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摘 要!$目的% 探讨
29-!"#

对子宫浆液性乳头状腺癌&

<=>-

#细胞系增殖'粘附和侵袭的
作用"评估其抗肿瘤效能"并分析其机制( $方法% 用

29-!"?

或
29-!"#

治疗
<=>-

细胞系
@AB?

和
>=C-!

"

DEE

法和半胱天冬酶
!;

'

$

!

-*1F*10!;

"

$

)测定检测细胞增殖和凋亡"并进行
粘附实验'伤口愈合实验量化其降低转移和侵袭的能力"进行活性氧!

A2>

)和
%-!?

检测"分
析整合应激反应!

G>A

)* 使用整合应激抑制剂
9!

乙酰半胱氨酸预处理后"重复进行
29-!"#

的增殖" 侵袭和应激测定" 蛋白质印迹法检测相应蛋白表达水平* $结果% 在
<=>-

细胞系
@AB?

和
>=C-!

中 "

29-!"#

以浓度依赖方式抑制其增殖 " 平均
G-

H"

值分别为
;;")D

和
!:")D

"均低于
29-!"?

*

-*1F*10!;

+

$

表达水平升高"

A2>

与基线相比增加
I;JK?"H"

"线粒
体膜电位降低

?#JK;I"

"

G>A

特异性蛋白表达增加" 上皮
L

间质转化蛋白表达下调* 使用
9@-

后"

29-!"#

对肿瘤细胞黏附'增殖和侵袭的抑制功效降低* $结论% 亚吡哌酮家族药物
29-!"#

通过肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体&

EA@GM

#介导的凋亡途径"同时激活
G>A

传播
下游效应"降低

<=>-

肿瘤细胞的增殖'粘附和侵袭能力*

主题词!

29-!"#

,子宫内膜癌,侵袭转移,凋亡,整合应激反应
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,

/)W*1/&) *)P X0V*1V*1/1

,

*F&FV&1/1

,

/)V04(*V0P 1V(011

(01F&)10

通信作者!周琦!主任医师!学士"重庆大学附属肿瘤医院妇科肿瘤中心!

重庆市沙坪坝区汉渝路
?I?

号#

:""";"

$"

C!X*/+

%

c/e.&'$?!I

f?#;83&X

收稿日期!

!"!"L"!L"!

$修回日期!

!"!"L";L?$

29-!"?

是一类抗肿瘤的亚吡哌酮小分子"在 表型细胞筛选中被鉴定为
FH;

独立的肿瘤坏死因子

相关凋亡诱导配体!

EA@GM

)的诱导因子*

29-!"?

导

致
@BE

和
D@=B

信号通路双重失活"导致转录因子

g2O2;*

去磷酸化并导致
EA@GM

转录$

?L!

%

* 在临床前

基
础

%

临
床
研
究

N$#
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癌症模型中!

%&'!"(

在各种晚期实体瘤中均表现

出抗癌活性!而在动物癌症模型中毒副作用不明显"

!")*

年
+,-

批准
%&'!.)

作为多种人类癌症的抗

肿瘤治疗剂进行
!/"

期临床试验 #

012

$

"

%&'!"#

是

%&'!")

的化学衍生物!用卤代苄基取代
%&'!")

的

!1

甲基
1

苄基基团!具有更宽的体外治疗窗口!初步

研究结论其具有更强的抗肿瘤效力#

#13

$

" 本实验通过

检测
%&'!"#

在
456'

细胞系中产生的抑制增殖%

诱导凋亡%促进内质网应激等作用!为特殊类型子宫

内膜癌的临床治疗提供新的药物方向"

)

材料与方法

!"!

细胞培养和试剂

456'

细胞系
-78)

和
659'!

用于实验"

-78)

细胞保存于含
).!

胎牛血清&

+:6

'的
75;< )#*.

培

养基中!

659'"!

细胞保存在含
).!+:6

的
,;9;/

+)!

