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摘要 探讨手性化合物诺帝对人恶性胶质瘤细胞甲酰化肽受体 ƒ° 功能的影响及其意

义 ∀以培养的人恶性胶质瘤细胞 为研究对象 用 ƒ° 激动剂  ƒΝ222∏2刺激

细胞 以双室跨膜迁移模型检测细胞的迁移能力 !计数法测定细胞的增殖能力 !分光光度法测定细胞内钙流 ! ×2°≤

方法测定血管内皮生长因子 √∏  ∂ ∞ƒ 表达 以 ∞≥方法检测 ∂ ∞ƒ蛋白水

平 并测定诺帝  ∗  Λ# 

处理瘤细胞后上述功能指标的变化 ∀  Λ# 

诺帝能有效抑制  ƒ诱导

的细胞增殖 !迁移 Π  1和细胞内钙流  Λ# 
诺帝能抑制 ∂ ∞ƒ  表达 降低 ∂ ∞ƒ水平 Π 

1∀诺帝能抑制 ƒ° 介导的人恶性胶质瘤细胞增殖 !迁移和 ∂ ∞ƒ产生 提示其具有抗肿瘤活性 ∀

关键词 诺帝 神经胶质瘤 甲酰化肽受体 血管内皮生长因子
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Εφφεχτ οφ νορδψ ον ΦΠΡ φυνχτιον οφ µ αλιγναντ ηυµ αν γλιοµ α χελλλινε Υ87
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 ÷2  ° ≠2
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Αβστραχτ:    ∏ × √    

Λ# 

  ∏ ƒ°  ∏  ∏

 ∏   ∏  √∏

∂ ∞ƒ    √√ ƒ°  Ν22
2∏2   ƒ  ≤    ∂ ∞ƒ   ∂ ∞ƒ

 ∏  √∏ ∏ ¬  ×2°≤  ∞≥ 

     Λ# 

    ∏

  ∏   ƒ Π  1  √  Λ# 


  

 ∂ ∞ƒ   ¬   ∏  ƒ Π 1 

∏ƒ° ∏     

 2
Κεψ ωορδσ:    √∏

  近年研究发现 高度恶性的人胶质瘤细胞可以

表达 蛋白偶联受体 ) ) ) 甲酰化肽受体 2

ƒ° 并可以被一种细菌趋化肽 Ν2甲

硫酰氨 2亮氨酸 2苯丙氨酸 Ν222∏2

 ƒ激活 ∀在肿瘤生长的微环境

中 恶性胶质瘤细胞自分泌一种 ƒ° 样活性因子 

在肿瘤的发生和演进过程中可能起至关重要的作

用 ≈ ∀因此 抑制 ƒ° 表达和 或 功能可能是恶性
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胶质瘤治疗的途径之一 寻找具有抗肿瘤活性的新

