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肺癌已成为发病率和死亡率较高的恶性肿瘤之一，严重

地威胁着人类健康，其中非小细胞肺癌（NSCLC）患者约占

80％[1]。随着分子生物学的发展，肿瘤发生发展的机制正在逐

渐阐明，有效的抗肿瘤作用靶点正逐渐被发现。表皮生长因

子受体（EGFR）是具有酪氨酸激酶活性的一种重要的跨膜受

体[2]。研究表明，EGFR基因的异常表达，可激活与肿瘤增殖、

分化相关的基因，在肿瘤的形成和发展过程中占据了重要的

地位[3]。而吉非替尼是作用于 EGFR 的一类酪氨酸激酶抑制

剂，可在细胞水平上抑制EGFR介导的细胞内蛋白酪氨酸磷酸

化，阻断其下游的信号转导途径，进而抑制肿瘤细胞的增殖和
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摘 要 目的：研究荷瘤裸鼠按时辰给予吉非替尼的药效学。方法：取BALB/c-nu裸鼠复制非小细胞肺癌模型后，随机分为不同

时间给药的吉非替尼（4：00、8：00、12：00、16：00、20：00、24：00）组和模型组，每组10只。吉非替尼组裸鼠分别按相应时间 ig给药

1 mg/kg，模型组裸鼠 ig给予等量的1％聚山梨酯80溶液，连续给药21 d。检测20 d内各组裸鼠的瘤体积及第21天时的瘤质量，计

算抑瘤率；检测各组裸鼠肿瘤组织中表皮生长因子受体（EGFR）和细胞外调节蛋白激酶（ERK1/2）的mRNA及蛋白表达情况。结

果：与模型组比较，各吉非替尼组裸鼠第18天时肿瘤体积均增加缓慢，除20：00组外其余各吉非替尼组裸鼠瘤质量降低、抑瘤率增

加，其中 4：00、8：00组裸鼠肿瘤组织中 EGFR mRNA 表达减弱，4：00、8：00、12：00组裸鼠肿瘤组织中 ERK1/2 mRNA 表达减弱，

4：00、8：00、12：00、24：00组裸鼠肿瘤组织中 p-EGFR 蛋白表达减弱，4：00、8：00、24：00组裸鼠肿瘤组织中 p-ERK1/2蛋白表达减

弱，以上差异均具有统计学意义（P＜0.05）。与20：00组比较，4：00、8：00、12：00组裸鼠瘤质量降低，4：00、8：00组裸鼠肿瘤组织中

p-EGFR蛋白表达减弱，8：00组裸鼠肿瘤组织中p-ERK1/2蛋白表达减弱，以上差异均具有统计学意义（P＜0.05）。结论：吉非替尼

对荷瘤裸鼠具有瘤抑制作用，并呈现时辰节律性，其中8：00给药肿瘤抑制效果最好，20：00给药抑制效果最差；其机制可能与EG-

FR、ERK1/2介导的传导通路有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the pharmacodynamics of gefitinib in tumor-bearing nude mice according to time. METH-

ODS：Non-small cell lung cancer models were replicated on BALB/c-nu nude mice and then randomly divided into gefitinib groups

（4：00，8：00，12：00，16：00，20：00 and 24：00）and model group，10 for each. Nude mice in gefitinib groups were respectively

given 1 mg/kg at the appropriate time for 21 d，ig；nude mice in model group were given the same volume of 1％ tween-80 solu-

tion for 21 d，ig. The tumor volume within 20 d and the tumor weight in the 21st day were determined and the anti-tumor rate was

calculated；the mRNA and protein expressions of epidermal growth factor receptor（EGFR）and extracellular regulated protein ki-

nase（ERK1/2）in tumor tissue were determined. RESULTS：Compared with model group，the tumor volume of nude mice in gefi-

tinib groups showed slower growth in the 18th day. Except for 20：00 group，the tumor weight of nude mice was decreased and an-

ti-tumor rate was increased in all other gefitinib groups；among these，the mRNA expression of EGFR in tumor tissue in 4：00 and

