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  [摘要] 目的 基于细胞外信号调节激酶5(ERK5)/肌醇1,4,5-三磷酸受体相互作用蛋白(ITPRIP)信号

通路研究XMD17-109对胶质瘤细胞活力的影响及其分子机制。方法 常规培养胶质瘤细胞 U251,通过

XMD17-109抑制ERK5活性,转染RNA片段和质粒分别构建ERK5敲低和ERK5过表达模型。实验分为

XMD17-109组、Control组、siERK5组、siNC组、ERK5-OE组、Vector组、ERK5-OE+XMD17-109组和 Vec-
tor+XMD17-109组。分别采用CCK-8、划痕、流式细胞术等实验检测细胞活力,逆转录实时荧光定量PCR
(RT-qPCR)和 Western

 

blot检测ERK5和ITPRIP的mRNA和蛋白表达水平。结果 XMD17-109组相较于

Control组细胞活力下降,ITPRIP表达水平降低(P<0.05);siERK5组相较于siNC组细胞活力下降,ITPRIP
表达水平降低(P<0.05);ERK5-OE组相较于 Vector组细胞活力增强,ITPRIP表达水平上升(P<0.05);

ERK5-OE+XMD17-109组相较于Vector+XMD17-109组细胞活力增强,ITPRIP表达水平上升(P<0.05)。
结论 XMD17-109通过抑制ERK5/ITPRIP信号通路抑制胶质瘤细胞的活力。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

XMD17-109
 

on
 

the
 

viability
 

of
 

glioma
 

cells
 

and
 

its
 

molecular
 

mechanism
 

based
 

on
 

extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

5
 

(ERK5)
 

/
 

inositol
 

1,4,5-trisphosphate
 

receptor
 

-interacting
 

protein
 

(ITPRIP)
 

signaling
 

pathway.Methods U251
 

glioma
 

cells
 

were
 

routinely
 

cul-
tured,and

 

ERK5
 

activity
 

was
 

inhibited
 

by
 

XMD17-109.ERK5
 

knockdown
 

and
 

ERK5
 

overexpression
 

models
 

were
 

constructed
 

by
 

transfection
 

of
 

RNA
 

fragments
 

and
 

plasmids,respectively.Cells
 

were
 

divided
 

divided
 

into
 

the
 

XMD17-109
 

group,the
 

Control
 

group,the
 

siERK5
 

group,the
 

siNC
 

group,siERK5-OE
 

group,the
 

Vector
 

group,the
 

ERK5-OE+XMD17-109
 

group
 

and
 

the
 

Vector+XMD17-109
 

group.The
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,scratch
 

and
 

flow
 

cytometry
 

experiments
 

and
 

so
 

on.The
 

mRNA
 

and
 

protein
 

expression
 

levels
 

of
 

ERK5
 

and
 

ITPRIP
 

were
 

detected
 

by
 

reverse
 

transcription-quantitative
 

real
 

time
 

PCR
 

(RT-qPCR)
 

and
 

West-
ern

 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,the
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

XMD17-109
 

group
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

ITPRIP
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

siNC
 

group,the
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

siERK5
 

group
 

was
 

decreased,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

ITPRIP
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

Vector
 

group,the
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

ERK5-OE
 

group
 

was
 

enhanced,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

ITPRIP
 

6453 重庆医学2023年12月第52卷第23期

* 基金项目:中国博士后科学基金项目(2021M701487)。 作者简介:王昕雯(1977-),主任药师,主要从事临床药学与药事管理研究。

 △ 通信作者,E-mail:sunzx715@163.com。



was
 

increased
 

(P<0.05).Compared
 

the
 

with
 

Vector+XMD17-109
 

group,the
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

ERK5-OE+
XMD17-109

 

group
 

was
 

enhanced,and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

ITPRIP
 

was
 

increased
 

(P<0.05).Conclusion XMD17-
109

 

