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依托咪酯对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路及非小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡的影响
杜佳楠１ꎬ　 戴勤学２ꎬ　 容凤娇１ꎬ　 徐　 夏１

(１ 海南省三亚市中心医院 / 海南省第三人民医院麻醉科ꎬ　 海南　 三亚　 ５７２０００
２.温 州 医 科 大 学 附 属 第 一 医 院 麻 醉 科ꎬ　 浙江　 温州　 ３２５０００)

【摘　 要】 目的:探讨依托咪酯对磷脂酰肌醇－３－激酶(ＰＩ３Ｋ) / 蛋白激酶 Ｂ(ＡＫＴ)通路及非小细胞

肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡的影响ꎮ 方法:设 Ａ５４９ 细胞组、５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低剂量组、高剂量组ꎻ５－氟

尿嘧啶组、依托咪酯低剂量组、高剂量组分别加入 ５－氟尿嘧啶组、不同浓度的依托咪酯ꎬ使其最终浓度

为 １００.０μｇ / ｍＬ、１００.０μｇ / ｍＬ、２００.０μｇ / ｍＬꎬ培养 ７２ｈꎮ 细胞计数试剂盒－８ 评估细胞增殖水平ꎬ流式细胞

仪测定细胞凋亡水平ꎬＴｒａｎｓｗｅｌｌ 室测定细胞侵袭性ꎬＲＴ－ＰＣＲ 法及 ＷＥＳＴ－ＢＬＯＴ 法测定细胞磷酸化

ＰＩ３Ｋ(ｐ－ＰＩ３Ｋ)、磷酸化 ＡＫＴ(ｐ－ＡＫＴ)ｍＲＮＡ 和蛋白水平ꎮ 结果:与 Ａ５４９ 细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、
依托咪酯低、高剂量组 ＯＤ 值、存活率水平、穿膜数、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白降低(Ｐ<０.０５)ꎬ凋亡

率水平升高(Ｐ <０.０５)ꎻ且随着依托咪酯剂量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ＯＤ 值、存活率、穿膜数、ｐ－
ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白逐渐降低(Ｐ<０.０５)ꎬ凋亡率水平逐渐升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ５－氟尿嘧啶组比

较ꎬ依托咪酯低剂量组 ＯＤ 值、存活率水平、穿膜数、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白升高(Ｐ<０.０５)ꎬ凋亡

率水平降低(Ｐ<０.０５)ꎻ依托咪酯高剂量组 ＯＤ 值、存活率水平、穿膜数、ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白降

低(Ｐ<０.０５)ꎬ凋亡率水平升高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论:依托咪酯能抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖、侵袭ꎬ促进肺癌

Ａ５４９ 细胞凋亡ꎻ其机制与依托咪酯通过减弱 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水平ꎬ进而抑制

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的激活传导有关ꎮ
【关键词】 　 依托咪酯ꎻ　 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路ꎻ　 非小细胞肺癌ꎻ　 凋　 亡
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ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ(Ｐ<０.０５) . Ｃｏｎ￣
ｃｌｕｓｉｏｎ: Ｅｔｏｍｉｄａｔｅ ｃａｎ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｖａｓｉｏｎ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｐｏｐ￣
ｔｏｓｉｓ ｏｆ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ Ａ５４９ ｃｅｌｌｓ. Ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｉｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ａｎｄ
ｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ－ＰＩ３Ｋꎬ ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｂｙ ｅｔｏｍｉｄａｔｅ.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 　 Ｅｔｏｍｉｄａｔｅꎻ　 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ ｐａｔｈｗａｙꎻ　 Ｎｏｎ－ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒꎻ　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肺癌是世界上癌症死亡的主要原因ꎬ也是我国的

一个主要健康问题ꎬ约占所有癌症相关死亡人数的

２８％[１]ꎮ 肺癌的两种主要形式是小细胞肺癌(ＳＣＬＣ)
和非小细胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)ꎬ其分别占所有病例的约

