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摘 要
*

$目的%

O(P!Q&'(')

信号是传递外膜表面信号至细胞核内的通路之一& 利用结构
为基础的计算机高通量虚拟筛选的设计'合成化合物

666!7&!#

!观察化合物
666!7&!#

作
用结肠癌

7'!!8

细胞和动物模型的效果& $方法% 采用
R-;.-+1 S:5.

检测结肠癌
7'!!8

细
胞系中

&'(')

蛋白表达及其磷酸化
&'(')

情况& 人结肠癌
7'!!8

细胞系接种到
S6S(Q@

裸鼠左后肢上表皮!观察肿瘤生长情况!当肿瘤直径达
T<<

左右后随机分组"高剂量
666!

7&!#

组!低剂量
666!7&!#

组!

T!U?

对照组和空白对照组(!每组
%

只!持续
J

周腹腔给药&

以肿瘤体积大小为衡量药效的指标 & $结果 %

666!7&!#

对结肠癌
7'!!8

细胞的
09

TL

为
LG#!=

!化合物
666!7&!#

可以抑制
&'(')

酪氨酸残基
MLT

磷酸化&

666!7&!#

对肿瘤的生
长具有抑制作用!以高剂量组尤为明显& $结论%

&'(')

抑制化合物
666!7&!#

可以成为新
型的结肠癌靶向治疗药&

关键词!信号转导与转录激活因子
)

#

666!7&!#

#结肠癌#小鼠模型
中图分类号!

VM)TG)

W

T

文献标识码!

(

文章编号!

#KKJXL!J!

"

!L$!

#

L%XLY$$XLJ

收稿日期"

!L$$X$!X!Y

通讯作者!胡胜$
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!
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信号转导和转录激活因子
)

"

;3,1*: .+*1;/?@-+

*1/ *@.3]*.5+ 5^ .+*1;@+3_.351 )

!

&'(')

( 是细胞因子

和生长因子受体蛋白质的下游信号分子$

#

%

& 细胞表

面细胞因子和生长因子受体的上调可激活
O*1?;

激

酶"

O*1?; I31*;-

!

O(P

(家族的蛋白激酶!导致
&'(')

酪氨酸
MKT

残基磷酸化!从而激活两个
&'(')

单体

通过
&7!

结构蛋白二聚化$

!

%

&

&'(')

二聚体后易位

进入核内!诱导大量控制细胞增殖!抗凋亡!血管生

成和其他细胞功能的基因转录$

)

!

J

%

&

O(P!`&'(')

信号是传递外膜表面信号至细胞

核内的通路之一!控制细胞生长'分化'衰老和凋亡

过程$

T

%

& 研究发现!此通路在人类肿瘤如乳腺癌'肺

癌'胰腺癌'卵巢癌'皮肤癌'肾癌以及部分造血系统

肿瘤!如慢性淋巴细胞白血病'慢性髓性白血病'急

性白血病和多发性骨髓瘤 $

T

% 中明显上调& 因此!

O(P!`&'(')

通路与肿瘤形成相关&

目前有几种方法已用于抑制
O(P` &'('

通路!

如
&'(')

的显性负突变' 反义
&'(')

寡核苷酸以

及诱骗寡核苷酸 $

Y

%

& 然而!上述方法具有一定局限

性!因为寡核苷酸稳定性差!转导效率不高!不能有

效地进行临床试验&最近!利用结构为基础的计算机

高通量虚拟筛选的设计!我们发现了一种化合物!命

名为
666!7&!$

!其可有选择地抑制
&'(')

的磷酸酪

氨酸
MLT

"

_FMLT

(单体的二聚化&本研究分析体外和

体内
666!7&!$

抑制人结肠癌的治疗效果&

$

材料与方法

!!!

材 料

细胞系!人结肠癌
7'!!8

细胞系!购自武汉大学

中国典型培养物保藏中心&

实验动物!

S6S(`@

雌性裸小鼠购自北京市维通

利华实验动物有限公司$生产许可证号
&9aP

"京(

论 著Y$$



中国肿瘤
!"#!

年第
!$

卷第
%

期 !"#$%&!%$'()*+,-+*./01+-23/14

!&&'(&&&)

!"共
*&

只"

*+'

周龄"体重
#%,&+!!,&-

"

./0

条件下饲养#湖北省肿瘤医院动物实验室$%

化合物!

111!2.!$

由美国俄亥俄州立大学
/34!

564 789:; 14

教授合成提供%

主要试剂!

</=>$'*&

培养液&胎牛血清&胰蛋

白酶&

28.?6@!AB5!

激酶检测试剂盒#

C9

'

DDE!

(%

注射药物配制
F

高剂量和低剂量给药组的溶剂

为
$&GH=.I

"

#!GJKL:6MN9K O1

和
D!G

的
EG

葡萄

糖水注射液% 高剂量 )

2P!&:-QR-

( 给药组浓度为

*:-Q:S

*低剂量给药组)

1P$":-QR-

(浓度为
!:-Q:S

*

对照组给安慰剂)溶剂(%

!"#

方 法

$,!,$

检测
111!2.!$

结肠癌细胞的
>J

E"

在
TD"

"含
EGJI

!

