
作者简介&廖鹏程%
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&!主治医师!硕士!主要从事口腔临床工作"

!

%

!

通信作者!
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论著#基础研究
!!
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)
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黏着斑激酶抑制剂
*)499<

对人口腔鳞癌细胞增殖的影响

廖鹏程,

!刘
!

萍9

!曾
!

琴9

!邹湘渝9

!聂敏海9

%

"

,8

西安交通大学医学院附属三二一医院口腔科门诊!陕西汉中
=9>777

$

98

西南医科大学附属口腔医院(

口颌面修复重建和再生实验室!四川泸州
<!<777

%

!!

$摘要%

!

目的
!

研究黏着斑激酶抑制剂
*)499<

对口腔鳞癌
6/3$>

细胞增殖能力的影响!为临床治疗提

供参考&方法
!

"

,

%采用
33M$.

法检测不同浓度的
*)499<

"

,

'

:

'

,7

'

97

(

&?U

(

5

%作用细胞
,9

'

9!

'

><

'

!.

'

<7

'

=90

后的光密度"

&:

%值!计算不同浓度的
*)499<

在不同时间对该细胞增殖的抑制率$"

9

%采用流式细胞术检

测不同浓度的
*)499<

对口腔鳞癌细胞周期和凋亡的影响$"

>

%采用
/#//,=87

软件对数据进行统计学分析&

结果
!

"

,

%

33M$.

法增殖实验结果#与对照组相比!不同浓度的
*)499<

作用于人口腔鳞癌
6/3$>

细胞株后!

均对细胞增殖有抑制作用"

#

"

787:

%&当
*)499<

的浓度为
,

'

:

(

&?U

(

5

时!在
,90

时细胞增殖抑制率与对照

组比较差异无统计学意义"

#

#

787:

%!但是随着时间的延长!差异有统计学意义"

#

"

787:

%&随着
*)499<

浓

度的逐渐升高!其对口腔鳞癌
6/3$>

细胞增殖的抑制作用逐渐增强"

#

"

787:

%&"

9

%流式细胞术结果#

*)499<

可

以促进口腔鳞癌细胞的凋亡!且与细胞的浓度呈正相关&

*)499<

可以将
6/3$>

细胞周期阻滞于
[

9

期&结论
!

*)499<

可以有效地抑制
6/3$>

细胞增殖!促进细胞的凋亡!阻滞细胞周期于
[

9

期&
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口腔鳞状细胞癌%

?@1UB

d

W1&?WBRNUUR1@RAT?&1

!

I/33

&简称口腔鳞癌!是头颈部最易好发的以影响口

腔黏膜衬里上皮为主的恶性肿瘤#

,

$

"在世界上常见

的肿瘤致死排行榜中位居第
<

#

9

$

"在发展中国家!它

7<=

重庆医学
97,%

年
>

月第
!.

卷第
:

期



是第
>

常见的恶性肿瘤#

,

$

"随着对口腔鳞癌研究的

不断深入!以及在临床上治疗方法的不断改进!患者

的术后生存率有了一定的改善!但仍在
:7f

左右#

>

$

"

黏着斑激酶%

V?R1U1F0NBA?TDAT1BN

!

G)M

&是一种位于

细胞内的非受体型酪氨酸激酶#

!

$

"它与细胞的黏附

密切相关!同时介导多条信号通路!与肿瘤的预后有

着重要关系"

*)499<

是一种双苯胺嘧啶类化合物!

已被开发成为一种小分子酪氨酸激酶抑制剂!具有三

磷酸腺苷 %

)*#

&竞争结合性!它的作用靶点为

G)M

#

:

$

"本实验采用
33M$.

法检测不同浓度的

*)499<

干预
6/3$>

细胞后!对细胞增殖能力的影

响"采用流式细胞术检测其对细胞凋亡和细胞周期

的影响"

C

!

材料与方法

C8C

!

材料来源
!

人口腔鳞癌
6/3$>

细胞株由四川

大学华西口腔医学院'口腔疾病研究国家重点实验室

惠赠"

]"4"

培养液%

6

Y

RU?TN

!赛默飞世尔生物化

学制品有限公司&!优质胎牛血清%北京索莱宝生物科

技有限公司&!

*)499<

%

/NUUNRD

!上海蓝木化工有限公

司&!

]"/I

%美国
)"'4/3I

公司&!

33M$.

试剂盒

%

]?

b

AT]?

!日本同仁化学研究所&!细胞周期检测试剂

盒%南京凯基生物&"

C8D

!

实验方法

C8D8C

!

细胞培养
!

6/3$>

细胞株培养于含
,7f

胎

牛血清!

,77J

*

&5

青霉素和
,77J

*

&5

链霉素的

]"4"

高糖培养液中!置于
>=k

!

:f3I

9

培养箱中

培养!定期换液"

C8D8D

!

*)499<

配置
!

*)499<

溶解于
]"/I

中!