１５％和 ８５％[２]ꎮ ＮＳＣＬＣ 通常会产生对放射和化疗的

抵抗力ꎬ其整体 ５ 年生存率仅为 １５％ꎬ因此寻求新的治

疗方法对于减少 ＮＳＣＬＣ 的发病率是必要的ꎮ 依托咪

酯系一种催眠性静脉全麻药ꎬ是咪唑类衍生物ꎬ安全性

大ꎬ是麻醉诱导常用的药物之一ꎮ 近期研究发现ꎬ依托

咪酯具有抗氧化、抗炎、抗血小板聚集和预防癌症的特

性ꎬ其对肝癌、直肠癌和肺腺癌的发生及增殖活性具有

抑制作用[３]ꎮ 依托咪酯也具有抗炎和抗氧化作用ꎮ
已证明丙泊酚可以抑制嗜中性粒细胞粘附于血管内皮

细胞ꎬ清除氧自由基ꎬ减轻氧化损伤并减少炎性细胞因

子如肿瘤坏死因子－α(ＴＮＦ－α)、白细胞介素－６( ＩＬ－
６)和白细胞介素－１β( ＩＬ－１β)的释放ꎮ 临床上使用的

丙泊酚浓度可促进细胞凋亡并抑制人类癌细胞的侵

袭ꎮ 在肺癌中ꎬ依托咪酯通过下调 ＨＯＸ 转录反义

ＲＮＡ(ＨＯＴＡＩＲ)介导的雷帕霉素靶蛋白(ｍＴＯＲ) / ｐ７０
核糖体蛋白 Ｓ６ 激酶(ｐ７０Ｓ６Ｋ)途径降低细胞活力并诱

导细胞凋亡ꎮ 此外依托咪酯可以抑制核转录因子 Ｅ２
相关因子 ２ (Ｎｒｆ２)ꎬ从而抑制肺癌细胞的增殖和侵

袭[４]ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径是涉及许多类型肿瘤发生的主

要信号传导途径ꎮ 磷脂酰肌醇－３－激酶(ＰＩ３Ｋ)是 ８５－
ｋＤａ 和 １１０－ｋＤａ 亚基的异二聚体并且具有酪氨酸激酶

活性ꎮ ＰＩ３Ｋ 介导从生长因子受体到蛋白激酶 Ｂ
(ＡＫＴ)的激活信号ꎬＡＫＴ 是一种转移到细胞核中的激

酶ꎬ并磷酸化多种靶分子以介导信号[５]ꎮ ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
途径在调节癌细胞功能中起着至关重要的作用ꎬ包括

血管生成ꎬ细胞侵袭和转移ꎬ激活途径诱导上皮－间质

转化(ＥＭＴ)等ꎮ 本研究拟探讨依托咪酯对 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ
通路及非小细胞肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡的影响ꎬ为非小

细胞肺癌的治疗提供理论依据ꎮ
１　 材料与方法

１.１　 主要药品、试剂与仪器:依托咪酯、５－氟尿嘧啶

(纯度 ９９.９９％ꎬ美国 ｓｉｇｍａ 公司ꎬ批号 Ｃ７０２３、Ｃ５２４９)ꎻ
Ｄｕｌｂｅｃｃｏ 改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基(美国 Ｌｉｆｅ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ
公司ꎬ批号 ＭＮ１２６５７)ꎻ细胞计数试剂盒－８(ＣＣＫ－８)、
ＢＣＡ 蛋白质测定试剂盒、ＲＩＰＡ 裂解缓冲液、ＥＣＬ 化学

发光试剂盒(碧云天生物技术研究所ꎬ批号 ＣＫ０４ －
５００、ＣＭ０４－６１１、Ｐ０５１９、Ｐ０８１６Ｆ)ꎻ膜联蛋白 Ｖ(Ａｎｎｅｘ￣
ｉｎ Ｖ)异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)和碘化丙啶(ＰＩ)凋亡检

测试剂盒(美国赛默飞世尔科技公司ꎬ批号 Ｖ１３２４１)ꎻ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 室(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司ꎬ批号 ＢＨ４１７８５)ꎻＴＲ￣
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Ｉｚｏｌ 试剂(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎬ批号 ＩＫ－０５３３)ꎻＳＹＢＲ
ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ｍｉＲＮＡ ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒、聚偏二氟乙烯