培养基中" 所有培养基均补充
)..4/=>

青霉素

和
(..#?/=>

链霉素!在
03#

%

2!'%

!

培养箱中进行

细胞培养"

%&'!.(

%

%&'!.#

均购自美国
%@ABACD"

EFAG

公司"

;HH

&

0"

&

*

!

2"

二甲基噻唑
"!

'

"!

!

2"

二苯基

四氮唑溴盐'购自美国
6F?=I

公司"所有抗体均购自

美国
'C>> 6F?@I>F@?

公司"

'IGJIGC"0K-A",9L,"-;'M

和

'IGJIGC"$K-A"N9O,"-;'M

购自美国
;'9

公司!增强的

化学发光免疫印迹检测试剂购自美国
-=CPGQI=

公司"

!"# ;HH

检测

将
-78(

和
659'!

细胞以
*$(.

0

RS$(.

0 细胞
/

孔的浓度铺板
$#

孔板并培养
!*Q

" 用不同剂量的

%&'!.(

和
%&'!.#

治疗细胞
3!Q

"将
;HH

&

2=?/=>

'

以
2#>/

孔添加至
$#

孔板!再孵育
(Q

" 添加
(..#>

二

甲基亚砜&

,;6%

'终止反应"用酶标仪&

HCAI@

!美国'

测量
23.@=

波长处的吸收值读取结果" 将
%&'!.(

和
%&'!.#

作用吸收值计算为对照相同
$#

孔板上

生长
,;6%

处理的细胞获得的增殖百分比"

!"$ 'IGJIGC"$

!

'IGJIGC"0

测定

使用特异性底物测量暴露于不同浓度
%&'!.#

的
456'

细胞的 半胱天冬酶 活性 " 将
-78(

和

659'!

细胞 &

($(.

# 细胞
/

孔' 在
#

孔板中培养!

'%

!

培养箱中
03#

温育过夜后! 加入不同浓度
%&'!.#

&

.T.2

%

.T2

和
2#=

'再孵育
!*Q

" 随后收集细胞裂解!

离心!取上清!加入底物!

03#

孵育
!.=F@

!添加
)..#>

'IGJIGC"$

或
'IGJIGC"0

上样缓冲液到不同浓度上清

中并轻轻混合!加入
$#

孔
9N<6-

板!读取
0S.@=

或

*2.@=

波长处的吸收值"

!"%

粘附测定实验

在
$#

孔板每个孔上包被
)..#>

层黏连蛋白

&

).#?/=>

'!

03#

下孵育
)Q

" 吸出液体后加入
!..#>/

孔的封闭缓冲液
*2=F@

!

5:6

洗涤并置于冰上" 将

659'!

和
-78)

细胞以
0...

细胞
/

孔重悬于不同浓

度的
%&'!.#

!

03#

下孵育
)Q

!吸出培养基!室温下

以
)..#>/

孔添加
2!

戊二醛固定细胞
0.=F@

!

5:6

洗

涤!

.T)!

结晶紫溶液染色
0.=F@

" 无菌水洗涤后加入

)..#>/

孔
).!

乙酸溶解染料! 摇动平板
2=F@

后!酶

标仪
232@=

波长测量吸光度"

!"&

伤口愈合实验

将
-78)

和
659'!

细胞以
!$).

2 个细胞
/

孔接

种于
#

孔板!使用
!.#>

移液器吸头穿过细胞单层形

成均匀的伤口 #

S

$

" 洗涤细胞! 分别用
.T.2

!

.T2

和

2#= %&'!.#

处理
*SQ

!拍摄照片并用
<=I?C U

软件

&美国国立卫生研究院!马里兰'分析刮擦区域!通过

与对照细胞比较来测量百分比" 预处理则在使用

%&'!.#

之前
*Q

加入
);

浓度
&-' !#>/

孔"

!"'

活性氧"

PCIAEFVC BWX?C@ GJCAFCG

#

7%6

$测定

以
#$(.

0

RS$(.

0 细胞
/

孔接种
-78(

和
659'!

