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基于蛋白质组学和生物信息学研究莪术油注射液联合热疗通过改变细胞
周期的进程增强肺癌的放疗敏感性  
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摘  要：目的  基于蛋白质组学和生物信息学探讨莪术油注射液（ZTO）联合热疗（HT）对非小细胞肺癌放疗（RT）增敏

的作用机制。方法  裸鼠 sc 肺癌 A549 细胞成瘤后，随机分成模型组（不做处理）、RT（6 Gy X 线照射处理，每周 1 次）

组、RT＋HT（41～43 ℃加热处理 10 min，2 d 1 次）组、RT＋ZTO（2 d 1 次，每次 200 mg∙kg−1）组、RT＋HT＋ZTO 组，

每组 5 只，治疗 21 d。记录各组裸鼠肿瘤体积、质量变化，苏木素-伊红（HE）染色观察肿瘤病理改变。体外培养人肺癌 A549

细胞，分为对照组（不做处理）、RT（6 Gy X 线照射处理）组、RT＋HT（43 ℃加热处理 30 min）组、RT＋ZTO（100 µg·mL−1）

组、RT＋HT＋ZTO 组，采用 MTT 法检测细胞存活率；克隆形成实验、EdU 检测细胞增殖能力；流式细胞术检测细胞周期

变化；定量蛋白质组学技术筛选各组差异表达蛋白（DEPs）并进行生物信息学分析；流式细胞术检测细胞周期；实时荧光定

量 PCR（qRT-PCR）和 Western blotting 检测细胞周期蛋白依赖性激酶 4（CDK4）、细胞周期素 D3（CCND3）、周期素依赖

性激酶抑制因子 1A（CDKN1A）表达。结果  与模型组相比，RT 组瘤体积和瘤质量显著缩小（P＜0.001）；与 RT 组比较，

RT＋HT、RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组瘤体积呈下降趋势，瘤质量显著减小（P＜0.01、0.001），RT＋HT＋ZTO 组效果最

显著。HE 染色显示，模型组肿瘤细胞密集，核异型性明显；各处理组，肿瘤细胞空泡化，间质增生，细胞密度降低，细胞

核染色质加深，RT＋HT＋ZTO 组最显著。与对照组相比，RT 组 A549 细胞相对存活率、克隆形成率、EdU 阳性细胞数量显

著降低（P＜0.01、0.001）；与 RT 组相比，RT＋HT、RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组相对存活率、克隆形成率、EdU 阳性细

胞数量显著降低（P＜0.01、0.001），RT＋HT＋ZTO 组治疗效果更明显。RT＋HT＋ZTO 处理后 DEPs 经生物信息学分析发

现与细胞周期、细胞增殖等有关，主要富集在细胞周期、细胞凋亡、代谢途径等信号通路。与对照组相比，RT 组 G1 期细胞

比例升高、G2 期细胞比例降低（P＜0.01、0.001）；与 RT 组相比，RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组 G1 期细胞比例升高（P＜

0.05、0.001），RT＋HT、RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组 S 期细胞比例降低（P＜0.01、0.001）。与对照组相比，RT 组 CDKN1A 

mRNA 和蛋白显著上调（P＜0.001），CDK4、CCND3 蛋白表达显著下调（P＜0.001）；与 RT 组比较，RT＋HT、RT＋ZTO

和 RT＋HT＋ZTO 组 CDKN1A mRNA 和蛋白显著上调（P＜0.01、0.001），CCND3 mRNA 和蛋白显著下调（P＜0.05、0.01、

0.001）、CDK4 蛋白表达显著下调（P＜0.001）；RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组 CDK4 mRNA 显著下调（P＜0.05、0.01）。结

论  ZTO 联合 HT 可通过调控 CDK4、CCND3 和 CDKN1A 表达进而调控细胞周期，抑制肺癌 A549 细胞增殖；还可能通过

DNA 复制、细胞凋亡、代谢途径等信号通路增强肺癌的 RT 敏感性。 
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Abstract: Objective  The mechanism of the sensitization effect of Zedoary Turmeric oil Injection (ZTO) combined with hyperthermia 

(HT) on radiotherapy (RT) for non-small cell lung cancer (NSCLC) was explored based on proteomics and bioinformatics. Methods  

After subcutaneous inoculation of A549 lung cancer cells in nude mice, the mice were randomly divided into the model group (no 

treatment), the RT group (6 Gy X-ray irradiation once a week), the RT + HT group (heating at 41—43 ℃ for 10 min, twice a day), the 

