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摘 要!%目的& 探究
=>?

抑制剂哌立福新对胃癌细胞增殖'凋亡及迁移的作用及其可能机制( %方法&

采用不同浓度哌立福新处理胃癌
@A/B"%

和
CA/$D"9

细胞) 细胞增殖采用磺酰罗丹明
E

法检测"流式
细胞仪

=++2F1+ :!GHI

双染法检测细胞凋亡" 细胞迁移和侵袭分别采用细胞划痕实验法和
J*,+3K2--

小
室实验检测"乳酸含量的测定采用

LMIC=

法"以蛋白印迹法检测糖酵解通路相关蛋白水平的变化) %结
果& 哌立福新在

!;" !N(-GM

浓度剂量时即能有效抑制胃癌细胞
@A/BO%

和
CA/$D"9

细胞增殖)经哌立
福新低中高剂量!

!;"

'

9";"

'

!";" !N(-GM

*处理后"

@A/B"%

细胞凋亡明显增加+

HP";"&

*)划痕间距分别为
Q"$;!"%Q;Q !N

"

R&$;!" QD;!!N

和
D9";B"&9;Q;9!N

"与对照组
!Q";%"!$;B !N

相比均有显著性差异!

HP

";"&

*" 且呈量效关系)

J*,+3K2--

小室实验显示每个视野下侵袭的
@A/B"%

细胞数对照组为
!&BQ"!!B

个"而经哌立福新低中高剂量处理后分别为
!"&!"9&B SHPO;O&T

"

9Q9O"9O&SHPO;O9T

和
BB$"B$ SHPO;O9T

"

与对照组相比均有显著性差异"并呈剂量依赖性) 不同剂量哌立福新均可显著性降低培养基和细胞中
乳酸含量"同时"蛋白质印迹结果提示哌立福新显著性抑制与糖酵解乳酸生成相关的乳酸脱氢酶

!=

"葡
萄糖转运蛋白!

A-)5(32 ?*,+3U(*?2*

"

AMVJ

*

#

"

AMVJQ

和
IAW!#

的表达!

HPO;O&

*"且呈剂量依赖性) %结
论& 哌立福新能有效抑制

@A/BO%

细胞迁移与侵袭"其机制与降低糖酵解从而减少乳酸生成相关)
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近年来! 越来越多的信号通路被发现在肿瘤的

发生发展中起重要作用"

'()

#

$ 其中!研究最热门且作

用最明确的是
*+%,-./0-1234

信号转导通路$ 已在

很多报道发现实体瘤如肺癌% 肝癌% 胃癌中
*+%,-

./0-1234

通路被激活 "

&($

#

$ 哌立福新
56789:;<9=7>

是

./0

的靶向抑制剂!为新型烷基磷脂化合物!通过抑

制
./0

的活性!在多种肿瘤中均表现为很好的抗瘤

活性! 单独用药或与其他抗肿瘤药联合应用已经开

展临床
!

期或
"

期研究! 如在实体瘤直结肠癌和神

经胶质瘤以及非实体瘤多发性骨髓瘤和慢性淋巴细

胞性白血病中的研究"

?(##

#

$

随着肿瘤研究的深入! 肿瘤细胞能量代谢异常

作为肿瘤的新特征已越来越成为热点和共识 "

#!(#)

#

$

肿瘤组织不同于正常组织! 在氧气充足的环境中亦

倾向于利用糖酵解途径作为分解葡萄糖的主要方

式!从而导致了糖酵解产物乳酸的积聚$ 因此!研究

胃癌细胞中糖代谢及其中信号传导通路改变的分子

机制有助于阐释胃癌发生发展的机理! 从而为发现

新的胃癌早期诊断% 预后和治疗反应评估的肿瘤标

志物提供新思路$ 本研究主要探讨不同剂量哌立福

新对体外培养的胃癌细胞系增殖和迁移的作用!并

着重通过其对糖酵解通路的调节作用来探讨其可能

的作用机制$

#

材料与方法

!"!

试 剂

哌立福新购自上海瀚香生物科技有限公司!实

验时用培养基稀释到终浓度$ 磺酰罗丹明
@

&

<AB!

:;8C;DE19=7

!

F4@

' 粉末购自美国
F9G1E

公司!

.=!

