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荷人肺癌裸鼠上肿瘤细胞 Bcl-2 表达及其活性生物时间节律差异 *
王志东 刘湘国△ 洪秀琴 田晓彩 孔春初

（湖南省老年医院肿瘤内科 湖南 长沙 410016）

摘要 目的：探索荷人肺癌裸鼠上肿瘤细胞 Bcl-2 表达及其活性生物时间节律差异。方法：体外培养 A549 人肺癌细胞系，移植到裸

小鼠身上，10 天成瘤后，随机分为 6 大组，每大组再分 2 小组，每组 4 只，一组不给任何处理，设为对照，各组小鼠分别于光照后不

同时间点取肿瘤细胞制成细胞悬液，固定染色后，用流式细胞仪以每个样品检测 10000 个细胞的数量检测单个细胞的荧光强度，

用流式细胞仪检测细胞周期情况，单因素方差分析法检验各期细胞在 6 个时间点差异的显著性，用 Cosinor 法考察 G1，S，G2，M
期细胞在 24h 的分布是否符合余弦函数，即是否有时辰节律。按 6 个时间点取的肿瘤细胞，匀浆后裂解细胞，Western Blot 法测定

Bcl-2 的表达。结果：1. 结果发现肿瘤的生长曲线高峰出现在睡眠期中点，其次在活动期中点；G1、S、G2 期细胞变化符合余弦节

律；2. Bcl-2 的表达在光照后 7h 和 19h 达到峰值，变化趋势与肿瘤细胞的周期性改变一致。结论：荷人肺癌裸鼠上肿瘤细胞的细胞

周期可能随昼夜交替呈节律性变化，Bcl-2 的表达变化与肿瘤细胞的节律性改变一致。
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ABSTRACT Objective: To explore the difference of the expression of Bcl-2 in tumor cells of nude mice bearing lung neoplasm and
its activity circadian rhythm. Methods: Transplanted the A549 lung neoplasm cell lines which were cultured in vitro to nude mice. After
tumorigenesis in 10 days, they were divided into 6 groups randomly. And then, every group was subdivided into 2 groups, with 4 mice
each. One group served as control, and did not receive any treatments. As for other groups, the tumor cells of each group were made into
cell suspension at different time points after irradiation. After fixing dye, 10000 cells in each sample were made out to detect single cell
fluorescence intensity and the cell cycle by flow cytometry. Changes at six time-points of cells at each stage were detected by Single fac-
tor variance analysis test. The Cosinor method was used to investigate whether the distribution of cells in G1,S and G2, M phases during
the 24h have a cosine function, that is, have an hour rhythm or not. Western Blot Determination was used to detect the Bcl-2 expression
of tumor cells at six time-points after homogenate and lysis. Results: 1 The results showed that the tumor growth curve peaked in the
sleep period mid-points, followed by mid-term point in the activity; cell changes at G1, S, and G2 stages are consistent with a cosine
rhythm; 2 Bcl -2 expression reached peak at 7h and 19h after light, and changing trends were consistent with the cyclical nature of tumor
cells. Conclusion: Tumor cells in nude mice bearing human lung cancer may have a cell cycle with rhythmic changes depending on day
and night alternation. The expression of Bcl-2 changes with the rhythm of the tumor cells.
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时间生物学是研究机体乃至单细胞活动的生物节律及其

时间结构和应用的科学，是一门新兴的交叉性生命科学的边缘

科学 [1]。" 生物钟 " 成为近代生命科学领域的研究热点，SCI-
ENCE 指出：" 这种突破将产生重大社会效益和经济效益 "。研

究表明恶性肿瘤细胞与机体正常细胞的代谢活动，在昼夜中均

有明显的时间位相差异。最主要的是 24 小时昼夜节律[2-4]。为肿

瘤的发生、发展及诊断提供了新的思路和方法。临床上肺癌的

药物治疗，在不能手术的中晚期肺癌中仍占非常重要的地位，

但骨髓抑制和粘膜毒性等剂量限制性毒性明显，因此如何减毒

增效成为研究热点。肺癌细胞活动的生物节律如何，其产生对

抗药物作用的蛋白质表达时辰规律怎样等问题亟待解决。本文

针对支气管肺癌的时间生物节律和时辰化疗的有关的基本参

数进行基础方面的研究。根据肿瘤细胞及耐药基因表达的生物

节律，探索选择合理用药时相，以达到减少毒性、提高疗效及改
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善生存质量的可能。

