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以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针在肺癌检测中的应用

周淑敏１，宋艳芳１，千新来２，魏家彬１
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摘要：　目的　探讨以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针在肺癌检测中的应用。方法　制备以埃罗替尼为靶向基
团的荧光探针。以肺癌Ａ５４９细胞作为实验组，宫颈癌 ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ和 Ｃ３３Ａ细胞作为对照组，分别应用０．１×１０－６、
１×１０－６、１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１的荧光探针对肺癌Ａ５４９细胞及宫颈癌ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ和Ｃ３３Ａ细胞进行识别，荧光显微镜
下观察以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针对２组细胞的识别能力。结果　探针浓度为１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１时，Ａ５４９
细胞和 ＣａＳｋｉ细胞中均观察到强荧光信号，Ｃ３３Ａ和 ＳｉＨａ细胞中几乎观察不到荧光信号；探针浓度为 １×
１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１时，Ａ５４９细胞中可观察到强的荧光信号，Ｃ３３Ａ中可观察到较弱的荧光信号，ＣａＳｋｉ和 ＳｉＨａ细胞中几
乎观察不到荧光信号；探针浓度为０．１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１时，Ａ５４９细胞中可观察到强的荧光信号，ＣａＳｋｉ、Ｃ３３Ａ和 ＳｉＨａ
细胞中几乎观察不到荧光信号。结论　以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针可特异性识别肺癌Ａ５４９细胞。
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　　肺癌是严重危害人类健康的常见恶性肿瘤，其
发病率和病死率呈明显上升趋势［１］。目前，肺癌的

早期诊断主要依靠影像学和病理学检查等，前者假

阳性和假阴性率较高，且检查费用昂贵，而后者具有

创伤性［２］。表皮生长因子受体（ｅｐｉｄｅｒｍａｌｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＥＧＦＲ）是受体酪氨酸激酶家族中的
重要成员之一，与配体表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ

ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＥＧＦ）结合并发生二聚化后，胞内酪氨
酸激酶结构域被激活，通过酪氨酸残基磷酸化等方

式激活下游的信号通路，参与细胞的分化、生存、迁

移、侵袭、黏附和损伤修复等过程［３４］。埃罗替尼是

小分子酪氨酸激酶抑制剂，属于４氨基喹唑啉类口
服型抗肿瘤药物，主要用于治疗非小细胞肺癌

等［５］。埃罗替尼与ＥＧＦＲ的酪氨酸激酶结合具有高
度特异性和可逆性的特点。本研究拟以埃罗替尼为

靶向基团，制备ＥＧＦＲ胞内区的荧光探针，用于检测
ＥＧＦＲ高表达的肺癌等恶性肿瘤。
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１　材料与方法

１．１　细胞及分组　肺癌 Ａ５４９细胞和宫颈癌 ＣａＳ
ｋｉ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ细胞购于中国医学科学院细胞库，
其中将肺癌 Ａ５４９细胞作为实验组，宫颈癌 ＣａＳｋｉ、
ＳｉＨａ和Ｃ３３Ａ细胞作为对照组。
１．２　主要试剂　盐酸埃罗替尼购自济南健丰化工
有限公司，二甲基亚砜（ｄｉｍｅｔｈｙｌｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，ＤＭＳＯ）购
自国药集团化学试剂有限公司，胎牛血清购自杭州

四季青有限公司，Ｆ１２Ｋ培养基购自美国 ＧＩＢＩＯ公
司，链霉素购自山东齐鲁制药有限公司，青霉素购自

华北制药股份有限公司。

１．３　以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针的制备　
将０．０５１５ｇ（０．１５ｍｍｏｌ）香豆素叠氮化合物（相对
分子质量为３４３．３８）、０．０５９０ｇ（０．１５ｍｍｏｌ）埃罗
替尼（相对分子质量为 ３９３．４４）和 ０．００５７ｇ
（０．０３ｍｍｏｌ）碘化亚铜（相对分子质量为１９０．４５）加
入到１０ｍＬ水四氢呋喃溶液（四氢呋喃水 ＝１
１）中，氮气保护下，４５℃下搅拌反应２４ｈ。减压蒸
馏除去四氢呋喃，析出固体，过滤，过柱提纯。将二

氯甲烷甲醇（二氯甲烷甲醇 ＝３０１）作为展开
剂。产物的相对分子质量为７３６．８２。
１．４　细胞培养及处理方法　肺癌 Ａ５４９细胞和宫

颈癌 ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ和 Ｃ３３Ａ细胞用含有体积分数
１０％胎牛血清、１０万 Ｕ·Ｌ－１青霉素和１００ｇ·Ｌ－１

链霉素的Ｆ１２Ｋ培养基或达尔伯克改良伊格尔培养
基，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２的孵箱中培养细
胞。取对数生长期细胞，常规消化后，将细胞加入含

完全培养基的１２孔板，于３７℃，体积分数５％ＣＯ２
孵箱中常规培养１２ｈ。
１．５　细胞荧光成像　（１）探针母液的配制：将
０００７４ｇ探针分子（０．０１ｍｍｏｌ，相对分子质量为
７３６．８２）溶 解 于 １０ｍＬ ＤＭＳＯ，配 制 成 １×
１０－３ｍｏｌ·Ｌ－１的溶液。（２）细胞荧光成像：取培养
的细胞，于培养基中加入小于培养液体积１％的探
针母液（加入量），探针终浓度为 ０．１×１０－６、１×
１０－６、１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１，分别应用此３个不同浓度
的荧光探针对肺癌 Ａ５４９细胞和 ＣａＳｋｉ、Ｃ３３Ａ、ＳｉＨａ
细胞进行荧光识别，于倒置荧光显微镜下观察荧光