=7H9= I!-*+

凋亡试剂盒购自美国
J9:7 27KC=;B;G97<

公司 !

28E=<L7BB

小室购自
M;8=9=G

公司 !

4*N+'O)P

培养液购自美国
Q9RG;

公司$

QJS2!'

%

JTU!.

抗体

购自美国
M7BB F9G=EB9=G 27KC=;B;GV

公司 !

QJS2!)

%

+QW!'

购自英国
.RKE1

公司$ 乳酸试剂盒购自南京

建成生物工程研究所$ 流式细胞仪
W.MFMEB9RA8

购

自美国
@T

公司!

TN+%PPP@

荧光倒置显微镜购自德

国
J79/E

公司$

!"#

细胞培养

胃癌细胞系
NQM?P%

和
FQM$XP'

购自中国科

学院上海生化研究所$ 细胞用含
'PY

胎牛血清的

4*N+ 'O)"

培养基培养!并添加
'"" S-1B

青霉素和

'""#G-1B

链霉素!放置于
%$"

%

&Y M3

!

培养箱中进行

培养!细胞传代处理时用胰酶消化!以含血清培养基终

止消化!离心后以新鲜培养液重悬!接种于细胞培养瓶

或者培养板中!取生长状态良好的细胞用于实验$

!"$ F4@

实验观察细胞增殖抑制率

取对数生长期的细胞消化后计数!以每孔
)#'"

%

个细胞接种于
XO

孔板中!培养
!)C

后分别给予不同

浓度的哌立福新!观察肿瘤细胞的增殖情况!每个药

物浓度设平行
%

孔$继续培养
)?C

后收集细胞!弃去

培养液后加入
'"Y

三氯乙酸在
)"

下固定
'C

! 经蒸

馏水冲洗后自然晾干$其后经
BY

冰醋酸配制的
F4@

溶液染色
'& 19=

!用
'Y

冰醋酸冲洗后自然晾干后!

加
'" 1N 289<

溶解经全波长酶标仪测定
3T

值$ 实

验重复至少
%

次!取其平均值$细胞增殖抑制率计算

如下(肿瘤细胞抑制率&

Y

'

Z

&

'[3T

给药组
-3T

对照

组'

##PPY

!并求出
+M

&P

$

!"% .==7H9= I!-*+

双染检测细胞凋亡率

取对数生长期的细胞消化后计数!以每孔
&##P

)

个细胞接种于
#!

孔板中!培养
!)C

后给药!参照细

胞增殖实验的结果! 设定哌立福新的低中高浓度分

别为
!\P

%

'P\P

%

!P\P#1;B-J

!每个浓度设平行
%

孔!作

用
)?C

后收集细胞!经
*@F

洗涤
!

次!调整细胞浓

度为
!#'P

& 个
-J

!加入
'X& #B

结合液重悬细胞后!然

后加入
&#B .==7H9=I!W+2M

混匀并室温避光孵育

'P19=

!离心弃上清后加入
'XP#B

结合液轻轻重悬细

胞!再加入
'P#B *+

混匀!于
'C

内用流式细胞仪分

析细胞凋亡率$

!"&

细胞划痕愈合实验检测细胞迁移能力

参照本研究组前期结果"

'&

#

!将细胞以每孔
&#'P

&

个的密度接种于
!)

孔板!培养
!)C

后!用
!PP#B

灭

菌移液器枪头对贴壁细胞竖向划一宽度均匀一致的

细胞伤口模型!用
*@F

轻轻洗去漂浮的细胞!然后

更换含药培养液&

&PP#B-

孔'!使其终浓度达到设计

浓度!每个浓度剂量组设
%

个平行孔$ 继续培养
)?C

后去培养液!

*@F

清洗
!

次!用
)Y

甲醛固定细胞
%P

19=

!用结晶紫法对细胞染色!在光学显微镜下计算

各划痕的宽度$ 细胞迁移能力以迁移率标示!即
5

原

划痕宽度
[

现划痕宽度
>-

原划痕宽度
#'PPY

$

!"' 28E=<L7BB

小室实验检测细胞迁移情况

先将细胞用无血清培养液饥饿处理
'!C

! 然后

%X&
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A2*1.(31+2 9;CC B;$!9;&

D

C;@!#;!

D

A2*1.(31+2 %;$& %!;B!!;C

DD

!C;@!!;%

DD

A2*1.(31+2 $;& &C;@!%;$

DD

?B;&!%;?