(ＰＶＤＦ)膜 (宝日医生物技术北京有限公司ꎬ批号

ＲＲ７１６、ＲＭ５０３７)ꎻ抗 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ、抗 β－肌动蛋白

(英国 Ａｂｃａｍ 公司ꎬ批号 ａｂ１４７９８、ａｂ２０１５８、ａｂ３０５５７)ꎻ
辣根过氧化物酶缀合的兔抗小鼠二抗(贵州赛兰博科

技有限公司ꎬ批号 ＡＱ４３０９５)ꎻ６８０ 型全自动酶标仪(美
国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司)ꎻＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 型流式细胞

仪(美国 ＢＤ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司)ꎻ徕卡 ＤＭ２７００Ｐ 正立金

相显微镜(德国徕卡公司)ꎻＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ－４８０ 荧光定量

ＰＣＲ 仪(瑞士罗氏公司)ꎮ
１.２　 实验细胞培养及分组:肺癌 Ａ５４９ 细胞购自中国

医学科学院肿瘤细胞库ꎮ 肺癌 Ａ５４９ 细胞在 Ｄｕｌｂｅｃｃｏ
改良的 Ｅａｇｌｅ 培养基中生长ꎬ补充有 １０％热灭活的胎

牛血清ꎬ置于 ３７℃ꎬ５％ＣＯ２ 的环境中ꎮ ５ －氟尿嘧啶

组、依托咪酯低、高剂量组的肺癌 Ａ５４９ 细胞培养方法

同肺癌 Ａ５４９ 细胞组ꎬ各组分别加入 ５－氟尿嘧啶以及

不同浓度的依托咪酯ꎬ使得 ５－氟尿嘧啶组最终浓度为

１００.０μｇ / ｍＬ(预试验求出 ５－氟尿嘧啶对肺癌 Ａ５４９ 细

胞的 ＬＣ５０ 为 ２００.０μｇ / ｍＬꎬ以 １ / ２ＬＣ５０ 为作用剂量)ꎬ
依托咪酯低、高剂量组最终浓度为 １００.０μｇ / ｍＬ、２００.
０μｇ / ｍＬ(预试验求出依托咪酯对肺癌 Ａ５４９ 细胞的

ＬＣ５０ 为 ４００.０μｇ / ｍＬꎬ以 １ / ２ＬＣ５０ 为高剂量ꎬ２ 倍间距

求出低剂量)ꎮ 以上各组每孔设 ６ 个平行样ꎬ培养

７２ｈꎮ
１.３　 细胞活力测定:通过细胞计数试剂盒－８(ＣＣＫ－
８)测定评估细胞增殖ꎮ 各组细胞培养结束后ꎬ将细胞

以 ３.０×１０３ 个 / 孔接种在 ９６ 孔板中ꎬ用等体积的含有

１０μＬ ＣＣＫ－８ 的新鲜培养基替换 １００μＬ 用过的培养基

在 ３７℃孵育 １ｈꎮ 使用酶标仪在 ４５０ｎｍ 波长下测量每

个孔的吸光度(ＯＤ 值)ꎮ 计算细胞存活率ꎬ细胞存活

率＝(实验组 ＯＤ－空白组 ＯＤ) / (Ａ５４９ 细胞组 ＯＤ－空
白组 ＯＤ)ꎮ 每个测定重复 ６ 次ꎮ
１.４ 　 细胞凋亡水平测定:使用膜联蛋白 Ｖ(Ａｎｎｅｘｉｎ
Ｖ)异硫氰酸荧光素(ＦＩＴＣ)和碘化丙啶(ＰＩ)凋亡检测

试剂盒测定细胞的凋亡率ꎮ 各组细胞培养结束后ꎬ收
获细胞并重悬于 ５００μＬ 结合缓冲液中ꎮ 将细胞悬浮

液与 ５μＬ 膜联蛋白 Ｖ(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ)异硫氰酸荧光素

(ＦＩＴＣ)和碘化丙啶(ＰＩ)凋亡检测试剂在暗处温育

１５ｍｉｎꎮ 向每个样品中加入 ５０μｇ / ｍＬ ＰＩꎬ之后使用流

式细胞仪测定 ＭＣＦ－７ 细胞的凋亡ꎮ
１.５　 细胞侵袭迁移能力的测定:细胞培养结束后ꎬ收
集细胞并以 ５×１０４ 个 / ｍＬ 的浓度重悬于无血清培养基

中ꎬ然后将 ２００μＬ 细胞悬浮液加入上室中ꎮ 在底室中

填充 ５００μＬ 含有 １０％胎牛血清的培养基ꎮ 温育 ２４ｈ
后ꎬ用棉签除去未侵入的细胞ꎬ用结晶紫染色膜下表面

的细胞并计数ꎮ
１.６　 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 水平的测定:根据制

造商的方案ꎬ使用 ＴＲＩｚｏｌ 试剂从组织细胞中提取总

ＲＮＡꎮ 使用 ＳＹＢＲ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔ ｍｉＲＮＡ ＲＴ－ＰＣＲ 试剂盒