细 胞 于
$#

孔 板 并 培 养
!*Q

! 随 后 用 不 同 剂 量

%&'!.#

治疗细胞
(!Q

" 将细胞与
,'+O",-

&

!.#;

'

孵育
0.=F@

后!荧光酶标仪测定
*S2@=

激发波长和

20.@=

激发波长下的荧光强度#

$

$

"

!"(

线粒体膜电位测定

如前述数量的
-78(

和
659'!

细胞接种
$#

孔

板!

%&'!.#

浓度
.T.2

!

.T2

和
2#=

治疗细胞"

U'"(

&

(#>/=>

'

03#

下染色
!.=F@

!

5:6

洗涤后荧光酶标仪

分别测量
*S2R202@=

激发波长&绿光'%

202R2$.@=

激发波长&红光'的荧光强度!并计算其比值#

(.

$

"以上

所有实验一式
0

份进行! 并重复
!

次以评估反应的

一致性"

!")

蛋白质印迹法检测相应蛋白表达水平

按
!$(.

2 细胞
/

孔浓度将
-78(

和
659'!

细胞

分别接种在
#

孔板相应培养基中培养
!*Q

! 如需加

入
&-'

!则处理
*Q

后吸出!再用不同浓度
%&'!.#

治疗细胞
(SR!*Q

" 在
7<5-

缓冲液中制备细胞裂解

物!通过凝胶电泳分离等量的蛋白质!并将其转移到

3$3



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

:7;<

膜上! 将膜在含
"8=!>?00)"!"

的
>(/1

缓冲盐

水中
@!ABC

中封闭"与
=#="""

稀释的一抗
@$

孵育

过 夜 ! 一 抗 包 括
>DCEF

特 征 受 体
;DG

#

;D;!

#

;D;G

$ 与内质网应激有关抗体如
:HDI

#

A/J

#

C><@

等$ 与细胞迁移和侵袭相关抗体
B+'4

#

B)*/+

#

7HK<

等! 洗涤膜后与过氧化物酶偶联的鼠或兔第二抗体

一起孵育
=.

!使用增强的化学发光检测系统%

C+J.*

E))&L03.

"美国&检测抗体结合显像!显影后将膜剥离

并使用
!"*3L/)

或
""L'M'+/)

抗体重新探测" 以确认

均等的蛋白负荷! 测量每个条带的强度" 并以
!"

*3L/)

或
""L'M'+/)

作为标准内部对照!

!"#

统计学处理

将实验结果标准化为对照的平均值"并使用
BL'"

N0)L L

检验进行分析!

:O"8"G

为差异有统计学意义!

!

结 果

$"! 29-!"#

具有抑制
P:B-

细胞增殖活性

29-!"#

对两种细胞系的增殖生长均表现出剂

量依赖性抑制效应" 剂量远低于
29-!"=

%

</4'(0

=

&! 对于
CDI=

"

29-!"=

的平均
E-

G"

值为
=8G$)Q

"

29-!"#

为
RR")Q

$ 对于
B:H-!

"

29-!"=

平均
E-

G"

值 为
S=")Q

"

29-!"#

为
!@")Q

! 相 较
29-!"=

"

29-!"#

产生的细胞增殖抑制效能更强!

</4'(0 =A

免疫印迹所示应用
29-!"#

后两种

细胞的死亡受体
G

%

N0*L. (030JL&( G

"

;DG

&蛋白表达

水平明显增高"而多巴胺
;!

样受体%

N&J*T/)0 ;!"

+/U0 (030JL&(

&

;D;!

和多巴胺
;=

样受体
;D;G

的表

达降低" 使用已知细胞应激抑制剂
9C-

预处理
@.

的
CDI=

和
B:H-!

细胞"对
"8G#Q

和
G#Q 29-!"#

的反应降低" 结果显示两种细胞的增殖抑制作用下

降%

</4'(0 =-

&!