DD

A2*1.(31+2 #&"E $!;?!&;C

DD

@@;B!@;9

DD

A2*1.(31+2 %E"E CC;B!C;?

DD

C&;C!$;&

DD

FG/CE% HG/$BE#

A2*1.(31+2

!

!I(-JK

"

H)>>*2331(+ *,=2

将细胞消化#置于无血清培养液中重悬#调整细胞浓

度至
?#9E

?

J

孔#体积为
!EE!-

#接种于上室#下室放入

含
9EL

胎牛血清的完全培养基
&""!-

$ 实验分
?

组%

空白对照组!

9"LMNH

#不给药物"和不同浓度哌立福

新给药组 !

!;E

&

9E;E

&

!E;E!I(-JK

"$ 置于培养箱
?C0

后#用
ANH

清洗上室和下室
%

次#用预冷的
?L

甲醛

固定
%EI1+

#擦净滤膜内表面细胞#用
E;9L

结晶紫

进行染色# 显微镜下随机选取
%

个视野拍照# 采用

OI,62$A*( >-)3 @;E

计算侵入下层的细胞数目$

!"#

蛋白质印迹法检测蛋白的表达

收集细胞# 加入改良的
POAQ

细胞裂解液冰上

裂解
%EI1+

后
9!EEE#6 ?%

离心
!EI1+

# 采用
N/Q

法定量上清液体白浓度$ 加入等量
!#HRH$AQGS

蛋

白上样缓冲液混匀煮沸
9EI1+

$ 取
?E!6

总蛋白样

品# 用
?LT!EL HRH$AQGS

电泳
BEI1+

后电转印至

硝酸纤维素膜上#

&L

牛奶封闭
@EI1+

后分别加入

KRU

&

GKVW#

&

GKVW?

&

OGM

抗体 !

#&#EEE

#

,+=1$*,XX1=

"

?%

孵育过夜#洗涤
&

次后用辣根过氧化物酶标记的

二抗!

#&&EEE

"室温孵育
!0

#

S/K

试剂检测发光强弱#

结果经扫描后采用
OI,62'

软件对各蛋白条带进行

灰度分析#比较各给药组相关蛋白表达量的变化$

!"$

乳酸含量测定

FG/ CE%

细胞在用终浓度为
!

#

#E

#

!E!I(-JK

哌立福新处理
?C 0

后# 分别收集培养基和细胞#按

照说明书加入样本&酶工作液&显色剂#漩涡混匀#

%$%

孵育
#EI1+

#加入终止剂终止反应#采用全波长

酶标仪在
&%E +I

的波长处检测样品吸收度# 测得

乳酸含量$

!"%

统计学处理

采用
HAHH#@;E

统计学软件对各实验结果进行

分析$数值以均数
!

标准差!

!!3

"表示#两组间比较采

用
H=)Y2+=

'

3!=

检验# 两组以上的比较采用
4+2 Z,7

Q<4:Q

分析$

A[E;E&

为差异有统计学意义$

!

结 果

&"!

哌立福新对胃癌细胞增殖能力的影响

不同浓度下哌立福新对
FG/CE%

和
HG/$BE#

的抑制率见
W,X-2 #

$ 哌立福新浓度在低于
#;CC!I(-JK

时未见明显抑制作用#当浓度增加到
#;CC!I(-JK

及

以上时#则表现出明显的抑制效果
\A[E;E&]

(当剂量

增加到
%;$&!I(-JK

及以上时#抑制作用更加明显
\A[

E;E9

"$ 在
FG/CE%

和
G/$BE9

的
O/

&E

分别为
$;?!

E;%!I(-JK

和
C;9!E;!!I(-JK

# 两组间并无统计学差

异$ 因此#在后续实验选择在
FG/CE%

细胞中进行#

设定哌立福新的低中高剂量分别为
!

&

9E

&

!E!I(-JK

$

&"&

哌立福新促进胃癌细胞
'()$*+

细胞凋亡

流式细胞仪检测不同浓度哌立福新给药后对胃

癌
FG/CE%

细胞凋亡的影响# 低剂量
!!I(-JK

即可

见明显促进凋亡作用!

A[E;E&

"#高剂量!

!E!I(-JK

"

给药后诱发细胞凋亡的作用更加明显 !

