕｌｔｙｏｆＭｉｌｉｔａｒｙＰｒｅｖｅｎｔｉｖｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ａｒｍｙ
ＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＴｈｉｒｄＭｉｌｉｔａｒｙＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ），Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ，４０００３８，Ｃｈｉｎａ

７９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１８）

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｅｖａｌｕａｔｅｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ（ＳＳＺ）ｏｎｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ
（ＩＲ）ｉｎｄｕｃｅｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ（ＥＭＴ），ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎ，ａｎｄｏｔｈｅｒｍｅｔａｓｔａｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ
ｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｉｎｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｉｎｖｉｔｒｏ，ａｎｄｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｉｔｓａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓａｓａｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｍｅａｓｕｒｅ
ａｇａｉｎｓｔｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙｉｎｖｉｖｏｌｏｃａｌＩＲ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｃｕｌｔｕｒｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌ
ｌｉｎｅｓＭＣＦ７ａｎｄ４Ｔ１ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｓｔｕｄｙｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｏｓｅｓｏｆＸｒａｙ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ（２，４，６，８ａｎｄ１０Ｇｙ）ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃｈａｎｇｅｓｏｆＥＭＴｒｅｌａｔｅｄｍａｒｋｅｒｓｓｕｃｈａｓＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄ
ＳｎａｉｌｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ａｃｅｌｌｍｏｄｅｌｗｉｔｈ４ＧｙｏｆＸｒａｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｗａｓｓｅｌｅｃｔｅｄｔｏｅｖａｌｕａｔｅ
ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＳＳＺ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）ｏｎｍｅｔａｓｔａｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｓｕｃｈａｓＥＭＴ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆ
ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒＩＲ，ａｎｄｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２／９ａｎｄｘＣＴａｆｔｅｒＩＲ．Ａｆｔｅｒｘｅｎｏｇｒａｆｔｍｏｄｅｌｏｆ４Ｔ１ｃｅｌｌ
ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｉｎＢＡＬＢ／ｃｆｅｍａｌｅｍｉｃｅ，ｔｈｅｍｉｃｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ，ＳＳＺｇｒｏｕｐ（ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ８ｍｇＳＳＺ，２ｔｉｍｅｓｐｅｒｄａｙ），ＩＲｇｒｏｕｐ（Ｘｒａｙ４Ｇｙ
ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ）ａｎｄＩＲ＋ＳＳＺｇｒｏｕｐ（Ｘｒａｙ４Ｇｙｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ，ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｉｎｊｅｃｔｉｏｎｏｆ８ｍｇＳＳＺ，２ｔｉｍｅｓｐｅｒ
ｄａｙ）．Ｔｈｅｔｕｍｏｒｍａｓｓｅｓｗｅｒｅｈａｒｖｅｓｔｅｄｉｎ３０ｄａｆｔｅｒｔｕｍｏｒｌｏａｄｉｎｇ，ａｎｄｔｈｅｓｉｚｅｏｆｉｎｓｉｔｕｔｕｍｏｒａｎｄｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｔｉｃｎｏｄｅｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄａｎｄｃａｌｃｕｌａｔｅｄ，ａｎｄＨＥｓｔａｉｎｉｎｇｗａｓｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｄｉｎｓｉｔｕ
ｔｕｍｏｒａｎｄｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＣｕｌｔｕｒｅｄｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｓｈｏｗｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔＥＭＴｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ
ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓａｆｔｅｒＩＲ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶｉｍｅｎｔｉｎａｎｄＳｎａｉｌｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｉｎａｄｏｓｅｒｅｌａｔｅｄｍａｎｎｅｒ．ＳＳＺ
ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＩＲｉｎｄｕｃｅｄｃｈａｎｇｅｓｉｎＥＭＴｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄｍａｒｋｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ，ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄＩＲｉｎｄｕｃｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｅｓｏｆ
ｅｎｈａｎｃｅｄｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＩＲｉｎｄｕｃｅｄｅｎｈａｎｃｅｄ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰ２／９，ｘＣＴ，ａｎｄｏｔｈｅｒｐｒｏｔｅｉｎｓ．Ｉｎｖｉｖｏａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｄｔｏｔｈｅｅｘｖｉｖｏｃｅｌｌｕｌａｒ
ｒｅｓｕｌｔｓｔｈａｔＩＲｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｉｎｓｉｔｕｔｕｍｏｒｇｒｏｗｔｈ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｍｉｃｅ（１．７０±０．５４ｃｍ３），
ｔｈｅｍｅａｎｔｕｍｏｒｖｏｌｕｍｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｓｍａｌｌｅｒｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（１．２４±０．３２ｃｍ３）ａｎｄＩＲ＋ＳＳＺｇｒｏｕｐ（０．８３±
０．５４ｃｍ３）（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｒｅｄｕｃｔｉｏｎｗａｓｍｏｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｔｈｅｌａｔｔｅｒｔｈａｎｉｎｔｈｅｆｏｒｍｅｒｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５）．
ＴｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（１９．００±８．３１）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅＣｏｎ
ｇｒｏｕｐ（８．６７±７．８８）（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅＩＲ＋ＳＳＺｇｒｏｕｐ（６．１０±７．７８）ｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒ
ｔｈａｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０５），ｗｈｉｌｅｔｈｅｎｕｍｂｅｒｉｎｔｈｅＳＳＺｇｒｏｕｐ（４．３０±５．３９）ｗａｓｎｏｔｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｆｒｏｍｔｈｅＣｏｎｇｒｏｕｐ．ＨＥｐａｔｈｏｌｏｇｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｔｈｅＩＲｇｒｏｕｐｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅ
ａｒｅａｗａｓｅｎｌａｒｇｅｄ，ｔｈｅｂｏｒｄｅｒｗａｓｎｏｔｃｌｅａｒ，ａｎｄｔｈｅｍｅｔａｓｔａｓｅｓｈａｄａｔｅｎｄｅｎｃｙｔｏｄｉｆｆｕｓｅ．Ｉｎｃｏｎｔｒａｓｔ，ｔｈｅ
ｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｅｓｉｎｔｈｅＩＲ＋ＳＳＺｇｒｏｕｐｈａｄｃｌｅａｒｅｒｂｏｒｄｅｒｓａｎｄａｗｅａｋｅｒｔｅｎｄｅｎｃｙｔｏｉｎｖａｄｅｏｕｔｗａｒｄ．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＳＳＺｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓＩＲｉｎｄｕｃｅｄＥＭＴ，ｍｉｇｒａｔｉｏｎ，ａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓａｎｄ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙａｎｔａｇｏｎｉｚｅｓｔｈｅｌｕｎｇｍｅｔａｓｔａｓｉｓｐｒｏｍｏｔｉｎｇｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｎｖｉｖｏｌｏｃａｌｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎｏｆｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｂｒｅａｓｔｃａｎｃｅｒ；ｍｅｔａｓｔａｓｉｓ；ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ；ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ；

ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ

Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅ“ＫｕａｎｒｅｎＥｌｉｔｅ”ＢａｃｋｂｏｎｅＴａｌｅｎｔＰｒｏｊｅｃｔｏｆｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＫＹ２０１９Ｇ０１６）ａｎｄｔｈｅ

ＡｐｐｒｏｐｒｉａｔｅＨｅａｌｔｈＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｒｏｍｏｔｉｏｎＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＨｅａｌｔｈＣｏｍｍｉｓｓｉｏｎ（２０２１ｊｓｔｇ０２２）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＭＩＮＧＪｉａ，Ｅｍａｉｌ：ｍｉｎｇｊｉａ＠ｃｑｍｕ．

ｅｄｕ．ｃｎ；ＷＡＮＧＴａｏ，Ｅｍａｉｌ：ｗａｎｇｔａｏ＠ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ

　　乳腺癌是女性比较常见的恶性肿瘤之一。近年
来，其发病率呈现出较快的上升趋势，虽有较多的治疗

选择，乳腺癌仍有１０％～２０％的死亡率，其主要的死亡
原因是癌症的浸润转移［１－２］。目前，放射治疗是各种

恶性肿瘤的基础治疗措施之一。据统计，超过５０％的
癌症患者在患病期间接受放射治疗，其对于提高病患

整体存活、改善生活质量有重要贡献［３－５］。然而，诸多

基于体外细胞和在体动物实验的研究证据表明电离辐

射（ｉｏｎｉｚｉｎｇｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＩＲ）可以通过多种机制促进肿瘤
转移。研究发现，ＩＲ可通过对肿瘤细胞的直接作用和
对肿瘤微环境的间接影响促进肿瘤上皮间质转化
（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｔｏｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ，ＥＭＴ）、侵袭、迁
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移、血管新生乃至转移［６］。临床研究表明，特定肿瘤

在放射治疗后会产生促转移和促侵袭的信号［７］。因

此，开展针对ＩＲ促进肿瘤转移的机制与防治药物研究
具有积极的意义。

　　柳氮磺吡啶（ｓｕｌｆａｓａｌａｚｉｎｅ，ＳＳＺ）为磺胺类抗菌药，
临床上广泛用于类风湿性骨关节炎和炎症性肠病的治

疗，其作用机制包括抑制 ＮＦκＢ活性发挥抗炎作用和
拮抗胱氨酸转运蛋白体亚基 ＳＬＣ７Ａ１１／ｘＣＴ功能诱导
癌细胞铁死亡［８－９］。新近研究表明 ＳＳＺ通过多种途径
抑制肿瘤细胞的转移［１０－１１］，提示其在肿瘤治疗中具有

潜在的良好应用前景，但关于 ＳＳＺ对辐照促进肿瘤转
移作用的影响尚不清楚。本研究采用小鼠乳腺癌细胞

株４Ｔ１和人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７为研究对象，评价
ＳＳＺ对ＩＲ诱导乳腺癌细胞 ＥＭＴ、迁移、侵袭等表型的
影响；并进一步采用４Ｔ１细胞乳腺癌肺转移模型评价
ＳＳＺ对 ＩＲ促进肿瘤转移的拮抗，以期为 ＩＲ促进肿瘤
转移的药物防治提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞　　人乳腺癌细胞株ＭＣＦ７、小鼠乳腺癌
细胞株４Ｔ１购自中国科学院典型培养物保藏委员会细
胞库，由陆军军医大学全军复合伤研究所实验室保存。

１．１．２　动物　　５～７周龄 ＢＡＬＢ／ｃ雌鼠共５０只，体
质量１６～２０ｇ，在陆军军医大学动物实验中心无菌条
件下饲养。

１．１．３　主要试剂　　ＤＭＥＭ培养基、ＲＰＭＩ１６４０培养
基、胎牛血清购自美国 Ｃｙｔｉｖａ公司；电泳凝胶试剂盒、
电泳液购自上海雅酶生物医药公司；ＢＣＡ蛋白浓度测
定试 剂 盒、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ抗 体 （ＡＦ０３１８）、Ｓｎａｉｌ抗 体
（ＡＦ８０１３）、βＴｕｂｕｌｉｎ抗体（ＡＦ１２１６）购自上海碧云天
生物技术公司；Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ抗体（＃３１９５）购自美国 ＣＳＴ
公司；ＭＭＰ２抗体（ａｂ８６６０７）、ＭＭＰ９抗体（ａｂ２８３５７５）、
ｘＣＴ抗体（ａｂ１７５１８６）、山羊抗小鼠二抗抗体、山羊抗兔
二抗抗体购自英国 Ａｂｃａｍ公司；丝裂霉素购自美国
ＧＥＮＶＩＥＷ公司；ＳＳＺ购自美国 ＭＣＥ公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验试剂盒购自美国 ＣＯＲＮＩＮＧ公司；伤口愈合 ２孔
插件购自德国Ｉｂｉｄｉ公司；结晶紫染色液购自北京索莱
宝科技公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养和分组　　人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７
培养于９０％ ＤＭＥＭ高糖培养基＋１０％ 胎牛血清中。

