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蝎毒多肽提取物联合雷帕霉素增强
8
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肝癌细胞

自噬作用的机制研究

赵嵌嵌#

!
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$贾$青!

摘要$目的$观察蝎毒多肽提取物"

M1./M;MN@F; ;ONP?IN QP1> RI1PM@1C S;C1>

!

T=U0

#联合雷帕霉

素"

7?M?>/I@C

#对
8

!!

肝癌肿瘤细胞自噬的增强作用并探讨其作用机制$ 方法$

5"

只昆明小鼠!采用皮下

接种
8

!!

肝癌肿瘤细胞悬液法建立荷瘤模型!随机分为荷瘤对照组%

T=U0

高剂量组%

T=U0

低剂量组及联合

组"

T=U0

高剂量加雷帕霉素#!每组
#"

只$

T=U0

高%低剂量组分别予
!" >DLGD

%

#" >DLGD

的
T=U0

灌

胃!联合组予雷帕霉素"

! >DLGD

#及
T=U0

"

!" >DLGD

#灌胃!连续给药干预
#5

天!隔日测量肿瘤体积!记录

肿瘤生长曲线!计算抑瘤率$

8=

染色观察各组肿瘤组织病理变化$ 免疫组织化学法检测各组肿瘤组织哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白"

>?>>?. N?PD;N 1Q P?M?>/I@C

!

>*K7

#%

V3'$#

样激酶
#

"

V3'

#

$#

#

.@G; G@

#

C?R;

#

#

!

VWX#

#%微管相关蛋白
#

轻链
&

"
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#

?RR1I@?N;F MP1N;@C # .@DBN IB?@C &

!
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#

及
[

淋巴细胞瘤蛋白质 "

!

"相互作用蛋白质 "

#

"

[;I.@C#

#蛋白表达水平$ 结果$与荷瘤对照组比较!

T=U0

高%低剂量组及联合组肿瘤生长受到明显抑制"

T \"

!

"$

#&与
T=U0

高%低剂量组比较!联合组瘤重及

体积明显减小"

T \"

!

"$

#!

T=U0

高%低剂量组比较!差异无统计学意义"

T ]"

!

"$

#$ 免疫组织化学法显示!

与荷瘤对照组比较!

T=U0

高%低剂量组及联合组
>*K7

表达水平降低"

T \"

!

"$

#!

VWX#

%

,ZT#W'&Z

及

[;I.@C#

蛋白表达水平升高"

T \"

!

"$

!

T \"

!

"#

#$ 与
T=U0

高剂量组比较!联合组
VWX#

%

,ZT#W'&Z

及

[;I.@C#

蛋白表达水平明显降低"

T \"

!

"$

#$ 结论$蝎毒多肽提取物联合化疗可能是通过抑制
>*K7

的活

性!增强自噬相关蛋白
VWX#

%

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

的表达! 促进细胞自噬从而抑制肿瘤的发展$

关键词$自噬&蝎毒多肽提取物&雷帕霉素&
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B;M?N1I?PI@C1>? I;.. R-RM;CR@1C E?R R-YI-N?C;1-R./ @C1I-.?N;F @CN1 5"

X-C>@CD >@I;2 *B;C N->1P

#

Y;?P@CD >@I; E;P; P?CF1>./ F@S@F;F @CN1 Q1-P DP1-MR

"

@2;2

"

NB; I1CNP1. DP1-M

"

NB;

B@DB F1R; T=U0 DP1-M

"

NB; .1E F1R; T=U0 DP1-M

"

?CF NB; I1>Y@C?N@1C DP1-M

$

B@DB F1R; T=U0 b7?M?>/

#

I@C
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B;M?N1>?

NP?CRM.?CN?N@1C N->1P

$$自噬$

?-N1MB?D/

%与肿瘤的关系是目前自噬研究

领域中的热点' 自噬与细胞的关系是双重的' 对于不

同的细胞"自噬的作用可能不同&相同细胞在不同的外

部因素作用下"自噬作用也可能不同(

#

)

' 自噬能抑制肿

瘤"但同时也会提高肿瘤细胞的耐受性"使肿瘤细胞可

以在不利于其生长的环境中更好地生存(

!

