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新多胺类似物TBP对人膀胱移行细胞癌T24细胞

凋亡及迁移能力的影响*

杨建林① 韩 钰① 王 凯② 张贺吉① 王艳林①

摘要 目的：研究新多胺类似物四丁基丙二胺（tetrabutyl propanediamine，TBP）对人膀胱移行细胞癌T24细胞生长、凋亡及迁

移能力的影响。方法：MTT比色法分析细胞增殖，流式细胞术分析细胞周期改变，TUNEL法检测细胞凋亡，Western blot用于分析

细胞凋亡相关蛋白Bax 和细胞色素C的表达水平，Transwell技术检测细胞迁移能力的变化。结果：TBP有效抑制T24细胞增殖及

迁移能力。细胞周期分析显示TBP抑制细胞发生G1/S期转换，导致 S期细胞比例显著性下降，G0/G1期细胞比例升高，同时出现

SubG1亚凋亡峰。TBP处理后，细胞呈现典型凋亡现象，细胞浆中促凋亡蛋白Bax和细胞色素C含量明显升高。结论：TBP能够抑

制人膀胱移行细胞癌T24细胞增殖、降低T24细胞迁移能力，诱导细胞凋亡，其机制可能与影响肿瘤细胞的细胞周期，活化线粒体

相关的细胞凋亡途径有关。
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Abstract Objective: This work aimed to investigate the effects of the new polyamine analog tetra-butyl propanediamine (TBP)

on the proliferation, apoptosis, and migration of human bladder carcinoma T24 cells and its potential mechanism. Methods: Methyl thi-

azolyl tetrazolium was used to analyze cell proliferation, and flow cytometry was performed to assay the cell cycles. Terminal deoxynu-

cleotidyl transferase biotin-dUTP nick end labeling assay was used to identify the apoptotic cells. Western blot analysis was used to

evaluate the expression of apoptosis-related proteins. The Transwell technique was used to analyze cell migration. Results: TBP sig-

nificantly inhibited the proliferation and migration of T24 cells, and the inhibitory effect was time and dose dependent. The flow cytom-

etry results indicated that TBP interfered with the cell cycles and inhibited G1/S transition, which led to increased cell percentage in the

G1 and G2 phases, as well as decreased cell percentage in the S phase. Meanwhile, the number of apoptotic cells significantly in-

creased. After TBP treatment, observation of the typical behavior of apoptotic cells revealed that the contents of the pro-apoptotic pro-

teins Bax and cytochrome C significantly increased in the cytosol. Conclusion: TBP can inhibit the proliferation and induce the apopto-

sis of human bladder carcinoma T24 cells by interfering with the cell cycle and activating the mitochondrion-mediated apoptotic path-

way.
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肿瘤细胞的快速生长高度依赖于细胞内的多胺

（腐胺、精眯和精胺）含量，由此干扰多胺代谢和拮抗

多胺促细胞生长与分化的功能成为抗肿瘤药物设计

的新靶点和临床治疗的新策略［1-3］。目前已经合成一

些与天然多胺有相似化学结构的多胺类似物（poly⁃

amine ana-logue）用于抗多种肿瘤的基础和前期临床

研究，其中部分多胺类似物显示出良好的临床应用

前景［4-5］，但多胺类似物对膀胱癌是否有抗肿瘤效应

研究较少，膀胱癌是我国目前常见的泌尿系统恶性

肿瘤之一，全身化疗联合外科手术是主要临床治疗
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手段，但疗效差，预后不佳。因此寻找高效低毒的化