A[E;E9

"

!

M16)*2 9

"$

&,+

哌立福新抑制
'()$-+

细胞迁移与侵袭

FG/CE%

细胞给药前各组间划痕间距无显著性

差异 $ 划痕
?C0

后 # 对照组划痕间距为
!?E;%!

!$;C!I

# 低中高剂量组间距分别为
?E$;!!%?;?!I

#

@&$;!!?B;!!I

和
B9E;C!&9;?!I

#与对照组相比均具

有显著性差异
\A[E;E&]

#在中高剂量组尤为明显
\A[

E;E9]

$ 细胞迁移率在对照组为
$&;CL!@;!L

#哌立福

新低中高剂量组分别为
@9;?L!&;!L

#

%%;BL!%;9L

和
9E;&L!9;@L

#划痕间距和迁移率随药物浓度变化

呈现一定的量效关系# 表明哌立福新在体外能够有

效抑制
FG/$CE%

细胞迁移!

M16)*2 !

"$

W*,+3Z2--

小室实验检测了哌立福新对
FG/CE%

细胞侵袭的作用$

?C0

培养后#对照组
FG/CE%

细胞

从微孔滤膜上层侵入到下层每视野下细胞数为

!&C?!!!C

个# 低中高给药组的侵入细胞数分别为

!E9!!9&C\A[E;E&]

#

9?9E!9E&\A[E;E9]

和
CC$!C$\A[

E;E9]

$ 各剂量组哌立福新均能明显抑制细胞从微孔

滤膜上层侵入到下层# 且抑制程度随药物浓度的变

化呈现剂量依赖性# 在高浓度作用下抑制效果尤为

./012 ! 3455627789: 6/;2 9< 5268<978:2 /=/8:7; '()$-+

>2117

!

!!7

"

?

#

/(I>,*2Y =( 5(+=*(- 6*()>

%

DA[E;E&

#

DDA[E;E9;

%B@
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()*+),)-./.01) 02/3), 45 647-8 9)/:0-3 /,,/; 0- <=>?"% @)::, @7:.7+)8 60.9 *)+054,0-) /. !

"

A" /-8 !"!24:BCD E

#

>

!

F7/-.0./.01) /-/:;,0, 45 ,@+/.@9 *0.@9 /-8 @):: 203+/.04- +/.),D G@/:) H/+I!J"!2D KLMJDJ&

"

KKLMJDJ# @42*/+)8 60.9 @4-.+4:

3+47*D

'

!

()*+),)-./.01) 5:46 @;.42).+; /-/:;,0, 45 /*4*.4.0@ @)::, /5.)+ *)+054,0-) .+)/.2)-. /. .9) 84,) 45 !

"

#J /-8 !J!24:BC 0-

<=>?J% @)::,D E

!

F7/-.0./.01) /-/:;,0, 45 /*4*.4.0@ +/.),D K LMJDJ&

"

KK LMJDJ# @42*/+)8 60.9 @4-.+4: 3+47*D

明显$

N037+) %

%&

!"#

哌立福新可降低乳酸生成

哌立福新给药后分别检测培养基和细胞裂解

液中乳酸含量的测定 " 哌立福新在
!!24:BC

和

A"!24:BC

即显著性降低分泌至培养基的乳酸含量

及细胞内的乳酸生成 $

LM"D"&

%"在
!"!24:BC

浓度

下抑制作用更为明显$

LM"D"A

%

ON037+) PQ

&

!"$

哌立福新对糖酵解通路中相关蛋白表达的作用

蛋白质印迹实验" 哌立福新处理后
<=>?J%

$

N037+) &'

"

E

%细胞中与糖酵解相关的蛋白
CRS!'

