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17-AAG 对 HeLa 细胞和 V79 细胞放射敏感性的影响  
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摘要  为研究 17-AAG 对肿瘤细胞和正常细胞辐射敏感性的影响，以人宫颈癌 Hela 细胞和中国仓鼠肺成纤维

细胞 V79 为研究对象，用克隆形成实验观察细胞的存活率。结果表明，17-AAG 能明显降低受 X 射线照射的

Hela 细胞的存活率，而对 V79 细胞的存活率则无明显影响，表明 17-AAG 对 HeLa 细胞具有放射增敏作用，

对 V79 细胞无放射敏感影响。 
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热休克蛋白 90(Hsp90)是细胞内重要的分子伴

侣蛋白。肿瘤细胞中与肿瘤细胞增殖、凋亡、信号

传导相关的多种激酶蛋白(如 Bcr-Abl、Src、Akt)、
生长因子受体(如 EGFR、ErbB2)及转录因子(突变型

P53、低氧诱导因子 HIF 等)等影响细胞辐射敏感性

的蛋白都是 Hsp90 的效应蛋白，这些蛋白的活性都

依赖于 Hsp90 的分子伴侣功能[1] 。因此，可以通过

抑制 Hsp90 的活性使效应蛋白降解，从而提高肿瘤

细胞辐射敏感性。格尔德霉素 (Geldanamycin, GA)
是 Hsp90 抑制剂，它能够阻止 Hsp90 发挥分子伴

侣的功能[2]。17-AAG 是 GA 的衍生物，毒性远小于

GA，且具有同样的活性[3] 。本实验以人宫颈癌 Hela
细胞和中国仓鼠肺成纤维细胞 V79 为研究对象，用

克隆形成实验法观察 17-AAG 对人宫颈癌 HeLa 细

胞株和中国仓鼠肺成纤维细胞 V79 存活率的影响。 

1 实验材料与方法   

1.1 主要试剂及仪器 

17-AAG（Sigma 公司产品），将 58.5mg 17-AAG
溶解于 100 mL DMSO 中，抽滤除菌，−20℃保存备

用。使用时用培养基稀释，细胞培养液中 DMSO 的

浓度小于 0.01%。RPMI1640、DMEM 细胞培养基

(Gibco)和胰酶购自华美生物工程公司；小牛血清购

自上海微科公司；姬姆萨染剂及二甲亚砜均购自美

国 Sigma 公司；60 mm 培养皿购自上海吉泰生物科

技有限公司。主要的仪器有 5%CO2 培养箱（Thermo
公司 Forma 3111）、超净工作台（苏州净化设备厂）、

倒置相差显微镜（Olympus 公司 CK41）、电子分析

天平（上海精科 FC204）、电热恒温鼓风干燥器（上

海 精 宏 DHG-9246 ） 和 低 温 冰 箱 （ Thermo 
Forma706）。 

1.2 细胞及细胞培养  

人宫颈癌 HeLa 细胞株为本实验室保存，置于

含有 10%的小牛血清的 DMEM 培养基中，在 37℃、

5%湿度 CO2培养箱中培养，每 2 d 传代一次。V79
细胞购自上海细胞所细胞库，置于含有 10%的小牛

血清的 RPMI16040 培养基中，在 37℃、5%湿度 CO2

培养箱中培养，每 2 d 传代一次。 
    取对数生长期的细胞，弃培养液，PBS 洗两次，

加胰酶消化约 1 min，显微镜下观察到细胞变圆后，

加少量培养液，吹打混匀成细胞悬液。 
    取少量细胞悬液，滴于血细胞计数板上，在显

微镜下用 10×物镜观察计数细胞数。计数 8 个大分

格中的细胞数，根据以下公式计算细胞悬液浓度： 
细胞浓度（个/mL）=（8大格细胞数之和/8）×104 

    将细胞悬液稀释至所需浓度，按不同的照射剂

量（0、2、4、6 和 8 Gy），取不同体积的细胞悬液

接种于直径为 60 mm 的培养皿中，使接种的细胞密

度分别为 500、500、2000、6000 和 10000 个/孔，

每组每个剂量点设三个平行样，在 5%CO2、37℃培

养箱中过夜培养 24 h，使其贴壁。 
    细胞贴壁后，弃培养液，分别加入含不同浓度

17-AAG的培养液，使其终浓度分别为25、50和
75nmol/L，照射对照组加入不含17-AAG 的DMSO。
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继续置于5%CO2、37℃培养箱中培养16 h。 

