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!摘"要" 目的!研究真菌次级代谢产物G)=<5,+,对骨肉瘤 !.$Z细胞增殖与迁移能力的影响% 方法!以骨肉瘤细胞

系 !.$Z为模型"利用 $N!."DN二甲基$ NDN!$N羧甲基苯环$N#N!.N硫基苯$N#TN四唑盐复合物检测法,$N!."DN0+>-N

4J864J+)_56N#N86$NDN!$N*)GK5a8>-4J5a8;J-,86$N#N!.N=X6<5;J-,86$N#TN4-4G)_56+X>" +,,-G=)64" W@?-观察 G)=<5,+, 对细胞

活性的影响"以二甲基亚砜!0+>-4J86=X6<5a+0-"HW?3$组为对照"采用 G)=<5,+, !$

"

>56LV和 1

"

>56LV$处理 !# 或

#. J"观察 !.$Z细胞活性的变化#采用克隆形成实验检测G)=<5,+,对细胞集落形成能力的影响"以HW?3组为对照"

采用G)=<5,+, !$

"

>56LV$处理 ! 周"对比两组克隆形成数目% 划痕实验及侵袭实验检测G)=<5,+,对细胞侵袭迁移能

力的影响"以HW?3组为对照"采用G)=<5,+, !$

"

>56LV$处理 #. J"对比两组的伤痕愈合率及侵袭细胞数% 以HW?3

组为对照"透射电子显微镜观察G)=<5,+,!$

"

>56LV$处理 . J后细胞内自噬体含量的变化% 蛋白免疫印迹的方法检

测G)=<5,+,对 ;1# 蛋白!=-fX-=45=5>-!$&微管相关蛋白 ! 轻链 $ 融合蛋白!>+*G54XKX6-)==5*+)4-0 ;G54-+, ! 6+7J4*J)+,

$ <X=+5, ;G54-+," VS$$及聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶,;568!IH[NG+K5=-$ ;568>-G)=-N!" [I([N!-表达的影响% 结果!

在 !# 和 #. J"随着G)=<5,+,浓度的升高"骨肉瘤 !.$Z细胞的细胞活性均逐渐降低"$ 组间差异有统计学意义!!# J'

6m$!%$1" !E&%&!# #. J' 6m1C%&C" !E&%&!$"任意两组间比较差异也均有统计学意义!!E&%&!$% $

"

>56LV

的G)=<5,+,可以显著抑制 !.$Z细胞的集落形成能力!!E&%&!$% ()=<5,+,处理后"!.$Z细胞在 #. J内的伤痕愈合

比率明显低于HW?3对照组!$$%'!F q&%/$F $*%1D%!!F q&%'.F" !E&%&!$#同样 #. J内穿过覆盖有W)4G+7-6

的基底膜的细胞数明显低于HW?3对照组,!#!%$$ q!%.D$个$*%!.'%$$ q#%.&$个" !E&%&!-% ()=<5,+,处理 . J

后骨肉瘤 !.$Z细胞中自噬体增多";1# 水平降低"VS$N

%

累积"自噬抑制剂氯喹存在条件下VS$N

%

累积更为明显"

并且随着G)=<5,+,浓度的提高[I([N! 的切割增多% 结论!()=<5,+,既可以抑制骨肉瘤 !.$Z细胞的增殖迁移"还可

以引起细胞的自噬与凋亡"这些结果为G)=<5,+,作为骨肉瘤新的治疗药物提供了初步的实验基础%

!关键词" 骨肉瘤#增殖#迁移#自噬

!中图分类号" (C$/%!""!文献标志码" I""!文章编号" !1C!N!1CO!#&!'$&#N&#$.N&D

!"#'!&%!'C#$LP%+==,%!1C!N!1CO%#&!'%&#%&&1

8.*O"'#'#'%#0#+*)&"/#O,&.+#"'.'!-#N&.+#"'"O"*+,"*.&("-. BFE5(,//*

RTIB2 )̂,

!"#

"dIB@)+Nf+),7

!

!

