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摘要 目的  观察 2取代芳基氧化吲哚° 2对肿瘤细胞周期分布的影响 明确 ° 2的抗敏感肿瘤和耐药

肿瘤的共同机制 ∀方法  用流式细胞仪检测细胞周期分布 • 印迹分析细胞周期相关蛋白的表达 

2× 参入

法检测细胞 ⁄合成 ∞≥测定酪氨酸激酶的活性 ∀结果  ° 2对多种肿瘤细胞包括耐药细胞的周期分布

均有影响 阻滞细胞  期至 ≥期的移行 细胞周期相关蛋白 ≤⁄ 和 2的表达被抑制 ≤ ∞的表达升高 ∀

° 2还可抑制
2× 的参入 抑制 ∞ƒ 的酪氨酸激酶的活性 ∀结论  抗耐药肿瘤新药 ° 2是一种细胞周期

阻滞剂 可能是通过抑制 ≤⁄而使肿瘤细胞阻滞在  期 同时也说明细胞周期阻滞可能是抗耐药肿瘤的新方向 ∀
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  本实验室以靛玉红为模板 设计合成了 类氧

化吲哚化合物 并采用定量构效关系分析法±≥ 

∏√∏∏2√ 开展

了 2取代芳基氧化吲哚定量构效研究 从合成的几

十个化合物中筛选出了具有较高抗肿瘤活性和较低

毒性的一种化合物 将其命名为 2取代芳基氧化吲

哚2∏∏¬° 2 ∀实验结果表

明 ° 2对多种人肿瘤细胞的生长有抑制作用 
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并且对于阿霉素等抗肿瘤药无效的多药耐药

∏∏ ⁄ 肿瘤细胞 ° 2同样显

示出较强的抑制作用≈ ∀为了阐明 ° 2的抗耐

药机制 检测了 ° 2对耐药相关基因表达的影

响 结果发现 ° 2能在不同程度上抑制 µδρ和

σορχιν基因的表达 并表现出剂量依赖性 ∀另外 用

⁄芯片技术比较分析了 ° 2作用前后 和

Π细胞 个基因的表达情况≈
发现在耐

药细胞 Π中高表达的 个基因均能被 ° 2

抑制 这些可能是 ° 2抗肿瘤耐药性的主要原

因之一 ∀本文观察了 ° 2对细胞周期的影响 进

一步探讨 ° 2的作用机制 ∀

材料与方法

试剂  ° 2由本实验室合成组合成 干燥室

温下可稳定保存 实验前先溶于 ⁄≥ 中 配成 

#母液 使用时用生理盐水稀释至需要的浓度 ∀

细胞周期检测试剂盒 ×∞≥×× ∏⁄ 

购于  ⁄抗 ≤⁄ ≤ ∞2

抗体和抗 ∞ƒ 抗体购于 ≥ ≤∏抗磷酸化

酪氨酸抗体购于 ≥∀ 
2× 购于中国原子能研

究所 比放 射强 度为  #
∞ƒ 购 于

°×∞≤ ×⁄∀

细胞株及细胞培养  种人肿瘤细胞分别是白

血病细胞株 和  以及这两种细胞的多药

耐药细胞株 Π⁄ 和 Π   

≥ƒ和 ≥≤分别是来源于肺腺癌 !黑色素瘤 !

