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0　引言

鼻咽癌是我国南部 ,特别是两广地区高发的一种

恶性肿瘤。放射治疗为治疗鼻咽癌的主要手段。但

初诊时晚期患者占约 70 %以上 ,单纯放疗后有一半

以上的患者将出现复发和 (或)转移 ,因此综合治疗晚

期鼻咽癌成为目前的研究热点。近年来 ,对肿瘤时间

节律性的研究 ,为肿瘤的发生、发展及诊断治疗提供

了新的思路和方法 ,并已成为国内外肿瘤研究领域内

的热点。目前时辰化疗已在多种恶性肿瘤治疗中应

用 ,并已取得一定成效。针对鼻咽癌时辰疗法的研

究 ,无论在基础和临床均引起众多学者的关注。

1　鼻咽癌时辰疗法的理论基础

1 . 1　肿瘤时辰疗法概述

肿瘤时辰疗法 ( t umor chronot herapy)是根据

人体昼夜节律 ,以及肿瘤细胞在昼夜不同时间生长

特性的差异 ,制定最佳的治疗方案 ,从而提高疗效 ,

降低副作用。1960 年就已经开始了肿瘤时辰疗法

的研究 ,当时由于缺乏肿瘤时辰疗法与昼夜节律相

互关系的直接证据 ,所以研究一直进展缓慢。但进

10年来“生物钟”的研究成为生命科学研究的热

点。研究表明 :昼夜节律不仅影响肿瘤的发展进程 ,

还与临床患者预后密切相关 ,有可能成为肿瘤治疗

的新指标。

1 . 2　生物节律

生物节律主要有 :昼夜节律 (20～28 h ,即近日

节律 circadian rhythm) ;近月节律 30 ±7 d (circa2
mensual rhyt hm) ;近年节律 12 ±2 月 (circannual