" 2Q3Y-+

!
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456784$7"

90:,(+#;,' @5+,\-=4+7)4-4J--<<-*4=5<G)=<5,+,")<X,7)6=-*5,0)G8>-4)K56+4-" 5, 4J-;G5N

6+<-G)4+5, ),0 >+7G)4+5, 5<5=4-5=)G*5>)!.$Z*-66=%<,+%"!*'$N!."DN0+>-4J864J+)_56N#N86$NDN!$N*)GN

K5a8>-4J5a8;J-,86$N#N!.N=X6<5;J-,86$N#TN4-4G)_56+X>"+,,-G=)64!W@?$ )==)8b)=;-G<5G>-0 45-a)N

>+,-!.$Z*-66\+)K+6+48<5665b+,74G-)4>-,45<G)=<5,+,%Q=+,70+>-4J86=X6<5a+0-!HW?3$ 7G5X; )=*5,N

4G56" *-66\+)K+6+48b)=0-4-*4-0 bJ-, !.$Z*-66=b-G-4G-)4-0 b+4J G)=<5,+, !$

"

>56LV),0 1

"

>56LV$

<5G!# 5G#. J5XG=%@J--<<-*45<G)=<5,+, 5, *565,8<5G>+,7)K+6+48b)=0-4-*4-0 K8*65,-<5G>)4+5, )==)8%

!.$Z*-66=4G-)4-0 b+4J HW?35GG)=<5,+, !$

"

>56LV$ <5G5,-b--M" ),0 4J-,X>K-G5<*65,-=<5G>-0 +,

4J-4b57G5X;=b)=*5X,4-0%Y5X,0 J-)6+,7),0 4G),=b-66)==)8b-G-->;658-0 45),)68_-*-66+,\)=+5,

),0 >+7G)4+5, X;5, G)=<5,+, *J)66-,7-%@J-HW?37G5X; b)=X=-0 )=*5,4G56bJ+6-G)=<5,+, !$

"

>56LV$

b)=X=-0 <5G#. J5XG=%@J-b5X,0 J-)6+,7G)4-),0 4J-,X>K-G5<+,\)=+\-*-66=b-G-*5>;)G-0 K-4b--,

4J-4b57G5X;=%@J-+,4G)*-66X6)G)X45;J)75=5>-=b-G->5,+45G-0 K84G),=>+==+5, -6-*4G5, >+*G5=*5;8

bJ-, !.$Z*-66=b-G-4G-)4-0 b+4J HW?35GG)=<5,+, !$

"

>56LV$ <5G. J5XG=%@J--a;G-==+5, 5<;1#"

>+*G54XKX6-N)==5*+)4-0 ;G54-+, ! 6+7J4*J)+, $ <X=+5, ;G54-+, !VS$$ ),0 ;568!IH[NG+K5=-$ ;568>-G)=-N

!![I([N!$ +, G-=;5,=-45G)=<5,+, b-G-0-4-*4-0 K8+>>X,5K6544+,7)==)8%8,*2/+*' ()=<5,+, G-0X*-0

4J-\+)K+6+485<!.$Z*-66=+, )05=-N0-;-,0-,4>),,-G!!# J' 6m$!%$1" !E&%&!# #. J' 6m1C%&C"

!E&%&!$%()=<5,+, !$

"

>56LV$ *5>;6-4-68+,J+K+4-0 4J-*65,)6<5G>)4+5, 5<!.$Z*-66=!!E&%&!$%

@J-b5X,0 J-)6+,7G-=X64G-\-)6-0 4J)4G)=<5,+, =+7,+<+*),4680-*G-)=-0 >+7G)45G8)K+6+485<!.$Z*-66=

).$#)
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!$$%'!F q&%/$F $*%1D%!!F q&%'.F" !E&%&!$" bJ-G-)=+4=4G-)4>-,4=+7,+<+*),468G-0X*-0 4J-