神经母细胞瘤和胃癌的细胞株  为表皮癌细

胞 ∀细胞培养于含   新生牛血清的培养液中 

 ε   ≤ 饱和湿度的培养箱中培养 细

胞用 ƒ  其他细胞用  ° 

 ∀人表皮癌细胞 购于上海细胞库 Π

是本实验室用阿霉素诱导的多药耐药细胞株 

表达 °°2≈
Π⁄ 来自日本细胞

库 表达   °Π蛋白 ∀在细胞培养的过程中 为

了维持耐药细胞的耐药性 向 Π 和 Π

⁄ 的培养液中分别加入 和 1 #的阿霉

素 实验前  换为新鲜培养液 ∀

细胞周期的检测  按细胞周期检测试剂盒说明

进行 收集细胞  ≅ 

∏≥∏  洗 次 

按说明依次加入 ≥∏   Λ≥∏   Λ

和 ≥∏ ≤  Λ∀用  Λ尼龙网过滤样品  ∗

 ε 黑暗中保存  内 ∞°≤≥流式细胞仪≤∏

≤≥进行检测分析 ∀

Ωεστερν印迹  取  ≅ 

细胞 经不同浓

度的 ° 2处理  后收集细胞 加入裂解液

#
×1  #

⁄××   ≥⁄≥ 

 甘油  #
°≥ƒ  #



#
∏ Λ超声碎细胞 ∀取总蛋白

 Λ  ≥⁄≥2°∞电泳 ∀电泳结束后将蛋白质

转移至硝酸纤维素膜上  脱脂奶封闭后与相应的

一抗Β ∗ 室温孵育  再与二抗室温孵育

 ⁄显色 ∀
3
Η2标记物参入实验  不同浓度的 ° 2分别

处理 和 Π细胞  收获前  加入

2× 使终放射活性为  # ∀用细胞收获

仪将细胞转移到玻璃纤维滤膜上 干燥后 加入闪烁

液  测量放射性核素闪烁记数并计算
2参入

抑制率 ∀

ΕΓΦΡ酪氨酸激酶活性的测定  按文献≈用

∞≥进行检测 ∀取经不同浓度的 ° 2处理  

的 细胞 经  Λ#
∞ƒ作用  后超声

裂解 ∀取等量总蛋白加入包被 ∞ƒ 抗体的酶标板

中  ε 孵育 再依次加入抗磷酸化酪氨酸抗体和

 °标记的三抗后显色 ∀

统计学处理  数据以 ξ ? σ表示 显著性差异

用 τ检验 ∀

结果

1  ΠΗ ΙΙ27对肿瘤细胞周期的影响

结果表明 ° 2对这 种肿瘤细胞的周期分

布均有影响 除 细胞 ≥期明显升高外 其他细

胞均是 2 升高 ≥期和 2 期下降表  ∀其

中对 细胞的周期分布影响最明显 对 和

的细胞周期影响最小 这与 ° 2对肿瘤细胞

的细胞毒作用结果是一致的 ∀

2  ΠΗ ΙΙ27 对 Κ562 中 Ρβ , Χ∆Κ2 , Χψχλιν Ε , Π27 和

χ2 µψχ表达的影响

• 印迹分析显示 当 细胞分别经过

 1 1 1和 1 #的 ° 2 处理  

后 ≤⁄的表达受到抑制 并表现出剂量依赖性 而

≤∞在 细胞中的表达较低 经过 ° 2处

理后 ≤ ∞反而升高 1 #时 其表达水平

有所升高 1和 1 #时升高明显 这与 °

2处理后 细胞的周期分布是一致的  期剂

量依赖性细胞周期阻滞导致 ≤∞的积累 而 1

#的 ° 2处理后 ≤ ∞的表达量反而下

降 这可能是药物剂量过大 细胞死亡所致 ∀  和
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2的表达可被 ° 2以剂量依赖方式所抑制

图  ∀
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3  ΠΗ ΙΙ27 对 Κ562 和 Κ562ΠΑ02 细胞 ∆ΝΑ合成的

影响

在细胞生长过程中
2× 参入到 ⁄ 中 通

过计算
2标记物参入量来判断细胞 ⁄合成和增

殖的情况 ∀由表 可以看出 1 #
° 2对

和 Π 细胞
2× 的参入均有抑制作

用 ∀

4  ΠΗ ΙΙ27 对 Α431 细胞 ΕΓΦΡ 酪氨酸激酶活性的

抑制作用

细胞是来自于表皮癌的细胞株 ∞ƒ 有

较高水平的表达 ∀本实验用夹心 ∞≥ 法检测

∞ƒ 酪氨酸激酶活性 结果发现无血清培养的

细胞经  Λ#
∞ƒ诱导  后 ∞ƒ 酪

氨酸激酶活性明显升高 而 ° 2对这种升高的

∞ƒ 酪氨酸激酶活性又有抑制作用 并呈现出剂

量依赖性    #的 ° 2 抑制率分别为

1  1   Π 1和 1   Π 1 ∀

Ταβλε 2  Εστιµατιον οφ ∆ΝΑ σψντηεσισ οφ Κ562 ,

Κ562ΠΑ02 χελλσ τηουγη
3
Η2τηψµιδινε ινχορπορατιον

φολλοωινγ τρεατµεντ ωιτη ινχρεασινγ χονχεντρατιονσ οφ

ΠΗ ΙΙ27 φορ 24 η

×Π
#

 Π

≤°


Π
≤°



Π

° 21   ?   1   ?   1

° 21   ?   1   ?   1

° 21   ?   3 1   ?   1 3

°√   ?   3 1   ?  1 3

√   ?     ? 

