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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨化合物 UC2288 对 CNE-2R 细胞及裸鼠移植瘤放射敏感性影响。 方法　 化合

物 UC2288 浓度参照以往实验结果(IC50 = 12. 20 μmol / L),克隆形成实验检测 UC2288 联合 2、4、6、8 GyX
线照射对 CNE-2R 细胞放射敏感性影响。 CCK8 实验检测 UC2288 联合 X 线 2、4、6、8 Gy 照射对细胞增

殖作用。 构建 CNE-2R 细胞裸鼠移植瘤模型,体内探讨 UC2288 联合 X 线 2
 

Gy / 次连续 3 d 照射对移植

瘤放射敏感性影响。 结果　 UC2288 实验浓度为 8 μmol / L。 UC2288 联合 2、4、6、8 GyX 线照射可降低细

胞克隆形成能力,放射增敏比为 1. 60。 UC2288 联合 X 线 2、4、6、8 Gy 照射明显抑制细胞增殖。 UC2288
能抑制 CNE-2R 细胞裸鼠移植瘤生长,且随观察时间延长作用增强,16 d 时最明显(P<0. 01),放射增敏

比为 4. 33。 结论　 UC2288 对鼻咽癌放射抗拒细胞 CNE-2R 具有放射增敏作用。
【关键词】 　 化合物 UC2288;　 放射敏感性;　 CNE-2R 细胞系;　 裸鼠移植瘤

基金项目:国家自然科学基金(81760544);广西重点研发计划项目(桂科 AB18221007)
　 　 DOI:10. 3760 / cma. j. cn113030-20210330-00129

Effect
 

of
 

compound
 

UC2288
 

on
 

radiosensitivity
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

and
 

nude
 

mouse
 

transplanted
 

tumor
Liang

 

Renba1  
 

Zhu
 

Xiaodong1 2

1 Department
 

of
 

Oncology 
 

Wuming
 

Hospital
 

of
 

Guangxi
 

Medical
 

University 
 

Nanning
 

530021 
 

China 2 Key
 

Laboratory
 

of
 

Early
 

Prevention
 

and
 

Treatment
 

for
 

Regional
 

High-Incidence-Tumor 
 

Guangxi
 

MedicalUniversity 
 

Ministry
 

of
 

Education 
 

Nanning
 

530021 
 

China
Corresponding

 

author Zhu
 

Xiaodong 
 

Email zhuxdonggxmu@ 126. com

　 　 【Abstract】　 Objective　 To
 

evaluate
 

the
 

effect
 

of
 

compound
 

UC2288
 

on
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

CNE-
2R

 

cell
 

line
 

and
 

nude
 

mouse
 

transplanted
 

tumor.
 

Methods　 The
 

UC2288
 

concentration
 

was
 

referenced
 

to
 

previous
 

experimental
 

results
 

 IC50 = 12. 20 μmol / L .
 

The
 

effect
 

of
 

UC2288
 

combined
 

with
 

2 4 6 8 Gy
 

X-
ray

 

irradiation
 

on
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

was
 

detected
 

by
 

clone
 

formation
 

experiment.
 

The
 

effect
 

of
 

UC2288
 

combined
 

with
 

2 4 6 8 Gy
 

X-ray
 

irradiation
 

on
 

the
 

proliferation
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

was
 

determined
 

by
 

CCK8
 

assay.
 

The
 

nude
 

mouse
 

model
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

was
 

constructed
 

with
 

CNE-2R
 

cell
 

line.
 

The
 

radiosensitivity
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

of
 

UC2288
 

combined
 

with
 

2 Gy / fraction
 

X-ray
 

irradiation
 

for
 

three
 

consecutive
 

days
 

was
 

evaluated.
 

Results　 The
 

experimental
 

concentration
 

of
 

UC2288
 

was
 

8 μmol / L.
 

The
 

clonality
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

was
 

reduced
 

under
 

UC2288
 

combined
 

with
 

X-ray
 

2 4 6 
 

and
 

8 Gy
 

irradiation 
 

andthe
 

radiosensitizationratio
 

was
 

1. 60.
 

The
 

proliferation
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

was
 

significantly
 

decreased
 

under
 

UC2288
 

combined
 

with
 

X-ray
 

2 4 6 
 

and
 

8 Gy
 

irradiation.
 