小鼠乳腺癌细胞株４Ｔ１培养于９０％ＲＰＭＩ１６４０培养
基＋１０％胎牛血清＋１００Ｕ／ｍＬ青霉素＋１００ｇ／ｍＬ链霉
素中。所有细胞株培养于３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养
箱中。使用陆军军医大学中心实验室 Ｘ射线辐照仪
ＲＳ２０００在１６０ｋＶ、２５ｍＡ的条件下，以１．２６５Ｇｙ／ｍｉｎ
的剂量率进行辐照。通过设定 Ｘ射线（筒称 Ｘ线）不
同照射时间（９５、１９０、２８５、３７９、４７４ｓ）以达到不同照射
剂量（２、４、６、８、１０Ｇｙ）。
　　实验分 ４组：对照组（Ｃｏｎ）、ＳＳＺ组、ＩＲ组和 ＩＲ＋
ＳＳＺ组；Ｃｏｎ组细胞正常培养，ＩＲ组对细胞进行 ４Ｇｙ
的Ｘ线照射，ＳＳＺ组采用 ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＳＳＺ处理细
胞，ＩＲ＋ＳＳＺ组在对细胞进行４Ｇｙ的Ｘ线照射后，采用
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＳＺ处理细胞。
１．２．２　划痕愈合实验　　将ＭＣＦ７和４Ｔ１细胞稀释
至６×１０６／ｍＬ，以每孔１ｍＬ均匀接种于６孔板中（伤口
愈合２孔插件内接种密度稍大于插件外）。待伤口愈
合２孔插件内细胞长至９０％融合后，进行４Ｇｙ的 Ｘ
线照射。照射后立即加入细胞增殖抑制剂丝裂霉素

（１０μｇ／ｍＬ）以及ＳＳＺ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）孵育２ｈ。取下伤
口愈合２孔插件，形成划痕，并拍照记录划痕线与插件
交汇线两侧划痕的宽度（记为０ｈ数值）。将细胞置于
３７℃、５％ＣＯ２的恒温培养箱中培养，２４ｈ后再次原位
测量划痕宽度并拍照记录，与 ０ｈ数值做比较。使用
ＴＳｃｒａｔｃｈ软件分析测量划痕面积，２４ｈ划痕面积与０ｈ
划痕面积比值代表划痕愈合面积百分比。

１．２．３　细胞侵袭实验　　将 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于６孔
板中，消化ＭＣＦ７或４Ｔ１细胞至细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，用无血清ＤＭＥＭ／ＲＰＭＩ１６４０培养基调整
细胞数至１×１０５／ｍＬ，转至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，每个小室加
入２００μＬ细胞悬液，在小室下层加入含１０％胎牛血清
的ＤＭＥＭ／ＲＰＭＩ１６４０培养基作为趋化剂。６孔板于
培养箱中过夜后进行辐照，辐照后 ＳＳＺ组于小室内加
入０．５ｍｍｏｌ／Ｌ的ＳＳＺ，孵育 ４８ｈ，用棉签拭去非侵袭
性细胞，采用甲紫（结晶紫）固定并染色，在 １００倍显
微镜下计数细胞。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　辐照后４８ｈ取材，于细
胞孔板中加入３００μＬ细胞裂解液，随后收集裂解液于
ＥＰ管中，将ＥＰ管在４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心
１０ｍｉｎ后提取上清液，按照ＢＣＡ法检测定量蛋白后加
入蛋白上样缓冲液制备样品。蛋白样品在 ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶进行电泳分离，随后转印至ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂
奶粉于３７℃摇床封闭１ｈ，加入配置好的一抗于４℃
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摇床孵育过夜，使用 ＰＢＳ在摇床上洗膜后，加入配置
好的二抗于３７℃摇床孵育１ｈ，再次使用ＰＢＳ在摇床
上洗膜，使用奥德赛显色仪显色成像并测量灰度值。