)

"因此"在肿

瘤的发生*发展中的不同阶段"自噬的作用也不同' 蝎

毒多肽提取物$

M1./M;MN@F; ;ONP?IN QP1> RI1PM@1C

S;C1>

"

T=U0

% 是从东亚钳蝎蝎毒中提取的多肽混合

物"前期研究已证实
T=U0

对
W;E@R

肺癌*肝癌*前列

腺癌*卵巢癌及
U#4"

肉瘤等肿瘤生长有明显抑制作

用" 能显著抑制肿瘤化疗期间再增殖"在提高机体免疫

力*抗肿瘤生长及改善症状等方面也有较好疗效(

&

"

%

)

'

本实验通过观察
T=U0

对小鼠肝癌移植瘤自噬相关蛋

白表达水平的影响"进一步探讨
T=U0

抗肿瘤的机制"

为其临床抗肿瘤应用提供理论依据'

材料与方法

#

$细胞与动物$

5"

只清洁级昆明小鼠"雄性"体

重
#4 c!! D

"购自山东大学实验动物中心"合格证号#

U'dX

$鲁%

!""<"""#

'

8

!!

肝癌瘤种由山东省医学科

学院药物所赠"以腹腔传代形式在小鼠腹腔内传代"瘤

种每
%

天传代
#

次'

!

$试剂与仪器$哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

$

>?>>?. N?PD;N 1Q P?M?>/I@C

"

>*K7

%购自
';..

U@DC?.@CD *;IBC1.1D/

$批号#

!<4&

%&

V3'$#

样激酶

#

$

V3'

#

$#

#

.@G; G@C?R;

#

#

"

VWX#

%*微管相关蛋白

$

>@IP1N-Y-.;

#

?RR1I@?N;F MP1N;@C # .@DBN IB?@C &

"

,ZT#W'&Z

%*

[;I.@C #

购自北京博奥森生物技术有

限公司 $批号分别为
YR

#

&":!7

*

YR

#

5&"<7

及
YR

#

#&$&7

%&

JZ[

显色试剂盒$北京中杉金桥生物技术

有限公司%' 雷帕霉素购自北京华迈科技公司$批号#

[(#&"!#4"#"

%' 蝎毒冻干粉购自山东邹平县蝎蚁生

物科技有限公司'

T=U0

为一种含有
$" c:"

个氨基

酸 的 多 肽 混 合 物" 纯 度 为
4<

!

#e

" 分 子 量

: """ c% """ GJ

"

M8

值稳定"由本室提取制备(

%

)

'

用
T[U

$

M8 %

!

5

%按
# DL5" >W

的比例溶解冻干粉得

到蝎毒液&

$ """ P L>@C

"离心
&" >@C

"然后过滤将微

细泥沙颗粒清除&再取上清液
#! """ P L>@C

"离心

&" >@C

"清除大分子黏蛋白&取上清液进行过滤"并收

集滤液&将收集后的滤液置于"

4"

%超低温冰箱冷冻

!5 B

"然后置于冻干机中真空干燥
%! B

"并进行收集&

依次进行葡聚糖凝胶
_

#

$"

和阳离子交换树脂层析"

将层析液于 "

4"

%置于超低温冷冻
!5 B

"并在冻干

机中真空干燥
%! B

" 然后收集
T=U0

冻干粉'

J,5"""[

光学显微镜*

W;@I?9E@C 0&

图像分析软

件$德国
W;@I?

公司%'

&

$造模及分组$参照文献(

%

)"建立
8

!!

肝癌皮下

种植瘤模型' 无菌抽取
8

!!

肝癌荷瘤小鼠腹腔肿瘤细胞"

用生理盐水稀释"调整
8

!!