从提取的 ＲＮＡ 逆转录成 ｃＤＮＡꎮ ＲＴ－ｑＰＣＲ 反应的温

度循环曲线如下:９５℃持续 ３０ｓꎻ４０ 个循环的 ９５℃持续

５ｓꎻ和 ６０℃持续 ２０ｓꎮ 为了验证 ＰＣＲ 产物的特异性ꎬ在
扩增后立即进行熔解曲线分析ꎬ如下:加热至 ９５℃
２０ｓꎻ冷却至 ６０℃ꎬ持续 ２０ｓꎻ加热至 ９５℃ꎬ转换速率为

０.１１Ｃ / ｓｅｃꎬ同时连续采集荧光信号ꎮ 所有反应均在

ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ－４８０ 荧光定量 ＰＣＲ 仪上进行ꎬ并一式三

份ꎮ 循环量化(Ｃｑ)值在三次重复中没有差异超过 ０.
５ꎮ 将靶基因的水平标准化为内部对照基因的水平ꎬ以
允许计算 ２－ΔΔＣｑ值ꎮ Ｃｑ 定义为荧光通过固定阈值的分

数循环数ꎮ 引物由宝生物工程(大连)有限公司合成ꎬ
Ｕ６ 为内参基因ꎮ 引物序列如下:ｐ －ＰＩ３Ｋ 正向ꎬ５ ' －
ＧＡＡＡＧＴＧＣＴＴＣＣＴＴＴＴＴＡＧＧＧ－ ３ '和反向ꎬ５ ' － ＣＡＡＴ￣
ＧＡＧＴＣＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＧＧＡＡＴＣ－３'ꎻｐ－ＡＫＴ 正向ꎬ５ '－
ＣＣＧＴＧＧＴＡＧＴＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴ－３ '和反向ꎬ５ ' －ＴＴＧＣＡＴ￣
ＧＣＧＴＣＣＴＴＴＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴ－３'ꎻＵ６ 正向ꎬ５ '－ＣＴＣＧＣＴ￣
ＴＣＧＧＣＡＧＣＡＣＡ－３'和反向ꎬ５'－ＡＣＧＣＴＴＣＡＣＧＡＡＴＴＴ￣
ＧＣＧＴ－３'ꎮ
１.７　 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白水平的测定:用 Ｈａｎｋｓ'
平衡盐溶液洗涤细胞两次ꎬ并在 ＲＩＰＡ 裂解缓冲液中

裂解ꎬ并在 １３０００ｇꎬ４℃下离心 ２０ｍｉｎꎮ 随后使用 ＢＣＡ
蛋白质测定试剂盒根据制造商的说明书测定蛋白质浓

度ꎮ 将蛋白质样品(２０μｇ)用 ４×上样缓冲液(ＴａＫａＲａ)
在 ９５℃下变性 ５ｍｉｎꎮ 用补充有 ５％非磷酸盐的磷酸盐

缓冲盐水(ＰＢＳ)封闭 ＰＶＤＦꎮ 将等量的蛋白质进行聚

丙烯酰胺凝胶电泳ꎬ并将凝胶转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ 然

后将 ＰＶＤＦ 膜与下列抗体一起温育:抗 ｐ－ＰＩ３Ｋ(１:５００
稀释)、ｐ－ＡＫＴ(１:５００ 稀释)和抗－β－肌动蛋白(１:
２０００ 稀释)ꎬ在 ４℃下过夜ꎮ 用含有 ５％Ｔｗｅｅｎ 的 ＰＢＳ
洗涤 ＰＶＤＦ 膜三次ꎬ并与辣根过氧化物酶缀合的兔抗