疗药物对于临床抗膀胱癌治疗具有重要的意义。多

胺类似物四丁基丙二胺（tetrabutyl propanediamine，
TBP）是一种人工新合成的多胺类似物，本研究分析

了TBP对人T24膀胱移行癌细胞生长、凋亡和迁移能

力的影响，以期为膀胱移行细胞癌的预防与治疗提

供有益的探索。

1 材料与方法

1.1 试剂及仪器

膀胱癌T24细胞系购自武汉大学细胞典藏中心；

TBP由武汉工程大学药学系合成；3-（4，5-二甲基噻

唑）-2，5-二甲苯基四氮唑溴盐（MTT）为美国 Sigma
公司产品；DMEM培养基和胎牛血清为Gibico公司产

品；PVDF 膜为 Millipore 公司产品；ECL 试剂盒为

Thermo公司产品；鼠抗人β-action抗体、Bax和细胞色

素 C（cytochrome C，Cyt-C）抗体为 Santa Cruz公司产

品；羊抗鼠 IgG-HRP为 Jackson公司产品。一步法

TUNEL（TdT-mediated dUTP Nick-End Labeling）细胞

凋亡检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司；Transwell培养板为美国Costar公司产品；全波长

酶标仪为Thermo公司产品；荧光倒置显微镜为Olym⁃
pus公司产品；GelLogic-200凝胶图像分析仪为Kodak
公司产品；EPLCS XL流式细胞分析仪为Becm an-Coul⁃
ter公司产品。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 将 T24细胞在含 10%胎牛血清的

DMEM培养液中于 37℃、5%CO2培养箱中培养，对

数生长期时进行细胞学实验。 TBP 溶于 ddH2O
中，-20℃保存，使用时用DMEM稀释至需要浓度。

1.2.2 MTT法检测肿瘤细胞生长抑制率 将T24细

胞接种于 96孔细胞培养板，加入 3×103个/孔细胞悬

液50 μL，培养24 h后加入DMEM分别作为对照组和

含不同浓度TBP的DMEM培养液 50 μL（TBP终浓度

为 10～80 μmol/L），每个药物浓度设 4个复孔，分别

在培养24、48和72 h后，每孔加终浓度为5 mg/mL 的

MTT孵育 4 h，弃去上清液，每孔加DMSO 150 μL，振
荡混匀后用酶标仪测波长 570 nm的吸光度值（OD
值）。肿瘤细胞生长抑制率（IR）=（1-实验孔OD值/对
照孔OD值）×100%。

1.2.3 Transwell体外迁移实验 将对数生长期 T24
细胞换为无血清培养基，饥饿处理4h后消化细胞，用

含 0.2%BSA的DMEM培养液悬浮，每个培养小室的

上槽内加入5×104个/孔细胞悬液200 μL，并加入TBP
至浓度为 40 μmol/L。培养小室下槽加入 800 μL含

20%FBS的DMEM培养液，培养 18 h。将膜用PBS洗
涤 2次，多聚甲醛固定 30 min，洗涤 2次，加入苏木精

染色，室温10 min，清水浸泡20 min，用棉签轻轻擦拭

上室内侧面的细胞，同时清水冲洗3～5次，用镊子拨

下小室的膜，下侧面向上平铺于载玻片，倒置显微镜

下随机选取 5个视野观察，计数每个视野的细胞数，

取平均数。迁移抑制率=（1-实验组穿膜细胞平均数/
对照组穿膜细胞平均数）×100%。

1.2.4 流式细胞术检测细胞周期和凋亡的变化 T24
细胞经 20、40 μmol/L的TBP处理 48h后，用 4℃预冷

的 75%乙醇固定过夜，RNA酶 37℃消化 1 h后，碘化

丙啶（0.5 mg/mL）避光染色30 min，经300目尼龙网过

滤后上机检测。

1.2.5 TUNEL法检测细胞凋亡 取对数生长期T24
细胞接种于 12孔细胞培养板培养过夜，加入终浓度

为40 μmol/L TBP继续培养48 h，将细胞用4%多聚甲

醛固定 30 min，0.1%Triton-100细胞膜打孔处理后，

PBS洗涤 3次，加入 50 μL TUNEL检测液，37℃避光

孵育1 h，再次PBS洗涤，倒置荧光显微镜下观察。倒

置显微镜下随机选取5个视野观察，计数每个视野的

凋亡细胞数，取平均数。

1.2.6 Western blot检测凋亡相关蛋白表达 40 μmol/L
TBP作用T24细胞48 h后收集细胞，分为两份，一份用细

胞裂解液（10 mmol/L HEPES，pH为 7.2，210 mmol/L
D-mannitol，70 mmol/L Sucrose，5 mmol/L Sodium suc⁃
cinate，0.2 mmol/L EGTA，100 mg/L Digitonin）在冰浴