,X>K-G5<!.$Z*-66=;-,-4G)4+,74JG5X7J W)4G+7-6N*5,4)+,+,7K)=->-,4>->KG),-!#!%$$ q!%.D $*%

.'%$$ q#%.&" !E&%&!$%S5>;)G-0 b+4J 4J-*5,4G567G5X;" G)=<5,+, >)GM-068+,*G-)=-0 4J-,X>K-G5<

)X45;J)7+*\)*X56-=%@J-+>>X,5K6544+,7G-=X64=G-\-)6-0 4J)4G)=<5,+, +,*G-)=-0 VS$N

%

)**X>X6)4+5,

),0 0-*G-)=-0 ;1# 6-\-6=%SJ565G5fX+,-!SU$" ), 5<4-, X=-0 )X45;J)7+*+,J+K+45G" <XG4J-G)**X>X6)4-0

G)=<5,+,N+,0X*-0 VS$N

%

%A, )00+4+5," G)=<5,+, );;-)G-0 45*)X=-4J-*6-)\)7-5<[I([N!%$"'(/2*#"''

()=<5,+, +,0X*-0 )X45;J)78),0 )*4+\)4-0 *)=;)=-N0-;-,0-,4);5;45=+=+, !.$Z*-66=*5,*XGG+,7b+4J

=X;;G-==+,74J-;G56+<-G)4+5, ),0 >+7G)4+5, 5<4J-*-66=# 4J-=-G-=X64=;G5\+0-), -a;-G+>-,4)6K)=+=<5G

G)=<5,+, )=);54-,4+)64J-G);-X4+*)7-,4<5G5=4-5=)G*5>)%

=>?@98A6"

3=4-5=)G*5>)# [G56+<-G)4+5,# W+7G)4+5,# IX45;J)78

""骨肉瘤是起源于间叶组织"以肿瘤细胞直接产

生骨或骨样组织为特点的恶性肿瘤"是临床最常见

的一种原发性恶性骨肿瘤"C&F以上发生于儿童及

青少年"恶性程度高"易发生转移"预后极差,!-

% 目

前的治疗方法主要是术前化疗&手术&术后化疗相结

合% 为了进一步提高诊疗效果"研究者们正积极开

发新的靶向治疗药物,#-

% ()=<5,+, 是由日本千叶大

学和东京大学科学家从真菌的固体发酵提取物中分

离出来的新的化合物"可以显著抑制 &9*依赖的小

鼠Z细胞系Z)L̂$Nc!# 细胞的生存,$-

#而近年来研

究发现"G)=<5,+, 在体内外对胰腺癌细胞 [),*N! 均

有抑制作用,.-

"还可以在肾癌细胞中通过诱导自噬

与凋亡发挥抗肿瘤细胞的活性,D-

%

细胞凋亡&自噬&程序性坏死是程序性细胞死亡

的 $ 种主要方式,1-

% 细胞凋亡是程序性细胞死亡的

主要形式"诱导细胞凋亡的途径主要为死亡受体途

径和线粒体途径% 细胞自噬是对细胞内损坏或衰老

的蛋白质或细胞器进行降解并回收再利用的过

程,C-

% 细胞自噬有助于维持细胞在恶劣环境中的

生存"但过度的自噬使细胞内关键蛋白和细胞器消

耗过度而导致死亡,/-

% 程序性坏死则是以细胞器

的肿胀&胞膜的破坏为特点% 尽管三者经历不同的

生理过程"但三者间关系十分密切"在恶劣环境下细

胞中还可以出现多种死亡方式共存,'-

%

目前G)=<5,+, 在骨肉瘤中的作用还未见报道"

本研究旨在明确 G)=<5,+, 对骨肉瘤细胞 !.$Z的增

殖和迁移是否存在抑制作用"并探讨 G)=<5,+, 对骨

肉瘤细胞凋亡及自噬的影响"希望为 G)=<5,+, 用于

骨肉瘤的治疗提供初步的实验依据%

BC材料与方法

B%B"药品和抗体

()=<5,+,由中国人民解放军军事医学科学院毒

物药物研究所车永胜研究员提供% 氯喹 !*J65G5N

fX+,-0+;J5=;J)4-=)64" SU" S11#/$和微管相关蛋白

! 轻链 $ 融合蛋白!>+*G54XKX6-)==5*+)4-0 ;G54-+, !

