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在肺癌细胞中的表达"并观察以其为靶点
的化合物
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腹腔给药对肿瘤的抑制作用' %方法& 皮下接种
(,-.

细胞成瘤
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腹腔给药"对照组接受
安慰剂+ 采用
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检测肺癌
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细胞蛋白中
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的表达及其磷酸化
&'(') 2A!
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状态' 最终以肿瘤体积大小为衡量药效学的指标' %结果& 体外研究发现" 化合物
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可以抑制
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酪氨酸残基
%C,

磷酸化"而且具有靶点特异性'持续
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周给药"发
现高和低剂量组对肿瘤的增长有明显的抑制效果" 平均肿瘤体积分别为 !
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对照组瘤重明显高于高和低剂量组"各组间比较"

FG.D!

"
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' %结论& 化合物
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对
肺腺癌细胞有明显抑制作用"可能通过下调
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的磷酸化"诱导肿瘤细胞凋亡来实现'
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晚期肺癌患者的
,

年生存率低于
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" 针对
adFI

基因突变或
(*e

融合基因的小分子药物"使

肺癌的治疗效果得到了前所未有的提高"客观缓解

率可以达到
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' 最新的阻断免疫检查点抗

体的治疗"也可取得明显疗效"但只有约
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的反
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应率!因此"对于无法从靶向和免疫治疗中获益的晚

期肺癌患者或耐药的患者" 最终只能通过传统的化

疗控制病情"不良反应大"且疗效有限!

信号转导和转录激活因子
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$"是促进细胞

因子和生长因子转录的一种翻译分子%

!

"

<

&

! 细胞表面

细胞因子和生长因子受体的上调可激活
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$ 家族的蛋白激酶" 导致
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酪氨酸
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残基磷酸化"从而激活两个
ABCB<

单体

二聚化%
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&
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&CE!HABCB<

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%

F
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! 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

肿瘤中明显上调)

&CE!HABCB<

的持续激活不仅诱

导癌症的形成"也会导致癌细胞抵抗凋亡%
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* 此外"

&CE!HABCB<

持续激活也会损害免疫系统导致免疫

耐受" 使癌细胞逃避免疫监控* 因此" 抑制
&CE!H

ABCB<

的磷酸化是癌症治疗的可能靶点*

我们前期的研究发现"化合物
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选择地抑制
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酪氨酸
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$单体的二聚

化"明显抑制多发骨髓瘤+胰腺癌(结肠癌细胞的生

长%
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! 但
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对肺腺癌的作用尚不清楚"因

此我们对此化合物在体外和体内对肺腺癌的抑制效

果进行探讨!
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!
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KBA4+*

'

W

$

&CE!

激酶检测试剂盒'
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由俄亥俄州立大学
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教授惠赠!

注射药物配制! 高剂量和低剂量给药组的溶剂

为
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"

8TY.)1X+@/') \J

和
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的
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葡萄

糖水注射液!给药组高剂量'

!QX5HD5

$浓度为
GX5HX,

,

低剂量组'
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$浓度为
!X5HX,

,对照组给安慰剂

'溶剂$*
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方 法
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人肺癌细胞体外实验

在
<%#

" 含
FY.3

!

的细胞培养箱中培养肺癌

CFGI

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 '

FS8Q

$

$8Q

G 个
HX,

*

将细胞悬液制备好后"轻轻混匀"加入到
I$

孔培养

板中" 每孔加入
8QQ!,

" 使得待测细胞的密度为

<QQQH

孔'边缘孔用无菌
UNA

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'

I$

孔平底板$"加入浓度梯度的
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'

8X5HJ

"
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"
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和
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$"设置
G

个复孔*
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后加入配制

好的
Q:GY

台盼蓝染剂"

FS8QX0*

后在显微镜下观察

细胞生长情况*

8:!:!