裂解 20 min，12 000 r/min离心 10 min，取上层胞浆裂

解液作为 Cyt-C的检测样品；另一份用细胞裂解液

（20 mmol/L Tris-HCl，pH 为 8.0，150 mmol/L NaCl，
0.2%NP40）冰上裂解 30 min，离心取上清作为Bax的
检测样品，考马斯亮蓝染色测定蛋白总含量，加入上

样缓冲液沸水中水浴 5 min使得蛋白变性，在 10%
SDS-聚丙烯酰胺凝胶 100 V电压下垂直电泳分离蛋

白，再将其于60 V转印1.5 h到PVDF膜上，5%脱脂奶

粉封闭1 h后，分别加鼠抗人Cyt-C、抗人Bax抗体作

用过夜，羊抗鼠 IgG-HRP二抗反应 2 h，TBST洗涤 2
次，ECL显影压胶片。

1.3 统计学分析

数据均以 x±s表示，重复实验 3 次，应用 SPSS
13.0软件进行单因素方差分析。检验水准α=0.05。
2 结果

2.1 TBP有效抑制人膀胱癌T24细胞增殖

不同浓度的TBP作用T24细胞24、48、72 h后，随

着药物浓度的增高和时间的延长，对T24细胞的生长有

明显的抑制作用，且呈时间和浓度依赖性，当80 μmol/L
TBP作用72 h时，细胞存活率仅为20.61%，抑制率高

达 79.39%，各时间组与浓度组之间比较差异具有统

计学意义（P<0.05，图1）。
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图1 TBP抑制T24细胞存活率的比较（*P<0.05，** P<0.01）
Figure 1 Inhibitory action of TBP on the growth of T24 cells，compared
with the 0 mol/L group

2.2 TBP抑制T24细胞的迁移能力

小室迁移实验显示，与对照组相比 40 μmol/L
TBP处理细胞组迁移细胞数下降了86.8%，差异具有

统计学意义（P<0.01，图 2），提示 TBP显著抑制了膀

胱癌T24细胞的迁移能力。

A1，A2：未处理的T24细胞；B1，B2：40 μmol/L TBP处理的T24细胞

图2 Transwell 技术检测TBP对T24细胞迁移能力的影响（×200）
Figure 2 Results of the Transwell chamber assay for T24 cells

2.3 TBP对T24细胞周期的影响

TBP处理后 48 h后，G0/G1期的 T24细胞显著增

多，分裂期 S期的细胞数明显减少，部分细胞发生凋

亡，在G0/G1峰之前的位置出现亚凋亡峰（SubG1峰）。

而且随TBP使用浓度增高，细胞周期变化显著性增强

（P<0.01，表1）。
2.4 TBP诱导T24细胞凋亡

TUNEL法检测细胞凋亡可见，40 μmol/L TBP处

理细胞72 h后，大多数细胞呈现红色荧光，提示细胞

内基因组DNA发生DNA片段化降解，与正常对照细

胞相比红色荧光有显著性差异（P<0.01，图3）。West⁃
ern blot检测结果显示，胞浆中促凋亡蛋白Bax表达量

显著上升，细胞色素C也从线粒体大量转移至胞浆中

（P<0.01，图 4），提示 TBP有可能通过线粒体介导的

途径诱导细胞凋亡。

表1 TBP对T24细胞周期的影响

Table 1 Effects of TBP on the cell cycle and apoptosis of T24 cells

图3 TUNEL法检测T24细胞凋亡

Figure 4 TUNEL assay was performed to observe apoptosis of T24 cells

1：未处理的T24细胞；2：40 umol/L TBP处理48 h的T24细胞

图4 Western blot 检测T24细胞的胞浆内Bax和细胞色素C水平

Figure 4 Western blot analysis results of the expression of Bax and
Cyt-C proteins in the cytosol of T24 cells