can
 

inhibit
 

the
 

viability
 

of
 

glioma
 

cells
 

by
 

inhibiting
 

ERK5/ITPRIP
 

signaling
 

pathway,which
 

is
 

expected
 

to
 

be
 

a
 

potential
 

drug
 

for
 

glioma
 

treatment.
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kinase
 

5;inositol
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receptor-interacting
 

protein;XMD17-109;glioma;inhibitor

  胶质瘤(glioblastoma,GBM)被认为是恶性程度

最高、治疗难度最大的原发性脑肿瘤之一,发病率占

恶性脑肿瘤的45%以上[1-3]。尽管多学科管理和靶向

治疗在临床方面取得了一定进展,但恶性胶质瘤的现

有治疗方案仍然较为局限[4-5]。抑癌基因的失活是胶

质瘤不断进展的重要原因,也是治疗的主要障碍之

一[6-8]。因此,深入了解这一过程所涉及的分子机制对

于开发更有效的干预措施至关重要。细胞外信号调节

激酶5(extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

5,ERK5)是
丝裂原活化蛋白激酶家族中的一员,具有独特的C末

端结构域[9-10]。越来越多的证据表明ERK5参与肿瘤

起始和进展的各个阶段[11-13]。研究认为,ERK5信号级

联的激活会诱导多种细胞周期分子增殖[14]。此外,

ERK5对周期蛋白依赖性激酶抑制因子的表达具有下

调作用[15]。药 物 干 预 和 基 因 策 略 明 确 证 实,靶 向

ERK5通路对于癌症治疗具有潜力[16-17]。基因表达谱

分析发现ERK5
 

mRNA在原发性脑肿瘤,特别是GBM
中明显高表达[18]。新型小分子激酶抑制剂XMD17-109
作为ERK5强效抑制剂被成功合成。XMD17-109在生

化上抑制ERK5,IC50 为(0.162±0.006)μmol/L,在
细胞内阻断表皮生长因子诱导的ERK5自磷酸化。
目前XMD17-109用于胶质瘤治疗的研究尚未见报

道,且XMD17-109作用机制有待进一步探究。1,4,

5-三磷酸受体(inositol
 

1,4,5-trisphosphate
 

receptor,

IP3R)相互作用蛋白已被证明是IP3R的结合伴侣,其
与IP3R相互作用促进IP3R通道的钙离子抑制功能。
前期研究已经证明肌醇1,4,5-三磷酸受体相互作用

蛋白(inositol
 

1,4,5-trisphosphate
 

receptor
 

interac-
ting

 

protein,ITPRIP)通过连接肌球蛋白调节轻多肽

9和死亡相关蛋白激酶1促进GBM进展[19]。本研究

假设ERK5在胶质瘤中可能作为肿瘤促进ITPRIP
的刺激分子。通过研究ERK5抑制剂XMD17-109对

胶质瘤细胞U251活力的影响及ERK5与ITPRIP之

间的相互作用,可揭示ERK5介导促进ITPRIP表达

的分子机制,及其在胶质瘤进展中的意义,现报道

如下。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞

  本研究中人胶质母细胞瘤细胞株U251来自中国

科学院分子细胞科学卓越创新中心。

1.1.2 试剂

  XMD17-109购于美国 MCE公司;DMEM 高糖

培养基和胎牛血清(FBS)购于美国Gibco公司;Lipo-
fectamine

 

2000转染试剂购于美国Thermo
 

Fisher公

司;PrimeScriptTM
 

RT
 

Master
 

Mix 和 SYBR
 

&
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 试剂盒购于日本 TaKaRa公司;

BCA试剂盒和十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

(sodium
 

dodecyl
 

sulfate-polyacrylamide
 

gel
 

electro-
phoresis,SDS-PAGE)试剂购于上海碧云天生物技术

有限公司;ERK5抗体购于美国Cell
 

Signaling公司

(1∶1
 

000,#12950);ITPRIP抗体(1∶1
 

000,26055-
1-AP)和GAPDH抗体(1∶5

 