1 材料和方法

1.1 细胞培养

A549 人肺癌细胞的培养：将 A549 细胞用含 10%灭活的

小牛血清、100 μg/mL 链霉素，100U/mL 青霉素的 DMEM 培养

基调整为 1×106/mL接种予培养瓶中，置于 5% CO2，饱和湿度，

37℃培养箱中进行传代培养。
1.2 模型制作

BALB/c 裸小鼠由中山医科大学实验动物中心繁殖传代

(实验动物合格证：医动字第 26-99A033 号 BALB/C)。饲养条

件：恒温、隔音、空气层流过滤。
48 只 BALB/c 裸小鼠置于空气层流、隔音、恒温的并有 24

小时程控的光照调节的饲养柜中，在 12 小时光照、12 小时黑

暗的同步化 3 周。将人肺癌细胞株 A549 移植到裸小鼠身上，

10 天成瘤后，随机分为 6 大组，每大组再分 2 小组，每组 4 只，

一组不给任何处理，设为对照，各组小鼠分别于光照后第 3、7、
11、15、19、23 小时 6 个时间点取骨髓细胞、肿瘤细胞制成细胞

悬液，用流式细胞仪以每个样品检测 10000 个细胞的数量检测

打个细胞的荧光强度，从而得出每个样本的细胞周期（G1、S、
G2+M）百分比。每组取 3 个样本 ，取其平均值。分别得出骨髓

细胞和肿瘤细胞在不同时间的 DNA 含量。

1.3 模型制作

在上述时间点取的肿瘤细胞，匀浆后裂解细胞，测定蛋白；

用抗 Bcl-2 的抗体，用以 β-actin 作内标 Western Blot 法测定蛋

白在不同时间点的表达，结果用图像分析软件 ImageJ 计算其

积分光密度，最后通过比较不同时间点的积分光密度来确定是

否存在差异。
1.4 统计处理

所得数据用 ANOVA（单因素方差分析）法分析组间是否

存在差异，Cosinor（余弦分析）法分析节律变化模式，得到平均

值，振幅和峰值时间。

2 结果

2.1 肿瘤细胞在不同时间的 DNA 含量

各时间点肿瘤细胞流式细胞仪检测结果如图 1,2 所示，在

3,7,11,15,19,23HALO，G1 期细胞分布的峰值在 3HALO，余弦

分析结果：Amplitude=（10±2.11）%，Acrophase= 12±1.78HA-
LO，P<0.01；G2 期细胞分布的峰值在 11,19HALO，余弦分析结

果：Amplitude=（5±0.32）%，Acrophase=8±2.78HALO，P>0.05；

S 期细胞分布的峰值在 7,19HALO，余弦分析结果：Amplitude=
（28±3.45）%，Acrophase=12±3.48HALO，P<0.01， 其 中 3 与

7HALO，3 与 15HALO，3 与 19HALO 相比，有显著性差异，

P<0.05。

图 1 不同时间点肿瘤细胞流式细胞仪检测结果

Fig. 1 Flow cytometry detection results of tumor cells at different time-points

A, B, C, D, E, F 分别为光照后 3, 7, 11, 15, 19, 23h 细胞周期分布结果。
A, B, C, D, E, F respectively represented the results of cells at 3, 7, 11, 15, 19, 23h after light.