UC2288
 

inhibited
 

the
 

growth
 

of
 

transplanted
 

tumor
 

in
 

nude
 

mice 
 

and
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

was
 

strengthened
 

with
 

the
 

extension
 

of
 

observation
 

time 
 

and
 

the
 

most
 

obvious
 

effect
 

was
 

observed
 

at
 

16 d.  P<0. 01 .
 

Theradiosensitizationratio
 

was
 

4. 33.
 

The
 

proliferation
 

of
 

CNE-2R
 

cell
 

line
 

was
 

decreased
 

under
 

UC2288
 

combined
 

with
 

X-ray
 

irradiation.
 

Conclusion
UC2288

 

can
 

increase
 

the
 

radiosensitivity
 

of
 

nasopharyngeal
 

carcinoma
 

radioresistant
 

cell
 

line
 

CNE-2R.
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　 　 鼻咽癌是一种常见的头颈部肿瘤,常发生于咽

隐窝,其主要分布于中国南方及东南亚地区[1] 。 目

前,放疗是鼻咽癌治疗的主要手段之一。 调强放疗

是当前放疗应用最广泛的技术,新诊断的非转移性

鼻咽 癌 局 部 区 域 治 疗 失 败 的 5 年 发 生 率 为

7. 4%[2] 。 放射抵抗是导致放疗失败的主要原因之

一,从而导致疾病复发或者出现转移,最终威胁患者

长期生存。 因此,提高患者放射敏感性,对改善患者

预后和延长生存期有重要意义。
p21 是周期蛋白依赖性激酶抑制剂,参与细胞

周期和细胞凋亡等过程[3-4] 。 UC2288 为反-1-(4-氯-
3-三氟甲基-苯)-3-[ 4-( 5-三氟甲基 - 吡啶-2-烷氧

基)-环己基]-脲,它是 p21 的抑制剂,通过转录和转

录后途径抑制 p21 表达[5] 。 UC2288 由索拉非尼

(多种激酶抑制剂)衍生而来,其结构与索拉非尼的

相似[5] 。 然而,与索拉非尼不同的是, UC2288 对

RAF 激酶和血管内皮生长因子受体活性影响较

小[5] 。 研究报道 UC2288 可抑制人结肠癌 HCT116
细胞和肾癌细胞的生长[5-6] 。 前期试验发现 UC2288
抑制鼻咽癌细胞增殖,诱导细胞凋亡,但其对鼻咽癌

细胞放射敏感性的影响尚未明确[7-8] 。
本研究采用体内外实验探讨 UC2288 对鼻咽癌

放射敏感性影响,为丰富鼻咽癌治疗提供实验依据。

材料与方法

　 　 1. 细胞与裸鼠:CNE-2R 细胞是广西医科大学

附属肿瘤医院放疗科利用 CNE-2 细胞,通过反复多

次照射,成功构建放射抗拒细胞株[9-10] 。 4 周龄

BALB / C 裸鼠购买于广西医科大学动物实验中心,
并在广西医科大学动物实验中心 SPF 级别动物房

饲养。
2. 主要试剂与仪器:UC2288 购于英国 Abcam

公司;RPMI-1640 培养基和胎牛血清购于美国 Gibco
公司;青链霉素、二甲亚砜、4%多聚甲醛、吉姆萨染

液、聚氧乙烯蓖麻油 EL、聚乙二醇购自中国索莱宝

公司;0. 25%胰蛋白酶消化液购于中国碧云天公司;
CCK-8 试剂盒购自日本同仁公司;电子天平购于瑞

士 Mettler
 

Toledo 公司; 电子游标卡尺购于日本

Mitutoyo 公司; 全自动酶标仪购于美国 Thermo
 

Fisher 公司;直线加速器购于瑞典医科达公司。
3. 实验方法

(1)细胞培养:CNE-2R 细胞用含有 10%胎牛血

清和 1%青链霉素的 1640 培养基,在 37℃ 、5% CO2

及饱和湿度恒温培养箱中培养。 待细胞生长到融合

度为 90%左右时,胰酶消化传代。
(2)药物配制:UC2288 用 DMSO 配成 5 mmol / L

的母液,置于-20℃ 冰箱保存。 临用时用培养液配

成所需的浓度。
(3)克隆形成实验:取指数生长期的 CNE-2R 细

胞,胰酶消化,按 200、200、400、600、1000 个细胞均

匀种于含有 2 ml 完全培养基的 6 孔板中,每组 3 个

复孔。 24 h 后每孔加入 2 ml 含有不同浓度药物的

培养基,即 DMSO 组(对照)、8 μmol / L
 

UC2288,培
养箱中孵育 1 h。 弃去旧培养基,每孔加入 2 ml 新

鲜的完全培养基,然后以 0、2、4、6、8 Gy 照射细胞,
恒温培养箱中继续培养 12 d。 弃去旧培养基,PBS
缓慢洗涤 2 次,4%多聚甲醛固定 30 min,PBS 缓慢