型合成化合物尤为重要 ≈ ∀

大量研究表明 脂氧化酶参与了肿瘤的发生和

演进过程 ∀脂氧化酶抑制剂具有不同程度的抗癌活

性 ∀例如脂氧化酶抑制剂去甲二氢愈创木酸

∏⁄ 在体内和体外对

多种肿瘤均具有抑制作用 ≈ ∀作者既往的研究结

果表明 基于天然 ⁄的化学结构而人工合成的

其手性化合物诺帝 可以抑制胶质瘤细胞

ƒ° 的表达 ≈
并且具有体内抗瘤作用 ≈ ∀本研究

以人恶性胶质瘤细胞系 为研究对象 探讨诺帝

对 ƒ° 介导的细胞增殖 !迁移 !细胞内钙流以及血

管内皮生长因子 √∏ 

∂ ∞ƒ的  表达和蛋白水平的影响及其意义 ∀

材料与方法

材料  诺帝由本室合成并纯化 纯度为

1 为淡黄色结晶 以最高浓度溶解于 ⁄ ≥

并经细菌内毒素检测合格 ∀准确称取诺帝适量 溶

解于 ⁄ ≥中 初浓度为  # 

经适当稀

释后以 1 Λ微孔滤膜过滤除菌 于试验前用新

鲜培养液将其稀释到所需浓度 ∀试验采用的 ⁄ ≥

终浓度不超过 1 并严格设立溶剂对照 ∀ Ν2

甲硫酰氨 2亮氨酸 2苯丙氨酸  ƒ购自 ≥2

公司 美国 人三磷酸甘油醛脱氢酶

22°⁄ 

引物购自 ≥公司 美国  Λ孔径多聚

碳酯滤膜购自 ∞ 公司 美国 

孔趋化板和细胞刮片均购自 ∏°公司 美

国 细胞固定及 ⁄2±∏染色试剂盒购自

≥ ≥ 公司 美国 

型胶原购自 公司 美国 快速  提

取试剂盒购自 ±∞公司 美国 高保真单管

 ×2°≤ 反应体系    °≥× × ƒ

2∏ ×2°≤ 购自 ≥公司 美

国 ∞≥试剂盒购自武汉博士德生物技术有限公

司 ∀

细胞培养  人恶性胶质瘤细胞系 来源于

美国典型培养物中心   × ≤∏∏

≤×≤≤∀ 细胞培养于含滤膜的可透

气培养瓶中 培养基为 ⁄ ∞ 添加 胎牛血清 !

非必需氨基酸 ! # 
丙酮酸钠 ! # 



谷氨酰胺 ! ∏# 
青霉素和 1 Λ# 

链

霉素 ∀培养于  ε  ≤和  湿度的孵箱

内 ∀细胞换液时间  ∗   ∗  传代 传代前以

1胰蛋白酶消化  ∗  ∀

细胞处理方法和试验分组  诺帝于临用时用新

鲜培养液稀释为 和  Λ# 
 ∀不同分

组的细胞以 °≥悬浮 !计数并调整细胞数以满足不

同试验的要求 ∀试验分为 对照组 除不进行诺

帝处理外 其余同诺帝组   ƒ刺激组 分别以

 # 


 ƒ刺激瘤细胞 按试验要求进行

每个指标的检测 诺帝处理组 在上述  ƒ刺

激前分别以含 和  Λ# 
诺帝的新鲜

培养液处理细胞 ∀其中 增殖试验的具体分组和处

理时间见下述 迁移试验和细胞内钙流试验中 诺帝

的处理时间均为  ∂ ∞ƒ  表达检测的处理

时间为  ∀ ∂ ∞ƒ蛋白水平检测于诺帝处理后的

和  进行 ∀所有试验均至少重复 次 ∀

台盼蓝拒染计数法检测细胞增殖  取对数生长

期细胞加入 1胰蛋白酶消化 用含 小牛血

清的完全 ⁄ ∞培养基漂洗细胞 次 并稀释至细

胞数约  ≅ 
 # 

 ∀将细胞悬液转到 孔板中

培养  Λ孔 ∀  ε  ≤孵箱中培养过夜 ∀

去除培养基 每孔加入含不同浓度诺帝的完全培养

基  Λ对照组加入等体积的完全培养基 继续

培养处理细胞 ∀细胞计数于不同分组处理后的 

进行 每组试验至少重复 次 ∀

细胞迁移试验  采用 孔趋化板进行 ∀ 

Λ孔径的多聚碳酯滤膜预先用  Λ# 


型

胶原于  ε 包被过夜 ∀依试验设计于趋化板下室孔

中加入不含以及含有  # 


 ƒ趋化诱导

剂的 液 ∏  Λ∀按分组需要 

在趋化板上室孔中加入细胞数为  ≅ 
 # 

的

诺帝处理组及对照组的 细胞  Λ∀上下室之

间以多聚碳酯滤膜隔开 ∀趋化板在湿盒中于  ε

孵箱孵育 1 后 以 ⁄2±∏染色试剂将迁移至

滤膜下方的细胞固定并染色 于光学显微镜的 个

高倍视野下  ≅ 计数迁移过滤膜的细胞 ∀

分光光度法检测 Χα
2 +流  诺帝预处理细胞 

再调整细胞数为  ≅ 
 # 


与  # 



ƒ∏2  荧光探针室温孵育  染色并负载

荧光的细胞用生理缓冲液洗涤并调整细胞数为

 ≅ 
 # 


以分光光度计检测钙流时 加入负

载了 ƒ∏2  荧光探针的细胞悬液  于石英

杯中 待测定基线稳定后 按分组加入  ≅ 
 ∗

 ≅ 
 Λ# 


 ƒ  Λ刺激细胞 或对不

同浓度诺帝处理后的 细胞加入  # 
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 ƒ  Λ进行刺激 立即可看到 ≤
 流峰 ≤

 