１．２．５　动物模型实验　　选用５～７周龄 ＢＡＬＢ／ｃ雌
鼠进行小鼠乳腺癌４Ｔ１荷瘤实验，小鼠按照体质量顺
序编号后随机分为 ４组：Ｃｏｎ组、ＳＳＺ组、ＩＲ组和 ＩＲ＋
ＳＳＺ组（每组纳入１０～１３只小鼠）。小鼠按５０μＬ／２０ｇ
腹腔注射２％戊巴比妥进行麻醉，随后于背部皮下接
种４Ｔ１细胞（１×１０５／只），２４ｈ后，ＳＳＺ组及 ＩＲ＋ＳＳＺ组
小鼠于腹腔注射８ｍｇ／只的ＳＳＺ（ＳＳＺ在每次注射前新
鲜配制），其余两组于腹腔注射等体积生理盐水，２次／ｄ，
直至处死小鼠。１０ｄ后，用铅板挡住 ＩＲ组和 ＩＲ＋ＳＳＺ
组小鼠除肿瘤外的其他身体部位，然后用 ４Ｇｙ的 Ｘ
线照射肿瘤部位。Ｃｏｎ组和ＳＳＺ组不做照射处理。
　　小鼠肺转移结节计数：注射４Ｔ１细胞后第３０天使
用脊椎脱臼法处死小鼠，随后从小鼠气管注射Ｂｏｕｉｎ’ｓ
固定液至肺部完全充起，取下肺组织，于 ＰＢＳ液中简
单漂洗后置于Ｂｏｕｉｎ’ｓ固定液中固定，２４ｈ后观察小
鼠肺转移结节（肺组织表面的白色凸起点状物即为肺

转移灶）并计数。

　　肺组织按常规方法制备蜡块后切片，经脱蜡、复水
后进行ＨＥ染色，于光学显微镜下观察各组小鼠肺转
移灶的病理学改变。

１．３　统计学分析
　　采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件进行分析。计
量资料以 珋ｘ±ｓ表示，同一分子在不同辐照剂量下的表
达量比较采用ｔ检验，各组间分子表达量的比较、划痕
实验、侵袭实验结果及小鼠原位瘤体积和肺转移灶数

量的比较采用单因素方差分析。Ｐ＜０．０５表示差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＲ诱导乳腺癌细胞 ＭＣＦ７、４Ｔ１发生 ＥＭＴ形态
变化以及相关蛋白标志物的表达