6+7J4*J)+, $ <X=+5, ;G54-+," VS$ $ 抗体 ! VCD.$"

! i! &&&$购自美国 ?+7>)I60G+*J公司";1#!=-fX-=N

45=5>-!$抗体!=*N#/$D'"! i! &&&$购自美国 ?),4)

SGX_公司"聚腺苷酸二磷酸核糖转移酶,;568!IH[N

G+K5=-$ ;568>-G)=-N!" [I([N!-抗体!'D.#"! i! &&&$

购自美国 S-66?+7,)6+,7@-*J,56578公司"I*4+, 抗体

!@IN&'" ! i# &&&$购自北京中杉金桥公司%

B%D"试剂耗材

HW:W培养基和胎牛血清购自美国 2AZS3公

司"@G),=b-66侵袭小室购自美国 S5G,+,7公司"聚偏

二氟乙烯膜!;568\+,86+0-,-<6X5G+0-" [cĤ $膜及发

光液购自美国W+66+;5G-公司%

B%E"细胞培养

骨肉瘤 !.$Z细胞采用 HW:W培养基,含 !&F

!质量分数$胎牛血清和 !F!质量分数$青链霉素

双抗-"于 $C h&DF S3

#

!体积分数$细胞培养箱中

进行培养% 当细胞密度达到 /&F左右时"用胰酶消

化贴壁细胞"离心后使用新鲜培养基重悬"将细胞分

到六孔板内"待细胞生长至 1&F eC&F密度"进行

加药处理%

B%F"W@?检测细胞存活率

取对数生长期细胞"每孔 D &&& e!& &&& 个细胞

均匀接种于 '1 孔板中"体积为 !&&

"

V"培养过夜后

更换不含酚红的HW:W!含 !&F胎牛血清$培养基%

每组设置 $ 个复孔"以二甲基亚砜! 0+>-4J86=X6<5N

a+0-" HW?3$为对照"加入指定浓度的G)=<5,+,"继续

培养指定的时间% 而后每孔加入 $N!."DN二甲基$ N

DN!$N羧甲基苯环$N#N!.N硫基苯$N#TN四唑盐复合物

,$N! ." DN0+>-4J864J+)_56N#N86$NDN! $N*)GK5a8>-4J5a8N

;J-,86$N#N! .N=X6<5;J-,86$N#TN4-4G)_56+X>" +,,-G

=)64" W@?-和吩嗪硫酸甲酯!;J-,)_+,->-4J5=X6<)4-"

[W?$!#& i!$混合溶液 #&

"

V"使用酶标仪!波长

.'# ,>$测定各孔光密度值%

B%G"克隆形成实验

将 !.$Z细胞按照 ! &&& 个L盘接种到 1 *>培

养皿中"加入 $

"

>56LV的G)=<5,+, 处理"每组重复 $

)D$#)张"帆"等"()=<5,+,抑制骨肉瘤细胞 !.$Z的增殖和迁移



次% $C h&DFS3

#

细胞培养箱中培养 ! 周% 弃培养

基"磷酸盐缓冲液!;J5=;J)4-KX<<-G-0 =)6+,-"[Z?$洗

! 次"加入 # >V吉姆萨染液"室温过夜孵育% 去除

染液"清水洗 ! 次"室温干燥后拍照%

B%H"划痕实验

将 !.$Z细胞接种到 1 孔板中"当细胞密度达到

/&F左右时用 #&&

"

V枪头划一条直线% [Z? 洗去

脱落细胞"加入新鲜培养基与 $

"

>56LV的 G)=<5,+,"

于 &&#. J分别拍照%

B%I"侵袭实验

将 !.$Z细胞消化后重悬在不含血清的 HW:W

培养基中"以 ! k!&

D个L#&&

"

V的量接种于覆盖有

基质胶的 @G),=b-66小室的上室中"以 HW?3为对

照"加入 $

"

>56LV的G)=<5,+,"下室中加入含 !&F胎

牛血清的HW:W培养基 1&&

"