流值的计算基于检测  和  波长处的荧

光光密度比率 采用 ƒ2• 软件进行处

理 ∀

Ρ Τ2ΠΧΡ法检测 ς ΕΓ Φ µ Ρ ΝΑ  细胞经

不同浓度的诺帝处理  后 再以  # 


 ƒ刺激细胞  ∀然后按一步法以快速  提

取试剂盒抽提细胞总  取总   1 Λ进行

扩增 ∀人 ∂ ∞ƒ  的引物序列为 χ2×≤×

××≤×≤××≤××2χ χ2≤×××≤×≤×××≤≤×

×2χ用于扩增 个等位序列的 ∂ ∞ƒ基因 

扩增片段的长度分别为  ∂ ∞ƒ 

∂ ∞ƒ ∂ ∞ƒ ∂ ∞ƒ∀

以人 °⁄作为内参 °⁄  的引物序列

为 χ2××≤××≤2χ χ2××

×××≤×≤≤×≤≤×2χ扩增片段大小为 

退火温度为  ε ∀  ×2°≤ 反应以高保真单管

反应体系进行 反应参数为   ε 逆转录  

 ε 逆转录酶灭活   ε 变性   ε 退

火   ε 延伸  个循环 ∀再于  ε 加

时延伸  ∀ °≤ 产物进行 琼脂糖凝胶电泳

并以溴乙啶染色观察 ∀溴乙啶染色各条带检测用凝

胶成像系统  扫描进行

灰度分析 记录各条带光密度 ∀为消除系统及定量

误差 基因表达水平以各个检测基因与自身 °⁄

条带光密度平衡比率来计算 ∀为便于比较 将各组

细胞 ∂ ∞ƒ  的 个条带测定值合并计算 并

求平均积分光密度强度 ∀

ΕΛΙΣΑ法检测 ς ΕΓ Φ蛋白水平  单独诺帝处

理组 含  Λ# 
诺帝的常规培养液 ∀于

和  收集各组细胞上清液 离心去杂

质 按照人 ∂ ∞ƒ ∞≥试剂盒说明进行操作 ∀酶

标仪  波长读取吸收度值 绘制标准曲线并

计算出相应 ∂ ∞ƒ浓度 ∀

统计学分析  计量数据以 ξ ? σ表示 ∀细胞数

及 ∂ ∞ƒ蛋白的差异比较采用单因素方差分析

2 ∂ 两组间均数比较时 未配对样

本采用 τ检验 ∀采用 ≥°≥≥1统计软件进行处理 ∀

结果

1  诺帝对 Υ87细胞增殖的影响

 Λ# 
诺帝对 细胞经  ƒ诱导

的增殖与对照组相比无显著统计学意义 Π 

1而诺帝 和  Λ# 

对  ƒ诱

导的细胞增殖具有显著抑制效应 其 ≤值为

1 Λ# 


Π 1见图 ∀

Φιγυρε 1  ∞   

∏  ƒ  ∏∏ 

    ƒ ×

 ∏ ∏     

   Λ# 

 Π  1 

 ∏  # 


 ƒ
3
Π 

1 ϖσ

2  诺帝对 Υ87细胞迁移情况的影响

细胞对不同剂量  ƒ诱导的迁移运动呈

剂量依赖效应 达到峰值后 更高浓度的  ƒ不再

增强 细胞的迁移运动能力 ∀  ƒ诱导的 

细胞迁移效应可被诺帝抑制  Λ# 
诺帝的

抑制效应与对照组相比没有显著的统计学意义

Π 1而诺帝 和  Λ# 

呈现显

著的抑制效应 Π 1见图 ∀

Φιγυρε 2  ∞    

∏   ƒ     

     ∏ 

 ƒ  # 


 × ∏ 

    ∏ 

   × ∏ 

¬ξ ? σ   °ƒ
3
Π 

1 ϖσ
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3  诺帝对 Υ87细胞 Χα
2 +流的影响

 ƒ可诱导胶质瘤细胞产生短暂而强烈的细

胞内 ≤
 流 ≤

 流信号包括一个逐渐上升的过程

和一个持续的平台期 此诱导效应随  ƒ浓度变

化呈剂量依赖性改变 图 ∀诺帝处理 细胞

 后经上述刺激 ≤
 流的变化呈现为双相 即低

浓度  Λ# 

处理后细胞内 ≤

 流增强 而

高浓度 和  Λ# 

处理后 ≤

 流被抑

制 ∀结果提示 高浓度的诺帝对 ƒ° 介导的胶质瘤

细胞 ≤
 流动具有抑制作用 图 ∀

Φιγυρε 3  ≤∏   

 ∏   ƒ    

 