　　两种乳腺癌细胞（ＭＣＦ７、４Ｔ１）在未照射时，细胞
形态正常，细胞间连接紧密，呈“铺路石样”（图 １Ａ）。

采用２、４、６、８、１０Ｇｙ的 Ｘ线照射后，随着照射剂量的
增加，逐渐失去原有的立方形态，出现不同程度的

ＥＭＴ形态学变化；ＭＣＦ７细胞变为“摊鸡蛋样”形态，
细胞间间隙增大；４Ｔ１细胞失去细胞间的紧密接触，细
胞向“纺锤样”或多角样演化，形成伪足。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测ＥＭＴ相关分子的表达，结果显示，两种乳腺癌细
胞均出现间充质蛋白Ｓｎａｉｌ和Ｖｉｍｅｎｔｉｎ的表达增高，且
在４Ｇｙ的照射剂量下较为明显（图１Ｂ、Ｃ）。
２．２　ＳＳＺ抑制ＩＲ诱导的乳腺癌细胞ＥＭＴ表型
　　４Ｇｙ的Ｘ线分别照射乳腺癌细胞ＭＣＦ７和４Ｔ１，
然后采用ＳＳＺ（０．５ｍｍｏｌ／Ｌ）处理乳腺癌细胞２ｈ，观察
照射后４８ｈ的形态学改变。结果显示，单纯使用 ＳＳＺ
对细胞形态学变化的影响不明显，而ＩＲ促进乳腺癌细
胞ＥＭＴ变化的趋势能够被 ＳＳＺ显著抑制（图 ２Ａ）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测乳腺癌细胞 ＥＭＴ相关分子表达的结
果显示，与Ｃｏｎ组比较，ＩＲ组的细胞上皮标志蛋白 Ｅ
ｃａｄｈｅｒｉｎ表达降低（Ｐ＜０．０５），间充质标志蛋白
Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和Ｓｎａｉｌ表达升高（Ｐ＜０．０５）；与 ＩＲ组比较，
ＩＲ＋ＳＳＺ组细胞上皮标志蛋白 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ表达升高
（Ｐ＜０．０５），而间充质标志蛋白 Ｖｉｍｅｎｔｉｎ和 Ｓｎａｉｌ表达
降低（Ｐ＜０．０５）。与细胞形态学变化的结果一致，表明
ＳＳＺ可以抑制ＩＲ诱导的乳腺癌细胞ＥＭＴ（图２Ｂ、Ｃ）。
２．３　ＳＳＺ抑制ＩＲ对乳腺癌细胞促迁移和促侵袭的作用
　　采用划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验分别检测 ＩＲ后乳
腺癌细胞迁移和侵袭能力的变化及 ＳＳＺ对其的影响。
ＭＣＦ７细胞划痕实验结果显示（图 ３Ａ、Ｂ），与 Ｃｏｎ组
比较，ＩＲ组细胞的划痕愈合速度增快（Ｐ＜０．０５）；与ＩＲ
组比较，ＩＲ＋ＳＳＺ组细胞的划痕愈合速度减慢（Ｐ＜
０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果与划痕实验结果基本一致
（图４Ａ、Ｂ），与Ｃｏｎ组比较，ＳＳＺ组的细胞侵袭能力降
低（Ｐ＜０．０５），ＩＲ组的细胞侵袭能力明显增加（Ｐ＜
０．０５）；与ＩＲ组比较，ＩＲ＋ＳＳＺ组的细胞侵袭能力显著
降低（Ｐ＜０．０５）。４Ｔ１细胞的划痕实验（图 ３Ｃ）和
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验（图 ４Ａ、Ｃ）得到类似的结果，ＩＲ促进
４Ｔ１细胞的迁移能力和侵袭能力，而 ＳＳＺ抑制 ＩＲ的促
迁移、侵袭作用。
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２．４　ＳＳＺ抑制转移相关ＭＭＰ２／９、ｘＣＴ等分子的蛋白表达
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞转移相关分子的
表达，结果显示，４Ｇｙ的 Ｘ线照射明显促进了乳腺癌
细胞ＭＭＰ２／９和ｘＣＴ的表达，无论是单纯使用 ＳＳＺ或
是ＩＲ后使用 ＳＳＺ，ＭＭＰ２／９和 ｘＣＴ的表达都被抑制
（图５）。
２．５　ＩＲ促进小鼠 ４Ｔ１乳腺癌肺转移，ＳＳＺ有效抑制

ＩＲ的促肺转移效应
　　构建４Ｔ１小鼠乳腺癌肺转移的模型以判断 ＩＲ和
ＳＳＺ对体内肿瘤模型的影响，如图６Ａ、Ｂ所示，Ｃｏｎ组、
ＳＳＺ组、ＩＲ组、ＩＲ＋ＳＳＺ组小鼠原位瘤体积分别为（１．７０±
０．５４）、（１．３７±０．５５）、（１．２４±０．３２）、（０．８３±０．５４）
ｃｍ３。与Ｃｏｎ组比较，ＩＲ组和ＩＲ＋ＳＳＺ组的小鼠原位瘤
体积显著降低（Ｐ＜０．０５），与 ＩＲ组比较，ＩＲ＋ＳＳＺ组原
位瘤体积降低更显著（Ｐ＜０．０５），而ＳＳＺ组原位瘤体积
与Ｃｏｎ组相比差异无统计学意义。说明 ＩＲ对原位瘤
的生长有明显抑制作用，且 ＳＳＺ与 ＩＲ存在协同作用。

计数各组小鼠肺转移结节，如图 ６Ｃ、Ｄ所示，Ｃｏｎ组、
ＳＳＺ组、ＩＲ组、ＩＲ＋ＳＳＺ组小鼠肺转移结节数分别为
（８．６７±７．８８）、（４．３０±５．３９）、（１９．００±８．３１）、（６．１０±
７．７８）个。与Ｃｏｎ组比较，ＳＳＺ组肺转移结节数变化无
统计学差异，而 ＩＲ组小鼠的肺转移结节数显著增多
（Ｐ＜０．０５），与ＩＲ组比较，ＩＲ＋ＳＳＺ组的肺转移结节数
显著降低（Ｐ＜０．０５）。实验结果表明：①４Ｇｙ的 Ｘ线
照射对小鼠原位瘤生长的抑制作用显著，且 ＩＲ协同
ＳＳＺ进一步抑制了原位瘤的生长，但４Ｇｙ的Ｘ线照射
同时促进了小鼠乳腺癌肺转移；②ＳＳＺ对小鼠乳腺癌
的肺转移无明显抑制作用，但可以显著拮抗ＩＲ诱导的
促转移效应。