洗涤 2 次;吉姆萨染色液染色 30 min,PBS 缓慢洗涤

2 次;自然晾干,拍照,计算克隆形成数目及各组不

同照射剂量下细胞存活分数。 根据单击多靶模型拟

合细胞存活曲线,算出放射生物学参 数 D0 和 2 Gy
照射时的存活分数。

(4)
 

CCK8 实验:取指数生长期的 CNE-2R 细

胞,胰酶消化,取 100 μl / 孔(每孔 3500 个细胞)缓慢

均匀种于 96 孔板中,每组 5 个复孔。 24 h 后弃去旧

培养基,每孔加入 100 μl 含有不同浓度药物的培养

基,即 DMSO 组(对照)、8 μmol / L
 

UC2288,置于恒

温培养箱中孵育 1 h。 弃去旧培养基, 每孔加入

100 μl 新鲜的完全培养基,然后以 0、2、4、6、8 Gy 照

射细胞,恒温培养箱中继续培养 48 h。 弃去旧培养

基,每孔加入 100 μl 完全培养基及 10 μl 的 CCK8
液,避免出现气泡,置于 37℃ 恒温培养箱中避光孵

育 1 h。 酶标仪检测 45 nm 波长下细胞的 A 值。 利

用 A 值计算各组不同照射剂量下细胞的存活率。
(5)裸鼠移植瘤实验:备好 12 只裸鼠,耳标标

记。 取指数生长期的 CNE-2R 细胞,胰酶消化,离
心,用 PBS 制成单细胞悬液。 取 200 μl / 管(6×106

个细胞)加入 1. 5 ml 离心管中,每管接种于 1 只裸

鼠。 用棉球取 75%乙醇消毒液消毒右侧腹股沟区

域皮肤,将含有细胞悬液的注射器从靠近右侧腹股

沟处的右后肢皮肤进针,沿皮下水平缓慢推进,针尖

到达腹股沟区域后回抽注射器,观察是否有回血。
若没有回血则缓慢向前推注,旋转注射器并迅速拔

出,用干净棉球轻轻压迫针孔处,以防出血和液体回

漏。 每 3 天观察移植瘤的生长情况及用电子游标卡

尺测量瘤子的长径(L)和短径( W),体积 = LW2 / 2。
当体积约达到 100 mm3 时,随机分成对照组、单纯照

射组、UC2288 组和联合组,每组 3 只。 对照组予溶
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图 1　 不同剂量照射 ±8 μmol / L 的化合物 UC2288 提高 CNE-2R 细胞的放射敏感性克隆形成情况

剂(Cremophor
 

EL ∶ PEG400 ∶ saline = 2 ∶ 2 ∶ 4)灌胃

处理,药物组予 UC2288(15 mg / kg)灌胃 1
 

次 / d。 随

后单纯照射组和联合组予 2
 

Gy / 次照射连续 3D,照
射前用铅块遮挡裸鼠的上半身。 每 3 天用电子游标

卡尺测量瘤子的大小及天平秤体重。 照射开始后第

16 天运用颈椎脱臼法处理裸鼠并取出肿瘤拍照,并
绘制移植瘤生长曲线。 从生长曲线上以 100 mm3 为

起始体积计算体积倍增时间(Tv),并计算放射增敏

比(Tv 值比)。
4. 统计方法:运用 SPSS

 

20. 0 软件行成组 t 检验

或单因素方差分析。 P<0. 05 为差异有统计学意义。

结　 　 果

　 　 1. UC2288 增加 CNE-2R 细胞的放射敏感性:在
前期研究中,UC2288 作用 CNE-2R 细胞 24 h 后 IC50

为 12. 20 μmol / L[7] ;因此本研究中选取 8 μmol / L
 

UC2288 为后续实验。 克隆形成实验结果显示,在不

同照射剂量下,UC2288 组克隆形成数目均比对照组

的少(图 1);通过单击多靶模型拟合的存活曲线可

看出 UC2288 组细胞的生存分数明显低于对照组

(图 2A);两组放射生物学参数见表 1。 为了进一步

验证这一结果,采用了 CCK8 实验结果显示,在不同

放射剂量照射后,UC228 组细胞群增殖明显受到抑

制(图 2B)。
表 1　 CNE-2R 细胞不同处理组单击多靶模型

拟合曲线的放射生物学参数( x±s)