ƒ∏2 ∏  ƒ

 # 

 ≤∏   

 ƒ ∏

 ⁄ ∏  ∏

 ƒ  ∞ 

∏  ∏  # 


 ƒ

4  诺帝对 Υ87细胞 ς ΕΓ Φ µ Ρ ΝΑ和蛋白水平的

影响

经  ƒ刺激后 细胞的 ∂ ∞ƒ  表达

明显增高 ∀  Λ# 
诺帝处理  后的 

细胞  ƒ的激动效应被抑制 ∀诺帝能抑制由

 ƒ引起的 ∂ ∞ƒ  表达的增高 并呈剂量依

赖性 低浓度 和  Λ# 

的抑制效应不明

显 而高浓度  Λ# 

的抑制效应较明显

图 ∀

Φιγυρε 4  ∞  ∂ ∞ƒ   ¬

∏  ƒ     2
∏      ∏

 ƒ  # 

   ×  

¬¬∂ ∞ƒ     ×2°≤ 
×  ×2°≤ ∏  

 √∏  ∏   

∞  ×2°≤ ∂ ∞ƒ   ∏

   ∏  ⁄

      

∂ ∞ƒ   

    ƒ   ∏ 
3
Π  1 ϖσ∏ ƒ ∏

∞≥检测结果显示 以  # 


 ƒ

刺激 细胞 在 和  等各时间点 细

胞培养上清液中 ∂ ∞ƒ蛋白水平均显著增加 与对

照组相比 具有显著统计学意义 Π  1∀而诺

帝在各时间点均可显著削弱  ƒ的刺激效应 ∀以

处理  观察时间点为例 未以  ƒ刺激对照组

的 细胞培养上清液中的 ∂ ∞ƒ含量为 1 ?

1 # 

以  # 


 ƒ刺激 

细胞 培养上清液中的 ∂ ∞ƒ含量为 1 ?