V% $C h培养 #. J后

取出小室"用棉签擦去上室内的细胞"然后使用甲醇

固定 #& >+,"结晶紫染色 #& >+,"显微镜下拍照并计

数%

B%J"透射电镜观察

将 !.$Z细胞接种于 !& *>培养皿中"待细胞密

度达到 C&F左右% 换新鲜培养基"按 $

"

>56LV的

浓度加入G)=<5,+,或HW?3处理 . J% 然后胰酶消化

细胞". h&! &&& kF 离心 D >+,"冷的 [Z? 洗两遍%

加入 !%DF的戊二醛溶液". h固定过夜后送检%

B%K"免疫印迹实验!Y-=4-G, K654$

细胞经药物处理后"用冷 [Z? 洗 ! 遍"加入一

定量的细胞裂解液"进行总蛋白的提取% 将等量样

品经 /F或 !$%DF的十二烷基硫酸钠聚丙烯酰氨凝

胶电泳 ! ?50+X> 050-*86=X6;J)4-N;568)*G86)>+0-7-6

-6-*4G5;J5G-=+="?H?N[I2:$分离蛋白"而后将胶内蛋

白质电转至 [cĤ 膜上% 将 [cĤ 膜用 DF脱脂奶

粉室温封闭 ! J"一抗 . h孵育过夜"三羟甲基氨基

甲烷缓冲盐水!4G+-4J),56)>+,-KX<<-G-0 =)6+,-=56XN

4+5, 4b--,"@Z?@$洗膜后用相应二抗室温孵育 ! J"

经适当漂洗后"化学发光试剂盒显色%

B%BL"统计学分析

实验数据以均数 q标准差的方式表示"均数间

的比较采用独立 %检验"W@? 实验结果以单因素方

差分析和 ?4X0-,4NB-b>),N9-X6=!?NBN9$法两两比

较分析"!E&%&D 认为差异有统计学意义%

DC结果

D%B"()=<5,+,抑制骨肉瘤 !.$Z细胞的增殖

以 HW?3为对照"采用不同浓度的 G)=<5,+,

!$&1

"

>56LV$处理 !.$Z细胞 !# J或 #. J% W@?结

果显示"随着 G)=<5,+, 浓度的升高"骨肉瘤 !.$Z细

胞的细胞活性均逐渐降低"$ 组间差异有统计学意

义!图 !I" !# J' 6m$!%$1" !E&%&!# #. J' 6m

1C%&C" !E&%&!$"之后使用 ?B9法两两比较发现"

任意两组间比较差异也均有统计学意义% 克隆形成

实验显示"$

"

>56LV的 G)=<5,+, 可以显著抑制 !.$Z

细胞的集落形成能力!图 !Z$%

I"!.$Z*-66=b-G-4G-)4-0 b+4J G)=<5,+, !$

"

>56LV),0 1

"

>56LV$ <5GX; 45#. J" *-66\+)K+6+48b)=),)68_-0 K8$N!."DN0+>-4J864J+)_56N#N86$NDN!$N

*)GK5a8>-4J5a8;J-,86$N#N!.N=X6<5;J-,86$N#TN4-4G)_56+X>" +,,-G=)64!W@?$)==)8#Z"*565,87G5b4J )==)8=b-G-;-G<5G>-0 +, !.$Z*-66=b+4J G)=<5,+,

!$

"

>56LV$%

"

!E&%&!" $*%HW?37G5X;%HW?3" 0+>-4J86=X6<5a+0-%

图 BC()=<5,+,抑制骨肉瘤 !.$Z细胞的增殖

M#N2&,BC()=<5,+, +,J+K+4=*-66\+)K+6+485<!.$Z*-66=

"

D%D"()=<5,+,抑制骨肉瘤 !.$Z细胞的侵袭迁移

划痕实验表明"在 $

"

>56LV的 G)=<5,+, 存在条

件下"!.$Z细胞的迁移愈合能力明显减弱"G)=<5,+,

处理组的伤痕愈合比率!$$%'!F q&%/$F$明显低

于HW?3组!1D%!!F q&%'.F" !E&%&!" 图 #I$%

同样"@G),=b-66结果显示"$

"

