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　　摘　要：目的　探讨苹果酸舒尼替尼体外对结肠癌ＬｏＶｏ细胞的生长抑制及诱导凋亡的作用。方法　利用四亚基噻唑蓝

（ＭＴＴ）法和台盼蓝拒染法观察苹果酸舒尼替尼对结肠癌ＬｏＶｏ细胞生长抑制作用。应用流式细胞仪、电子显微镜检测苹果酸舒

尼替尼诱导ＬｏＶｏ细胞的凋亡作用。结果　ＭＴＴ结果显示苹果酸舒尼替尼在（２．５～２０μＭ）的浓度范围内对结肠癌ＬｏＶｏ细胞

的生长具有显著的抑制作用。生长曲线结果显示各个浓度的药物对ＬｏＶｏ细胞的抑制作用呈时间依赖性。流式细胞仪可以观察

到细胞周期阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期。透射电子显微镜下见到典型的早期凋亡形态学表现。结论　在一定的浓度范围内，苹果酸舒尼替

尼可以抑制ＬｏＶｏ细胞的生长，并呈剂量和时间依赖效应。其抗肿瘤的特性与引起肿瘤细胞的凋亡有关。
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　　苹果酸舒尼替尼（ｓｕｎｉｔｉｎｉｂｍａｌａｔｅ，ＳＵ１１２４８）是一种高选

择性多靶点小分子蛋白激酶抑制剂，２００６年获得美国食品与

药品监督管理局（ＦＤＡ）批准上市，主要用于治疗转移性肾细胞

癌（ＲＣＣ）和不能耐受或伊马替尼治疗失败的转移性胃肠道间

质瘤（ＧＩＳＴ）。Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ能抑制多种信号通路，同时具有抗血

管生成和抗肿瘤增殖的活性。对血小板衍生生长因子受体

（ＰＤＧＦＲ）α、β，血管内皮生长因子受体（ＶＥＧＦＲ）１、２、３，干细胞

生长因子受体（ｃｋｉｔＲ），ＦＭＳ酪氨酸激酶３（Ｆｌｔ３），集落刺激

因子受体１（ＣＳＦ１Ｒ）和胶质细胞源性神经营养因子受体

（ＲＥＴ）等多种受体酪氨酸激酶均有抑制作用。

以往研究显示，Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ具有广谱的抗肿瘤活性，在非小

细胞肺癌、乳腺癌、肾癌、黑色素瘤、神经胶质瘤、鳞状上皮细胞

癌模型中，Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ有抑制肿瘤细胞生长和转移的作用
［１３］。

本实验将Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于人结肠癌细胞株ＬｏＶｏ，利用四亚基

噻唑蓝（ＭＴＴ）法和台盼蓝拒染法检测其生长抑制作用，并用

流式细胞仪检测细胞周期，电镜观察细胞凋亡情况，以此探讨

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对结肠癌细胞的杀伤作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　人结肠癌ＬｏＶｏ细胞由南方医科大学珠江医院肿

瘤科提供，常规培养于ＲＰＭＩ１６４０完全培养基内，置于３７℃、

５０ｍＬ／ＬＣＯ２ 的湿化环境中培养。Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ购自辉瑞公司。

ＭＴＴ、碘化丙啶（ＰＩ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）均购自美国Ｓｉｇｍａ

公司。胰蛋白酶购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ公司，胎牛血清购自 ＧＩＢ

ＣＯ公司。顺铂（ＣＤＤＰ，２０ｍｇ／支）购自锦州九泰药业有限责

任公司，其他常用化学试剂购自广州化学试剂厂。酶标仪

（ＳＴＡＴＦＡＸ２１００）购自广州倍威仪器有限公司，另外还有透

射电子显微镜 ＨＩＴＡＣＨＩＨ７５００、流式细胞仪ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａ

等。
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１．２　ＭＴＴ法测定细胞抑制率　取对数生长期的细胞，用２５

ｇ／Ｌ的胰酶消化后，离心后计数，用含１００ｍＬ／Ｌ胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０培养基配成５×１０４ 个／ｍＬ的细胞悬液，接种在９６