8：00 groups was decreased，the mRNA expression of ERK1/2 in tumor tissue in 4：00，8：00 and 12：00 groups was decreased，the

protein expression of p-EGFR in tumor tissue in 4：00，8：00，12：00 and 24：00 groups was decreased and the protein expression of

p-ERK1/2 in tumor tissue in 4：00，8：00 and 24：00 groups was decreased，all with significant differences（P＜0.05）. Compared

with 20：00 group，the tumor weight in 4：00，8：00 and 12：00 groups was decreased，the protein expression of p-EGFR in tumor

tissue in 4：00 and 8：00 groups was decreased and the protein expression of p-ERK1/2 in tumor tissue in 8：00 group was de-

creased，with significant differences（P＜0.05）. CONCLUSIONS：Gefitinib can inhibit the tumor of tumor-bearing nude mice with

time rhythm. The best time of inhibitory effect is 8：00 and the worst is 20：00. The mechanism may be related to EGFR and ERK1/

2 apoptosis pathway.

KEYWRODS Gefitinib；Chronopharmacology；Pharmacodynamics；Mechanism；Tumor-bearing nude mice
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转移并促进其凋亡，达到抑制肿瘤的目的[4]。细胞外调节蛋白

激酶（ERK）包括ERK1和ERK2，活化后可作用于其他蛋白激

酶，调节相关基因的转录，进而参与细胞生长发育。EGFR/

ERK1/2途径在肿瘤侵袭和转移过程中起中介和放大信号的作

用，是与肿瘤发生发展相关的重要传导通路。研究此信号传

导通路上相关蛋白和基因的表达情况将有助于研究吉非替尼

作用与EGFR上的信号传导情况。

时辰药理学是基于人体的时辰节律性的变化，通过系统

的研究而找到药物疗效高并且毒副作用小的时辰点[5]。研究

表明，人体的生物节律性对体内酶的代谢、激素的调节以及药

物在体内的代谢等都有很大的影响[6]。以这些结果为基础进

行时辰药理学研究，将有助于为吉非替尼口服给药找到一个

最佳时间点，达到高效低毒的效果。本文旨在研究荷瘤裸鼠

按时辰给予吉非替尼的药效学，以期找到一个吉非替尼给药

的最佳时间点，为临床合理用药提供参考。

1 材料
1.1 仪器

CB150型CO2培养箱（德国Binder公司）；TGL16型台式高

速冷冻离心机（长沙英泰仪器有限公司，离心半径：5.677 cm，

下同）；DW-86WHO 型 86 ℃低温保存箱（中国澳柯玛公司）；

TL988型荧光定量聚合酶链式反应（PCR）仪（西安天隆科技有

限公司）；XDS-1B型倒置显微镜（上海光学仪器厂）；SC500型

化学发光成像系统（上海山富科学仪器有限公司）。

1.2 药品与试剂

吉非替尼片（商品名：易瑞沙，阿斯利康制药有限公司，批

号：KN058，规格：每片 250 mg）；RPMI-1640培养基（批号：

NYL1029）、胰蛋白酶（批号：J130049）、类胎牛血清（批号：

NYE0873）、青霉素/链霉素双抗（批号：J130043）均购于美国

HyClone 公司；mRNA 提取试剂盒（批号：AK7806）、cDNA 提

取试剂盒（批号：AK2501）、RNA扩增试剂盒（批号：AK5305）

均购自大连 Takara 公司；实时定量逆转录-聚合酶链式反应

（RT-PCR）检测试剂盒[宝生物工程（大连）有限公司]；蛋白质

预染Marker[天根生化科技（北京）有限公司，目录号：MP206]；