rhyt hm) 。但目前研究得最多的是昼夜节律。

昼夜节律钟基因 (circadian clock genes)是生命

活动的时序控制器 ,它们的活动使得器官组织和细

胞水平的生命活动高度有序、协同 ,并呈现明显的昼

夜节律。尤其重要的是 ,它们影响着细胞增殖周期

和凋亡、神经内分泌和免疫功能等与恶性肿瘤的发

生、发展、治疗和预后等关系密切的各个方面 ,昼夜

节律紊乱促使肿瘤发生 ,加速肿瘤进展 ,遵循时间生

物学的时辰化疗能增加疗效。昼夜节律基因的深入

研究 ,提供了认识肿瘤的新视角 ,可能成为治疗干预

的新靶点 ,催生循时治疗肿瘤的新模式。

在整体水平 ,哺乳动物下丘脑视交叉上部具有

特化神经核团视交叉上 ( sup rachiasmatic nucleus ,

SCN) ,是生命活动的时序控制器 ,它们通过神经递

质、内分泌和体液途径影响周围器官和组织 ,控制和

调节着睡眠和觉醒、代谢、内分泌、细胞增殖分裂和

凋亡 ,以及免疫等的各个层面 ,使生命活动在时序上

协调有序[ 2 ]。在分子水平 , SCN 神经元、周围器官

组织细胞、甚至离体培养传代的细胞均存在相同的

昼夜节律时钟基因 ,其基本机制是转录及转录后水

平的反馈调节。时钟基因可通过控制其下游钟控基

因 ( clock cont rolled genes , CCG) 使之呈现节律

性[ 4 ] , CCG 的特征之一是含有供 CLOC K 和

BMAL1 结合的 E2box。有多项研究[ 5 ]使用 DNA

微阵列技术对不同时点、各器官组织细胞转录本的

比较发现 ,细胞活动的几乎每一个层面 ,从能量代

谢、细胞分裂增殖和凋亡 ,到离子通道、信号转导等

均存在显著的昼夜节律 ,而且这种节律协调一致 ,使

生命活动具有适应性和前瞻性[ 6 ]。

1 . 3　癌细胞的昼夜节律

恶性肿瘤的特征之一是细胞失控制性、失序性

的增殖 ,这种失序性也必然体现在时间维度方面的

紊乱。由于昼夜节律钟基因与神经内分泌、免疫以

及细胞周期调控密切关联 ,尤其是影响着细胞增殖

周期和凋亡 ,故与肿瘤密切相关。

昼夜节律生物钟控制着细胞周期。昼夜节律和

细胞周期两大周期性活动 ,其本质上的关联及其机

制随着昼夜节律基因的发现而揭开。在分子水平 ,

昼夜节律和细胞增殖周期两大调节通路之间存在交

叉点和共同构件[ 7 ]。有多个研究组使用 DNA 阵列

独立发现 WEE基因是两大通路的共同构件[ 4 ]。昼

夜节律基因控制着 Wee 1 ,使其呈现昼夜节律表达。

在白日 ,当 Bmall 基因表达呈现峰值时能激活

Wee 1 ,继之 Wee 1使细胞周期蛋白 Cdk 1和 Cdk 2
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磷酸化并失活 ,而 cyclin E和 cyclin B1 则被激活 ,

分别推动细胞周期从 G到 S、G ,到 M 的转换 ,这就

能够解释在每昼夜的后半夜 ,标志着 DNA 合成的

cyclin E的峰值以及细胞的有丝分裂总是在时相上

固定伴随。另一方面 ,Per1 则在每昼夜的光照时相

即白昼的中点达到最高峰 ,使得 P53 表达上调 ,既

抑制 cyclin B1表达 ,直接抑制细胞有丝分裂 ;又刺

激 P21 蛋白的生成 ,抑制 Cdk2 并且刺激 cyclin E

表达 ,恰与白昼中点 DNA 合成达到高峰的现象相

吻合[ 1 ,829 ]。

L undkvist 等[ 10 ]发现昼夜节律基因 mPer2 基

因敲除鼠昼夜节律消失 ,与野生鼠比较 ,自发肿瘤发

生率显著增加 ,且经γ射线处理后肿瘤发生率明显

增高 ,其 P53 介导的细胞凋亡和 DNA 修复均显示

存在缺陷 ,细胞增殖和肿瘤抑制相关基因如 cyclin

D1、cyclin A、Mdm22和 Gadd45 c2myc表达增加 ,从

而 DNA损害累积 ,凋亡缺陷 ,并逃逸细胞周期检测

点 ,使 c2myc 表达过度增高 ,淋巴瘤发病率显著上

升。在整体水平 ,解剖性毁损实验动物的昼夜节律

调节中心 SCN 会导致荷瘤实验动物瘤体生长显著

加速 ,生存期明显缩短[ 11 ] ;即使功能性扰乱荷瘤实

验动物的昼夜节律 ,如给予持续光照 ,或者模拟倒时

差或者夜间工作的光照模式 ,也观察到相似的结

果[ 12213 ]。昼夜节律基因表达的紊乱会促使细胞增殖

相关基因表达上调 ,而凋亡相关基因受到抑制。因

此 ,完整的昼夜节律功能及其稳态的维持具有抑制

肿瘤生长的作用。

各种具有抗肿瘤活性和免疫调节功能的细胞因

子 ,其生理状态下的分泌多数符合昼夜节律规律 ,与

时辰化疗相似 ,临床应用若择时而行可能达到最大

疗效。肿瘤坏死因子、白介素22、干扰素和促红细胞

生成素等生物制剂的给药时间与疗效相关 ,呈时间

依赖规律。Carrillo 等[ 14 ] 将荷黑色素瘤 B16 的

C57BL/ 6小鼠按每 4h 间隔分为 1 组 ,不同时点予

以同样剂量 r Hul FN2alp haA/ D或者 rMul FN2gam2
ma ,结果 r Hul FN2alp ha A/ D组最小和最大活性点

分别为 HALO 12～16 h 和 0～ 4 h ,而 rMul FN2
gamma组则为 HALO 0～8 h和 16 h。r HulFN2al2
p ha A/ I)在最低有效时点需要约 5倍的剂量才能够

达到在最高有效时点给予同样剂量所达到的疗效。

rMul FN 2gamma组结论相似 ,最高有效时点药效相

当于最低时点的8 . 5倍 ,证明动物实验中干扰素的给

药时点影响其抑瘤效果。

昼夜节律紊乱会导致多种疾病或者机体生理功

能失调 ,且与肿瘤的关系密切。因此 ,昼夜节律稳态

是神经内分泌和免疫功能与癌症关联的中介 ,也是

重要的量度。有研究提出“时生素 (chronobiotics)”