$"$ 29-!"#

诱导
P:B-

细胞凋亡

如
</4'(0 !C

#

!A

所示" 用
29-!"#

%

"8G#Q

和

G#Q

&处理后"活性
-*1J*10"$

"

-*1J*10"R

荧光强度均

增加" 结果表明
29-!"#

可以通过激活参与细胞内

源性途径的半胱天冬酶来启动线粒体途径凋亡!

$"% 29-!"#

引起
P:B-

细胞
D2B

改变和线粒体

膜电位变化

不同浓度
29-!"#

处理
P:B-

细胞
!@.

后"如

</4'(0 RC

示" 以对照组荧光度均值为
=

" 用
"8G#Q

和
G#Q 29-!"#

处理的
CDI=

细胞
D2B

水平分别

达到了
=8S

和
!8"

"

B:H-!

细胞为
=8#

和
=8V

!

</4'(0

RA

可见
9C-

可抑制两种细胞
D2B

的产生"并降低

29-!"#

诱导的细胞死亡!

在具有高膜电位的未损伤线粒体中"

%-"=

在活

细胞中形成聚集体 %红色荧光&" 而在凋亡细胞中"

%-"=

形成具有低线粒体膜电位的单体%绿色荧光&!
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%

!

&'()*+,*- (+,.+,*!$ +(/010/2 0' %345 +'- 6789! (*::, ;+, -<,* -*.*'-*'/=

>

!

9+,.+,*!? +(/010/2 0' %345 +'- 6789! (*::, 0'()*+,*- (<))*,.<'-0'@:2=

9<A.+)*- ;0/B C'/)*+/*- (<'/)<: @)<C.

"

D7E"="F DD7EG="H

与对照组相比" 用浓度较高的
IJ9!"#

#

"=F!K

和

F!K

$处理细胞"随着浓度增加"

%34H

细胞聚集体
L

单体的比例分别从对照组的
5=G

降至
G=F!K

组的

G=MFNO

和
F!K

组的
"=F$MO

"

6789!

细胞降至
"=MNOH

%

"=F!K

&和
"=F"!!

%

F!K

&"结果表明
IJ9!"#

能诱

导
P769

细胞中线粒体膜电位的丧失%

Q0@C)* ?9

&'

不 同 浓 度
IJ9!"#

处 理 两 种 细 胞
!OB

后 "

7834

(

>0.

( 钙联接蛋白(

%RQO

(

&38!"

表达增加"而

7S&

降低#

Q0@C)* ?S

&"说明细胞应激可能是
IJ9!"#

产生抗肿瘤活性的主要机制'

!"# IJ9!"#

抑制
P769

细胞黏附和侵袭

Q0@C)* O%

显示
%34H

和
6789!

细胞在
IJ9!"#

浓度
"=F!K

和
F!K

作用下"粘附力下降'

从
Q0@C)* O>

可以看到细胞迁移能力降低"随药

物浓度升高创面愈合下降" 细胞不能迁移覆盖的宽

度上升' 在暴露于
IJ9!"#

之前使用
J%9

对
%34H

$%&'() ! *++),- .+ /01!23 .4 5,-%65-%.4 .+ ,57857)7 .+ 9:;1 ,)<<7

% >
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%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

和
:;<-!

细胞进行预处理后!"刮擦#区域愈合的宽

度较未预处理组变窄!说明
9=-

阻滞了
29-!"#

对

两种细胞的伤口愈合抑制作用$

>/4'(0 ?-

%&

免疫印迹实验表明
:+'4

'

:)*/+

'

<!-*@.0(/)

'

7/!

A0)B/)

和
7<C>!-

等相关蛋白表达均呈现剂量依赖

性下调趋势 $

>/4'(0 ?D

%& 而加入
9=-

抑制剂后!

:+'4

'

:)*/+

和
7<C>!-

印迹密度表达较未使用
9=-

者增强$

>/4'(0 ?<

%&

E

讨 论

!