一抗、二抗抗体（美国Cell Signaling Technology公司）。

1.3 动物

裸鼠，BALB/c-nu，♀，SPF 级，体质量（10±2）g，4周龄，

由北京维通利华实验动物技术有限公司提供，使用许可证号：

SCXK（京）2012-0001，已通过解放军第401医院伦理委员会批

准。实验前 2周至实验结束，将裸鼠置于标准的明-暗周期下

饲养（明期 7：00－19：00，光照 500 lx；暗期 19：00－7：00，光照

0），自由进水进食，维持室温为（21±2）℃ ，湿度为 30％～

70％。

1.4 细胞

人源非小细胞肺癌HCC827细胞购自中国科学院细胞库，

货号：31800022。

2 方法
2.1 细胞培养和NSCLC裸鼠模型的复制

取 HCC827 细胞用含 15％胎牛血清和 1％双抗的 RP-

MI-1640培养基置于37 ℃、5％CO2的细胞培养箱中培养，待细

胞贴壁率为 85％～95％时用 0.25％胰蛋白酶进行消化、传

代。取对数生长期细胞，调整细胞浓度至1×107 ml－1。于裸鼠

左前肢内侧皮下注射约 0.2 ml细胞悬液，接种 3 d后肉眼可见

肿瘤生长，即NSCLC裸鼠模型复制成功。筛选出移植瘤体积

为300～600 mm3范围内的裸鼠，进行随机分组实验。

2.2 分组与给药

取 70只模型复制成功的荷瘤裸鼠，随机分为不同时间给

药的吉非替尼（4：00、8：00、12：00、16：00、20：00、24：00）组和

模型组，每组 10只。吉非替尼组荷瘤裸鼠 ig给予吉非替尼混

悬液（质量浓度为 0.1 mg/ml，由 1％聚山梨酯 80为助悬剂）21

d，根据前期实验结果设定给药剂量为 1 mg/kg，每日给药 1

次。模型组荷瘤裸鼠给予等量的1％聚山梨酯80溶液。

2.3 药效学指标检测

给药期间每 3 d测量 1次各组裸鼠肿瘤的长径和短径，计

算瘤体积，瘤体积＝短径 2×长径/2，绘制肿瘤体积的生长曲

线。各组裸鼠末次给药后 3 h颈椎脱臼处死，剥离肿瘤，称取

瘤质量，计算抑瘤率[抑瘤率＝（模型组瘤质量－吉非替尼组瘤

质量）/模型组瘤质量×100％]，将肿瘤组织立即放入液氮中保

存，备用。

2.4 肿瘤组织中EGFR和ERK1/2基因表达检测

2.4.1 组织样品的RNA提取 称取冻存的肿瘤组织100 mg，

迅速转移至用液氮预冷的研钵中，用研杵充分研磨组织。不

断加入液氮，直至研磨成粉末状后倒入匀浆器充分匀浆，按试

剂盒说明书操作提取总RNA。取每个样品4 µl进行逆转录试

验，逆转录条件为：37 ℃ 15 min；98 ℃ 5 s。逆转录后样品置

于－80 ℃保存，备用。

2.4.2 RT-PCR 试验 按 RT-PCR 检测试剂盒说明书要求，以

GAPDH 为内参，分别检测肿瘤组织中 EGFR 和 ERK1/2 的

mRNA水平。用于 RT-PCR 扩增的所有引物均由宝生物工程

（大连）有限公司设计合成。相关基因引物序列见表1。

表1 相关基因引物序列

Tab 1 Primer sequences of related genes

基因
GAPDH

EGFR

ERK1/2

上游引物
5′-GCACCGTCAAGGCTGAGAAC-3′
5′-CATCCAGGCCCAACTGTGAG-3′
5′-CGTTGGTACAGGGCTCCAGAA-3′

下游引物
5′-TGGTGAAGACGCCAGTGGA-3′
5′-CAGTGGAAGCCTTGAAGCAGAA-3′
5′-CTGCCAGAATGCAGCCTACAGA-3′

反应参数：95 ℃预变性 30 s；95 ℃变性 5 s，55 ℃退火 30

s，72 ℃延伸30 s，共40个循环。每个样品重复测定3次，根据

溶解度曲线判断PCR扩增基因的特异性。反应结束后得到各

个样品的 ct值，最终各组基因表达的相对变化情况采用公式

2－ΔΔct计算，其中ΔΔct计算公式为ΔΔct＝（吉非替尼组目的基因

ct值－内参ct值）－（模型组目的基因ct值－内参ct值）。

2.5 肿瘤组织中 EGFR、ERK1/2 及其磷酸化（p-EGFR、

p-ERK1/2）蛋白表达检测

2.5.1 组织样品总蛋白提取 取冻存的肿瘤组织100 mg置于

预冷研钵中，一边研磨一边不断加入液氮，直至将组织研磨成

粉末状。加入 1 ml裂解液，转移至玻璃匀浆器中匀浆，4 ℃离

心收集上清液即为蛋白液。按比例加入上样缓冲液，恒温器

95 ℃变性10 min，静置至室温后－20 ℃保存，备用。

2.5.2 蛋白印迹法检测蛋白表达 使用 10％分离胶和 5％浓