× √      Π   

#
 2≤     #

 2≤  

√√ ξ ? σ ν   
3 Π 1

ϖσ √∏

讨论

细胞周期是细胞生命活动的基本过程 利用流

式细胞仪观察了 种肿瘤细胞的周期分布 发现 °

2 对这  种肿瘤细胞的周期分布均有影响 ∀除

细胞 ≥期明显升高外 其他细胞均是 2 升

高 ≥期和 2 期下降 说明°  阻滞肿瘤细胞

期至 ≥ 期的移行 ∀另外 还观察了不同剂量的

° 2对同一种细胞周期的影响 发现这种  期

阻滞作用具有剂量依赖性 随着剂量的增加 2

的累积也越来越明显 ∀尤其值得注意的是 无论是

敏感肿瘤细胞还是耐药肿瘤细胞 ° 2对其周期

的影响几乎是相同的 ∀因此可以认为对细胞周期的

阻滞作用是 ° 2对敏感肿瘤和耐药肿瘤的共同

的作用机制 ∀参与  调控的因子有多种 主要为

≤⁄和 ≤ ∞
≈ ∀为了寻找 ° 2具体作用在

细胞周期的靶点 用 • 印迹观察了 ° 2对

≤⁄ ≤ ∞和 2的影响 发现 ° 2可

抑制 ≤⁄ 和 2的表达 并有剂量依赖性 

而 ≤ ∞的表达不仅未被抑制 反而明显升高 这

与细胞周期的分布是一致的 ∀ ≤ ∞主要在  期

表达 细胞被阻滞在  期可导致 ≤ ∞ 的积

累≈ ∀从实验结果观察到 ≤ ∞的积累随着 °
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2的剂量的增加而增高 但到了 1 #后不

再增加 反而有下降的趋势 这可能与剂量有关 剂

量过大 死亡细胞也会明显增加 ∀综上所述 认为

° 2是通过以下通路来影响细胞周期的 ° 2

抑制了 ≤⁄ 导致  的活性受到抑制 不释放

∞ƒ 游离的 ∞ƒ含量下降 与一系列具有特殊序列

的基因启动子区如2结合的 ∞ƒ减少 所以2

的表达下降 细胞的  期至 ≥期的移行被阻

滞 ∀

细胞周期被阻滞在  期可导致细胞 ⁄合成

障碍 选择2× 参入实验来判断 ° 2处理后

细胞 ⁄合成和增殖的情况 ∀结果发现 ° 2对

和 Π细胞
2× 的参入均有抑制作

用 并呈现出剂量依赖性 ∀这与细胞周期的  期至

≥期的移行阻滞是相符的 ∀

表皮生长因子受体 ∞ƒ 属于生长因子受

体家族 据报道 ∞ƒ 的功能与细胞周期调控紧密

相关 ∞ƒ 通路的阻断可引起多种肿瘤细胞的周

期阻滞在 2 期
≈  ∀实验结果提示 ° 2 对

细胞 ∞ƒ 酪氨酸激酶的活性有抑制作用 并

呈剂量依赖性 这可能也是 ° 2阻滞肿瘤细胞周

期的原因之一 ∀

从上述结果可以提示 有效抗耐药肿瘤新药 °

2通过抑制细胞周期分布而对敏感肿瘤细胞和耐

药肿瘤细胞均具有生长抑制作用 靶点可能是通过

抑制 ≤⁄而导致肿瘤细胞  期至 ≥期的移行阻

滞 同时也提示  期阻滞有可能成为克服敏感肿瘤

和耐药肿瘤的共同方向 ∀
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