000,60004-1-Ig)购于美

国Proteintech公司;辣根过氧化物酶(HRP)-山羊抗

小鼠IgG抗体(1∶5
 

000,PA2201)和 HRP-山羊抗兔

IgG抗体(1∶5
 

000,PA2202)购于南京普诺恩生物技

术有限公司;CCK8检测试剂盒购于南京建成公司;7-
氨基放线菌素D(7-AAD)/藻红蛋白(PE)试剂盒和

Transwell小室购于美国BD公司;ERK5、阴性对照

siRNA(siNC)序列和质粒由上海 GenePharma公司

设计并合成。
 

1.1.3 仪器

  Applied
 

biosystemsTM
 

7500荧光定量PCR仪、酶
标仪、培养箱和超净台购于美国 Thermo

 

Fisher公

司;流式细胞仪购于美国Beckman公司;高速冷冻离

心机购于芬兰 Eppendorf公 司;Amersham
 

Biosci-
ences蛋白成像系统购于美国Cytiva公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养

  细胞在含有10%
 

FBS的DMEM高糖培养基中,

37
 

℃、5%
 

CO2 环境常规培养。在体外细胞实验中,
使用浓度为1

 

μmol/L的XMD17-109处理细胞24
 

h
以抑制ERK5活性(XMD17-109组),未处理的细胞

纳入Control组。

1.2.2 RNA干扰

  按 照 说 明 书 提 示 方 法,分 别 将 ERK5
 

siRNA
(siERK5)和siNC使用Lipofectamine

 

2000进行细胞

转染,构建ERK5敲低和阴性对照模型,分为siERK5
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组、siNC组。转染6
 

h后,更换为含10%
 

FBS的新鲜

培养基。细胞连续培养48
 

h后,收集细胞进行蛋白、

RNA分离等研究。通过逆转录实时荧光定量PCR
(RT-qPCR)测 定 ERK5 敲 低 效 率。siERK5 组 和

siNC组所对应RNA序列分别为5'-CGU
 

GCC
 

CUA
 

UGG
 

CGA
 

AUU
 

CAA
 

TT-3'和5'-UUC
 

UCC
 

GAA
 

CGU
 

GUC
 

ACG
 

UTT-3'。

1.2.3 质粒转染

  人ERK5基因经过扩增和逆转录合成互补DNA
(cDNA)。随 后,将 人 ERK5

 

cDNA 克 隆 pCDH-
CMV-MCS-EF1-copGFP-T2A-Puro载体中。将含有

ERK5和对照结构的溶液引入到 U251细胞中,孵育

48
 

h,构建ERK5过表达和对照结构模型,分别分为

ERK5-OE组、Vector组。采用RT-qPCR和 Western
 

blot检测证实ERK5在细胞中的过表达水平。进一

步将 ERK5-OE组、Vector组细胞分别与 XMD17-
109进 行 孵 育,分 为 ERK5-OE+XMD17-109 组、

Vector+XMD17-109组。

1.2.4 总RNA提取及RT-qPCR
  转 染siRNA 后,用 TRIzol试 剂 提 取 细 胞 总

RNA。使用纳米微滴设备评估总RNA的纯度和浓

度。使用PrimeScriptTM
 

RT
 

Master
 

Mix进行 RNA
逆转录,然后通过SYBR

 

&
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM 进行

RT-qPCR 检 测。采 用 Ct(2-ΔΔCt)法 (ΔΔCt=
ΔCttarget-ΔCtGAPDH)对所有靶基因 进 行 标 准 化,以

GAPDH为内参基因。引物序列见表1。

表1  RT-qPCR引物序列

基因 方向 序列(5'-3') 大小(bp)

ERK5 正向 CAG
 

GAC
 

GAC
 

ACT
 

AAA
 

GGC
 

ACT 21
反向 CAC

 