RT + ZTO group (200 mg·kg−1 twice a day), and the RT + HT + ZTO group, with 5 mice in each group. The treatment lasted for 21 

days. The tumor volume and mass of each group of nude mice were recorded, and the pathological changes of the tumors were observed 

by hematoxylin-eosin (HE) staining. Human lung cancer A549 cells were cultured in vitro and divided into the control group (no 

treatment), the RT group (6 Gy X-ray irradiation), the RT + HT group (heating at 43 ℃ for 30 min), the RT + ZTO group (100 µg·mL−1), 

and the RT + HT + ZTO group. Cell survival rate was detected by MTT assay; cell proliferation ability was detected by colony formation 

assay and EdU assay; cell cycle changes were detected by flow cytometry; differentially expressed proteins (DEPs) in each group were 

screened by quantitative proteomics technology and analyzed by bioinformatics; cell cycle was detected by flow cytometry; the 

expression of cyclin-dependent kinase 4 (CDK4), cyclin D3 (CCND3), and cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (CDKN1A) was 

detected by real-time fluorescence quantitative PCR (qRT-PCR) and Western blotting. Results  Compared with the model group, the 

tumor volume and mass in the RT group were significantly reduced (P < 0.001); compared with the RT group, the tumor volume in the 

RT + HT, RT + ZTO, and RT + HT + ZTO groups showed a downward trend, and the tumor mass was significantly reduced (P < 0.01, 

0.001), with the most significant effect in the RT + HT + ZTO group. HE staining showed that the tumor cells in the model group were 

dense, with obvious nuclear atypia; in each treatment group, the tumor cells were vacuolated, with interstitial hyperplasia, decreased 

cell density, and deepened nuclear chromatin staining, with the most significant effect in the RT + HT + ZTO group. Compared with 

the control group, the relative survival rate, colony formation rate, and the number of EdU-positive cells in the A549 cells in the RT 

group were significantly decreased (P < 0.01, 0.001); compared with the RT group, the relative survival rate, colony formation rate, 

and the number of EdU-positive cells in the RT + HT, RT + ZTO, and RT + HT + ZTO groups were significantly decreased (P < 0.01, 

0.001), with the most significant effect in the RT + HT + ZTO group. After RT + HT + ZTO treatment, the DEPs were analyzed by 

bioinformatics and found to be related to the cell cycle, cell proliferation, etc., mainly enriched in the cell cycle, apoptosis, and 

metabolic pathways. Compared with the control group, the proportion of G1 phase cells in the RT group increased, and the proportion 

of G2 phase cells decreased (P < 0.01, 0.001); compared with the RT group, the proportion of G1 phase cells in the RT + ZTO and 

RT + HT + ZTO groups increased (P < 0.05, 0.001), and the proportion of S phase cells in the RT + HT, RT + ZTO, and RT + HT + 

ZTO groups decreased (P < 0.01, 0.001). Compared with the control group, the mRNA and protein expression of CDKN1A in the RT 

group were significantly upregulated (P < 0.001), and the protein expression of CDK4 and CCND3 was significantly downregulated 

(P < 0.001). Compared with the RT group, the mRNA and protein levels of CDKN1A were significantly upregulated (P < 0.01 and 

0.001), while the mRNA and protein levels of CCND3 were significantly downregulated (P < 0.05, 0.01, 0.001), and the protein 

expression of CDK4 was significantly downregulated (P < 0.001) in the RT + HT, RT + ZTO, and RT + HT + ZTO groups. In the 

RT + ZTO and RT + HT + ZTO groups, the mRNA level of CDK4 was significantly downregulated (P < 0.05, 0.01). Conclusion  

ZTO combined with hyperthermia enhances NSCLC radiosensitivity by modulating CDK4, CCND3, and CDKN1A, thereby disrupting 

cell cycle progression, potentially via DNA replication, apoptosis, and metabolic pathways. 

Key words: proteomics; cell cycle; Zedoary Turmeric Oil Injection; non-small cell lung cancer; radiosensitization; hyperthermia 

 

肺癌是世界上发生率和死亡率最高的恶性肿

瘤，据 2022 年数据统计，全球肺癌新增近 250 万

例，死亡病例超过 180 万，分别占所有病例的 12.2%

和 18.7%[1]，其中 85%的患者组织学分类为非小细

胞肺癌（（NSCLC）[2]。NSCLC 早期阶段常因缺乏特

异性症状而难以被发现，导致多数患者在进展至晚

期才被确诊。因此超过三分之一的 NSCLC 患者首

次就诊的临床分期为ⅢA 或ⅢB，在此时期的患者

难以利用手术彻底清除病灶，其治疗以化疗、放射

治疗（RT）、免疫以及分子靶向治疗为主[3]。 

RT 是胸部恶性肿瘤患者的重要治疗方式[4]，局

部晚期 NSCLC 患者 RT 是对肺部肿瘤和纵隔淋巴

瘤进行高辐射剂量治疗，随着 RT 剂量的增加，局

部治疗效果提高，但并发症也随之增多，15%～40%

的病例出现放射性肺炎和食管炎等并发症[5]。此外

RT 抵抗也是导致局部治疗失败、甚至癌症复发的原

因[6]。如何提高 RT 敏感性，减少患者 RT 耐药性是

临床研究的热点和难点。 

通过整合手术、RT、化疗、靶向治疗、免疫治

疗及中医药等手段的多学科综合治疗（（MDT）已成
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为 NSCLC 核心治疗策略，可显著提高患者的生存