孔板中，每孔接种２００μＬ，每组设６个复孔，置于３７℃、５０

ｍＬ／ＬＣＯ２ 的细胞培养箱中培养２４ｈ。待细胞贴壁，再按要求

加入不同浓度的药物，培养４８ｈ后，每孔加入２０μＬ含２０

ｍｍｏｌＭＴＴ，继续培养４ｈ后，吸去培养孔中的液体，每孔加入

１５０μＬＤＭＳＯ，在微量振荡器上振荡１０ｍｉｎ。然后在酶标仪

上以５７０ｎｍ的波长测定光密度值Ａ值。结果判定：细胞生长

抑制率＝［（空白对照组孔平均Ａ值－实验组孔平均Ａ值）／空

白对照组孔平均Ａ值］×１００％。将Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ的浓度分别设为

１．２５、２．５、５、１０、２０μＭ，实验设立阳性和阴性对照组。

１．３　台盼蓝拒染法测定生长曲线　将细胞用１００ｍＬ／Ｌ胎牛

血清、ＲＰＭＩ１６４０培养基配成１００×１０４ 个／ｍＬ的细胞悬液，

然后接种在９６孔培养板上，每孔２００μＬ，实验组加入不同浓

度的受试药物，空白对照组加入等体积的溶剂，每个浓度设置

６个复孔，置于３７℃、５０ｍＬ／Ｌ的ＣＯ２ 的细胞培养箱中培养

２４ｈ后，按照空白对照组和实验组给予处理。然后予０、１、２、

３、４、５、６ｄ各取样４０μＬ，加入４ｍＬ／Ｌ台盼蓝液１０μＬ，计数

细胞数。每孔计数３次，取均值，再累计５孔均值，根据细胞浓

度值的对数值与时间作用绘图，即为细胞生长曲线，实验重复

３次。阳性对照组设为顺铂１０μｇ／ｍＬ。

１．４　流式细胞仪测细胞周期　实验分为实验组（２．５、５、１０、２０

μＭ）和阴性对照组（加入等量的生理盐水）。以５×１０
４ 个／ｍＬ

的细胞密度接种于６孔板上，待细胞增殖至８０％融合时给予

药物刺激。作用２４ｈ后用胰酶消化细胞，２０００ｒ／ｍｉｎ离心５

ｍｉｎ，弃上清液，收集细胞，用ＤＨａｎｋｓ′液清洗２次，离心，７０％

乙醇４℃固定。将固定的细胞以４０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，用

ＤＨａｎｋｓ′液清洗１～２次，沉淀物悬浮于０．５ｍＬ的ＰＩ和５μＬ

的ＲＮａｓｅ酶中，避光放置染色３０ｍｉｎ，２００目筛网过滤。用流

式细胞仪作ＤＮＡ周期分析。

１．５　透射电镜观察凋亡细胞形态　以５×１０
４ 个／ｍＬ的细胞

密度接种于１０ｃｍ的培养皿中，待细胞增殖至８０％融合时，加

入实验药物，使其终浓度为１０μＭ，作用２４ｈ后，消化，收集细

胞，用ＤＨａｎｋｓ′液漂洗，１２００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，细胞团块用

２．５％戊二醛固定２ｈ，再用１％锇酸固定１ｈ，常规梯度脱水，

醋酸铀染色，ＥＰＯＮ８１２包埋，超薄切片，经柠檬酸铅染色后封

片，透射电镜下观察、照相。

１．６　统计学方法　结果以狓±狊表示，使用ＳＰＳＳ１３．０统计软

件进行方差分析和直线回归与相关分析。

２　结　　果

２．１　Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对ＬｏＶｏ细胞抑制作用的观察　浓度为１．２５、

２．５、５、１０、２０μＭ的Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于肿瘤细胞后的 ＭＴＴ结果

显示：该药对ＬｏＶｏ细胞有明显的生长抑制作用，在１０μＭ 浓

度处细胞抑制率已经达到６５．８１％，且有明显的剂量效应关

系，相关系数为狉＝０．６９４（犘＜０．００４）。２０μＭ 的抑制率反而

不高，可能与药物浓度过大有关（表１）。

２．２　Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对ＬｏＶｏ细胞抑制作用的时间效应关系观察　

生长曲线显示，Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ的各个浓度对肿瘤细胞生长均有抑制

作用，其中以２４ｈ的抑制作用最为明显。尤其在１０～２０μＭ

浓度范围内抑制作用较为明显（图１）。

２．３　流式细胞仪观察　用不同浓度的Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ处理２４ｈ后，

ＬｏＶｏ细胞周期各个时相分布也相应发生改变，处于Ｇ０／Ｇ１ 期

的细 胞 比 例 随 着 Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ 作 用 浓 度 的 升 高 而 增 加，当

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ的浓度为１０μＭ时，Ｇ０／Ｇ１ 期细胞达６３．６％，而阴性