的概念 ,希望通过纠正和调整昼夜节律 ,使得抗肿瘤

治疗遵循昼夜节律以增加疗效、减少不良反应、增进

生活质量。目前的研究主要针对褪黑素 ,褪黑素作

为体现中枢昼夜节律的主要激素 ,由于其对于免疫

系统的广泛的调节作用 ,将神经内分泌系统、精神和

躯体、以及免疫系统联结成为一个整体 ,影响着肿瘤

的发生、发展和转移。既往实验动物肿瘤模型的研

究支持褪黑素抑制肿瘤细胞增殖 ,抑制 EGFR 和

MA P K通路分化和凋亡的作用[ 15 ] ;新近的研究还

发现其抑制瘤细胞摄取亚油酸继而抑制增殖 ;此外 ,

多种免疫活性细胞具有褪黑素受体 ,体现了褪黑素

的免疫调节作用。尽管褪黑素单独或者联合用于肿

瘤治疗的临床试验结论不一 ,目前认为可能既往的

临床试验未特别注重给药时间这一关键变量 ,因此 ,

尚需进一步验证。有学者甚至希望用于经流行病学

研究初步证实其发生与夜间光照有关的乳腺癌、结

肠癌等癌症的一级预防[ 16 ]。

既往有关时间化疗的机制认为 ,与细胞毒性药

物代谢相关的酶如胸腺嘧啶合成酶的活性呈现的昼

夜节律是主要原因 ,新近的研究则利用昼夜节律基

因突变鼠 ( Cry12/ 2Cry22/ 2双基因敲除鼠 , Clock 突

变鼠以及 Bmall 基因敲除鼠)与野生鼠对于环磷酰

胺毒性的时辰敏感性比较 ,发现 Clock 突变鼠以及

Bmall基因敲除鼠 ,无论何时均对环磷酰胺敏感而

Cry12/ Cry22/ 2双基因敲除鼠则反之 ,无论何时均呈

现抵抗 ,推论化疗药物毒性的时辰差异的分子本质

是 Clock/ Bmal1转录的状态 ,尤其是与 B细胞中的

昼夜节律基因的转录功能状态决定了化疗后生存和

恢复的不同结局 ,修正了既往认为的仅仅是药代动

力学的昼夜差异的机制[ 17 ]。

研究表明 ,人体肿瘤细胞有丝分裂的指数在个

体之间有很大的差异 ,但在群体水平上亦有时辰节

律 ,最高点接近 3 PM ,最低点接近 3AM。将 DNA

合成作为参数 ,卵巢癌的 DNA合成高峰为 11∶00～

15∶00 ,肺癌为 06∶00～12∶00 或 00∶00～06∶00 ,头

颈部癌为 10∶00。如果选择合适的化疗时间。使其

避开正常组织 DNA 合成高峰 ,而选择肿瘤组织

DNA合成高峰给药 ,则在最大程度杀灭肿瘤细胞的

同时保护了正常组织 ,减小毒性。但同一癌组织存

在多种癌细胞 ,可以推测癌细胞的昼夜节律较正常

细胞复杂。由此可见 ,了解每个癌症患者的昼夜节

律 ,可以充分发挥抗癌药物的作用[ 18 ]。

2　鼻咽癌的时辰疗法

多宗研究显示鼻咽癌诱导化疗较单纯放疗显著
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提高无瘤生存率[ 19220 ]。目前传统的化疗方法疗效不