率和生活质量。化疗是通过化学药物杀灭或抑制癌

细胞的治疗方式，具有全身性作用，与手术、RT 并

称癌症治疗的 3 大手段。常规化疗药物虽然可以抑

制癌细胞的分裂，但是不良反应不可避免，例如恶

心、食欲不振以及白细胞和血小板减少等[7]。在肿

瘤药物筛选中，中药因其多靶点、不良反应少等独

特优势成为一种良好的辅助疗法，对患者的生存、

生活质量和毒性的降低都有显著影响[8]。莪术油注

射液（ZTO）的主要成分是莪术中提取的莪术油，

含有姜黄烯、β-榄香烯、吉马酮、莪术醇、莪术二

酮、新莪术二酮等多种有效成分[9-13]，具有抗菌[14]、

消炎[15]、抗肿瘤[16]等作用。研究结果显示，ZTO 能

够抑制肺腺癌 A549 细胞增殖[17]，通过抑制结直肠

癌细胞增殖和血管生成，从而增强结直肠癌 RT 的

敏感性抑制肿瘤生长[18-19]。 

热疗（HT）是将肿瘤负载组织的温度升高至

40～43 ℃的治疗程序，因其无不良反应、不损伤人

体正常组织、不损害自身免疫力等优点，已成为继

手术、RT、化疗、免疫治疗之后的第 5 种癌症治疗

途径，在多种癌症的多学科治疗中发挥着越来越重

要的作用[20]。HT 与 RT 联合使用，可以产生协同作

用，提高肿瘤组织的放射敏感性，从而增强 RT 效

果[21-22]。但莪术油联合 HT 对 RT 的作用效果尚未见

报道。 

本研究以人肺癌 A549 细胞为研究对象，通

过体内和体外实验观察 ZTO 联合 HT 对人肺癌

RT 敏感性的影响。运用蛋白质组学和生物信息学

技术探讨 ZTO 联合 HT 对 NSCLC RT 增敏的作用

机制，为 NSCLC 的综合治疗提供新的理论依据

和实践指导。 

1  材料 

1.1  实验动物及细胞 

无菌 Balb/c nude 雌性 6 周龄小鼠，购自赛业

（（苏州）生物科技有限公司，实验动物生产许可证号

SCXK（（苏）2022-0016。对动物的使用与饲养严格

遵守国家实验动物福利伦理的相关规定以及齐齐

哈尔大学实验动物管理与使用条例（（动物伦理委员

会审查受理号 Qiqihar UEC20230117）。 

人肺腺癌 A549 细胞（批号 CL-0016，武汉普

诺赛生命科技有限公司）。 

1.2  药物及主要试剂 

ZTO（批号 423020101，浙江天瑞药业有限公

司）；DAPI、BeyoClick™ EdU 细胞增殖检测试剂盒、

细胞周期检测试剂盒、蛋白裂解液（（RIPA）、4%多

聚甲醛（PEA）、BCA 蛋白质测定试剂盒（批号

C1002、C0071S、C1052、P0013B、P0099、P0012，

碧云天生物公司）；胎牛血清（（FBS）、DMEM 培养

基（（批号 A5256701、11320033，GIBCOI 生物公司）；

细胞周期蛋白依赖性激酶 4（（CDK4）一抗、细胞周

期素 D3（CCND3）一抗、周期素依赖性激酶抑制

因子 1A（（CDKN1A）一抗（（批号 CY5836、CY5828、

CY5843，上海埃必威生物技术有限公司）和 β-肌动

蛋白（（β-actin）抗体（（批号 ab8227，Abcam 中文官

网）；IRDye 800CW 山羊抗兔 IgG 二抗、IRDye 