调整浓度为
,&&?U

*

5

!再用培养液配置成
,

'

:

'

,7

'

97

(

&?U

*

5

的不同浓度贮存液!将其置于
!k

冰箱备用!

母液放于
E.7k

冰箱中长期保存"

C8D8!

!

33M$.

法检测细胞增殖
!

取对数生长期细

胞!调整细胞密度为
:h,7

! 个*
&5

!将细胞悬液接种

于
%<

孔板上"设置对照组和实验组"实验组每孔加

入
,77

(

5

细胞悬液!每组设
<

个复孔!培养
9!0

!吸

去原培养液!对照组每孔加入新鲜培养液!实验组加

入不同浓度的
*)499<

共
,77

(

5

!继续培养
,9

'

9!

'

><

'

!.

'

<7

'

=90

"待药物共培养结束后!弃去孔中液

体"实验组'对照组及空白组加入含有
,7f 33M$.

液的新鲜培养液
,77

(

5

"于波长
!:7T&

的酶标仪上

测光密度%

&:

&值"实验重复
>

次"

C8D8E

!

流式细胞术检测细胞周期分布
!

取对数生长

期细胞!调整细胞密度为
>h,7

: 个*
&5

!将细胞悬液

接种于
<

孔板中!培养
9!0

"弃原培养液!对照组每

孔加入新鲜培养液
9&5

!实验组每孔加入不同浓度

的
*)499<9&5

!将
<

孔板放入培养箱中继续培养

9!0

"取出
<

孔板!吸除废液!漂洗
9

!

>

次!

789:f

胰

蛋白酶消化细胞
>

!

!&AT

!低速离心收集细胞!加入

预冷
=7f

乙醇!

!k

固定过夜"低速离心!吸除上清

液"每孔加入染色缓冲液
:77

(

5

!重悬细胞"加入碘

化丙啶染色液各孔
9:

(

5

!

'(1BN)

各孔
,7

(

5

!混匀!

分散细胞"避光
>=k

温浴
>7&AT

"流式细胞仪在激

发波长
!..T&

处检测细胞周期分布"实验重复
>

次"

C8D8F

!

流式细胞术检测细胞凋亡情况
!

细胞种板和

细胞收集同前细胞周期实验"收集细胞后!

#2/

液漂

洗
9

!

>

次!镜下调整细胞密度为%

,

!

:

&

h,7

: 个*

&5

"加入
:77

(

5

的
2ATFAT

C

2WVVN@

!混匀"加入
:

(

5

的
)TTNXAT$G+*3

混匀后!加入
:

(

5#@?

P

AFAW&+$

?FAFN

!混匀"室温!避光反应
:

!

,:&AT

"于
,0

内用

流式细胞仪检测发射波长
:>7T&

'激发波长
!..T&

下的细胞凋亡率"实验重复
>

次"

C8!

!

统计学处理
!

采用
/#//,=87

软件对数据进行

统计学分析!计量资料采用
G;D

表示!各组间比较采

用单因素方差分析%

?TN$̀ 1

Y

)(IL)

&!以
#

"

787:

为差异有统计学意义"

D

!

结
!!

果

D8C

!

*)499<

对口腔鳞癌
6/3$>

细胞增殖的抑制作

用
!

当
*)499<

的浓度为
,

(

&?U

*

5

!在
,90

时与对

照组比较差异无统计学意义%

#

#

787:

&!但是随着时

间的延长!差异有统计学意义%

#

"

787:

&"随着

*)499<

的浓度增至
:

'

,7

'

97

(

&?U

*

5

时!在同一浓

度下!随着作用时间的延长!其对
6/3$>

细胞增殖的

抑制作用逐渐增强,同一时间下!随着
*)499<

浓度

的增加!

*)499<

对细胞增殖的抑制作用逐渐增强

%

#

"

787:

&!见表
,

和图
,

"

表
,

!!

不同浓度的
*)499<

于不同时间下
6/3$>

细胞的
&:

值!

G;D

"

时间%

0

& 对照组
*)499<

,

(

&?U

*

5 :

(

&?U

*

5 ,7

(

&?U

*

5 97

(

&?U

*

5

" #

,9 78<=;787= 78<:;787! 78<,;7879 78::;787> 78!:;787> =78>=7 7877
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图
,

!!

不同浓度的
*)499<

于不同时间下

6/3$>

细胞的
I]

值

D8D

!

*)499<

对口腔鳞癌
6/3$>

细胞凋亡的影响
!

在
*)499<

作用于
6/3$>

细胞
9!0

后!

*)499<

浓

度为
,

'

:

'

,7

'

97

(

&?U

*

5

的实验组凋亡率分别为

,8:%f

'

.8:7f

'

9.8!=f

'

!%87:f

"与 对照 组的

787.f

相比!差异有统计学意义%

#

"

787:

&!随着

*)499<

浓度的不断增高!其对
6/3$>

的促凋亡作用

越明显!见图
9

"

D8!

!

*)499<

对口腔鳞癌
6/3$>

细胞周期的影响
!