尽人意 ,不良反应也大。实现药物时辰化疗在特定

时间给予传统药物或根据疾病 (患者)节律特点给予

特定的药物 ,疗效可显著提高。

2 . 1　鼻咽癌细胞的生物节律

国内学者孙健等在国际上首次报道了鼻咽癌肿

瘤细胞 DNA 合成的时间节律变化 ,证实移植于裸

鼠的人鼻咽癌细胞 DNA 合成随昼夜呈节律变化 ,

而且这种差异有统计学意义。用 Cosinor (余弦)分

析表明 G1、G2 / M期细胞变化符合余弦曲线 ,S期曲

线相比之下较为平缓 ,未达显著性 ,鼻咽癌细胞

DNA合成 S期的高峰在11 . 5 HALO 。接着 ,孙健

等又报道了荷人鼻咽癌裸鼠骨髓细胞 DNA 合成的

生物节律 ,证实荷人鼻咽癌裸鼠骨髓细胞 DNA 合

成随昼夜交替呈节律性变化 ,而且这种差异有统计

学意义。用 Cosinor (余弦)分析表明 G1、G2 / M 期

细胞 24 h变化符合余弦节律 ,高峰值分别位于10 . 8

HALO 和1 . 8 HALO。S期未达显著性 ,骨髓细胞

DNA合成 S期的高峰在21 . 5 HALO。比较鼻咽癌

细胞与骨髓细胞DNA合成 ,两者 S期的峰值有10 h

的时间差 ,这就为我们选择合适的给药时间使得避

开骨髓合成高峰 ,集中杀灭 S期肿瘤细胞提供了契

机[ 21 ]。

2 . 2　鼻咽癌时辰化疗的实验研究

随着对鼻咽癌细胞生物节律研究的不断深入 ,

国内外学者研究证实小鼠肝组织中二氢嘧啶脱氢酶

(DPD)的表达呈现出明显的昼夜节律性 ,其峰值时

间位于 16 HALO左右 ,即位于小鼠的活动相[ 22 ] ;人

外周血单核细胞 DPD 的活性同样也存在昼夜节律

性变化 ,其峰值在 22∶00～02∶00 [ 23 ]。胸苷酸合成酶

的活性变化也存在昼夜节律性 ,其峰值时间出现在

光照期 ,节律与 DPD刚好相反。DPD是 52Fu体内

代谢的一个起始酶和限速酶 ,其活性影响到 52Fu对

机体的毒性。无论在健康人体还是在癌症患者中 ,

从凌晨到早 10 h ,DPD的活性较其它时间提高 50 %

以上 ,恰好在 DPD的这一活性高峰期 ,健康人体进

入 S期的骨髓、小肠、皮肤、及口腔粘膜细胞的比例

为 24 h 周期的低谷 ,导致对 52Fu 的最佳耐受性。

动物和人体实验均证明在 DPD 的分泌高峰期给予

大剂量的 52Fu ,可以减轻毒性提高疗效。谷胱甘肽

( GSH)的活性与顺铂的毒性有关 ,国外 Levi研究表

明 , GSH含量呈昼夜变化 ,各时相中差异明显 ,其峰

值相位在 13∶00 [ 22 ]。这些研究为鼻咽癌的时辰化疗

提供了理论依据。

2 . 3　鼻咽癌时辰化疗的临床应用

郭灵等[ 23 ]报告 30例晚期鼻咽癌进行时间调节

化疗 ,应用 Melodie 多通道编程输液泵进行电脑调

控的正弦曲线形式时间调节给药 ,诱导化疗组 20

例 ,52Fu 750～850 mg/ m2 ,由 22∶00 至第二日上午

10∶00给药 ,浓度高峰为凌晨 4∶00 ,连续 5 天 ;DDP

20 mg/ m2 ,由 10∶00～22∶00 给药 ,浓度高峰为 16∶

00 ,连续 5天 ,行 2 个疗程诱导化疗后 ,第 5 周开始

放疗 ;单纯化疗组 10 例 ,52Fu 600 mg/ m2 ,L V 200

mg/ m2 ,DDP 20 mg/ m2 ,连续 5 天 ,每 3 周重复 ,给

药方法和达峰时间与诱导化疗组相同 ,其中 L V 与

52Fu给药方法一致 ,行 2～6 疗程化疗。结果 :诱导

化疗组 2疗程化疗后有效率 ( PR)达 100 % ;全疗程

结束 CR达 95 % (19/ 20) ;单纯化疗组 PR 80 % (8/

10) / ,SD 10 % (1/ 10) / , PD 10 % (1/ 10 ) ,两组不良

反应主要为Ⅲ～Ⅳ度迟发性血小板减少 ,发生率为