型子宫内膜癌!又称特殊类型子宫内膜癌!病

!"#$%& ' ()*+,- .&/%012&. 1.3&2"45 15. "5672"45 "5 89:* ;0<<2

=

(
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理组织类型以浆液性乳头状腺癌为主! 虽然发病率

仅占整个子宫内膜癌的
%"&

左右!但由于早期诊断

率低"侵袭转移率高"化疗药物不敏感等原因!相对

!

型子宫内膜癌预后差!死亡率高#

%%

$

% 因此!如何改

善
"

型子宫内膜癌对化疗药物的敏感性成为改善治

疗效果与提高生存率的重要一环! 也是探索新的治

疗策略的持续性需求%

以
'()!"%

为代表的咪唑酮类化合物的抗实体

瘤细胞生长增殖作用是一个活跃的研究领域! 这类

化合物最大特点是通过
*+,-.

依赖性和非依赖性

两种途径发挥其抗癌活性%

*+,-.

途径是先天宿主

免疫反应中一种强大的效应细胞因子! 即使在抑癌

基因
/01

缺失状态下! 该类化合物仍能诱导
*+,-.

的转录!诱导
,2*

和
3+2

磷酸化的双重抑制!从而

导致
456517

去磷酸化% 然后!去磷酸化
456517

从细

胞质移入细胞核!并与
*+,-.

基因的启动子结合以

上调
*+,-.

基因的转录% 受体
8+0

触发外源性细

胞死亡途径!选择性诱导肿瘤和转化细胞&包括癌症

干细胞'的凋亡!而不会影响正常细胞 #

%!9%1

$

% 恶性肿

瘤患者
/01

功能障碍常见!也是导致肿瘤产生侵袭"

转移和化疗耐药的根本原因之一! 亚胺吡啶酮小分

子诱导剂对于无法耐受多种治疗方案或没有治疗反

应的患者无疑是一种很好的选择%

'()!"#

保留了亚胺吡啶酮核心结构! 以
!

!

:9

;<4!

苄基在
+%

基团内取代
'()!"%

的
!9

甲基
9

苄

基&

+%

'基团!具有更强的化学效力#

%:

$

% 本文研究中

首先进行了与
'()!"%

对比
=>?)

细胞增殖抑制的

实验! 结果显示同样浓度下
'()!"#

作用的细胞增

殖仅为
'()!"%

的一半! 说明用卤代苄基取代
+%

基团增加了效力% 小分子
'()!"#

是
8!

样多巴胺

受体的选择性拮抗剂! 多巴胺受体在肿瘤中的作用

尚未完全清楚!既往研究显示在胃癌"神经内分泌

肿瘤"胶质母细胞瘤"乳腺癌"宫颈癌和结肠直肠

癌中均发现了
8!

样
8+8!

和
8%

样
8+80

的过度

表达 #

19:

!

%09%#

$

!通过
@<+(,

转染对
8+8!

基因产生减

弱效果或直接敲低
8+8!

的表达! 或抑制
8+80

结

合!能够显著性减低细胞活力!显示出包括子宫内膜

癌细胞在内的抗肿瘤作用 #

%A9%$

$

% 在本实验中应用

'()!"#

后细胞中
8+8!

和
8+80

表达均呈降低趋

势!表明受体拮抗作用具有抗癌作用!结合研究文献

认为
'()!"#

激活的
-?+

可破坏多巴胺受体的表达

和活性!从而产生细胞毒性作用%

免 疫 蛋 白 印 迹 实 验 提 示
8+0

表 达 上 调 与

'()!"#

浓度增加呈一致性! 说明其激活的信号通

路与
'()!"%

类似! 即激活整合应激反应途径导致

8+0

上调!进而其配体
*+,-.

上调!迅速诱导肿瘤

细胞凋亡% 配体与
8+0

结合后!发生构象变化!征募

47@

相关死亡结构域
B47@!7@@5C<7DE; ;E7DF ;5G7<H

!