小鼠二抗在室温下孵育 ２ｈꎮ 根据制造商的说明ꎬ使用

ＥＣＬ 化学发光试剂盒来显现蛋白质条带ꎮ 使用 Ｉｍａｇｅ
－ＰｒｏＰｌｕｓ ６.０ 软件以 β－ａｃｔｉｎ 作为内参蛋白分析相对

蛋白质表达水平ꎮ
１.８　 统计学分析:采用 ＳＰＳＳ１９.０ 对数据进行录入、统
计学分析ꎬ计量资料以均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ采用

单因素方差分析比较ꎬ多重比较采用 ＬＳＤ－ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ
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２　 结　 果

２.１　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ＯＤ 值、存活率水平的比较:
与 Ａ５４９ 细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、高
剂量组 ＯＤ 值、存活率水平降低(Ｐ<０.０５)ꎬ且随着依托

咪酯剂量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ＯＤ 值、存活率逐

渐降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组比较ꎬ依托咪酯低

剂量组 ＯＤ 值、存活率水平升高(Ｐ<０.０５)ꎬ依托咪酯高

剂量组 ＯＤ 值、存活率水平降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 １ꎮ

表 １　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ＯＤ 值存活率水平的比较(ｘ±ｓ)

组别 剂量(μｇ / ｍＬ) 例数 ＯＤ 值 存活率(％)

Ａ５４９ 细胞组 ６ ０.９４±０.０４ ９６.１７±０.１７

５－氟尿嘧啶组 １００.０ ６ ０.４８±０.０７ａ ２３.７９±１０.４９ａ

依托咪酯低剂量组 １００.０ ６ ０.７３±０.０３ａｂ ４８.７８±３.５７ａｂ

依托咪酯高剂量组 ２００.０ ６ ０.２５±０.０７ａｂｃ １５.７４±４.３７ａｂｃ

　 　 注:与 Ａ５４９ 细胞组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与依托咪酯低剂量组相比ꎬｃＰ<０.０５

２.２　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡率水平的比较:与 Ａ５４９
细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、高剂量组凋

亡率水平升高(Ｐ <０.０５)ꎬ且随着依托咪酯剂量的增

加ꎬ依托咪酯各剂量组凋亡率水平逐渐升高 ( Ｐ < ０.
０５)ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组比较ꎬ依托咪酯低剂量组凋亡率

水平降低(Ｐ<０.０５)ꎬ依托咪酯高剂量组凋亡率水平升

高(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ２ꎮ

表 ２　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡率水平的比较(ｘ±ｓ)

组别 剂量(μｇ / ｍＬ) 例数 凋亡率(％)

Ａ５４９ 细胞组 ６ １.８５±０.８９

５－氟尿嘧啶组 １００.０ ６ １８.７１±２.０４ａ

依托咪酯低剂量组 １００.０ ６ ７.４３±２.５９ａｂ

依托咪酯高剂量组 ２００.０ ６ ２３.７４±２.５４ａｂｃ

　 　 注:与 Ａ５４９ 细胞组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组相比ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与依托咪酯低剂量组相比ꎬｃＰ<０.０５

２.３　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞侵袭迁移能力的比较:与
Ａ５４９ 细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、高剂量

组穿膜数降低(Ｐ <０.０５)ꎬ且随着依托咪酯剂量的增

加ꎬ依托咪酯各剂量组穿膜数逐渐降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ５
－氟尿嘧啶组比较ꎬ依托咪酯低剂量组穿膜数升高(Ｐ<
０.０１)ꎬ依托咪酯高剂量组穿膜数降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表

３、图 １ꎮ
２.４　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 的表

达:与 Ａ５４９ 细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、
高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 降低(Ｐ<０.０５)ꎬ且随

着依托咪酯剂量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ
－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 逐渐降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组比

较ꎬ依托咪酯低剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 升高(Ｐ
<０.０５)ꎬ依托咪酯高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 降

低(Ｐ<０.０５)ꎮ 见表 ４ꎮ

表 ３　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞侵袭迁移能力的比较(ｘ±ｓ)

组别 剂量(μｇ / ｍＬ) 例数 穿膜数(个)