AGC
 

AAC
 

TCG
 

TGC
 

AGA
 

C 19

ITPRIP 正向 TTT
 

GCC
 

TTA
 

CTT
 

CCC
 

ACC
 

TG 20
反向 CCC

 

ATG
 

TCG
 

AAA
 

GAC
 

TGG
 

TT 20

GAPDH 正向 CAT
 

GAG
 

AAG
 

TAT
 

GAC
 

AAC
 

AGC
 

CT 23
反向 AGT

 

CCT
 

TCC
 

ACG
 

ATA
 

CCA
 

AAG
 

T 22

1.2.5 Western
 

blot
  细胞收集后在冰上冷却30

 

min,使用含有20
 

mmol/L
 

Tris、1
 

mmol/L
 

EDT
 

A、150
 

mmol/L氯化

钠、1
 

mmol/L 乙 二 醇 双 (2-氨 基 乙 基 醚)四 乙 酸

(EGTA)、1% 脱 氧 胆 酸 盐、1%
 

Triton
 

X-100,2
 

mmol/L正钒酸钠的裂解缓冲液进行蛋白质提取。
随后,裂解液在4

 

℃下以13
 

000
 

r/min离心20
 

min。
所得上清液使用BCA试剂盒测定。将每个样品中等

量的蛋白质与SDS样品缓冲液相结合,通过SDS-
PAGE分离 蛋 白 质,并 将 其 转 移 到 聚 偏 二 氟 乙 烯

(PVDF)膜上。蛋白转移完毕后,用含有5%脱脂奶

粉的TBST(TBS中含0.1%吐温20)封闭1
 

h。然后

将膜与ERK5抗体、ITPRIP抗体和GAPDH抗体在

4
 

℃下过夜孵育。用 TBST清洗3次,每次清洗5
 

min。加入二抗,室温下孵育1
 

h,其中ERK5和IT-
PRIP选用 HRP-山羊抗兔IgG二抗,GAPDH 选用

HRP-山羊抗小鼠IgG二抗。用增强化学发光检测系

统对膜进行检测。使用Image
 

J软件进行吸光度进行

分析,每个蛋白条带的信号强度基于相对于各自的

GAPDH加载对照进行归一化。

1.2.6 CCK-8和细胞增殖实验

  使用CCK-8检测试剂盒评估细胞增殖能力。在

96孔板中每孔加入100
 

μL密度为3×104/mL的细

胞混悬液。在5%
 

CO2 的培养箱中孵育0、24、48、

72
 

h。随后,每孔加入10
 

μL的CCK-8试剂,继续孵

育4
 

h后用酶标仪测定450
 

nm处吸光度(A)值,每组

条件均设置3个复孔。

1.2.7 流式细胞仪检测细胞凋亡

  采用7-AAD/PE法检测 U251细胞凋亡情况。
将U251细胞与7-AAD/PE在冰上孵育15

 

min,检测

细胞凋亡情况,应用Flowjo软件进行定量分析。

1.2.8 划痕实验和Transwell实验

  在划痕实验中,将细胞以2×106 个/孔的密度重

悬于6孔板中。一旦细胞贴壁,使用20
 

μL移液器吸

头在细胞表面做出划痕。每个实验组均设置3个复

孔。分别于划痕后0、24
 

h在显微镜下观察并拍照。
每个孔中测量3个随机位置,使用Image

 

J软件量化

划痕宽度。按照说明书提示方法使用Transwell小室

进行细胞迁移和侵袭实验。将1×105 个细胞接种于

上室500
 

μL无血清培养基中,下室加入750
 

μL含

10%
 

FBS的新鲜培养基,将细胞在37
 

℃下孵育36
 

h。
然后将迁移过滤网的细胞用4%多聚甲醛(PFA)固
定,并用结晶紫溶液染色20

 

min。用棉签去除残留在

上室表面的细胞后,在显微镜下随机拍照5个视野,
采用直接计数法用Image

 