　　小鼠肺组织各组转移灶的 ＨＥ染色结果显示，与
Ｃｏｎ组比较，ＳＳＺ组无明显差异，而 ＩＲ组的肿瘤肺转
移灶数量增多，面积增加，边界欠清，有明显弥散的趋

势。与ＩＲ组比较，ＩＲ＋ＳＳＺ组的肺转移灶数量减少，面
积减小，边界清晰（图７）。
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３　讨论

　　放射治疗是包括乳腺癌在内的多种恶性肿瘤的基
础治疗措施之一，虽然尚缺乏放射治疗是否能促进特

定病患肿瘤早期复发、转移的临床试验证据，但基于在

体动物的研究表明ＩＲ能够通过多种途径促进肿瘤的
转移［１２－１３］。本研究采用乳腺癌细胞的离体细胞模型

和在体肺转移模型，评价ＳＳＺ对ＩＲ诱导肿瘤转移的拮
抗作用。结果显示，ＳＳＺ能有效抑制ＩＲ诱导乳腺癌细
胞ＥＭＴ、迁移、侵袭等转移相关表型，下调 ＭＭＰ２／９、
ｘＣＴ等蛋白表达水平，其作为治疗措施对在体局部照
射促进乳腺癌肺转移的作用显示显著拮抗效果。

　　ＥＭＴ是指具有极性的上皮样细胞转化为具有活
动能力的间质样细胞过程，被认为是肿瘤转移级联反

应中早期关键事件，在肿瘤转移侵袭中发挥重要作用。

肿瘤细胞通过ＥＭＴ丢失上皮细胞样表征极性和细胞
间接触等，从而获得迁移能力以侵袭正常的组织和器

官，形成癌症的远处转移和复发导致病情恶化［１４－１５］。

　　既往研究报道ＩＲ能够诱导体外培养肿瘤细胞出
现ＥＭＴ表型［１６］。本实验结果与之一致，不同剂量的

Ｘ线照射可诱导人乳腺癌细胞株 ＭＣＦ７和小鼠乳腺
癌细胞株４Ｔ１出现 ＥＭＴ表型。两种乳腺癌细胞４Ｇｙ
单次照射即可出现典型ＥＭＴ表型，因此选取这一剂量
开展后续实验研究。与照射引起ＥＭＴ表型相对应，本
研究发现离体细胞４Ｇｙ的 Ｘ线照射能够促进乳腺癌
细胞迁移与侵袭，而在体实验显示荷瘤局部４Ｇｙ的Ｘ
线照射能显著促进４Ｔ１细胞的肺转移，表明ＩＲ能够促
进肿瘤转移。但需要指出的是：ＩＲ促进肿瘤转移与放
射治疗促进肿瘤转移是两个概念。临床上放疗的处方