800CW 山羊抗小鼠 IgG 二抗（（批号 926-32211、926-

32210，LI-COR Biosciences）；反转录试剂盒、实时

荧光定量 PCR 试剂盒（批号 AG0304-B、AH0104-

B，思科捷）。 

1.3  主要仪器 

FC500 型流式细胞仪（贝克曼库尔特有限公

司）；荧光定量 PCR 仪（德国艾本德股份公司）；

Odyssey 红外荧光扫描成像系统（美国 LI-COR 公

司）；Spark 10M 多孔酶标仪（瑞士 Tecan 公司）。 

2  方法 

2.1  裸鼠荷瘤实验 

小鼠在实验室适应性饲养 1 周后，将 A549 细胞

（5×106个、200 μL）sc 至裸鼠腋窝。接种后每天记

录裸鼠的精神状态、饮食状态和体质量等，当瘤体积

约 100 mm3 时，随机分成模型组、RT 组、RT＋HT

组、RT＋ZTO 组和 RT＋HT＋ZTO 组。RT 每周 1

次 X 线照射，每次 6 Gy；HT 2 d 1 次，41～43 ℃ 

10 min；ip ZTO 每 2 d 1 次，每次 200 mg∙kg−1 [19]；对

照组不接受任何治疗。每天用游标卡尺测量肿瘤大

小，计算肿瘤体积 V＝a2b/2（a 和 b 分别是肿瘤的

短径和长径），治疗 2 周后，断颈处死裸鼠，解剖异

种移植肿瘤称质量。 

2.2  苏木精-伊红（HE）染色 

福尔马林固定肿瘤，脱水，石蜡包埋，切片后

经二甲苯Ⅰ、Ⅱ各 15 min 脱蜡，梯度乙醇（100%、

95%、85%、70%）复水，磷酸盐缓冲液（（PBS）冲

洗 5 min×3 次。滴加苏木素染液 3 min，水洗 1 min，

1%盐酸乙醇分化 3 s，PBS 返蓝。伊红染液染色

30 s，水洗 1 min。梯度乙醇（85%、95%、100%）

脱水各 2 min，正丁醇 2 min，二甲苯透明 5 min，

中性树胶封固。镜下观察拍照。 
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2.3  细胞培养 

将 A549 细胞培养于添加 10%胎牛血清、1%青

霉素和 1%链霉素的 DMEM 培养基中，37 ℃、5% 

CO2 下培养。 

2.4  MTT 实验 

将 A549 细胞按 5×104 个∙mL−1、每孔 100 μL

接种于 96 孔板中培养 12 h 后，实验分组和处理

方法如表 1 所示[17]。治疗 48 h 后每孔加入 10 μL 

0.5 μg·μL−1 噻唑蓝（MTT）溶液在 37 ℃下孵育

4 h，每孔加 150 μL 二甲基亚砜（DMSO）溶液后

静置 10 min，使用多孔酶标仪在 570 nm 处测定吸

光度（A）值，并进行计算。 

细胞存活率＝(A 实验－A 空白)/(A 对照－A 空白) 

表 1  实验分组及处理方法 

Table 1  Experimental grouping and processing methods 

组别 处理方法 

空白 不接种细胞 

对照 仅接种细胞 

RT 6 Gy 

RT＋HT 6 Gy＋43 ℃、30 min 

RT＋ZTO 6 Gy＋100 µg·mL−1 ZTO[17] 