肝癌细胞浓度至
#

&

#"

%

L>W

"

于每只小鼠的右腋下注射
"

!

! >W

肿瘤细胞悬液$第

"

天%'接种后第
:

天测量肿瘤体积均达
:" c4" >>

&

"造

模成功率为
#""e

' 第
%

天采用随机数字表法将小鼠分

为荷瘤对照组*

T=U0

高剂量组*

T=U0

低剂量组及联合

组"每组
#"

只'

T=U0

高剂量组予
T=U0

$

!" >D

'

GD

%

灌胃&

T=U0

低剂量组予
T=U0

$

#" >D

'

GD

%灌胃&联合

组予雷帕霉素$

! >DLGD

%及
T=U0

$

!" >DLGD

%灌胃"

以上给药均每天
#

次' 荷瘤对照组每日予生理盐水灌

胃"灌胃体积均为
"

!

# >WL#" D

"连续用药
#5

天'

5

$观察指标及检测方法

5

!

#

$肿瘤体积增长曲线绘制及抑瘤率计算$从

用药当天开始"隔日用游标卡尺测量肿瘤长径$

Z

%及垂
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%

直短径$

[

%"计算肿瘤体积"计算公式#

0 f Z

&

[

!

L!

"

绘制肿瘤体积增长曲线' 末次用药
!5 B

后"取完整肿

瘤组织"称重"计算抑瘤率' 计算公式# 抑瘤率$

e

%

f

$对照组平均瘤重 "实验组平均瘤重%

L

对照组平均瘤

重&

#""e

'

5

!

!

$

8

!!

肝癌组织形态学观察$肿瘤组织置于

中性甲醛中固定
!5 B

"石蜡包埋切片"脱蜡至水"

8=

染色
$ >@C

"盐酸乙醇分化"反蓝"然后伊红染色

$ >@C

"脱水"透明"中性树胶封片'

5

!

&

$肿瘤组织
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及

[;I.@C#

蛋白表达检测$采用免疫组化法' 取肿瘤组

织"以中性福尔马林固定
!5 B

后"石蜡包埋切片"采用

免疫组化
UT

法检测'

&e 8

!

K

!

消除内源性过氧化物

酶活性"热修复后"分别加入一抗"工作浓度均为
#

(

!""

"

5

%过夜"

JZ[

显色"于显微镜下观察结果'

>*K7

*

VWX#

表达于肿瘤细胞胞质"出现棕黄色颗粒为阳性&

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

表达于肿瘤细胞胞浆"以胞浆

出现棕黄色颗粒为阳性' 采用显微镜图像采集系统采

集图像"应用双盲法检测
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

的染色强度"每张切片选取
$

个视野$ &

!""

%"用
W;@I?9E@C0&

图像分析软件进行灰度值半定

量分析"数值范围#

" c!$$

"取其平均值即为其灰度值'

灰度值越小"染色越深"表明蛋白表达量越高'

$

$统计学方法$采用
UTUU #%2 "

统计软件进

行数据分析"计量资料以
O

)

R

表示"多组资料比较采

用单因素方差分析"组间比较采用
[1CQ;PP1C@

法"

T \"

!

"$

为差异有统计学意义'

结$$果

#

$各组小鼠一般生长情况$实验中由于小鼠自

身状况或肿瘤消耗导致荷瘤对照组接种第
#%

*

#<

天

各有
#

只小鼠死亡"

T=U0

低剂量组第
#&

*

#%

天各有

#

只小鼠死亡"

T=U0

高剂量组第
#$

天有
#

只小鼠死

亡"联合组第
!#

天有
#

只小鼠死亡'

!

$各组小鼠移植瘤生长情况比较$图
#

"表
#

%

随着药物干预时间的延长"各组肿瘤体积增长速度差

异增大' 与荷瘤对照组比较"第
#&

*

#$

*

#<

天"联合

组*

T=U0

高剂量组及
T=U0

低剂量组肿瘤体积明显

增大$

T \"

!