缩胶加样后以恒压进行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。电泳结束

后应用湿法以300 mA恒流转膜60 min。转膜结束，取出膜摇

床洗膜，加封闭液封闭2 h后加入一抗于4 ℃低温孵育过夜，次

日加入二抗孵育 1 h。加入DAB显影剂与定影剂各 150 ml约
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图 3 各组裸鼠瘤组织中 EGFR、p-EGFR 和 ERK1/2、p-

ERK1/2蛋白表达比较
注：与模型组比较，＊P＜0.05；与20：00组比较，#P＜0.05

Fig 3 Comparison of EGFR，p-EGFR，ERK1/2 and p-

ERK1/2 protein expressions in tumor tissue of nude

mice
Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. 20：00 group，#P＜0.05
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1 min，置于化学发光凝胶成像仪中显影拍照。以β-actin为内

参用凝胶分析软件对肿瘤组织中 EGFR、p-EGFR 和 ERK1/2、

p-ERK1/2蛋白灰度进行分析。

2.6 数据处理

所有数据用x±s 表示，采用 SPSS 19.0软件进行统计分

析，组间比较选择单因素方差分析和最小显著性差异（LSD）

法。P＜0.05表示差异具有统计学意义。

3 结果
3.1 瘤体积变化

各组裸鼠瘤体积变化曲线见图1。

由图1可见，随着实验的进行，各组肿瘤体积逐渐增大，其

中模型组的裸鼠肿瘤体积增长最为迅速。与模型组比较，各

吉非替尼组裸鼠第 18天时肿瘤体积均增加缓慢，差异具有统

计学意义（P＜0.05），其中8：00组裸鼠肿瘤增长最慢，20：00组

裸鼠肿瘤增长最快。

3.2 瘤质量与抑瘤率比较

各组裸鼠肿瘤质量和抑瘤率见表2。

表2 各组裸鼠瘤质量和抑瘤率比较（x±±s，n＝10）

Tab 2 Comparison of tumor weight and anti-tumor rate of

nude mice（x±±s，n＝10）

组别
模型组
4：00 组
8：00 组
12：00组
16：00组
20：00组
24：00组

瘤质量，g

0.88±0.21

0.44±0.05＊#

0.39±0.08＊#

0.46±0.17＊#

0.55±0.07＊

0.73±0.18

0.50±0.12＊

抑瘤率,％

49.94

56.17

48.47

37.59

17.32

42.92

注：与模型组比较，＊P＜0.05；与20：00组比较，#P＜0.05

Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. 20：00 group，#P＜0.05

由表 2可见，与模型组比较，除 20：00组外其余各吉非替

尼组裸鼠瘤质量降低、抑瘤率增加，差异具有统计学意义（P＜

0.05）。与 20：00组比较，4：00、8：00、12：00组裸鼠瘤质量降

低，差异具有统计学意义（P＜0.05），其中8：00组抑瘤率最高，

20：00组抑瘤率最低。

3.3 肿瘤组织中基因表达比较

各组裸鼠瘤组织中 EGFR、ERK1/2 mRNA 表达比较见

图2。

由图2可知，与模型组比较，4：00组和8：00组裸鼠瘤组织

中EGFR和ERK1/2 mRNA表达均降低，差异具有统计学意义

（P＜0.05）。

3.4 肿瘤组织中蛋白表达结果

各组裸鼠瘤组织中EGFR、p-EGFR和 ERK1/2 、p-ERK1/2

蛋白表达比较见图3，电泳图见图4。

由图 3和图 4可知，与模型组比较，4：00、8：00、12：00、

24：00组裸鼠肿瘤组织中 p-EGFR 蛋白表达减弱，4：00、8：00、

图1 各组裸鼠瘤体积变化曲线
注：与模型组比较，＊P＜0.05；与20：00组比较，#P＜0.05

Fig 1 Curves of tumor volume changes of nude mice
Note：vs. model group，＊P＜0.05；vs. 20：00 group，#P＜0.05
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图2 各组裸鼠瘤组织中EGFR 、ERK1/2 mRNA表达比较
注：与模型组比较，＊P＜0.05