RT＋HT＋ZTO 6 Gy＋43 ℃、30 min＋100 µg·mL−1  

ZTO 

2.5  克隆形成实验 

将 A549 细胞按照表 1 处理 48 h 后，胰酶消化收

集细胞，取 1 mL 浓度为 100 个∙mL−1 的细胞接种在

12 孔板中，37 ℃、5% CO2培养箱中培养 7～10 d，

待培养皿中形成约 50 个细胞克隆团后停止培养，

PBS 冲洗 2 次，随后用甲醇在室温下固定 0.5 h，加

入 0.1%结晶紫在室温下孵育 1 h，用流水冲洗，晾

干后拍照，并通过 Image J 软件统计克隆形成数量。 

2.6  EdU 法检测 A549 细胞的增殖 

将 A549 细胞按 5×105 个∙mL−1、每孔 2 mL

接种于 6 孔板中培养 12 h 后，按照表 1 处理，

37 ℃、5% CO2培养箱培养 48 h，EdU 法检测肺癌

细胞增殖情况。具体步骤参照 EdU 细胞增殖检测试

剂盒说明书。 

2.7  定量蛋白质组学分析 

将 A549 细胞按 1.0×106个∙mL−1、每皿 10 mL

接种至 100 mm 培养皿中培养 12 h 后，按照表 1 处

理 48 h 后，消化收集各组细胞液氮速冻后，干冰运

输到上海美吉生物公司进行蛋白质组测序，所得数

据均上传到美吉云平台（（cloud.majorbio.com）进行

分析。采用 R 语言中的 t.test 函数计算组间差异显

著性 P 值和差异倍数（FC）。显著性检验 P＜0.05，

同时 FC＞1.2 的蛋白为差异表达蛋白（DEPs）。选

择基因本体（（GO）数据库（（http://geneontology.org/）

对所有的差异蛋白从生物学过程（BP）、细胞组分

（（CC）和分子功能（（MF）3 个方面进行 GO 注释分

析功能聚类分析；采用京都基因与基因组百科全书

（（KEGG）（http://www.genome.jp/kegg//）通路数据库

对差异蛋白涉及的代谢通路进行分析。 

2.8  细胞周期检测 

将 A549 细胞按 5×105个∙mL−1、每皿 5 mL 接种

至 60 mm 细胞培养皿中培养 12 h，按照表 1 处理

48 h 后，胰酶（不含 EDTA）消化收集细胞，1 000×

g 离心 5 min 弃上清，加入 1.5 mL 预冷的无水乙醇，

充分混匀，4 ℃固定 18 h。1 000×g 离心 5 min，

弃上清用 PBS 洗 3 次，加 500 μL 碘化丙啶（PI）

染液重悬细胞，加入 RNase A 12.5 μL，37 ℃避光

反应30 min，400目滤网滤过后使用Cytomics FC500

流式细胞仪评估所有样品，并使用 CXP 软件 2.3 版

进行分析。 

2.9  实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）实验 

将 A549 细胞按 5×105 个∙mL−1、每皿 5 mL 接

种至 60 mm 细胞培养皿中培养 12 h，按照表 1 处

理 48 h 后，总 RNA 按照 Trizol 抽提试剂盒说明书

提取。使用 qRT-PCR 检测 CCND3、CDK4、CDKN1A

的 mRNA 表达水平，进行 3 次重复实验，数据计

算采用 2−ΔΔCt 法。热循环条件如下：95 ℃预变性

2 min，95 ℃ 15 s，60 ℃ 30 s 循环 40 次。所用引

物的序列见表 2。 

2.10  Western blotting 实验 

将 A549 细胞按 5×105∙mL−1、每皿 5 mL 接种至

60 mm 细胞培养皿中培养 12 h，按照表 1 处理 48 h 

表 2  引物序列 

Table 2  Primer sequence 

基因 引物序列（5′→3′） 

CDK4 F：CCATCAGCACAGTTCGTGAGGT 

 R：TCAGTTCGGGATGTGGCACAGA 

CCND3 F：AAACTTGGCTGAGCAGAGCA 

 R：AGACAGGTAGCGATCCAGGT 

CDKN1A F：GCAGACCAGCATGACAGATTTCTA 

 R：GAACCTCTCATTCAACCGCCT 

β-actin F：AGCGAGCATCCCCCAAAGTT 

 R：GGGCACGAAGGCTCATCATT 
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后，使用 RIPA 裂解缓冲液提取全细胞裂解物。将

裂解物在 4 ℃下 13 000×g 离心 15 min，吸上清液

并使用 BCA 蛋白质测定试剂盒测定蛋白质浓度。

每组取 12 μg 蛋白样品进行 SDS-PAGE 电泳，采用

湿转法将蛋白条带转移到聚偏二氟乙烯膜

（PVDF）上，用 1×TBST 配制 10%脱脂牛奶在室

温下封闭 1 h，加入 CDK4、CCND3、CDKN1A、

β-actin 一抗 4 ℃孵育过夜。然后将膜与 IRDye 

800CW 山羊抗兔 IgG 二抗抗体或 IRDye 800CW 山

羊抗小鼠 IgG 二抗在室温下孵育 1 h，并用 PBST 洗

涤。使用 Odyssey IR 成像系统进行可视化。Image J

用于分析条带，并将每个条带归一化为 β-actin。 

2.11  统计学处理 

采用 SPSS 25.0 和 GraphPad Prism 8.0 统计学

软件进行统计分析，分析过程中采用单因素方差，

组间差异性检测使用 T-test 法，数据用 x s 表示，

以 P＜0.05 为差异具有统计学意义。 

3  结果 

3.1  ZTO 联合 HT 增强肺癌 RT 的敏感性 

如图 1 所示，与模型组相比，RT 抑制了小鼠

体内肿瘤生长，瘤体积和瘤质量显著缩小（P＜

0.001）；与 RT 组比较，RT＋HT、RT＋ZTO 和 RT＋

HT＋ZTO 组肿瘤的增长被进一步抑制，瘤体积呈下

降趋势，瘤质量显著减小（P＜0.01、0.001），RT＋

HT＋ZTO 组效果最显著。随后对肿瘤组织进行 HE

染色观察，结果表明模型组肿瘤细胞密集，核异型

性明显；各处理组，肿瘤细胞空泡化，间质增生，

细胞密度降低，细胞核染色质加深，RT＋HT＋ZTO

组最显著。裸鼠体内实验证实 ZTO 联合 HT 增强肿

瘤对 RT 的敏感性，抑制肿瘤的生长。 

 