4,88I

来诱导细胞凋亡%

4,88

是接头蛋白结合

)7@/7@E!J

的前体!如此便形成了(配体
9

死亡受体
9

4,889

半胱天冬酶原) 组成的死亡诱导信号复合

物% 激活的
)7@/7@E!J

启动线粒体依赖途径!引起细

胞色素
)KC!LMCI

释放进入胞质!形成凋亡复合体激

活
)7@/7@E!$

! 进而通过
)7@/7@E!1

诱导肿瘤细胞凋

亡%

>N7OFP

等#

!"

$研究认为凋亡蛋白
QCR!!

过表达可

防止
'()!"%

诱导的细胞凋亡! 而
QCR!!

表达的抑

制则协同增加这些细胞凋亡 % 在相同浓度下 !

'()!"#

在干样
SQL

细胞中增加了促凋亡
QCR!!

家

族成员的表达!此外!在降低
,*>

水平!抑制糖酵解

和氧化磷酸化方面更有效!从而导致(能量饥饿的

转录状态)并激活
SQL

细胞中与
3+

应激有关的途

径#

A

!

!%

$

% 我们发现在
=>?)

细胞中!在
'()!"#

作用

下!

)7@/7@E!$

和
)7@/7@E!1

表达显著性增加! 表明

'()!"#

通过
*+,-.

依赖性方式抑制细胞的生长%

鉴于
=>?)

具有很大的细胞异质性! 同时基于

已有的
'()!"%

研究! 我们认为
'()!"#

也具有独

立于多巴胺受体以外的其他抗癌途径% 在不依赖

*+,-.

的途径中! 咪唑酮类化合物可以诱导内质网

应激反应&

3+

'或整合应激反应
K-?+

'最终导致活化

转录因子
:K,*4:I

的增强 #

!!

$

% 在经典
3+

应激途径

中! 未折叠蛋白的积累导致分子伴侣蛋白
Q</

从

E-4!7

激酶
>3+2

分离 ! 然后被自磷酸化激活使

E-4!7

磷酸化!从而导致
,*4:

选择性增加% 本研究

结 果 显 示
'()!"#

可 诱 导
>3+2

"

Q</

"

)7RHE6<H

"

,*4:

表达上调!损害线粒体呼吸及造成线粒体膜电

位变化! 印证亚胺吡啶酮通过抑制糖酵解和氧化磷

酸化来影响能量代谢! 并伴随着涉及
,*4:

的丝氨

酸
9

碳
9

甘氨酸&

?'S

'途径协同诱导细胞死亡#

!%

!

!1

$

%

细胞粘附和侵袭是转移的早期步骤! 涉及肿瘤

细胞对细胞外基质&

3)L

'的降解和随之而来的细胞

迁移!

T7UHEN

等 #

!:

$发现!即使在
*+,-.

抗性癌细胞

中!

'()!"%

也有减弱癌细胞的迁移和侵袭能力% 粘

J"%



肿瘤学杂志
!"!"

年第
!#

卷第
$

期

%&'()*+ &, -./)010 2)3&+&456!"!"67&+8!#69&8$

附测定和伤口愈合测定结果显示
29-!"#

通过钙黏

蛋白及其相关转录因子的介导! 降低了
:;<-

细胞

粘附和侵袭的能力" 免疫印迹
=>?

相关蛋白
<)*/+

#

<+'4

#

=!

钙黏着蛋白和体现血管上皮侵袭能力
7=@A

的表达水平测定提示
29-!"#

可能通过调
B>;CD

BC?DE?2F

和
>B;C

途径! 对
:;<-

细胞的增殖和

侵袭产生抑制作用" 但是!其影响
=>?

和
7=@A

的

潜在生物学机制仍待进一步研究" 添加已知
G<F

抑

制剂
9B-

的伤口愈合测定#

F2<

实验结果和
<)*/+

#

<+'4

#

7=@A

免疫印迹灰度变化也反向证明了细胞应

激途径参与亚胺吡啶酮介导的抑制细胞粘附# 侵袭

的假设"
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