'

=CTUA

#

=CTUP

和
V=N!#

的表达在低浓度下即显示

抑制作用
OLMJDJ&

%"中高剂量组与对照组差异显著

%&'()* + ,--*./ 0- 1*)&-02&3* 03 .*44 5101/02&2 &3 6789:; .*442
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!" 上述结果进一步印证了乳酸含量检测的

结果#提示哌立福新参与乳酸生成的调节"

%

讨 论

哌立福新作为
-./

的靶向抑制剂在肿瘤中的作

用已研究较多$

01

#

0$

%

" 本研究中我们发现哌立福新可

显著性抑制胃癌细胞的增殖&凋亡&迁移和侵袭#且

能显著性降低乳酸生成# 其作用可能与降低
2345

信号通路相关"

肿瘤组织利用糖酵解途径分解葡萄糖# 通过乳

酸脱氢酶将葡萄糖转变为乳酸排出细胞# 从而导致

了糖酵解产物乳酸的积聚#该现象被称为'

6789:8;

(

效应$

0<

%

" 肿瘤细胞利用乳酸#通过氧化磷酸化产生

-5(

#从而为肿瘤细胞供能#且乳酸等有机酸的产生

可改变肿瘤细胞微环境# 同时乳酸还可作为信号分

子#在促进肿瘤细胞迁移&刺激血管生成以及协助肿

瘤细胞免疫逃逸中起作用# 从而加剧肿瘤的发展和

转移$

0=>!0

%

" 本研究中发现哌立福新给药可显著性降

低培养基中和胃癌细胞中乳酸的生成以及乳酸脱氢

酶的表达# 虽然本研究并未对其与抑制肿瘤细胞的

增殖和迁移进行相关性分析#综合以往的报道#我们

认为哌立福新对胃癌的抑制作用至少与抑制乳酸生

成部分相关"

本研究中也进一步明确了抑制
(?%@A-./BC5DE

信号通路在肿瘤能量代谢中的作用" 已有研究表明

激活该信号通路可通过对下游信号的基因转录提高

糖酵解的水平$

!!

%

"

-./

的激活一方面引起
23450

向

细胞膜转移并激活
23450

# 增加葡萄糖的摄取#另

一方面激活糖酵解途径的一些关键酶如
F@??

#同时

通过己糖胺合成途径)

FG(

!增加
4(H!2IJK-J

量#

使蛋白
D!2IJK-J

糖基化增加影响关键酶的活性#

如
(@L!

&

(H@

#细胞糖酵解活动增强$

!%

#

!M

%

"糖酵解产

生酸性微环境和大量中间代谢产物也可以维持细胞

增殖&分化&浸润和迁移等$

!&

%

" 本研究中发现采用哌

立福新抑制
-./

的活性后#

2I:/0

&

2I:/M

和
?2N!0

的

表达水平显著性下降#证实了
(?%@A-./AC5DE

在能

量代谢中的作用# 在后续的研究中我们将以此为基

础对其具体机制进一步研究和完善"

综上所述# 哌立福新可通过抑制乳酸转运体和

乳酸脱氢酶的活性降低乳酸生成# 从而减少胃癌生

长增殖所需的能量来源#最终抑制其转移和侵袭"基

于哌立福新已经用于多种肿瘤的临床试验# 其作为

一种新型的抗肿瘤药物在胃癌的发生发展中亦发挥

重要作用"
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作者!通讯作者校对文稿须知

作者
h

通讯作者自校拟发排校样稿!是期刊出版工作中不可缺少的重要环节!也是确保期

刊质量的重要手段" 特此重申!请作者
h

通讯作者务必按以下要求进行校对#

9;

首先全面校对全文!对编辑提出的校样稿中需特别注意校对及需补充的内容!必须予

以改正或解释"

!;

所有需修改和补充的内容!均请用红笔将正确的字符书写清楚$避免使用不规范的汉

字%&必须改动的字符!直接在校样稿的空白处写出!所增删字数最好相符"

%;

文题'作者'单位名称'邮政编码'通讯作者等信息!务必确认无误(

A;

对正文文字$包括外文字母及大小写%'标点符号'数据'图表'计量单位'参考文献等应

认真细致逐一校对&请用规范的通用药品名称$不用商品名%和医学名词!认真核查并使用标

准计量单位及药物剂量)

&;

参考文献缺项的部分!应按本刊规定的著录格式进行补充" 请作者务必认真核实所引

用文献是否正确!并核查正文中角码是否与文后所列参考文献序号对应"

D;

校对完毕请作者
h

通讯作者签名!并在规定的日期内将校样稿寄回编辑部" 如有要求补

充的资料!也需一并寄回"

$;

由于出版周期的限制!如作者
h

通讯作者不能在规定时间校对寄回!请及时联系本刊编

辑部说明原因!否则可能造成该文稿延期出版!或者取消刊发"

!肿瘤学杂志"编辑部
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