剂量虽然单次不大，但连续照射的累积剂量很高，其作

用的目的是在尽量减少对正常组织器官损害前提下以

ＩＲ杀死肿瘤细胞。在放射治疗的作用模式下肿瘤细
胞可能出现脱落播散，但这些以ＥＭＴ或循环肿瘤细胞
形式的播散难以产生转移灶。譬如最近有研究发现非

小细胞肺癌患者在放疗后不同阶段均存在患者循环肿

瘤细胞的显著增多，这些细胞是具有 ＥＭＴ表型、ＤＮＡ
损伤等特征的活细胞，但在体外培养体系增殖能力有

限［３］。而本研究显示，４Ｔ１乳腺癌荷瘤局部的４Ｇｙ单
次照射即可显著使得瘤体积缩小，杀死较多肿瘤细胞，

但可促进肿瘤的肺转移。这一结果是单次 ＩＲ作用的
结果，如果以放射治疗的方案将可能在肺部转移之前

即将原位瘤全部杀死。

　　最近研究报道ＩＲ可以诱导ｘＣＴ的表达上调，通过
拮抗铁死亡促进细胞存活［１７］。先前有报道认为 ｘＣＴ
在乳腺癌细胞株的表达水平与 ＥＭＴ密切相关［１８］，而

ＳＳＺ能通过抑制 ｘＣＴ逆转 ＥＭＴ表型［１９］。由此，我们

推测 ＩＲ诱导肿瘤细胞的转移能力增强表型可能与
ｘＣＴ相关，故而尝试以ＳＳＺ为防治药物评价其对ＩＲ促
进肿瘤转移表型的影响。本研究结果表明，ＳＳＺ对乳
腺癌细胞株ＭＣＦ７和４Ｔ１的本身形态及 ＥＭＴ相关分
子表达的影响均有限，但能够显著降低 ＩＲ诱导的
Ｓｎａｉｌ、Ｖｉｍｅｎｔｉｎ等间质蛋白表达，促进 Ｅｃａｄｈｅｒｉｎ等上
皮来源蛋白表达，同时可以从形态上部分逆转ＥＭＴ表
型。与之类似，迁移和侵袭实验结果也表明，ＳＳＺ对非
照射细胞的作用有限，但能显著抑制ＩＲ诱导的促转移
相关表型。新近研究报道，ＳＳＺ在具有典型间质特征
的乳腺癌细胞 ＭＤＡＭＢ２３１能够抑制其 ＥＭＴ表
型［１８］，与本研究仅在照射细胞起作用的结果不尽相

同，可能与本研究采用的细胞具有典型上皮特征有关。

　　本研究初步探讨ＳＳＺ抑制电离辐射诱导的乳腺癌
细胞ＥＭＴ、迁移、侵袭等转移相关表型增强的可能机
制。发现ＩＲ能促进基质金属蛋白酶 ＭＭＰ２／９、ｘＣＴ等
蛋白水平的表达，而 ＳＳＺ能抑制上述蛋白的基础水平
和辐射诱导后的表达。研究表明 ＩＲ诱导表达的基质
金属蛋白酶对于ＩＲ促进肿瘤转移发挥了重要作用，而
ＳＳＺ可以通过抑制ＮＦκＢ活性下调其表达［２０－２１］，在本

实验体系可能存在类似的机制。ｘＣＴ的水平与肿瘤细
胞的转移能力密切相关，作为 ｘＣＴ抑制剂的 ＳＳＺ发挥
拮抗肿瘤转移的作用或与此有关。然而，到底何种因

素在ＳＳＺ抑制ＩＲ诱导乳腺癌细胞增强的转移相关表
型中发挥核心关键作用，尚待更加深入系统的研究。

需要指出的是，虽然 ＳＳＺ能够抑制上述分子在乳腺癌
细胞的基础表达水平，但对未照射细胞的迁移、侵袭表

型影响有限，提示其发挥作用或有其他机制存在。

　　与离体细胞的实验结果一致，ＳＳＺ治疗在动物实
验中也显示较好效果。将４Ｔ１乳腺癌细胞在背部皮下
进行接种荷瘤会出现肺部转移，而４Ｇｙ单次荷瘤局部
照射后能够显著促进肺部转移。ＳＳＺ能够显著抑制ＩＲ
导致的肺部转移促进作用。照射的两组小鼠原位瘤大

小均显著降低，但ＳＳＺ组比单纯照射的ＩＲ组瘤体积降
低更显著，提示二者在杀伤肿瘤细胞方面存在协同作

用。ＳＳＺ能够显著降低原位瘤局部照射导致的肺转移

６０８１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（１８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



结节数目，但其与未照射小鼠在肺转移结节数目上差

异无统计学意义。鉴于本实验仅采用１个给药剂量，
而ＳＳＺ本身具有较宽泛的安全剂量，后续的量效关系
值得进一步摸索。需要指出的是，虽然 ＳＳＺ治疗对未
照射肿瘤显示出减少原位瘤体积和肺转移结节数目的

趋势，但差异没有统计学意义。

　　综上所述，本研究表明ＳＳＺ显示出较好的抑制 ＩＲ
诱导乳腺癌细胞株 ＥＭＴ、迁移、侵袭等转移相关表型
的作用，其作为治疗措施对在体局部照射乳腺癌的肺

转移促进作用具有显著拮抗效果，提示其或可作为肿

瘤放射治疗时联合用药以降低潜在的肿瘤转移风险。
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