对照组（未加Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ处理组）２４ｈ后 Ｇ０／Ｇ１ 期细胞仅为

４６．８％，与用药组比较，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；Ｓ期细

胞的比例则随Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用浓度的增加呈现递减趋势。表明

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ使ＬｏＶｏ细胞阻滞在Ｇ０／Ｇ１ 期（表２）。

表１　　Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对结肠癌ＬｏＶｏ细胞生长的

　　抑制作用（狓±狊，％）

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ

浓度（μｇ／ｍＬ）

ＩＲ

ＣＤＤＰ Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ

１．２５ ０ １６．１９±０．１２４

２．５ ２０．３４±０．０２７ ２３．８１±０．２１９

５ ５８．６５±０．０１４ ４１．０６±０．１４９

１０ ６７．０４±０．０４８ ６５．８１±０．２４６

２０ ５３．１３±０．０３４ ５８．６８±０．０２８

图１　　Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对结肠癌ＬｏＶｏ细胞作用的生长曲线

表２　　不同浓度的Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对ＬｏＶｏ细胞周期的

　　　影响（狓±狊，％，狀＝６）

组别 细胞凋亡率
细胞周期

Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ

空白对照组 ０ ４６．８±１．３２ ４９．７±０．２１ ２．４１±０．２８

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ浓度（μｇ／ｍＬ）

　１．２５ １４．３±０．５８ ６２．７±５．５４ ９．１±４．３４ ８．４±５．１２

　２．５ １６．７±０．６９ ６１．５±５．５６ ８．４±３．６７ ８．２±７．９８１

　５ １９．０±０．７３ ６３．２±５．４２ ７．５±５．１２ ８．１±６．９８

　１０ ２１．３±０．８３ ６３．６±６．２１ ７．４±４．６７ ５．７±６．５４

　２０ ２５．６±０．７４ ６５．５±６．２８ ７．９±４．３２ ８．１±５．２１

　　与空白对照组比较，：犘＜０．０１。

图２　　１０μＭＳｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于ＬｏＶｏ细胞２４ｈ

后的电镜图像
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２．４　透射电子显微镜观察　１０μＭＳｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于ＬｏＶｏ细

胞２４ｈ后，细胞发生凋亡，体积缩小，胞膜完整但发生皱缩，细

胞核固缩，核内染色质向核膜边缘凝聚、固缩、边聚（图２）。

３　讨　　论

受体酪氨酸激酶（ＲＴＫ）属于Ⅲ和Ⅴ类裂解激酶域家族成

员，它们的功能异常与多种实体瘤和造血系统恶性肿瘤的发生

和发展相关。ＲＴＫｓ由细胞外的配体结合域和细胞内的催化

结构域构成。ＲＴＫ受体与配体结合后，受体寡聚化，并且自磷

酸化而激活下游信号通路。该信号传导的级联反应最终促使

细胞存活和增殖，如肿瘤细胞通过分泌 ＶＥＧＦ和ＰＤＧＦ直接

作用于内皮细胞促进血管新生，使肿瘤生长、增殖和转移。

Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ能抑制体内多种受体ＲＴＫ的磷酸化作用，特别是对

与肿 瘤 相 关 的 受 体 ＲＴＫ、ＰＤＧＦＲ、ＲＥＴ、ＫＩＴ 等，以 及

ＰＤＧＦＲβ和ＶＥＧＦＲ２依赖的肿瘤血管生长因子显示很强的抑

制作用，对肿瘤生长和转移显示抑制作用［３４］。２００６年１月

ＦＤＡ批准舒尼替尼用于治疗转移性肾细胞癌和不能耐受或伊

马替尼（甲磺酸伊马替尼、ｉｍａｔｉｎｉｂｍｅｓｙｌａｔｅＧ、Ｇｌｅｅｖｅｃ）治疗失

败的胃肠道间质瘤（ＧＩＳＴ）患者。实验显示，在放、化疗同时加

用舒尼替尼有助于增强放、化疗的抗肿瘤效应［５］。

本实验应用Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于人结肠癌细胞，观察其对Ｌｏ

Ｖｏ细胞的生长抑制作用。实验结果显示在１．２５～２０μＭ 的

浓度范围内对ＬｏＶｏ细胞有不同程度的抑制作用，体外实验药

物作用浓度范围对临床用药选择最佳给药浓度具有借鉴意义。

细胞生长曲线除了显示Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ有较明显的生长抑制作用

外，还较直接地反映了其对肿瘤细胞生长抑制的动态变化情

况。细胞凋亡是一个细胞主动参与的复杂的病理生理过程，近

年来的研究表明，许多抗肿瘤药物可以诱导肿瘤细胞凋亡，可

能是抗肿瘤药物抑制肿瘤细胞生长的机制之一。化疗药物主

要是通过诱导肿瘤细胞凋亡来达到治疗目的，肿瘤细胞对化疗

药物的敏感性决定了化疗的效果。本研究中Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ作用于

ＬｏＶｏ细胞后，电镜观察结果显示细胞体积缩小，胞膜完整但

发生皱缩，细胞核固缩，核内染色质向核膜边缘凝聚、固缩、边

聚等凋亡的特异性变化。流式细胞仪还观察到Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ对肿

瘤细胞ＤＮＡ合成期及Ｇ２／Ｍ期的阻滞。

细胞凋亡是基因导向的细胞自我消灭的过程，通过细胞内

的核酸内切酶，使核小体间的ＤＮＡ裂解成碎片，继而核裂解，

导致细胞死亡。它是通过外源性或内源性的凋亡信号，激活细

胞内编码的自杀程序而促发的［６７］。本实验观察到Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ

对结肠癌细胞的抑制作用可能是通过诱导细胞凋亡实现的。
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