与模型组比较：***P＜0.001；与 RT 组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

***P < 0.001 vs model group; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs RT group. 

图 1  ZTO 联合 RT、HT 对裸鼠肿瘤生长的抑制作用 ( x ±s，n＝5) 

Fig. 1  Inhibitory effect of ZTO combined with RT and HT on tumor growth in nude mice ( x ±s，n＝5) 

3.2  ZTO 联合 RT、HT 对肺癌 A549 细胞增殖的

影响 

图 2 结果显示，与对照组相比，RT 组 A549 细

胞相对存活率、克隆形成率、EdU 阳性细胞数量显

著降低（（P＜0.01、0.001）；与 RT 组相比，RT＋HT、

RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组相对存活率、克隆形

成率、EdU 阳性细胞数量显著降低（P＜0.01、

0.001）；RT＋HT＋ZTO 组治疗效果更明显。结果表

明，ZTO 联合 HT 增强 A549 细胞 RT 的敏感性，

抑制了 A549 细胞增殖。 

3.3  ZTO 联合 HT、RT 对肺癌 A549 细胞蛋白质

表达谱的影响及分析 

结果如图 3-A 所示，与对照组比较，RT 组 A549

细胞中共鉴定出 214 个 DEPs，其中 102 个上调，

112 个下调；RT＋HT＋ZTO 组 A549 细胞中共鉴定

出 447 个 DEPs，其中 249 个上调，198 个下调；与

RT 组比较，RT＋HT＋ZTO 组 A549 细胞中共鉴定

出 447 个 DEPs，其中 251 个上调，196 个下调。 
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与 RT 组比较：##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs RT group. 

图 2  ZTO 联合 RT、HT 对肺癌 A549 细胞增殖的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 2  Effect of ZTO combined with RT and HT on proliferation of A549 lung cancer cells ( x ±s，n＝3) 

将各组中差异的 DEPs 进行 GO 富集，结果如

图 3-B 所示，与对照组相比，RT 组 DEPs 主要与正

调控 DNA 损伤反应，p53 类介质的信号转导导致

p21 类介质的转录、细胞周期相变的调控、DNA 双

链断裂加工等 BP 有关，与蛋白质-DNA 复合物、异

染色质、核端粒帽复合体等 CC 有关，与 DNA 损

伤传感器活性、组蛋白乙酰转移酶活性、趋化因子

结合等 MF 有关。 

RT＋HT＋ZTO 处理后 DEPs 主要与细胞周期

过程、DNA 复制、DNA 修复等 BP 有关，与细胞周

期蛋白 D3-CDK4 复合物、DNA 复制起始前复合物

等 CC 有关，与周期蛋白依赖蛋白丝氨酸/苏氨酸激

酶调节因子活性、酰基辅酶 a 去饱和酶活性等 MF

有关，主要与生长、多细胞生物中涉及生殖的细胞

过程有关。 

将各组中差异的 DEPs 进行 KEGG 分析，结果

如图 3-C 所示，与对照组相比，RT 组 DEPs 主要与

细胞周期、细胞凋亡、Wnt 信号通路等有关，RT＋

HT＋ZTO 处理后 DEPs 主要与细胞衰老、代谢途

径、P53 信号通路、Wnt 信号通路、DNA 复制、范

可尼贫血途径等信号通路有关。与 RT 组相比，RT＋

HT＋ZTO 主要与 PPAR 信号通路、代谢途径、细胞

周期、糖酵解/糖异生、柠檬酸循环（TCA 循环）、

细胞凋亡等信号通路有关。 

3.4  ZTO 联合 RT、HT 改变肺癌 A549 细胞的周

期进程 

根据蛋白质组学定量分析、GO 和 KEGG 富集

分析发现，A549 细胞经过 RT＋HT＋ZTO 处理后，

细胞周期相关蛋白变化差异显著，RT＋HT＋ZTO 与

对照组、RT＋HT＋ZTO 与 RT 组比较，均富集

到了细胞周期，因此对 A549 细胞周期的变化进

行了检测，结果如图 4 所示，与对照组相比，RT

组 G1 期细胞比例升高、G2 期细胞比例降低（P＜

0.01、0.001），S 期细胞比例降低；与 RT 组相

比，RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组 G1 期细胞比

例升高（P＜0.05、0.001），RT＋HT、RT＋ZTO

和 RT＋HT＋ZTO 组 S期细胞比例降低（P＜0.01、

0.001）。 
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A-各组细胞中 DEPs；B-各组 DEPs GO 分析；C-各组 DEPs KEGG 分析。 

A-DEPs in each group of cells; B-DEPs GO analysis in each group, C-DEPs KEGG analysis in each group. 