项目 D0 (Gy) SF2 SER(D0 比)

单纯照射 6. 787±0. 584 0. 886±0. 039
8

 

μmol / L
 

UC2288+照射 4. 232±0. 339 0. 500±0. 021 1. 60
P 值 0. 033 0. 007

　 　 注:D0 为平均致死剂量;SF2 为 2 Gy 照射时的存活分数;SER 为

放射增敏比

　 　 2. UC2288 抑制移植瘤生长:CNE-2R 细胞接种

后第 6 天出现可测量的小结节,每 3 天测量 1 次。
当肿瘤体积达 100 mm3 时给予处理。 处理后第 16
天测量肿瘤体积及裸鼠体重,并处死裸鼠取出瘤体。
结果显示 UC2288 联合照射组肿瘤体积明显小于单

纯照射组或单纯 UC2288 组(图 3A),肿瘤生长速度

明显慢于单纯照射组或单纯 UC2288 组(图 3B)。
体积倍增时间分别为 3、3、8、13 d,放射增敏比为

4. 33。
3. UC2288 对裸鼠的不良反应:裸鼠接受各种处

理后定期检测体重变化,结果显示,与对照组相比,
照射组裸鼠体重有下降趋势,但各组之间体重变化

相近,详见图 4。
讨　 　 论

　 　 鼻咽癌是发生于鼻咽部的恶性上皮性肿瘤。
2020 年新发病约 133 354 例,仅占 2020 年确诊癌

症总数的 0. 7%;但其在全球地理分布极不平衡,
70%以上的新发病例分布在东亚和东南亚地区[11] 。
鼻咽癌有 3 种病理亚型:角质化鳞状型、非角质化

型、基底样鳞状型,非角化鼻咽癌又可分为分化型、
未分化型[12] 。 在中国南方等流行地区,>95%病例

为非角化亚型,主要与 EB 病毒感染相关[12-14] 。 放

疗是鼻咽癌的主要治疗方式及根治性治疗的一部

分[1,15] 。 基于放疗技术的发展,鼻咽癌患者生存期

得到明显的改善[2] ;但临床上约有 25%患者经过标

准治疗后仍会出现治疗失败,发生复发和(或) 转

移[16-17] 。 因此,如何降低肿瘤细胞对放射线的抗拒

性,是当前鼻咽癌研究的热点之一。
　 　 索拉非尼是多种激酶抑制剂,是肝癌和肾癌治

疗的重要组成部分,可有效延长晚期患者的中位生
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图 2　 化合物 UC2288(8
 

μmol / L
 

)提高 CNE-2R 细胞的放射敏感性
(2A 单击多靶模型拟合的细胞存活曲线;2B:CCK8 实验检测的细胞群
体存活率)
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图 3　 化合物 UC2288 增加对 CNE-2R 细胞裸鼠移植瘤的放射敏感性
(3A:CNE-2R 细胞接种于裸鼠并经过各种处理,生长至治疗开始后第
16 天时瘤子的大小;3B:裸鼠接受各种处理后瘤子的生长曲线;Con:
对照组;IR:单纯照射组;UC:UC2288 组;UC + IR:UC2288 联合照射

组。a:与 IR 组相比P<0. 01)

存期[18-19] 。 但是,在治疗一段时间后,许多肝癌患

者会 发 生 索 拉 非 尼 耐 药, 进 而 出 现 进 展 和 转

移[20-21] 。 对于复发和转移的鼻咽癌,索拉非尼也具

有一定的抗肿瘤作用,但效果不明显[22] 。 基于索拉

非尼的结构,有学者设计合成化合物UC2288[5] 。研

��

��

��

��

�

�

�
�
�
H�

$PO��������6$
*3�����������6$�*3

���E�
����������������������� �������������������������������������

图 4　 化合物 UC2288 对 CNE-2R 细胞移植裸鼠体重的影响( Con:对
照组;IR:单纯照射组;UC:UC2288 组;UC+IR:UC2288 联合照射组)