1.3 细胞照射  

 用西门子PRIMUS型电子直线加速器产生的

6MV X射线，对上述各组细胞进行照射，照射吸收

剂量分别为0、2、4、6和8 Gy。X射线剂量率为

200cGy/min，培养皿距源100 cm。照射后细胞继续

培养8 h。 

1.4 样品制备 

将上述各组细胞弃培养液，分别加入适量不含

17-AAG的新鲜培养液，继续置于5%CO2、37℃培养

箱中培养10 d。弃去培养液，PBS洗两次，加适量甲

醇液固定0.5 h。弃去甲醇液，加适量Giemsa染液染

色0.5 h，流水缓慢冲去染色液，室温下空气中晾干。

显微镜下进行细胞克隆计数，多于50个细胞的集落

作为一个克隆。 

1.5 结果分析 

1.5.1  细胞存活率  细胞存活分数(Survival frac-
tion，SF)按下式计算： 

细胞存活率=某一剂量照射实验组的克隆数/
（该组细胞种植数×PE） 

PE=未照射细胞克隆形成数 /细胞种植数

×100% 
在单击多靶模型中：细胞存活率 S 与照射剂量

D 的关系为：   
  0/1 (1 e )D D NS −= − −  
采用单击多靶模型拟合细胞存活曲线得出 D0

和 N，再由 D0和 N 计算出准阈剂量 Dq：Dq＝D0lnN。
放射增敏比 SER 定义为达到相同生物效应时,单纯

照射的剂量与药物加照射组的剂量之比。根据 D0 
和 Dq 值分别计算出 SERD0, SERDq。放射增敏比

SERSF2 定义为：吸收剂量 2 Gy 时，对照组细胞存

活率/药物处理加照射组细胞存活率。 

1.5.2  统计学分析  实验中设 3 个平行样，实验重

复 3 次，实验结果用（ x ±s）表示。应用 SPSS 统

计软件进行分析，实验组和对照组之间的比较采用

独立样本的 t 检验。 

2 结果 

图 1和图 2分别为用克隆形成实验得到的HeLa
细胞与 V79 细胞的吸收剂量－存活率曲线。HeLa
细胞在相同吸收剂量、不同浓度 17-AAG 作用下，

各组细胞的存活率随药物浓度的升高明显降低

（p<0.01）；在相同药物浓度作用下，随照射剂量的

增加，细胞存活率明显降低（p<0.01）。对于 V79
细胞，不同药物浓度组间细胞存活率的差异无统计

学意义（p>0.05），但各组细胞的存活率也随照射剂

量的增加而明显降低（p<0.01）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1  The effects of 17-AAG on HeLa cell radio-sensitivity 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig.2  The effects of 17-AAG on V79 cell radio-sensitivity 

 
用多靶单击模型拟合 HeLa 细胞的剂量－存活

率曲线，得出的 D0、Dq值见表 1。从表 1 中的拟合

结果可以看出，随着 17-AAG 浓度的增加，HeLa
细胞的 D0 和 Dq 值逐渐降低，表明细胞的放射敏感

性相应增强，并表现出一定的剂量依赖性。HeLa
细胞在药物浓度为 25、50 及 75 nm/L 时的 SER 分

别为 1.17、1.84 和 2.10；由此可以看出 17-AAG 对

HeLa 细胞有明显的放射增敏作用。 
用多靶单击模型拟合 V79 细胞的剂量－存活率

曲线，得出的 D0、Dq 值见表 2。从拟合结果可以看

出，随着 17-AAG 浓度的增加，HeLa 细胞的 D0和

Dq 值基本不变，这表明 17-AAG 对 V79 细胞的放射

敏感性没有影响。 
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Table 1  Effect of 17-AAG on Hela cells radio-sensitivity enhancement ratio 

Group D0 / Gy Dq / Gy SF2 / % SER D0 SER Dq SERS F2 
Control 2.31 1.68 67.7 － － － 
25 nmol/L 2.03 1.26 58.0 1.14 1.33 1.17 
50 nmol/L 1.79 1.16 36.7 1.29 1.49 1.84 
75 nmol/L 0.97 1.08 32.2 2.38 1.56 2.10 

 
Table 2  Effect of 17-AAG on V79 cells radio-sensitivity enhancement ratio 

Group D0 / Gy Dq / Gy SF2 / % SERD0 SERDq SERSF2 
Control 1.80 2.33 60.4 － － － 
25 nmol/L 1.78 2.23 56.4 1.01 1.04 1.07 
50 nmol/L 1.75 2.25 59.3 1.03 1.03 1.02 
75 nmol/L 1.76 2.20 60.1 1.02. 1.06 1.01 

 

3 讨论 

肿瘤是严重威胁人类健康的疾病，放射治疗是

肿瘤治疗最重要的手段之一。肿瘤细胞的辐射敏感

性影响肿瘤治疗的效果，肿瘤细胞的辐射敏感性与

肿瘤细胞对辐射损伤的响应密切相关。研究表明，

肿瘤细胞辐射损伤响应相关的多种激酶蛋白(如
Bcr-Abl、Src、Akt)、生长因子受体(如 EGFR、ErbB2)
及转录因子(如突变型 P53，Raf-1、低氧诱导因子