Ａ５４９ 细胞组 ６ ４１２.８７±３６.４１

５－氟尿嘧啶组 １００.０ ６ ９５.４７±２５.３８ａ

依托咪酯低剂量组 １００.０ ６ １６３.７４±２６.４７ａｂ

依托咪酯高剂量组 ２００.０ ６ ６９.３９±１８.４７ａｂｃ

　 　 注:与 Ａ５４９ 细胞组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组相比ꎬ
ｂＰ<０.０５ꎻ与依托咪酯低剂量组相比ꎬｃＰ<０.０５

图 １　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞穿膜数数目比较(结晶紫染色ꎬ
２００ 倍)

注 Ａ:Ａ５４９ 细胞组ꎬＢ:５－氟尿嘧啶组ꎬＣ:依托咪酯低剂量

组ꎬＤ:依托咪酯高剂量组
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表 ４　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 表达水平的表达(ｘ±ｓ )

组别 剂量(μｇ / ｍＬ) 例数 ｐ－ＰＩ３Ｋ ｐ－ＡＫＴ

Ａ５４９ 细胞组 ６ ５.６９±０.１８ ５.３６±０.３７

５－氟尿嘧啶组 １００.０ ６ ０.８３±０.２２ａ ０.９４±０.４３ａ

依托咪酯低剂量组 １００.０ ６ １.４９±０.２８ａｂ １.６５±０.２４ａｂ

依托咪酯高剂量组 ２００.０ ６ ０.５９±０.１８ａｂｃ ０.５４±０.２３ａｂｃ

　 　 注:与 Ａ５４９ 细胞组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与依托咪酯低剂量组相比ꎬｃＰ<０.０５

２.５　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白的表

达:与 Ａ５４９ 细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、
高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白降低(Ｐ<０.０５)ꎬ且随着

依托咪酯剂量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－

ＡＫＴ 蛋白逐渐降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组比较ꎬ
依托咪酯低剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白升高(Ｐ <０.
０５)ꎬ依托咪酯高剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白降低(Ｐ<
０.０５)ꎮ 见表 ５、图 ２ꎮ

表 ５　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达水平的表达(ｘ±ｓ)

组别 剂量(μｇ / ｍＬ) 例数 ｐ－ＰＩ３Ｋ ｐ－ＡＫＴ

Ａ５４９ 细胞组 ６ ６.５４±０.１９ ６.５４±０.４１

５－氟尿嘧啶组 １００.０ ６ ０.９８±０.２３ａ ０.８４±０.４３ａ

依托咪酯低剂量组 １００.０ ６ １.５６±０.２９ａｂ １.９９±０.３７ａｂ

依托咪酯高剂量组 ２００.０ ６ ０.４６±０.２２ａｂｃ ０.４４±０.３２ａｂｃ

　 　 注:与 Ａ５４９ 细胞组相比ꎬａＰ<０.０５ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组相比ꎬｂＰ<０.０５ꎻ与依托咪酯低剂量组相比ꎬｃＰ<０.０５
３１.２ｍ