检测肺癌细胞蛋白中
ABCB<

的表达

在冰水浴上裂解离心细胞之后" 取上清液分装

于
8X,

的离心管中并置于
RTQ%

保存*蛋白定量后进

行
AZA"UC]\

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
G%

过夜"用相关试

剂 盒 处 理 后 进 行
^12=1)* _,'=

分 析 * 采 用 所 测

ABCB<

(

@"ABCB<

条带与内参
]CUZK

条带的积分密

度比值来表示
ABCB<

及其磷酸化程度*
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人肺癌细胞接种

复苏的肺癌细胞株
CFGI

大量培养" 取对数生

长期的肺癌细胞"经细胞计数达到
F$8Q

% 个
&X,

后接

种于裸鼠的左后肢"每只接种
Q:8FX,

*

8:!:G

给药对
CFGI

肺癌小鼠瘤重的影响

成瘤
8

周后"选取
8F

只成瘤裸鼠随机分为
<

组

给药治疗" 分别为低剂量组 '

8QX5HD5

$( 高剂量组

'

!QX5HD5

$(对照组'安慰剂"

JJJ"KA"8

溶剂$* 每天

上午同一时间给药治疗"腹腔注射"

%>H

周"共
<

周"

每
!>

裸鼠称重"每天测量肿瘤的最长径
O+M

和最短径

O_M

"最终衡量疗效的指标为肿瘤的体积"肿瘤体积
`

'

" & $

$

+_
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统计学处理

连续变量以平均值
'

标准差表示"采用
#

! 检验和

精确概率法* 所有
U

值均为双侧"

UaQ:QF

视为有统

计学意义* 均数的比较采用
=

检验或
C;39C

* 数据

处理采用
AUAA8<:Q

统计软件*
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结 果
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体外
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对肺癌细胞中的
@ABA3

和
,!

@ABA3

表达的影响

用针对
@ABA3

总蛋白和第
%;C

位酪氨酸
,!

@ABA3

抗体检测肺癌细胞中
@ABA3

和
,!@ABA3

蛋

白质$

D)0().1 EF'(

分析结果表明!在该肺癌细胞系

存在持续的
@ABA3

激活$ 体外
>>>!?@!9

对
@ABA3

酪氨酸残基
%"C

磷酸化存在明显抑制作用" 但对

@.G

和
HIJ9K!

的磷酸化无明显影响"提示
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对
@ABA3

具有特异性%

7/45.) #
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体外
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对细胞增殖的抑制

在倒置荧光显微镜下观察"细胞损伤或死亡时"

台盼蓝可穿透变性的细胞膜" 与解体的
L&B

结合"

使细胞显示蓝色$而活细胞能阻止染料进入细胞内$

通过对比加药组和未加药组"明显可

见给药组的活细胞数少"死细胞数较

多"说明了在细胞水平"
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可

以抑制
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细胞增殖
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移植瘤裸鼠生长情况及肿瘤体

积的变化情况

将肺癌细胞悬液接种裸鼠左后

肢
3

天"可见接种部位出现米粒大小

的瘤块"

9;P

左右肿瘤直径可达
C++

左右"
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周左右" 裸鼠会出现少食情

况$随机分组后"进行给药治疗"各组

小鼠体重和瘤重无明显差异%
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&$ 高剂量组肿瘤增长速度缓慢"低

剂量组肿瘤增长速度居中"对照组肿

瘤明显增大%
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&$而裸鼠右后肢
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讨 论
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通路与肿瘤形成紧

密相关"
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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$
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肿瘤学杂志
!"#$

年第
!!

卷第
%

期

&'()*+, '- ./0*121 3*4','567!"8$79',:!!7;':%

制剂在体内的稳定性和细胞渗透性差!最近"也已报

道一些新型
&<=!

抑制剂"如
>?8"8@AB

#

8C

$

!因此"利

用结构为基础的计算机高通量虚拟筛选的设计发现

了一种化合物
DDD!EF!8

"可以选择地抑制已磷酸化

的
F><>@

酪氨酸
%GC

%

HI%"C

&单体的二聚化"直接

以
&<=!JF><>@

通路为靶点!

本实验的体外研究发现"化合物
DDD!EF!#

对肺

癌组织中
F><>@

表达及磷酸化有明显抑制的作用"

药效学分析表明"

!K5JD

的
DDD!EF!#

对
F><>@

的磷

酸化有显著的抑制作用"而且具有靶点特异性!随着

作用的时间不同以及药物浓度的不同"

DDD!EF!#

对

肿瘤的增长表现出来的抑制效果也不相同! 而在体

内动物实验研究中" 药物浓度对肿瘤的抑制效果之

间存在一定的依赖作用"浓度越高"对肿瘤的抑制效

果越明显! 因此"化合物
DDD!EF!#

处理
<CAL

细胞

的最佳药物浓度及作用时间可以作进一步的研究!

本研究提示以
F><>@

为治疗靶点"设计更有效

的癌症治疗新方法有一定可行性"值得进一步研究!
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