J软件对迁移和侵袭细胞数

量进行计数,取平均值作为最终迁移或 侵 袭 细 胞

数量。
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1.3 统计学处理

  采用Graph
 

Pad
 

Prism
 

8软件进行数据分析。计

量资料以x±s表示,组间比较采用方差分析(ANO-
VA)或t检验;计数资料以例数或百分比表示,组间

比较采用χ2 检验。以 P<0.05为差异有统计学

意义。

2 结  果

2.1 XMD17-109对ERK5和ITPRIP的影响

  Control组与XMD17-109组ERK5
 

mRNA和蛋

白表达水平无明显变化;与Control组相比,XMD17-
109组ITPRIP

 

mRNA 和蛋白表达水平明显降低

(P<0.05);与Control组相比,XMD17-109组吸光

度降低,U251细胞增殖、侵袭和迁移能力均明显降

低,细胞凋亡率明显升高,差异有统计学意义(P<
0.05),见图1、2。

  A:ERK5
 

mRNA表达水平;B:细胞增殖能力;C:划痕实验结果(100×);D:迁移实验结果(200×);E:侵袭实验结果(200×);F:流式细胞术分

析结果;①:Control组;②:XMD17-109组;ns:P>0.05,与Control组比较;a:P<0.05,与Control组比较。

图1  XMD17-109对U251细胞的影响

  A:8组ITPRIP
 

mRNA表达水平;B:8组ERK5和ITPRIP蛋白 Western
 

blot结果;C:8组ERK5蛋白表达水平;D:8组ITPRIP蛋白表达水

平;①Control组;②XMD17-109组;③siNC组;④siERK5组;⑤Vector组;⑥ERK5-OE组;⑦Vector+XMD17-109组⑧ERK5-OE+XMD17-109

组;a:P<0.05,与Control组比较;b:P<0.05,与siNC组比较;c:P<0.05,与Vector组比较;d:P<0.05,与Vector+XMD17-109组比较。

图2  ERK5和ITPRIP蛋白水平变化
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2.2 敲低与过表达ERK5对U251细胞的影响

  与siNC组比较,siERK5组 ERK5和ITPRIP
 

mRNA和蛋白表达水平明显下调;与Vector组比较,

ERK5-OE组ERK5和ITPRIP
 

mRNA和蛋白表达

水平明显上调;与siNC组比较,siERK5组 U251细

胞增殖、侵袭和迁移能力均明显降低,细胞凋亡率明

显升高(P<0.05);与 Vector组比较,ERK5-OE组

U251细胞增殖、侵袭和迁移能力均明显升高(P<
0.05),见图2~4。

  A:ERK5
 

mRNA表达水平;B:细胞增殖能力;C:划痕实验结果(100×);D:迁移实验结果(200×);E:侵袭实验结果(200×);F:流式细胞术分

析结果;①:SiNC组;②:SiERK5组;a:P<0.05,与SiNC组比较。

图3  敲低ERK5对U251细胞的影响

  A:ERK5
 

mRNA表达水平;B:细胞增殖能力;C:划痕实验结果(100×);D:迁移实验结果(200×);E:侵袭实验结果(200×);F:流式细胞术分

析结果;①:Vector组;②:ERK5-OE组;ns:P>0.05,与Vector组比较;a:P<0.05,与Vector组比较。

图4  过表达ERK5对U251细胞的影响
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2.3 XMD17-109逆转ERK5对 U251细胞的调控

作用

  与 Vector+XMD17-109组比较,ERK5-OE+
XMD17-109组ERK5和ITPRIP

 