>56LV的 G)=<5,+, 使

!.$Z细胞的侵袭能力也明显减弱" G)=<5,+, 处理组

有!#!%$$ q!%.D$个细胞穿过覆盖有 W)4G+7-6的基

底膜"明显低于 HW?3组的!.'%$$ q#%.&$个!!E

&%&!"图 #Z$%

)1$#)
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I),0 Z" b5X,0 J-)6+,7)==)8),0 4G),=b-66)==)8b-G-;-G<5G>-0

+,!.$Z*-66=+, 4J-;G-=-,45<HW?35GG)=<5,+, !$

"

>56LV$# Z" =4)+,-0

b+4J *G8=4)6\+56-4" k!&&%HW?3" 0+>-4J86=X6<5a+0-%

图 DC()=<5,+,抑制骨肉瘤 !.$Z细胞的侵袭迁移

M#N2&,DC()=<5,+, +,J+K+4=>+7G)45G8),0 +,\)=+\-)K+6+4+-=5<!.$Z*-66=

"

D%E"()=<5,+,诱导 !.$Z细胞的自噬与凋亡

透射电镜观察发现 $

"

>56LV的 G)=<5,+, 处理

!.$Z细胞."J后"细胞中自噬体的数量明显增多

!图 $I$% VS$ 是自噬的标志蛋白"当自噬发生时"

VS$N

'

脂化形成VS$N

%

"而 ;1# 是自噬的特异性底

物"在自噬体内被降解#而氯喹是自噬晚期的抑制

剂"可以抑制VS$N

%

的降解% ()=<5,+,使 !.$Z细胞

中 ;1# 蛋白表达减少"VS$N

%

的量明显增多 !图

$Z$"而且在氯喹存在的情况下 G)=<5,+, 引起的

VS$N

%

继续增多!图 $S$"这说明 G)=<5,+, 可以引起

!.$Z细胞的自噬% [I([N! 是一种脱氧核糖核酸

!0-5a8G+K5,X*6-+*)*+0"HBI$修复酶"也是细胞凋亡

核心成员半胱天冬酶N$ !*)=;)=-N$$的切割底物"

[I([N! 的切割可以作为*)=;)=-N$ 依赖的细胞凋亡

的标志% 采用 G)=<5,+, 处理 !.$Z细胞"[I([N! 的

切割随着G)=<5,+,浓度的升高而增强!图 $H$"说明

G)=<5,+,可以诱导 !.$Z细胞的凋亡%

I"-6-*4G5, >+*G5=*5;8b)=;-G<5G>-0 +, !.$Z*-66=)<4-G-a;5=-0 45G)=<5,+, !$

"

>56LV$ <5G. J" k' '&&# Z),0 S" <5665b+,74G-)4>-,45<G)=<5,+,

!Z' $

"

>56LV),0 1

"

>56LV" S'$

"

>56LV$ <5G. J b+4J 5Gb+4J5X4SJ565G5fX+,-!SU$" !.$Z*-66=b-G-68=-0 ),0 ),)68_-0 K8+>>X,5K6544+,7X=+,7

4J-+,0+*)4-0 ),4+K50+-=%I*4+, b)=X=-0 )=)65)0+,7*5,4G56# H" -a;G-==+5, 5<;568!IH[NG+K5=-$ ;568>-G)=-N!![I([N!$ b)=),)68_-0 K8+>>X,5K654N

4+,7)<4-G4G-)4-0 K8G)=<5,+,<5G. J%I*4+, b)=X=-0 )=)65)0+,7*5,4G56%HW?3" 0+>-4J86=X6<5a+0-# SU"*J565G5fX+,-#VS$" >+*G54XKX6-)==5*+)4-0 ;G5N

4-+, ! 6+7J4*J)+, $ <X=+5, ;G54-+,# [I([" ;568!IH[NG+K5=-$ ;568>-G)=-%

图 EC()=<5,+,增强 !.$Z细胞的自噬与凋亡

M#N2&,EC()=<5,+, +,*G-)=-=)X45;J)78),0 );5;45=+=5<!.$Z*-66=

"