究发现 UC2288 对肾癌、结肠癌和鼻咽癌有抗肿瘤

效应,但其在放射敏感性中的作用罕见报道。
本研究发现 UC2288 联合 X 线照射可明显抑制

CNE-2R 细胞克隆形成能力和细胞群增殖能力,在裸

鼠模型中 UC2288 抑制移植瘤生长,然而 UC2288 增

加放射敏感性的机制尚不清楚,这需要进一步探索。
总之,本实验表明 UC2288 可增加 CNE-2R 细

胞放射敏感性,抑制 CNE-2R 细胞裸鼠移植瘤生长,
为鼻咽癌的治疗提供了理论基础。
利益冲突　 本研究由署名作者按以下贡献声明独立开展,未因进行

该研究接受任何不正当的职务或者财务利益,再次对研究的独立性

和科学性予以保证

作者贡献声明　 梁仁拔负责设计研究方案、研究实施、文献查找、数
据分析及论文撰写;朱小东提出研究思路、技术指导及论文修改
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·读者·作者·编者·
“做”与“作”的推荐用法

　 　 一、首字是 zuo 的动宾词组,全用“做”:做准备 / 做广告 / 做生意 / 做贡献 / 做事情 / 做手术 / 做检查 / 做父母 / 做宣传 / 做文章 /
做实验 / 做朋友 / 做斗争 / 做游戏 / 做动作 / 做试验 / 做报告 / 做研究 / 做调查 / 做处理 / 做运动 / 做努力 / 做调整 / 做后盾 / 做表率 / 做
家教 / 做模范 / 做分析 / 做实事 / 做节目 / 做决定 / 做活动 / 做解释 / 做比较 / 做买卖 / 做设计 / 做衣服 / 做保证 / 做交易 / 做演员 / 做服

务 / 做表演 / 做好事 / 做模特 / 做报道 / 做医生 / 做顾问 / 做记者 / 做奴隶 / 做皇帝 / 做介绍 / 做项目 / 做保障 / 做抵押 / 做美容 / 做企

业 / 做担保 / 做示范 / 做事业 / 做临时工 / 做市场。
二、首字是 zuo 的双音节词,按习惯用法:做爱 / 做伴 / 做东 / 做法 / 做工 / 做功 / 做鬼 / 做活儿 / 做客 / 做媒 / 做梦 / 做派 / 做亲 /

做人 / 做事 / 做寿 / 做秀;作案 / 作罢 / 作保 / 作别 / 作成 / 作对 / 作恶 / 作伐 / 作废 / 作法 / 作梗 / 作风 / 作古 / 作怪 / 作家 / 作假 / 作价 / 作
件 / 作践 / 作客 / 作乐 / 作脸 / 作料 / 作乱 / 作美 / 作难 / 作孽 / 作弄 / 作呕 / 作陪 / 作品 / 作色 / 作势 / 作数 / 作死 / 作速 / 作祟 / 作态 / 作
痛 / 作为 / 作伪 / 作文 / 作物 / 作息 / 作兴 / 作秀 / 作业 / 作揖 / 作俑 / 作用 / 作战 / 作者 / 作准 / 做作。

三、末字是 zuo 的双音节词或三音节词语,全用“作”:比作 / 变作 / 缠作 / 当作 / 读作 / 分作 / 改作 / 化作 / 换作 / 记作 / 叫作 / 看
作 / 拼作 / 评作 / 切作 / 认作 / 算作 / 听作 / 弯作 / 写作 / 选作 / 用作 / 装作 / 分析作 / 化装作 / 解释作 / 理解作 / 称作 / 释作 / 视作。

四、成语或四字格等固定结构中,有“做”或“作”的,按习惯用法:白日做梦 / 敢做敢当 / 假戏真做 / 做贼心虚 / 好吃懒做 / 亲
上做亲 / 一不做,二不休 / 不痴不聋,不做家翁 / 做一天和尚撞一天钟;逢场作戏 / 胡作非为 / 回嗔作喜 / 认贼作父 / 始作俑者 / 述而

不作 / 天作之合 / 为非作歹 / 为虎作伥 / 为人作嫁 / 无恶不作 / 五行八作 / 兴风作浪 / 一鼓作气 / 以身作则 / 装聋作哑 / 装模作样 / 装
腔作势 / 自我作古 / 自作聪明 / 自作多情 / 自作自受。

五、在用“做”“作”两可的情况下,要做到局部一致:用作-用做 / 作诗-做诗 / 作秀-做秀。
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