2.2 荷人肺癌裸鼠上肿瘤细胞 Bcl-2 不同时间表达结果

取肿瘤细胞提取蛋白后，Western 法测定 Bcl-2 在不同时

间点动物肿瘤细胞上的表达，结果如图 3、4 所示：Bcl-2 蛋白的

表达峰值在 7,19HALO，且与 3HALO 比较，差异具有统计学意

义，P<0.05。
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3 讨论

肺癌发病率居恶性肿瘤首位，非小细胞 (型) 肺癌(nons-
mall-cell lung cancer, NSCLC)占大部分，1 年生存率不足 30%。
以顺铂为主的化学治疗在不能手术的中晚期肺癌中仍占非常

重要的地位，但骨髓抑制和粘膜毒性等剂量限制性毒性明显，

因此如何减毒增效成为研究热点。如果 " 生物钟 " 理论引入肿

瘤治疗中，认真探讨肺癌生物节律特征，并根据肿瘤组织与正

常组织之间生物节律的差异，结合药代动力学节律变化，寻找

治疗的最佳时间窗，提高其时间靶向性，有可能将疗效进一步

提高。

目前发现下丘脑视交叉上核存在调节生物节律的中枢生

物钟基因，形成昼夜节律的起搏点。生物钟影响骨髓细胞 DNA
的合成，甚至影响肿瘤的生长[5-7]。本实验中肿瘤细胞 DNA 的合

成周期分布与昼夜节律密切相关，肿瘤的生长曲线高峰出现在

睡眠期中点，其次在活动期中点；G1、S、G2 期细胞变化符合余

弦节律。这一结果与 You S 等人[8]的研究相一致。学者们接种癌

细胞至小鼠，分析昼夜六个时间相小鼠肝脏细胞的钟基因的表

达。结果发现肿瘤的生长曲线高峰出现在睡眠期中点，其次在

活动期中点。但肿瘤细胞内的钟基因却失去了生理的节律变

化。这一结果证实肺癌细胞的 DNA 合成受生物钟节律调控，有

规律可循。可提供有效的药物治疗时间靶向性。
参与药物代谢的酶活性与相应的药物血药浓度呈反比，由

于这些酶的活性呈现明显的昼夜节律变化，药物的疗效与毒性

也必然随昼夜变化而节奏性的波动[10,11]。目前，包括 30 种抗癌

药物在实验鼠类中被证实 24 小时昼夜节律中剂量波动范围达

50%，其中包括药物代谢动力学的变化[12,13]。根据宿主、靶组织

生物节律的变化，结合药物代谢及动力学资料，选择最佳用药

时间，预料可使药物达到最大效能，对机体产生最小毒性。通过

药物抑制 BCL-2 在肺癌患者血清和癌组织中的表达，可以使

顺铂等肺癌治疗药物的药效大幅提高。
Bcl-2 是近来发现的凋亡调控因子，其水平的高低与肿瘤

细胞对多种化疗药物的敏感性和耐受性的大小一致。实验表明

Bcl-2 过量表达可使细胞更有效地耐受顺铂的作用。这可能为

临床提供提高化疗药物敏感性提供一定的依据[14,15]。作为通过

调控生理性细胞死亡而表现出肿瘤细胞的耐药作用的 Bcl-2，

被定义为新的耐药基因。如果能证实 Bcl-2 的表达具有独特的

时间节律，并且可以操控，将可能逆转耐药的肿瘤细胞，从而提

高其化疗敏感性。本实验结果表明，Bcl-2 蛋白的表达与肿瘤细

胞 DNA 的周期性表达存在一致性，具有一定的时间节律，这与

学者[9]在小鼠实验中研究 docetaxe 的时辰药理学，发现的骨髓

细胞 Bcl-2 的表达与骨髓细胞合成期的 G1 期同步，均具有时

辰节律性，峰值与该药的最大耐受性平行的规律相符合。可以

推测通过药物抑制 BCL-2 在肺癌患者血清和癌组织中的表

达，可以使顺铂等肺癌治疗药物的药效大幅提高。
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