26 . 7 %(8/ 30) 。

杨兴龙等[ 24 ]报告 50例局部晚期复发转移的鼻

咽癌患者随机分为时辰化疗和常规化疗二组。时辰

化疗组 27 例 ,常规化疗组 23 例。时辰化疗组采用

顺铂 (DDP)联合 5 氟尿嘧啶 (52Fu)静脉输入 ,DDP

20 mg/ m2 , 10∶00～22∶00 给药 ,52Fu 600 mg/ m2 ,

22∶00 至第二日 10∶00 结束 ,疗程 5 天 ,间歇 16 天

后重复 ;常规化疗组用药及剂量与前者相同 ,但 2种

药物天上午 10 时同时应用 ,持续 24 h 后第 2 天重

复 ,疗程及周期也相同。结果 :时辰化疗组完全缓解

率和有效率分别为18 . 5 %和66 . 7 % ;常规化疗组完

全缓解率和有效率分别为8 . 7 %和39 . 1 % ,差异有统

计学意义 ( P < 0 . 05) 。时辰化疗组白细胞、血红蛋

白、血小板等骨髓毒性反应发生率也显著低于常规

化疗组 ( P < 0 . 05) 。

金风等[ 25 ]报告了 60 例初治鼻咽癌患者 ,随机

分为时辰化疗组 30例 ,常规化疗组 30例 ,所有病例

均采用两周期化疗后放疗。时辰化疗组应用

BRAUN泵 DDP 80 mg/ m2 , (5 ml/ h ,3 天)于每天

10∶00～22∶00 ;52Fu 750 mg/ m2于 22∶00 至第二日

10∶00 ,CF 200 mg/ m2 ,每天 10∶00 开始给药 ,按常

规输液速度 ,连用 3 天 ,14 天 1 周期 ,共 2 周期 ;常

规化疗组用药量同时辰组 ,每天 10∶00 开始 ,DDP

和 CF按常规输液速度进行 ,52Fu每天 24 h持续输

注 ,连用 3天 ,14 天 1 周期 ,共 2 周期。结果 :时辰

化疗组中 ,CR率为 28 % , (7/ 25) PR率为 68 % (17/

25) ,有效率为 96 % (24/ 25 ) ;常规化疗组 CR 率为

15 . 4 %(4/ 26 ) , PR 率为53 . 8 % (14/ 26 ) ,有效率为

69 . 2 %(18/ 26) 。两组比较有效率 ( CR + PR)差异

有统计学意义 ( P < 0 . 05) ,但两组 CR 率差异无统

计学意义 ( P > 0 . 05) 。对免疫功能的影响 ,时辰化

疗组治疗前后 CD3、CD4、CD8、CD19、CD16 + 56 都
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存在显著性差异 ,常规化疗组治疗前后各指标差异

无统计学意义。

3　展望

近年来时间生物医学在基础研究和肿瘤临床治

疗上的进展为肿瘤的早期诊断、治疗提供了新的手

段和方法。毫无疑问 ,时辰化疗的应用与常规化疗

方法相比 ,在病人的有效率和耐受性方面都有很大

进展 ,且适应范围也随着临床实践经验的总结在不

断地扩大。与此同时 ,时间药理学以及肿瘤时间化

疗发展带动了一些相关技术的进步 ,例如 ,便携式多

通道时间程控输液泵已用于临床 ,腕式活动变化记

录仪、药物控释技术也逐步得到开发和应用。腕式

活动变化记录仪记录每个患者的休息2活动节律 ,并

制定相应的时间化疗方案。时辰化疗专用药泵2多
通道编程输液泵亦为时辰化疗提供了方便 ,应用该

泵进行电脑调控 ,严格控制药物达峰时间 ,近年来也

在鼻咽癌肿瘤患者中广泛应用。时辰化疗方案的实

施 ,将会为推动“老药新用”的临床研究和新药品种

的开发和利用 ,呈现更加广阔的前景 ,也可能将带来

更大的社会效益和经济效益。总之 ,时辰化疗是一

门新的治疗方法 ,还有许多问题需要进一步探讨 ,应

用前景广阔。
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