Fig 2 Comparison of EGFR and ERK1/2 mRNA expres-

sions in tumor tissue of nude mice
Note：vs. model group，＊P＜0.05
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图 4 各组裸鼠瘤组织中 EGFR、p-EGFR 和 ERK1/2、p-

ERK1/2蛋白表达的电泳图

Fig 4 Electrophoretograms of EGFR，p-EGFR，ERK1/2

and p-ERK1/2 protein expressions in tumor tissue of

nude mice
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24：00组裸鼠肿瘤组织中 p-ERK1/2蛋白表达减弱，以上差异

均具有统计学意义（P＜0.05）。与20：00组比较，4：00、8：00组

裸鼠肿瘤组织中p-EGFR蛋白表达减弱，8：00组裸鼠肿瘤组织

中p-ERK1/2蛋白表达减弱，以上差异均具有统计学意义（P＜

0.05）。

4 讨论
吉非替尼是第一个上市的作用于EGFR的表皮生长因子

受体酪氨酸激酶抑制剂，能够抑制肿瘤的生长、转移和血管生

成，并增强肿瘤细胞的凋亡作用，适用于EGFR基因突变的局

部晚期或转移性NSCLC患者的一线治疗[7]。EGFR作为一种

与肿瘤增殖、分化相关的重要受体，在肿瘤的形成和发展过程

中占据了重要的地位[8]。吉非替尼作用于酪氨酸激酶结构域

的三磷酸腺苷（ATP）结合位点，干扰ATP结合，能通过丝氨酸/

苏氨酸蛋白激酶（AKT）和ERK1/2途径阻断EGFR信号转导通

路，阻滞表达 EGFR 的肿瘤细胞生长；可在细胞水平上抑制

EGFR介导的细胞内蛋白酪氨酸磷酸化，阻断其下游的信号转

导途径，进而抑制肿瘤细胞的增殖和转移并促进其凋亡，达到抑

制肿瘤的目的[9-11]。

本课题组之前的研究结果已初步证明，吉非替尼按时辰

给药对荷瘤裸鼠肿瘤的抑制作用及毒副作用呈明显的时辰节

律性，但其产生时辰作用的机制尚未阐明[12]。本研究创新地采

用人源肿瘤细胞系复制模型，并通过探讨肿瘤组织中不同时

辰点相关基因和蛋白表达的差异，从药效学和作用机制两方

面入手，进一步证明了其药效学影响，并且探讨了其抑制肿瘤

生长可能的作用机制。

研究结果表明，8：00组与其他组相比瘤体积增长缓慢、瘤

质量低、抑瘤率高，4：00组次之。相对应地，20：00组与其他组

相比瘤体积增长较快、瘤质量高、抑瘤率低。通过药效学的数

据可以得出吉非替尼对荷瘤裸鼠的肿瘤具有抑制作用，并且

呈明显的时辰节律性。通过实验结果还可以得出其抑制作用

的周期性：药物抑制效果最好与最差的时辰点相隔12 h，次好

与次差的也表现出此规律，因此推测其时辰节律性是以12 h为

一个周期。

通过检测 EGFR 和 ERK1/2 mRNA 相对表达量的结果可

以看出其表达呈明显的时辰节律性，并且与药效学的结果基

本对应。而其相应的p-EGFR和p-ERK1/2蛋白的表达结果也

呈现出与mRNA表达规律基本一致的时辰节律性。由此可以

推测，产生其时辰作用的机制可能与EGFR/ERK1/2介导的信

号传导通路有关。

综上所述，吉非替尼按时辰给药对荷瘤裸鼠肿瘤的抑制

作用呈明显的时辰节律性，并且此节律性的周期是12 h；其作

用机制可能与EGFR/ERK1/2信号传导通路有关。本实验的研

究结果可以为临床选择最佳给药时间提供依据，以期使同等

剂量的药物在发挥最大治疗作用的同时也使药物的毒副反应

降至最低，并为进一步的临床研究提供参考。但时辰药理学

的作用机制尚未完全清楚，还有可能是与体内相关酶的代谢

以及DNA的合成有关[13]，故有待进一步研究证实。
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