3 讨论

膀胱癌发病率在我国男性泌尿生殖系统肿瘤中

占居首位，其中以移行细胞癌为主。 该肿瘤目前治

疗方法以手术为首选，其次为膀胱灌注、化疗等，但

晚期患者手术往往疗效不佳，复发率高。因此，寻找

不良反应小且有较高疗效的新药用于膀胱灌注以及

全身化疗对于膀胱癌临床治疗具有重大意义。多胺

代谢途径是近年来研究较多的抗肿瘤治疗的新靶

点，多胺类似物即是通过干扰肿瘤细胞内多胺代谢

而抑制肿瘤生长的一类新型药物。多胺类似物是与

天然多胺具有相似结构的小分子化合物，通过干扰

多胺代谢而耗竭细胞内多胺库，或者竞争性抑制多

胺的正常功能而阻遏肿瘤细胞增殖［6-8］。TBP是新近

合成的一种腐胺对称性修饰物。本实验室在前期研

究中发现 TBP能够高效抑制骨髓瘤MG63细胞以及
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亻刡

肝癌HEPG2细胞增殖，诱导细胞发生凋亡［9-10］。为进

一步分析TBP在肿瘤治疗中的潜在应用价值，本实验

研究了 TBP对人膀胱移行细胞癌 T24细胞的影响，

结果发现，TBP对 T24细胞的生长有显著性抑制作

用，且这种抑制呈时间和剂量依赖性。TBP可阻滞细

胞周期中的G1/S期转换，导致G1期细胞增多而S期细

胞减少。

亚凋亡峰和 TUNEL分析均提示，TBP处理可诱

导T24细胞发生凋亡。对胞浆中Bax和Cyt-C的含量

分析也进一步支持这一结论。Bax（Bcl-2 associated
x protein）是Bcl-2蛋白的家族成员，在正常情况下，

Bax以单体形式存在于胞浆中，若Bax高表达，则形成

Bax-Bax同源二聚体转运到线粒体膜，形成跨膜离子

通道，并引起Cyt-C释放到胞浆中，Cyt-C随后激活多

种 Caspase，最终导致细胞发生凋亡。本研究发现

TBP处理T24细胞后，可上调促凋亡的Bax基因表达，

胞浆中Cyt-C含量也显著增高，提示TBP可能通过线

粒体途径诱导人膀胱癌T24细胞发生凋亡。

肿瘤迁移能力是指恶性肿瘤细胞能够从原发部

位经淋巴、血液、体腔等途径播散到其他部位，这是

其区别于正常细胞的重要生物学特征。正是由于恶

性肿瘤具有远处迁移与浸润性生长的能力，导致临

床上常见的恶性肿瘤转移、扩散和复发。因此抑制

肿瘤的迁移能力也是抗肿瘤治疗的关键问题之一。

本研究通过 Transwell技术检测了 TBP对人膀胱癌

T24细胞迁移能力的影响，结果显示TBP能够有效抑

制T24细胞的迁移能力，迁移抑制率高达86.8%。

综上所述，TBP能够有效抑制人膀胱移行细胞癌

T24细胞增殖、降低T24细胞迁移能力和诱导T24细
胞凋亡，其机制可能与抑制肿瘤细胞周期，活化线粒

体介导的凋亡途径有关。本实验结果显示TBP是一

种很有潜力的抗膀胱癌药物。
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题名的规范

题名应简明、具体、确切，能概括论文的特定内容，有助于选定关键词，符合编制题录、索引和检索的有关原

则。题名应该避免使用公式和不常见的缩略词、字符、代号等。必要时，可使用本行业通用缩写词。题名一般不

宜超过20字。若题名语意未尽，可以用副题名补充说明论文中的特定内容；一般不要用陈述句，因为题名主要起

标示作用，而陈述句容易使题名具有判断式的语义，且不够精炼和醒目。少数情况（评述性、综述性和驳斥性）下

可以用疑问句做题名，因为疑问句有探讨性语气，易引起读者兴趣。 同一篇论文的英文题名与中文题名内容上应

一致，凡可用可不用的冠词均不用。

·简 讯·
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