并照相。

２　结果

２．１　２组细胞在１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１探针作用后细
胞内荧光信号强弱分布的比较　结果见图 １。Ａ
５４９细胞和 ＣａＳｋｉ细胞中均观察到强荧光信号，而
Ｃ３３Ａ和ＳｉＨａ细胞中几乎观察不到荧光信号。

Ａ：肺癌Ａ５４９细胞；Ｂ：肺癌Ａ５４９细胞对应的明场；Ｃ：宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞；Ｄ：宫颈癌ＣａＳｋｉ细胞对应的明场；Ｅ：Ｃ３３Ａ细胞；Ｆ：Ｃ３３Ａ细胞对应的

明场；Ｇ：ＳｉＨａ细胞；Ｈ：ＳｉＨａ细胞对应的明场。

图１　２组细胞在１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１探针作用后细胞内荧光信号强弱分布的比较

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｓｉｇｎａｌｉｎｔｅｎｓｉｔｙｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｔｗｏｇｒｏｕｐｓａｆｔｅｒａｃｔｉｏｎｏｆ１０×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１

ｐｒｏｂｅ

２．２　２组细胞在１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１探针作用后细
胞内荧光信号强弱分布比较　结果见图２。Ａ５４９
细胞中可观察到强的荧光信号，Ｃ３３Ａ中可观察到

较弱的荧光信号，而ＣａＳｋｉ和 ＳｉＨａ细胞中几乎观察
不到荧光信号。
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３　讨论

ＥＧＦＲ作为抗肿瘤药物的靶点，是由原癌基因
ＣｅｒｂＢ编码的具有酪氨酸激酶活性的跨膜受体，抑
制ＥＧＦＲ的表达和（或）活性，阻断相关信号转导通
路，可抑制肿瘤细胞增殖和新生血管的形成，但对正

常细胞影响较小［６７］。

临床上以ＥＧＦＲ为靶点的治疗策略主要包括２
种：（１）针对 ＥＧＦＲ表面的配体结合位点的特异性

单克隆抗体，通过作用于 ＥＧＦＲ的胞膜外配体结合
区，从而竞争性抑制 ＥＧＦＲ与其配体 ＥＧＦ的结合，
阻断受体活化和相应的信号转导通路，抑制肿瘤细

胞的生长；（２）小分子酪氨酸激酶抑制剂，以埃罗替
尼为代表的４氨基喹唑啉类化合物临床应用效果
较好，其主要是通过抑制 ＥＧＦＲ胞内区酪氨酸激酶
活性而发挥作用，即小分子酪氨酸激酶抑制剂可直

接作用于酪氨酸激酶结构域的三磷腺苷结合位点，

干扰酪氨酸激酶与三磷腺苷的结合，从而抑制酪氨
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酸激酶的活性，抑制酪氨酸的自磷酸化，由此阻断

ＥＧＦＲ的信号转导通路，从而抑制肿瘤细胞的增殖
以及新生血管的生成［８］。

埃罗替尼是小分子酪氨酸激酶抑制剂，其与

ＥＧＦＲ的酪氨酸激酶结合具有高度特异性和可逆性
的特点［９１２］。埃罗替尼口服吸收较慢但效果较好，

口服给药１５０ｍｇ后达到峰值的平均时间为３ｈ，最
高血药浓度约为（１．１３６±０．８６５）×１０－３ｇ·Ｌ－１，生
物利用度约为８０％，血浆蛋白结合率约为 ９０％ ～
９５％［１３］。

肺癌的早期诊断日益受到重视，ＥＧＦＲ在多种
恶性肿瘤细胞中呈高表达状态，如肺癌、胃癌、头颈

部肿瘤等，ＥＧＦＲ突变状况可为临床提供及时、准确
的靶向治疗，而盐酸埃罗替尼作为胞内区的肿瘤靶

向药物，可特异性的与 ＥＧＦＲ结合。本研究以埃罗
替尼为靶向基团，制备ＥＧＦＲ胞内区的荧光探针，用
于检测ＥＧＦＲ高表达的肺癌等恶性肿瘤。

本研究分别用 １０×１０－６、１×１０－６、０．１×
１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１的以埃罗替尼为靶向基团的荧光探
针对肺癌 Ａ５４９细胞和宫颈癌 ＣａＳｋｉ、ＳｉＨａ、Ｃ３３Ａ
细胞 进 行 荧 光 识 别，当 探 针 浓 度 为 １０×
１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１时，Ａ５４９细胞和 ＣａＳｋｉ细胞中均观
察到 强 的 荧 光 信 号；当 探 针 浓 度 为 １ ×
１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１时，Ａ５４９细胞中仍可观察到强的荧
光信号，Ｃ３３Ａ中可观察到较弱的荧光信号，而 ＣａＳ
ｋｉ和ＳｉＨａ细胞中几乎观察不到荧光信号。为了避
免实验出现的弱荧光产生假阳性判断，本研究用更

低浓度０．１×１０－６ｍｏｌ·Ｌ－１的探针来与细胞共孵
育，观测Ｃ３３Ａ细胞是否能被探针分子识别。结果
发现，Ａ５４９细胞中仍可观察到强的荧光信号，而
ＣａＳｋｉ、Ｃ３３Ａ和 ＳｉＨａ细胞中几乎观察不到荧光
信号。

综上所述，以埃罗替尼为靶向基团的荧光探针

可用于检测 Ａ５４９细胞，但是本研究只是初步的结
果，该结果是否能够用于临床尚需进一步研究来

证实。
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