图 3  ZTO 联合 RT、HT 对肺癌 A549 细胞蛋白表达的影响 

Fig. 3  Effects of ZTO combined with RT and HT on protein expression in lung cancer A549 cells 

随后对蛋白质组中差异表达的 CCND3、

CDK4、CDKN1A 蛋白进行验证，结果如图 5 所示，

与对照组相比，RT 组 CDKN1A mRNA 和蛋白显著

上调（（P＜0.001），CDK4、CCND3 蛋白表达显著下

调（（P＜0.001）；与 RT 组比较，RT＋HT、RT＋ZTO

和 RT＋HT＋ZTO 组 CDKN1A mRNA 和蛋白显著

上调（（P＜0.001），CCND3 mRNA 和蛋白显著下调

（（P＜0.05、0.01、0.001）、CDK4 蛋白表达显著下调

（（P＜0.001）；RT＋ZTO 和 RT＋HT＋ZTO 组 CDK4 

mRNA 显著下调（P＜0.05、0.01）。 

4  讨论 

肺癌严重威胁人类健康，RT 是肺癌治疗中

覆盖各分期的核心治疗手段，由于 RT 本质是局

部治疗，受限于无法覆盖全身病灶和易出现肿瘤

抵抗等。部分化疗药物可干扰肿瘤细胞的 DNA修

复，使 RT 对 DNA 的损伤无法修复，从而增强

RT 对癌细胞的杀伤，HT 将热量传递给肿瘤，增

加肿瘤局部血流和氧供，使缺氧细胞转化为氧合

良好的细胞，对 RT 更敏感[23-24]。因此，联合 RT、

化疗和 HT 是治疗肺癌的有效手段。本实验结

果表明，ZTO 联合 HT 可增强肺癌的 RT 敏感

性，抑制小鼠肿瘤的生长，缓解肺癌组织病理

改变。细胞水平上，三者联合处理可显著降低

A549 细胞活力、EdU 阳性细胞数量和克隆形成

率，揭示 ZTO 联合 HT 和 RT 可成为肺癌潜在

的治疗方式。  
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与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与 RT 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs RT group. 

图 4  ZTO 联合 RT、HT 对肺癌 A549 细胞周期的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 4  Effects of ZTO combined with RT and HT on cell cycle in lung cancer A549 cells ( x ±s，n＝3) 

 

与对照组比较：**P＜0.01  ***P＜0.001；与 RT 组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01  ###P＜0.001。 

**P < 0.01  ***P < 0.001 vs control group; #P < 0.05  ##P < 0.01  ###P < 0.001 vs RT group. 

图 5  ZTO 联合 RT、HT 对肺癌 A549 细胞周期相关蛋白表达的影响 ( x ±s，n＝3) 

Fig. 5  Effects of ZTO combined with RT and HT on expression of cycle-related proteins in lung cancer A549 cells ( x ±s，n＝3)

RT 在肺癌的不同阶段有不同应用。早期肺癌

中，立体定向 RT（（SBRT）可作为手术的替代方案，

尤其是对于无法手术的患者，效果接近手术。中期

肺癌中，RT 常与化疗、免疫治疗联合，作为同步放

化疗的一部分，提高治疗效果。晚期肺癌中，RT 用

于缓解症状，如骨转移和脑转移的姑息治疗[25-26]。

本研究体内和体外实验结果表明单独 RT 可以抑制

肺腺癌 A549 细胞的增殖、抑制肿瘤生长。但是 RT

可能损伤周围正常组织，导致长期并发症如肺纤维

化，尤其是在高剂量或大范围照射时。为了解决这

个问题，本实验分别进行了 RT，HT 联合 RT，ZTO

联合 RT，ZTO 联合 RT、HT 的组合方式，结果表

明各治疗组均可不同程度的抑制肺腺癌 A549 细胞

增殖，其中三者联合处理效果最显著，即在相同放

射剂量的前提下，三者联合处理可以更有效的抑制

肿瘤细胞的增殖，使 RT 更有效。 

蛋白质组学是在基因组学和转录组学的基础

上迅速发展的学科，旨在研究蛋白质在任何阶段的

表达、结构、功能、相互作用和修饰，可以结合生

物信息学工具来阐述涉及复杂疾病的生化过程和

发展规律，对疾病的早期诊断、治疗、预后判断有

指导作用[27-28]。为了探明三者联合处理的作用机
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制，本实验将 ZTO、HT 和 X 线照射处理的 A549