1 # 

而以  Λ# 

诺帝和 

# 


 ƒ共同处理 细胞 培养上清液中

的 ∂ ∞ƒ含量为 1 ? 1# 

见图 ∀
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Φιγυρε 5  ∞    ∂ ∞ƒ 

∏∏  ∏∏   ƒ

∂ ∞ƒ  ∏ ∏

   ∞≥  ∂ ∞ƒ √ 

∏ ∏

 √
3
Π 1 ϖσ

讨论

甲酰化肽受体 ƒ° 属 次跨膜 2蛋白偶联

受体超家族成员 ∀它们一般在受到配体的刺激数分

钟后启动多级信号途径通路 最后引发细胞的趋化

反应 ≈ ∀趋化过程从趋化剂与其受体结合开始 

以一些介质和因子的释放而终止 ∀ ƒ° 的跨膜区对

配体结合区的形成具有调节作用 ∀另外 ƒ° 的跨

膜区还能形成有利于与配体结合的特殊结构 ∀ ƒ°

受到  ƒ激活后 也干扰了细胞对其他不相关趋

化剂的反应 因为此结合影响了异源受体的脱敏 ∀

在 细胞  ƒ首先作用于 ƒ° ƒ° 将信号传

导至细胞内 激活细胞的增殖 !迁移和分泌功能 ∀作

者前期的研究结果表明 恶性胶质瘤细胞表达 ƒ° 

诺帝可抑制其表达水平 ≈ ∀本研究通过用 ƒ° 的

配体  ƒ进行刺激 观察 ƒ° 是否具有参与细胞

增殖 !迁移 !细胞内 ≤
 流和 ∂ ∞ƒ产生等功能 ∀

结果显示  ƒ可以显著激活 ƒ° 进而介导胶质

瘤细胞增殖 !迁移 !≤ 流以及 ∂ ∞ƒ的  表

达和蛋白分泌等功能 ∀ ∂ ∞ƒ是一种最为重要的血

管生成因子 其经过  ƒ ƒ° 途径诱导产生后可

直接促进内皮细胞的生长和血管的新生 ∀本研究结

果进一步提示 功能性 ƒ° 在胶质瘤细胞的表达也

参与了 ∂ ∞ƒ相关的肿瘤血管生成过程 ∀

基于 ⁄的化学结构而合成的手性化合物

诺帝 通过动物实验模型 作者先后报道了诺帝可以

抑制人胶质母细胞瘤细胞的体内移植瘤的生长 ≈  ∀

据此 作者推测诺帝对 ƒ° 生长信号的干扰可能是

此抑制效应的机制之一 ∀但诺帝的作用靶点究竟位

于 ƒ° 信号传导的上游还是下游 尚需深入研究 ∀

肿瘤细胞的侵袭性生长机制与炎症时白细胞的

趋化和浸润机制有一定的相似性 ∀作者前期研究结

果也发现 ƒ° 选择性地表达于高度恶性的人胶质

瘤组织中 表明 ƒ° 可能涉及与肿瘤浸润和侵袭性

生长有关的病理生理过程 ∀本研究结果表明 低剂

量诺帝  Λ# 

对  ƒ诱导的细胞的迁移

反应没有表现出明显的抑制效应 而高剂量诺帝

和  Λ# 

抑制了 ƒ° 介导的胶质瘤

细胞迁移功能 ∀诺帝抑制 细胞对  ƒ的反应

性还表现在诺帝可能通过抑制 ƒ° 活化后的 ≤
 

流动而影响胶质瘤细胞的多种生物效应 ∀在检测胶

质瘤细胞在 ≤
 流动方面对 ƒ° 激动剂的反应试

验中还发现 ƒ° 激动剂  ƒ可引起短暂而强烈

的 ≤
 流动 而此效应可被诺帝显著抑制 ∀当用适

当浓度的 ƒ° 激动剂  ƒ # 

刺激

细胞时  Λ# 
诺帝对 ≤

 流动的抑制

效应更为明显 ∀

实体瘤的生长必须有血管维持足够的血供 提

供其生长所需的养分 抗血管生成治疗与其他治疗

联合对恶性肿瘤治疗有重要价值 ≈ ∀在血管生成

过程中 多种血管生成因子参与了血管新生过程 ∀

其中最为重要的强效血管形成因子便是 ∂ ∞ƒ∀多

种人肿瘤细胞中均表达高丰度的 ∂ ∞ƒ  如

肾脏 !结肠 !卵巢以及颅内的肿瘤细胞 ≈ ∀许多肿

瘤细胞表达 ∂ ∞ƒ和一些与 ∂ ∞ƒ结构相似的蛋白

质 ∀在小鼠结肠癌肝脏转移的模型中 ∂ ∞ƒ在体

内肿瘤病理生理过程中的重要作用得以证明 用抗

∂ ∞ƒ抗体可以明显缩小肿瘤的体积 ∀另外 ∂ ∞ƒ

不仅可以诱导内皮细胞增殖 !迁移以及小管样结构

形成 还可以增加微血管通透性 后者可以易化恶性

肿瘤细胞的扩散 ≈ ∀采用 ∂ ∞ƒ抗体 !降低 ∂ ∞ƒ

表达和耗竭已表达的 ∂ ∞ƒ均可以引起内皮细胞凋

亡并抑制肿瘤的生长 ≈ ∀

快速增殖 !高度侵袭和活跃的血管生成是人脑

恶性胶质瘤的重要生物学特性 尽管近二十年来的

恶性胶质瘤手术 !化疗 !放疗甚至基因治疗等多种治

疗措施已有明显进步 也未能很好地延长患者的生

存期 ∀因此 如同其他肿瘤一样 探寻恶性胶质瘤新

的治疗靶点和治疗方法十分必要和重要 ∀对胶质瘤

的研究结果表明 ∂ ∞ƒ介导胶质瘤形成丰富的新

生血管 ≈
若能干扰胶质瘤细胞 ∂ ∞ƒ的基因表达

和蛋白水平 对于该病的抗血管生成治疗将具有重

##陈剑鸿等 诺帝对人恶性胶质瘤细胞 甲酰化肽受体功能的影响



要意义 ∀

本研究中 诺帝对 ƒ° 活化后瘤细胞 ∂ ∞ƒ

 表达影响的检测结果显示 尽管在无 ƒ° 激

动剂  ƒ刺激情况下 细胞就表达 ∂ ∞ƒ

 分泌一定量的 ∂ ∞ƒ但以 ƒ° 激动剂  ƒ

激活胶质母细胞瘤的该受体后 ∂ ∞ƒ在 细胞

 的表达水平和细胞培养上清液中分泌的蛋白

水平均显著增加 ∀而 细胞经  Λ# 
诺

帝处理  后  ƒ对 ∂ ∞ƒ  表达的激动效

应被抑制 ∀另外  Λ# 
诺帝还对  ƒ诱

导的胶质瘤细胞上清液中 ∂ ∞ƒ的蛋白水平在不同

时间点均有抑制作用 ∀诺帝抑制 ƒ° 刺激因子

 ƒ上调的 ∂ ∞ƒ基因转录水平和蛋白水平的激

活作用的结果提示 诺帝在抗肿瘤血管生成治疗中

起到了重要的作用 ∀
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