EC讨论

新辅助化疗出现以来"骨肉瘤患者的 D 年生存

率已由原来的 #&F提高到 C&F"且与过去的截肢手

术相比"患者大多可以进行保肢手术"提高了患者术

后的生活质量,!&-

% 然而"对于化疗耐药或者发生肺

转移的患者"治疗效果依然没有取得很大的进展"预

后依然较差"死亡率较高"因此开发新的对骨肉瘤的

生长与转移具有抑制作用的治疗药物对骨肉瘤患者

具有重要意义%

真菌次级代谢产物 G)=<5,+, 是一种具有肿瘤抑

制活性的化合物"研究表明"G)=<5,+, 对胰腺癌细胞

[),*N! 的增殖&迁移均具有抑制作用"并且使丝裂原

活化蛋白激酶 !>+457-,N)*4+\)4-0 ;G54-+, M+,)=-"

WI[9$通路的活性显著降低"说明 G)=<5,+, 有可能

通过该通路发挥抗肿瘤作用,.-

% 在肾癌细胞ISTB

中"G)=<5,+, 可以抑制细胞活性并诱导其凋亡"对信

号通路检测发现"G)=<5,+, 导致了蛋白激酶 Z! ;G5N

4-+, M+,)=-Z"I9@$活性的升高及哺乳动物雷帕霉

素靶蛋白!>)>>)6+), 4)G7-45<G);)>8*+," >@3($下

游核糖体蛋白 ?1 激酶!G+K5=5>)6;G54-+, ?1 M+,)=-

K-4)N!"?19!$ 和真核翻译起始因子N.:结合蛋白 !

!-XM)G854+*4G),=6)4+5, +,+4+)4+5, <)*45G.:K+,0+,7;G5N

4-+, !" .:NZ[!$活性的降低,D-

"还使活性氧簇!G-)*N

4+\-5a87-, =;-*+-=" (3?$ L*N]X, 氨基末端激酶!*N

]X, BN4-G>+,)6M+,)=-" ]B9$通路的活性升高,!!-

"表

明G)=<5,+,可能通过多种不同的信号通路发挥抗肿

瘤作用"这些结果均表明 G)=<5,+, 具有临床治疗恶

)C$#)张"帆"等"()=<5,+,抑制骨肉瘤细胞 !.$Z的增殖和迁移



性肿瘤的潜在价值% 与这些研究相一致的是"本研

究发现G)=<5,+,对骨肉瘤细胞也具有显著的抑制效

果"它不仅可以降低 !.$Z细胞的活性及克隆形成

能力"还减弱了细胞的迁移与侵袭能力"并且诱导了

*)=;)=-依赖的细胞凋亡"下一步可进行体内实验进

一步验证G)=<5,+,对骨肉瘤的作用%

过度的自噬可以导致细胞的死亡"自噬是不同

于细胞凋亡的第二类程序性细胞死亡,!#-

% 通过药

物诱导自噬性死亡对肿瘤的治疗具有积极作用"如

替莫唑胺!4->5_565>+0-$&姜黄素!*XG*X>+,$均可以

诱导恶性胶质瘤细胞的自噬性死亡,!$ g!.-

#舒尼替尼

!=X,+4+,+K$诱导的肾癌细胞的自噬增强了其对肾癌

细胞的杀伤作用,!D-

% 在肾癌细胞中"G)=<5,+, 可以

诱导细胞的自噬"抑制其自噬可以挽救 G)=<5,+, 引

起的细胞活性降低与凋亡"这表明自噬可能是G)=<5N

,+,引起细胞死亡的方式之一,D-

% 本研究表明"G)=N

<5,+,也可以诱导骨肉瘤细胞的自噬"自噬在 G)=<5N

,+,的抗瘤效果中可能也起到重要作用"这其中的具

体机制有待进一步阐明%

综上所述"本实验证明了 G)=<5,+, 在体外对骨

肉瘤细胞 !.$Z的抑制作用"G)=<5,+, 有望成为一种

临床治疗骨肉瘤的新药物%

!志谢'感谢中国人民解放军军事医学科学院毒物药物

研究所车永胜研究员对G)=<5,+,的提供$
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