细胞进行了蛋白质组测序，三者联合组与单独 RT

组表达差异蛋白比较，联合组 A549 细胞中共鉴定

出 447 个 DEPs，其中 251 个上调，196 个下调，

ZTO 联合 HT 可能通过调控这些 DEPs 发挥 RT 增

敏作用。 

RT 利用高能射线，如 X 射线、γ 射线、质子等

破坏癌细胞的 DNA，直接或间接（（通过自由基）造

成 DNA 损伤，进而引起 DNA 损伤感应、DNA 损

伤修复和细胞周期进程的调节[29]，并且 DNA 变异

的累积会改变蛋白质的表现形式[30]。HT 诱导蛋白

质变性，导致细胞凋亡或者坏死，热损伤的组织还

会降低辐射耐药性，从而增强肿瘤治疗效果[31-32]。

本实验首先对 DEPs 进行 GO 分析，发现 DEPs 主

要与 DNA 损伤修复和细胞周期等 BP 有关、与

CCND3-CDK4 复合物等 CC 有关，与周期蛋白依赖

蛋白丝氨酸/苏氨酸激酶调节因子活性等 MF 有关。

说明 ZTO 联合 HT 对 A549 细胞 RT 增敏主要与细

胞周期调控有关。此外，通过差异蛋白分析发现

CCND3、CDK4、CDKN1A 蛋白表达均存在差异。 

接下来对 DEPs 进行 KEGG 分析，结果表明

ZTO 联合 HT 增敏 RT 主要与代谢途径、细胞周期

等信号通路有关。癌症被认为是一种代谢性疾病，

癌细胞的代谢方式比正常细胞更有利于增殖[33]。尤

其是糖酵解途径，由于糖酵解比线粒体氧化磷酸化

产生 ATP 的速度更快，会刺激细胞周期信号传导，

如细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK）的活性[34-35]。

上述结果表明 ZTO 联合 HT 增敏 RT 与细胞周期途

径有关。 

根据蛋白质组学定量分析、GO 和 KEGG 富集

分析结果可知，A549 细胞经过 ZTO、HT 和 X 线照

射后，细胞周期相关蛋白变化差异显著。为了验证

三者联合是否会影响 A549 细胞的细胞周期，本实

验检测了不同处理后 A549 细胞周期变化，结果发

现 ZTO 联合 RT、HT 使得 A549 细胞阻滞于 G1期。

当辐射通过遗传物质时，能量的沉积会引发广泛的

DNA 损伤，引发细胞死亡或细胞周期阻滞。G1 检

查点作为细胞周期最重要的阶段 S 期的门户。当检

测到 DNA 损伤时，G1 检查点通过停止细胞周期进

程来稳定基因组完整性[36-37]。ZTO 联合 HT 使得 RT

造成的 DNA 损伤不能及时得到修复，从而抑制了

细胞增殖。 

增殖依赖的细胞周期由各种CDKs与其细胞周

期蛋白（（Cyclins）伴侣协同工作调节。细胞周期调

控中的 CDK 活性受到密切调节：它被促有丝分裂

信号激活，并可被响应 DNA 损伤的细胞周期检查

点激活所阻断。CCND3 编码的蛋白质属于高度保守

的细胞周期蛋白家族，该细胞周期蛋白与 CDK4 或

CDK6 形成复合物并作为其调节亚单位发挥作用，其

活性是细胞周期 G1/S 转换所必需的[38]。当发现 DNA

损伤时，p53 被激活，也会激活细胞周期蛋白依赖性

激酶抑制剂 CDKN1A（p21 WAF 1/CIP 1）[39-40]。本

实验采用 qRT-PCR 以及 Western blotting 检测了

CCND3、CDK4 和 CDKN1A 的表达变化，结果显

示 CCND3、CDK4 表达下调、CDKN1A 表达上调，

与蛋白质组测序结果一致。说明 ZTO 联合 RT、HT

可能是通过上调 CDKN1A，下调 CCND3、CDK4 使

得 A549 细胞阻滞于 G1 期。综上所示，ZTO 联合

RT、HT 可通过改变细胞周期进程影响肺癌治疗的

效果，但是其具体作用机制有待进一步研究。 

ZTO 联合 RT、HT 能够抑制小鼠肺癌肿瘤模型

中肿瘤生长。在细胞水平上，ZTO 联合 RT、HT 能

够抑制肺腺癌 A549 细胞增殖，通过蛋白质学和生

物信息学分析发现 ZTO 联合 HT 通过改变细胞周

期进程增强肺腺癌 A549 细胞 RT 效果。通过 qRT-

PCR 以及 Western blotting 实验验证 ZTO 联合 HT

可能是通过下调 CDK4、CCND3 和上调 CDKN1A

使细胞阻滞于G1期增强肺腺癌A549细胞对辐射的

敏感性。综上所述，ZTO 联合 HT 可通过调控细胞

周期发挥 RT 增敏作用。 
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