"$

%' 与荷瘤对照组比较"

&

个药物干预

组瘤重不同程度地降低"差异均有统计学意义

$

T \"

!

"$

"

T \"

!

"#

%' 其中联合组对肿瘤的抑制作

用最强"其次为
T=U0

高剂量组"

T=U0

低剂量组抑瘤

作用较弱' 联合组与
T=U0

高剂量组瘤重比较"差异

有统计学意义$

T \"

!

"$

%'

$$注#与荷瘤对照组同期比较"

!

T \"

!

"$

图
#

#各组小鼠肿瘤体积增长曲线

表
#

#各组小鼠
8

!!

肝癌移植瘤瘤重及

抑瘤率比较$$

O

)

R

%

组别
C

瘤重$

D

%$$$ 抑瘤率$

e

%

荷瘤对照
4 "

*

<5

)

"

*

#:

+

T=U0

低剂量
4

"

*

%%

)

"

*

"4

!

#4

*

#

T=U0

高剂量
<

"

*

:5

)

"

*

#"

!!

&#

*

<

联合
<

"

*

5#

)

"

*

"$

!!"

$:

*

5

$$注#与荷瘤对照组比较"

!

T \ "

!

"$

"

!!

T \ "

!

"#

&与
T=U0

高剂量

组比较"

"

T \"

!

"$

&

$各组小鼠肿瘤组织病理改变$图
!

%$镜下

观察可见"联合组肿瘤组织可见多个大面积片状缺

血坏死区"较多肿瘤细胞呈细胞核固缩*核碎裂及溶

解等凋亡的形态学改变'

T=U0

高*低剂量组肿瘤组

织可见数个片状坏死区"可见核固缩*核碎裂等凋亡

形态学改变' 荷瘤对照组肿瘤组织坏死区域较少"

且面积较小"肿瘤细胞生长旺盛"坏死及凋亡的肿瘤

细胞也较少'

$$注#

Z

为荷瘤对照组&

[

为
T=U0

低剂量组&

'

为
T=U0

高

剂量组&

J

为联合组&黑色箭头表示坏死区

图
!

#各组小鼠
8

!!

肝癌移植瘤组织形态学表现

$

8=

" &

!""

%
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$各组小鼠肿瘤组织
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

蛋白表达水平比较$表
!

"图
&

%$免疫组织化

学法检测显示
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

*

[;I.@C#

均主要表达于肿瘤细胞胞浆' 与荷瘤对照组比较"

T=U0

高*低剂量组和联合组
>*K7

蛋白表达降低

$

T \"

!

"$

%"

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

蛋白表达

增加$

T \"

!

"$

"

T \"

!

"#

%'与
T=U0

高剂量组比较"联

合组
VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

蛋白表达水平明

显降低$

T \"

!

"$

%'

讨$$论

雷帕霉素靶蛋白$

N?PD;N 1Q P?M?>/I@C

"

*K7

% 是

一种磷酸蛋白激酶"在哺乳动物体内只有一种异构体"

即
>*K7

"是一种保守的丝 "苏氨酸蛋白激酶"直接

或间接地参与细胞增殖*生长和代谢有关环节的调

控"处于复杂的细胞内信号转导途径的中心(

4

)

' 该通

路整合了营养分子*能量状态以及生长因子等多种信

号来源"参与基因转录*蛋白质翻译*核糖体合成等生

物过程"在细胞生长*凋亡*细胞代谢*自噬及血管生成

表
!

#各组小鼠肿瘤组织
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

蛋白表达灰度值比较$$

O

)

R

%

组别
C >*K7 VWX# ,ZT#W'&Z [;I.@C#

荷瘤对照
4 #!<

*

"

)

#!

*

! #<"

*

:

)

<

*

< #4&

*

5

)

4

*

5 #4#

*

4

)

4

*

5

T=U0

低剂量
4

#54

*

4

)

##

*

"

!

#%!

*

!

)

$

*

"

!

#:$

*

:

)

&

*

!

!

#::

*

5

)

%

*

!

!