图 ２　 各组肺癌 Ａ５４９ 细胞 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ 蛋白表达水平

的比较

注 Ａ:Ａ５４９ 细胞组ꎬＢ:５－氟尿嘧啶组ꎬＣ:依托咪酯低剂量

组ꎬＤ:依托咪酯高剂量组

３　 讨　 论

肺癌是世界上最常见的恶性肿瘤之一ꎬ近十年来ꎬ
我国肺癌的发病率翻了一倍ꎮ 最常见的肺癌类型是非

小细胞肺癌(ＮＳＣＬＣ)ꎬ占病例的 ８０－８５％[６]ꎮ 由于缺

乏有效的治疗或早期诊断ꎬＮＳＣＬＣ 患者术后生存率较

低ꎬ肿瘤转移和复发决定了患者的生存状况ꎮ 因此寻

求新的治疗手段对于 ＮＳＣＬＣ 患者预后具有重要意义ꎮ
依托咪酯已被证明在体内和体外具有癌症预防活

性[７]ꎮ 动物和细胞培养模型研究表明依托咪酯抑制肿

瘤形成、癌症的发生和转移ꎮ 依托咪酯通过增强

ＧＡＤＤ１５３ ｍＲＮＡ 的表达和转录活性ꎬ显著抑制前列腺

ＤＵ１４５ 和 ＬＮＣａＰ 癌细胞的增殖ꎬ导致细胞周期停滞和

抑制增殖[８]ꎮ 此外ꎬ依托咪酯能够促进垂体瘤细胞凋

亡[９]ꎮ 有研究表明ꎬ依托咪酯参与调节关键信号通路ꎬ
依托咪酯通过减少活性氧的生成来抑制 ＬＰＳ 诱导的

ＡＫＴ 活化和磷酸化ꎬ这对于巨噬细胞中 ＬＰＳ 诱导的炎

症反应至关重要ꎮ 同时ꎬ低剂量依托咪酯预处理可增

加细胞外信号调节激酶 １ / ２ 的激活ꎬ抑制 ＡＫＴ 的激

活[１０]ꎮ 依托咪酯激活抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径ꎬ这被认为

是癌症进展的关键环节ꎮ 本次研究结果显示ꎬ与 Ａ５４９
细胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、高剂量组 ＯＤ
值、存活率水平、穿膜数降低ꎬ凋亡率水平升高ꎬ且随着

依托咪酯剂量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ＯＤ 值、存活

率、穿膜数逐渐降低ꎬ凋亡率水平逐渐升高ꎻ与 ５－氟尿

嘧啶组比较ꎬ依托咪酯高剂量组 ＯＤ 值、存活率水平、
穿膜数降低ꎬ凋亡率水平升高ꎮ 这与上述讨论符合ꎬ同
时提示ꎬ依托咪酯能抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖、侵袭ꎬ促
进肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡ꎮ

ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径在调节生理和病理过程中起重要
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作用ꎮ 在肿瘤发生和发展过程中ꎬＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路调

节多种细胞行为ꎬ包括增殖ꎬ迁移和转移等ꎮ 此外ꎬ
ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径被证明是调节癌细胞化疗耐药性的关

键途径[１１]ꎮ ＡＫＴ 是 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径中的关键分子ꎬ其
异常表达可直接影响 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 途径的功能ꎮ ＡＫＴ 是

一种新的肌动蛋白结合蛋白ꎬ参与肌动蛋白细胞骨架

的形成并增强 ＰＩ３Ｋ 磷酸化ꎮ ＡＫＴ 也被证实是一种致

癌基因ꎬ在肿瘤的发生和发展中起着重要作用ꎻ在该过

程中涉及大量信号传导途径ꎬ包括 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号传

导途径ꎮ ＡＫＴ 作用于 ＰＩ３Ｋ 结合并激活 Ｇαｉ３ꎬ这是一

种调节肿瘤细胞增殖和凋亡的经典信号通路[１２]ꎮ 体

外细胞试验发现ꎬＡＫＴ 在胰腺癌组织和细胞中以高水

平表达ꎬ并与胰腺癌恶性程度相关ꎮ 此外ꎬ微阵列分析

揭示了 ＡＫＴ 水平与病理分级之间的正相关关系ꎻＡＫＴ
的表达与肿瘤恶性程度密切相关ꎬ包括组织学分级和

转移ꎬ以及无进展生存期(ＰＦＳ)和总生存期[１３~１５]ꎮ 研

究表明ꎬＡＫＴ 沉默通过 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 信号通路抑制胶质

瘤细胞的迁移和侵袭ꎮ 本次研究结果显示ꎬ与 Ａ５４９ 细

胞组比较ꎬ５－氟尿嘧啶组、依托咪酯低、高剂量组 ｐ－
ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白降低ꎬ且随着依托咪酯剂

量的增加ꎬ依托咪酯各剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ
和蛋白逐渐降低ꎻ与 ５－氟尿嘧啶组比较ꎬ依托咪酯高

剂量组 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ、蛋白降低ꎮ 这提示依

托咪酯通过减弱 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化

水平ꎬ进而抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的激活传导ꎮ
综上所述ꎬ依托咪酯能抑制肺癌 Ａ５４９ 细胞增殖、

侵袭ꎬ促进肺癌 Ａ５４９ 细胞凋亡ꎻ其机制与依托咪酯通

过减弱 ｐ－ＰＩ３Ｋ、ｐ－ＡＫＴ ｍＲＮＡ 和蛋白磷酸化水平ꎬ进
而抑制 ＰＩ３Ｋ / ＡＫＴ 通路的激活传导有关ꎮ
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