mRNA和蛋白表达

水平 明 显 上 调;与 Vector+XMD17-109 组 比 较,

ERK5-OE+XMD17-109组 U251细胞增殖、侵袭和

迁移能 力 均 明 显 升 高,细 胞 凋 亡 率 明 显 降 低,见
图2、5。

  A:ERK5
 

mRNA表达水平;B:细胞增殖能力;C:划痕实验结果(100×);D:迁移实验结果(200×);E:侵袭实验结果(200×);F:流式细胞术分

析结果;①:Vector+XMD17-109组;②:ERK5-OE+XMD17-109组;a:P<0.05,与Vector+XMD17-109组比较。

图5  XMD17-109逆转ERK5对U251细胞的调控作用

3 讨  论

  原发或复发的胶质瘤起源于分化细胞,如成熟的

神经元、星形胶质细胞和成体神经干细胞[20-21]。这一

现象表明,恶性胶质瘤可能保留神经生物学特征和信

号,使得神经中心胶质瘤治疗成为一种有前途的方

法[22-24]。ERK5在调节多种凋亡信号通路中发挥重

要作用,不仅促进肿瘤生长,还参与肿瘤细胞的增

殖[25-26]。另一方面,ITPRIP缺陷已被证明会加重短

暂性脑缺血和急性兴奋性毒性后的神经毒性[27]。基

于这一认识,作者认为在胶质瘤细胞中,ERK5可能

通过蛋白-蛋白相互作用对肿瘤启动子ITPRIP发挥

促进作用,类似于其在神经元细胞中的作用。

ERK5在癌症中的致癌作用归因于其靶向特定

的 mRNA[28]。采 用 siRNA/shRNA 沉 默 或 敲 除

ERK5基因的多项研究表明,ERK5信号通路对多种

细胞表型发挥重要调控作用。研究数据显示,体内和

体外实验中沉默ERK5均能抑制多种癌细胞细胞的

增殖作用,如子宫内膜癌、非小细胞肺癌、小细胞肺

癌、黑色素瘤、三阴性乳腺癌和胆管癌等[29]。在小细

胞肺癌中,沉默ERK5后细胞相较于野生型细胞增殖

活力明显降低,这一结果强调了ERK5激酶活性在小

细胞肺癌细胞增殖中的重要作用。此外,一项针对实

验用增殖表皮癌细胞的研究显示,表皮生长因子能够

引起ERK5的活化[30]。ERK5通过调节基质相关基

因、促血管生成因子和整合素维持三阴性乳腺癌细胞

的迁移和间质表型[17,31]。一项关于骨肉瘤的研究显

示,ERK5 是 一 种 有 效 的 预 后 指 标,调 节 ERK5-
STAT3通路会加剧骨肉瘤细胞的恶性表型[32]。

通过数据库对肿瘤基因表达谱进行分析,结果表

明ERK5与ITPRIP在胶质瘤组织中的表达上调。
基于此,作者推测ITPRIP在胶质瘤中的作用可能是

通过调控ERK5轴介导。为证实这一假设,本研究进

行了多项功能实验,发现XMD17-109处理后细胞表

型明显抑制,ERK5表达无明显变化,ITPRIP表达降

低。这是因为 XMD17-109作为 ERK5选择性抑制

剂,通过阻断细胞内表皮生长因子诱导的ERK5自磷

酸化,对 ERK5 下 游 分 子 发 挥 抑 制 作 用,但 其 对

ERK5本身无明显抑制作用。敲低ERK5会抑制胶

质瘤细胞增殖、迁移和侵袭能力,诱导细胞凋亡,下调

ITPRIP表达。相反,过表达ERK5对胶质瘤细胞的
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生物学功能起到促进作用,同时上调ITPRIP表达。

ERK5抑制剂XMD17-109减弱了胶质瘤细胞增殖、
迁移和侵袭能力,同时能够逆转过表达ERK5对胶质

瘤细胞表型的促进作用。此外,前期研究证实,敲低

ITPRIP对于胶质瘤细胞表型具有抑制作用[19],因此

可以推论:XMD17-109通过阻断ERK5自磷酸化抑

制ITPRIP表达,进而抑制胶质瘤细胞表型。
综上所述,本研究证实了XMD17-109通过抑制

ERK5/ITPRIP信号通路进而抑制胶质瘤的进展,

ERK5、ITPRIP可以作为胶质瘤预防、诊断和治疗的

潜在生物标志物。
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