T=U0

高剂量
<

#:%

*

:

)

%

*

4

!

#:"

*

:

)

&

*

:

!

#$#

*

5

)

##

*

$

!

#5:

*

4

)

$

*

$

!

联合
<

#45

*

5

)

%

*

$

!

#!#

*

:

)

<

*

#

!!"

#!!

*

:

)

#!

*

$

!!"

#!!

*

5

)

#"

*

!

!!"

$$注#与荷瘤对照组比较"

!

T \"

!

"$

"

!!

T \"

!

"#

&与
T=U0

高剂量组比较"

"

T \"

!

"$

图
&

#各组小鼠
8

!!

肝癌移植瘤组织
>*K7

*

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I.@C#

蛋白表达$$免疫组化" &

5""

%



!!$'##! 中国中西医结合杂志
!"#$

年
%

月第
&$

卷第
%

期
'()*+,

"

(-./ !"#$

"

01.2 &$

"

31

!

%

中发挥着重要的作用'

,ZT#W'&Z

是哺乳动物细胞中酵母自噬相关蛋

白分子
Z*_4

基因的同源物"定位于前自噬泡和自噬

泡膜表面"参与自噬体的形成"也作为自噬体的特异性

标记蛋白(

<

)

'

VWX#

是自噬相关蛋白分子
ZND#

在哺

乳动物中的同源蛋白"当
VWX#

缺失时"

,ZT#W'&Z

不能形成' 正常情况下"

>*K7

通过抑制自噬起始分

子
VWX#

的活性"实现对自噬的调控' 在哺乳动物中"

当
*K7

的同源物
>*K7

处于活化状态时"

>*K7

可

通过磷酸化抑制自噬起始分子
VWX#

的功能"进而抑

制
,ZT#W'&Z

的形成' 在哺乳动物自噬泡形成过程

中"

,ZT#W'&Z

协同了由
ZND&

*

ZND$

*

ZND%

*

ZND#"

及
ZND#!

参与组成的两条泛素样蛋白的加工修饰过

程"并起着至关重要的作用(

<

"

#"

)

'

[;I.@C#

是酵母自

噬基因
ZND:L0MR&"

的同源基因"也称为
[='3#

'

[;I.@C#

对自噬的调节"是作为自噬的正性调节分子

和抑癌基因"通过与上下游的调节蛋白相互作用"组成

多条信号调节通路"在自噬和肿瘤的发生*发展中起着

重要作用(

##

)

"目前作为自噬标记蛋白被广泛应用'

在肿瘤恶性病变中"癌细胞是正常机体中的异质

细胞"在癌症发生早期"抑制自噬导致癌前细胞的持续

生长"此时自噬发挥的是肿瘤抑制作用' 前期试验已

证明
T=U0

在抑制肿瘤血管生成以及肿瘤细胞的增殖

发挥抗肿瘤作用(

&

"

%

)

' 本实验设立
T=U0

高*低剂量

组和联合组"观察肝癌移植瘤的体积增长速度以及自

噬相关蛋白的表达' 实验结果表明"采用
T=U0

进行

干预"

>*K7

表达降低"

VWX#

*

,ZT#W'&Z

及
[;I

#

.@C#

表达均增多"因此
T=U0

可能是作为一种自噬诱

导剂发挥抑瘤作用'

雷帕霉素作为一种免疫抑制剂已被广泛应用于器

官移植领域"作为一种
>*K7

抑制剂"体内外均实验

证实雷帕霉素能有效阻断
>*K7

信号通路"抑制肿瘤

细胞生长促进凋亡"使肿瘤生长显著减慢(

#!

)

' 本实验

结果提示"自噬对
8

!!

肝癌移植瘤具有抑制作用"而

T=U0

以及联合应用雷帕霉素可能通过促进自噬来抑

制肿瘤发展"而且联合用药更为有效' 但对于
T=U0

抗癌的具体成分及其对肿瘤细胞的作用及其机制还需

要进一步研究证实'
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