在细胞周期各阶段!对照组与
,

(

&?U

*

5*)499<

实

验组相比!差异无统计学意义%

#

#

787:

&"而对照组

与其余各实验组比较!差异有统计学意义%

#

"

787,

&"

在
[

,

期和
/

期比较时发现
,7

(

&?U

*

5

和
97

(

&?U

*

5

实验组差异无统计学意义%

#

#

787:

&"当
*)499<

的

浓度达到
:

(

&?U

*

5

时!细胞周期
[

,

期和
/

期所占比

例逐渐降低!而
[

9

期所占比例逐渐升高"组间比较!

差异有统计学意义%
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口腔鳞癌是头颈部最易好发的恶性肿瘤!全世界

每年有
<:

万以上的人被诊断为口腔鳞癌!同时每年

约有
>:

万的人死于口腔鳞癌#

<

$

!近年来随着人们生

活环境和生活方式的改变!口腔鳞癌的发生趋于年轻

化"在过去的十年里!口腔鳞癌的发病率有所下降!

但近
97

年来患者的
:

年生存率仅有约
:f

的提升!生

存率的上升基本处于停滞状态#

=

$

"越来越多的学者

将目光集中于高效药物和早期诊断的灵敏指标的寻

找"

G)M

在不同来源的肿瘤细胞中随着肿瘤的分化

程度及转移状态的不同!它的核酸和蛋白的表达量也

不尽相同!但目前多认为在恶性程度高的肿瘤或者已

经发生了转移的肿瘤组织中!

G)M

的表达有显著的

提高"在恶性肿瘤的早期事件中可以发现
G)M

的过

表达!并且这种现象会持续存在#

.

$

"

a)([

等#

9

$通

过对
,7.

例口腔鳞状细胞癌患者的病变组织和正常

组织的比较研究中发现!

&A'$!>>

可通过
4'M

*

")#M

信号通路来下调
G)M

!从而抑制
/33$%

细胞

增殖'迁移'侵袭"

36)([

等#

%

$通过提高生长缓慢

时期的
/33$9:

细胞的
G)M

表达量!可以促进导致雌

激素受体
"

%

NBQ@?

C

NT@NRN

P

Q?@1U

P

01

!

4')

&的磷酸化'

转录活性和细胞生长速率的增加"实验中通过降低

生长快速时期的
/33$9:

中
G)M

表达量!可以降低

4')

的磷酸化和细胞的活性!抑制细胞的生长"由

此说明口腔鳞癌的活性可被
G)M

*

)M*

信号增强!

这也是其促进细胞生长的关键#

%

$

"

36+J

等#

,7

$研究

发现相比于侵袭性低的
/33$!

细胞!侵袭性强的

I43"$,

细胞的
G)M

和
P

K>%=

高表达!同时与
[]#

相关联的
'1R$,

也高表达"当沉默
I43"$,

细胞中

的
G)M

!

'1R$,

表达量明显降低!而这一变化也使得

细胞的侵袭性降低!由此说明了抑制
G)M

在
#

Y

>%=

位点的磷酸化或降低
'1R$,

的活性!可作为治疗转移

性口腔鳞状细胞癌的一种治疗策略"本项研究旨在

探索
G)M

的抑制剂
*)499<

对口腔鳞癌细胞的相关

作用!以期寻找出合适的高效治疗药物"

*)499<

可通过阻断
G)M

与
)*#

的连接位点

及
G)M

的
K>%=

位点和
K.<,

位点的自磷酸化!从而

抑制
G)M

的活性#

,,

$

"

24+4'54

等#

,9

$研究得出用

*)499<

处理了人神经母细胞瘤细胞后!

G)M

磷酸化

水平呈浓度依赖性下降!细胞活力下降!细胞周期阻

滞!细胞的凋亡增加"

本实验中的研究发现
*)499<

可以有效地抑制

细胞增殖!在浓度为
,

(

&?U

*

5

时效果并不明显!但是

随着浓度的不断增加!抑制效果越来越强"这与文献

#

9

!

%

$结果相一致"同时
*)499<

可以促进细胞凋亡
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事件的发生!而这与其影响了细胞周期的关系密不可

分!在细胞周期实验中发现!

*)499<

将
6/3$>

细胞

阻滞于
[

9

期!这与
24+4'54

等#

,9

$的研究相吻合"

处于
[9

期的细胞已经完成了
]()

的复制!处于相

关蛋白的形成阶段及细胞的有丝分裂阶段!由此可以

看出
*)499<

的作用位点主要与蛋白及
'()

相关!

同时也再次验证了上述增殖实验的结果!这也为后续

的研究提供了一定的依据"

本实验证实了
*)499<

可以抑制口腔鳞癌细胞

6/3$>

细胞株的增殖!促进细胞的凋亡!同时将细胞

阻滞于
[9

期!导致细胞的活力下降"以上结论可为

口腔鳞癌的机制研究提供一定的理论依据"但是其

对蛋白分子水平和
'()

等基因水平的具体影响和机

理还未可知!需要进一步的研究"
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