的细胞培养箱中培养结肠癌

28!!)

细胞"胰酶消化对数期细胞"终止后收集"制

成细胞悬液"细胞计数调整其浓度至
7E+$";#$"

* 个
Q:S

%

将细胞悬液制备好后"轻轻混匀"加入到
)'

孔培养

板中 "每孔加入
$""!S

"使得待测细胞的密度为

T """Q

孔)边缘孔用无菌
/U.

填充(% 将接种好的细

胞培养板放入培养箱中培养" 至细胞单层铺满孔底

)

)'

孔平底板("加入浓度梯度的抑制剂
111!2.!$

"

设置
*

个复孔
111!2.!$

处理
D!N

后"

=8.Q /=.

比

色分析方法测定
28!!)

细胞活性" 分析
111!2.!$

的
>J

E"

%

$,!,!

检测结肠癌细胞蛋白中
.8B8T

的表达

收集细胞在冰水浴上裂解离心" 取上清液分装

于
$:S

的离心管中并置于
(%""

保存%蛋白定量后进

行
.H.!/BVO

凝胶电泳% 转膜后凝胶上的蛋白转移

至硝酸纤维素膜"脱脂奶粉封闭
*"

过夜"用相关试

剂 盒处理后进 行
WLXYLK@ US9Y

分 析 % 采 用 所 测

.8B8T

&

M!.8B8T

条带与内参
"!6?Y4@

条带的积分密

度比值来表示
.8B8T

表达及其磷酸化程度%

$,!,T

人结肠癌细胞体内有效性研究

复苏的结肠癌
28!!)

进行大量培养"取对数期

的结肠癌细胞" 经细胞计数达到
E#$&

D 个
$:S

后接

种于裸鼠的左后肢"每只接种
&,$E:S

%

人结肠癌
28!!)

细胞每只裸鼠右侧前肢腋部

皮下接种
&,$E:S

"共
*&

只% 裸鼠饮用水及饲料均经

无菌消毒处理" 饲养环境为层流环境"

$!N

昼夜交

替% 人结肠癌
28!!)

细胞接种后每日定时观察裸鼠

饮食&精神状况以及肿瘤生长情况% 接种
DZ

左右可

见肿瘤形成"成瘤率
)%G

% 裸鼠体形较前稍显消瘦"

饮食&精神很好"行动较接种前稍显迟缓% 接种
!

周

后" 待肿瘤生长至体积约
$&&::

T 时" 随机抽取
T!

只成瘤裸鼠分成
*

组"进行给药治疗%

*

组分别为低

剂量)

1P$&:-QR-

(&高剂量)

2P!&:-QR-

(&

E!03

)

T&:-Q

R-

(对照组和空白对照组%每日上午同一时间进行一

次给药治疗)

>/P

腹腔注射"

DZQ

周"共
*

周("每隔
!Z

称重%每日测量肿瘤的最大径和最小径"最终的衡量

疗效指标为肿瘤体积大小" 肿瘤体积
P

)

# $ '

(

1W

!

"

1P

最大径"

WP

最小径%

注射用溶剂配制'

'G

二甲基亚砜"

EG

葡萄糖水

)

HEW

(% 每次注射量为
!&&!S

% 添加
EG

葡萄糖水到

JKL:6MN9K O1 !

二甲基亚砜溶液调匀% 使用结核菌

素注射器注射
!&&!S

到小鼠腹腔%

$,!,*

人结肠癌细胞体内安全性研究

111!2.!$

处理
*

周后"处死动物"取出肿瘤称

重"检测血液中的白细胞和红细胞含量%

!"$

统计学处理

数据处理采用
./..$T,&

统计软件 )

./.. >@X

"

JN4?6-9

"

>1

(% 分类变量以患者数量和百分比表示"

采用
$

! 检验和精确概率法%连续变量以平均值
%

标准

差表示"均数的比较采用
Y!

检验或
BCI[B

% 风险因

素
I<

值及
)EG

的可信区间采用
19-4XY4?

回归分析%

/

值均为双侧"

/\&,&E

为有统计学差异%

!

结 果

#"! 111!2.!$

抑制癌细胞生长

111!2.!$

对结肠癌
28!!)

的
>J

E&

值为
&,$!=

%

用针对
.8B8T

总蛋白和第
D&E

位酪氨酸
M!.8B8T

抗体检测结肠癌细胞中蛋白质%

WLXYLK@ US9Y

蛋白分

析结果表明' 在
28!!)

结肠癌细胞系存在持续的

.8B8T

激 活 " 图
$

证 明 了 化 合 物
111!2.!$

对

.8B8T

酪氨酸残基
D&E

磷酸化的抑制效果%

#"#

克隆形成实验

结肠癌细胞
28!!)

加入
&,*G

琼脂&

$&G0U.