HIF)等有关，抑制这些分子的活性，可以提高肿瘤

细胞的辐射敏感性[4-6]。在细胞辐射损伤响应通路中

起重要作用的这些蛋白属于 Hsp90 的效应蛋白，这

些蛋白的功能都依赖于 Hsp90 的分子伴侣功能，通

过抑制 Hsp90 功能就可以同时清除多种蛋白或灭活

其激酶活性，从多个靶点阻止肿瘤细胞对辐射的相

应，提高肿瘤细胞的辐射敏感性。由于肿瘤的复杂

性和多样性，作用于单一靶点的辐射增敏剂的应用

受到限制，Hsp90 抑制剂作为辐射增敏药物无疑具

有明显的优势。并且理想的辐射增敏剂应增强肿瘤

细胞的辐射敏感性，而对正常细胞的辐射敏感性无

影响。 
格尔德霉素 (Geldanamycin, GA)是 Hsp90 的一

种天然抑制剂，它能够阻止 Hsp90 发挥分子伴侣的

功能，但它具有明显的肝毒性，限制其临床应用。

17- 丙 烯 胺 基 -17- 去 甲 氧 基 格 尔 德 霉 素

(17-allylamino-17-demethoxygeldanamycin, 17-AAG)
是 GA 的衍生物，它比 GA 的毒性低得多且具有同

样的活性[7]，17-AAG 可以与 ATP 竞争性结合该位

点，从而阻断 Hsp90 与 ATP 的结合，抑制其分子伴

侣功能。因此，我们选择 17-AAG 作为 Hsp90 特异

性，选择肿瘤细胞 HeLa 细胞和正常的细胞 V79 细

胞作为研究对象，观察不同浓度的 17-AAG 联合 X
射线照射对人宫颈癌 HeLa 细胞和中国仓鼠成纤维

V79 细胞的存活率的影响。研究抑制 Hsp90 的功能

对肿瘤细胞和正常细胞辐射敏感性的影响。 
“多靶单击模型”拟合经典的细胞存活曲线，

其参数 D0 值为平均致死剂量，是一次照射能杀灭

63%的细胞或 37%细胞存活的剂量；Dq 值是肩宽参

数，它表明细胞亚致死损伤修复能力的大小。Dq 值

小，表明细胞对亚致死损伤的修复能力较弱。本实

验存活曲线参数证实了 17-AAG 对离体宫颈癌细胞

的放射增敏作用。提示 17-AAG 可能通过抑制 Hela
细胞的修复而起到放射增敏作用。并且用 75nmol/L
浓度的 17-AAG 处理 HeLa 细胞，放射增敏比可以

达到 2.10。因此，我们的实验结果证实槲皮素对人

宫颈癌细胞 HeLa 有明显的放射增敏作用。已有一

些研究报告表明[8-13]：17-AAG 作为一种 Hsp90 抑

制剂可以增强神经胶质瘤、前列腺癌、脊神经根肿

瘤及肺鳞状细胞癌 等的辐射敏感性。我们的研究结

果与他人结果是一致的。 
同时 17-AAG 对中国仓鼠成纤维细胞 V79 的细

胞联合 X 线照射结果显示，不同浓度 17-AAG 处理

细胞后，其 D0、Dq 值基本不变，表明 17-AAG 并

不能增加其辐射敏感性。这一结果存在潜在的临床

应用价值，在相同的治疗剂量，17-AAG 可以增加

肿瘤细胞的辐射敏感性而对正常细胞没有太大的影

响。这与已报道的 17-AAG 对人成纤维细胞株的辐

射敏感性无影响[9-13]的研究结果是一致的。 
17-AAG 对正常细胞与肿瘤细胞辐射敏感性影

响的差异很可能与 17-AAG 与 Hsp90 的亲和力有

关，肿瘤细胞中 Hsp90 与 17-AAG 的亲和力要比正

常细胞中的 Hsp90 与 17-AAG 的亲和力大得多[14]。

根据本实验的研究结果和已报道的研究结果，可以

初步认为：17-AAG 可以增强肿瘤细胞的辐射敏感

性，而对正常细胞的辐射敏感性没有影响。但要证

明 17-AAG 是一种较为理想得辐射增敏剂，还需要
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用更多种类的肿瘤细胞和正常细胞进行实验，才能

得到科学的结论，为其在临床的应用提供实验证据。 
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Effect of 17-AAG on radio-sensitivity of HeLa and V79 cells 

PAN Yanling  HONG Chengjiao  ZHANG Baoguo 
(School of Radiation Medicine and Public Health, Medical College of Soochow University, Jiangsu Provincial key Laboratory 

of Radiation Medicine and Protection, Suzhou 215123, China) 

ABSTRACT  In order to investigate the radio-sensitizing effect of 17-AAG, an inhibitor of Heat Shock Protein 90, 

on human Uterine Cervix Cancer HeLa and V79 cells, Clonogenic assay was used to observe the cell survival rate. 

The results show that 17-AAG can decrease obviously (p<0.01) the clonogenic survival rate of HeLa cells irradiated 

by X-rays but not the V79 cells (p>0.05). This indicates that 17-AAG may enhance the radio-sensitivity of the HeLa 

cell line and has no effect on the V79 cell line. 
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