培

养液"发现不同浓度)

&,!+E!=

(

111!2.!$

均可抑制

克隆的形成%

&,!!=

&

$!=

和
E!= 111!2.!$

抑制率

分别为
E*G

&

%)G

和
)!G

%

#"$

小鼠移植瘤的生长情况

小鼠移植瘤形成后" 腹腔给予低剂量组)

$&:-Q

R-

(和高剂量组)

!&:-QR-

(

111!2.!$

"

$

次
QZ

"以
H=!

.I

为空白对照% 肿瘤体积的增长曲线见图
!

"

111!
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两个剂量组的肿瘤体积明显小于对照组!

( 低剂量

与
( 空白"(

)!*+

比较#

,$-.)",).!//

0

23 # 4$,.5"$0).%//

0

!

23 55-.,"$!%.!//

0

$

*6!7-

$

869."!$

%

( 高剂量与
( 空白"

(

)!*+

比 较
!5!.:"00.$//

0

! 23 $ 9$,.5"$0).%//

0

! 23

55-.,"$!%.!//

0

$

*6!.5

$

869.9$%

&' 其中高剂量组肿

瘤体积明显小于低剂量组!

!5!.:"00.$//

0

!23 ,$-.)"

,).!//

0

$

;6!.!

$

869.9,)

&(

!"#

药物治疗的安全性

<<<!&'!$

治疗组在
,

周的给药期间$小鼠的进

食"饮水正常$无呕吐"腹泻%体重无明显下降$白细

胞和红细胞无明显变化!表
$

&$提示此化合物的安

全性好(

0

讨 论

随着分子医学的发展$对肿瘤生成"发展过程中

的受体"基因和信号转导中的分子活动事件有了深入

了解( 同时$组合化学技术!

=>/?@AB;>C@BD =EF/@3;CG

&

提供了成千上万个独特的分子$以筛选抑制剂)

:

*

$促

进了新型靶向药物的成功开发(

经有关研究发现$

HIJ!K'LIL0

通路与肿瘤形成

紧密相关$

'LIL0

激活后将诱导与细胞增殖+ 分化"

生存"凋亡密切相关的关键基因的异常高表达$通过

各种途径促进细胞增殖"恶性转化"血管形成"阻碍

细胞凋亡$表现出致癌的作用(

HIJ

调节的磷酸化和

'LIL0

的激活是多数人类肿瘤细胞系的一个普遍机

制)

%

*

(

目前有几种方法已用于抑制
HIJM'LIL

通路$

最近$也已报道一些新型
HIJ!

抑制剂$如
N8$9--

"

'O!$99%

"

'O!$9!5

"

LP$9$0,%

和
IQO$,%9

)

5

$

$9

*

(

本实验从抑制
HIJ!M'LIL0

通路的角度出发$

发现新的
HIJ!M'LIL0

抑制化合物
<<<!&'!$

对结

肠癌组织中
'LIL0

表达及磷酸化有明显抑制作用(

在结肠癌
&L!!5

细胞$

<<<!&'!$

抑制
'LIL0

磷酸

化的作用与
'LIL0

的核移位和
'LIL0

依赖肿瘤的

生长呈现剂量依赖性关系( 同样在裸鼠体内$

<<<!

&'!$

明显抑制肿瘤生长$ 同其他新型
'LIL0

抑制

剂
IQO$,%9

相似)

5

*

(

值得注意的是$除了肿瘤细胞$体内
HIJM'LIL

信号还维持正常细胞的生存(

但我们发现小鼠体重" 白细胞

和红细胞没有明显变化$ 提示

<<<!&'!$

抑制肿瘤生长$虽然

部分阻断
'LIL0

的活性$但不

足以产生明显的靶外效应$原

因可能是肿瘤细胞中存在高度

'LIL0

磷酸化$ 诱导细胞因子

激活 $ 对
<<<!&'!$

反应更明

显$ 而于正常细胞生存不明显

依赖
'LIL0

磷酸化(

图
!

不同处理组结肠癌小鼠移植瘤体积增长曲线图

图
$ <<<!&'!$

特异性抑制
'LIL0

的磷酸化

R!'LIL0

'LIL0

SG=D@AO$

'+C2@2@A

PI8O&

$!99

$999

%99

-99

,99

!99

9

$ ! , - % $9 $! $, $- $% !9 !! !, !- !%

OT'U

$9/VMWV <X<!&'!#

!9/VMWV <X<!&'!#

)!*+

!

09/VMWV

&

肿
瘤

体
积

!

/
/

0

&

时间!

Y

&

表
#

各组小鼠体重!白细胞和红细胞比较

组 别
体重
!

V

&

白细胞
!

#9

5

=FDD3M<

&

红细胞
!

#9

#!

=FDD3M<

&

对照组
!#Z-"$7- $7%"97! 570"97)

低剂量
<<<!&'!$ !$70"$7: $75"970 570"97:

高剂量
<<<!&'!$ $570"$75 $7:"97! 57!"97-

*

值
97) 97- 97:

8

值
97!, 9709 97,)
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综上! 我们的研究结果表明 !

&&&!'(!$

属于

)*+!,(-*-.

通路特异性抑制剂! 显示高度的药物

样特征!有可能成为人类治疗结肠癌的药物!值得进

一步探索"
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