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  [摘要] 目的 探讨原癌基因Pim1对小鼠Lewis肺癌细胞(LLC)凋亡、增殖、侵袭和迁移功能的作用及

可能存在的机制。方法 收集2021年8-10月于湖北医药学院附属太和医院行肺叶切除患者的正常肺组织

和非小细胞肺癌(NSCLC)组织标本,采用免疫组织化学法及 Western
 

blot检测两种组织中Pim1蛋白表达情

况。CCK-8实验验证Pim1特异性抑制剂SMI-4a的最适浓度。LCC细胞分为实验组和对照组,实验组孵育50
 

μmol/L
 

SMI-4a,对照组孵育等体积二甲基亚砜(DMSO),Western
 

blot检测Bcl-2、Bax、含半胱氨酸的天冬氨

酸蛋白水解酶(caspase)3、cleaved-caspase3、基质金属蛋白酶(MMP)2、MMP9、丝氨酸/苏氨酸激酶(Akt)和磷

酸化(p)-Akt表达情况,DAPI染色检测细胞凋亡,Edu试剂盒检测细胞增殖,Transwell和细胞划痕实验检测

细胞侵袭和迁移能力。3只C57
 

BL/6小鼠腹股沟注射LLC,收获肿瘤后等体积接种到12只小鼠腹股沟构建

小鼠瘤荷模型,并分为实验模型和对照模型,实验模型瘤内注射SMI-4a
 

80
 

mg·kg-1·d-1,对照模型注射等体

积DMSO,15
 

d后处死并称取肿瘤组织质量,苏木素-伊红(HE)染色观察肿瘤组织凋亡核心变化,免疫组织化

学法及 Western
 

blot检测肿瘤组织Pim1表达情况。结果 与正常肺组织比较,NSCLC组织中Pim1蛋白的棕

黄色染色增多,且NSCLC组织中Pim1蛋白表达水平高于正常肺组织(P<0.05)。与对照组比较,实验组Bax
蛋白、cleaved-caspase3、caspase3水平升高,Bcl-2蛋白水平降低,凋亡细胞数量增多,p-Akt蛋白水平降低,
DNA合成和细胞增殖受到抑制,MMP2、MMP9表达水 平 降 低,侵 袭 能 力 和 细 胞 垂 直 迁 移 能 力 降 低(P<
0.05),细胞水平迁移能力减弱。与对照模型比较,实验模型肿瘤进展受到明显抑制,肿瘤质量更小(P<0.05),
此外,肿瘤组织嗜伊红染色减少,肿瘤内部凋亡核心面积增加,凋亡核心可见较多碎裂的细胞核,凋亡核心

Pim1棕黄色染色减少,且肿瘤组织Pim1表达水平降低(P<0.05)。结论 抑制Pim1可能通过减少Akt的磷

酸化蛋白水平抑制小鼠LLC肿瘤的进展。
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  [Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effects
 

of
 

proto-oncogene
 

Pim1
 

on
 

the
 

apoptosis,proliferation,
invasion

 

and
 

migration
 

functions
 

of
 

mouse
 

Lewis
 

lung
 

cancer
 

cells
 

(LLC)
 

and
 

the
 

possible
 

mechanisms.Meth-
ods The

 

normal
 

lung
 

tissue
 

and
 

non-small
 

cell
 

lung
 

cancer
 

(NSCLC)
 

tissue
 

samples
 

from
 

the
 

patients
 

with
 

lobectomy
 

in
 

the
 

Affiliated
 

Taihe
 

Hospital
 

of
 

Hubei
 

University
 

of
 

Medicine
 

from
 

August
 

to
 

October
 

2021
 

were
 

collected.The
 

Pim1
 

protein
 

expression
 

in
 

these
 

two
 

kinds
 

of
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

immunohisto-
chemistry

 

and
 

Western
 

blot.The
 

CCK-8
 

assay
 

confirmed
 

the
 

optimal
 

concentration
 

of
 

SMI-4a,a
 

Pim1-specific
 

inhibitor.The
 

LCC
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

experiment
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group.The
 

experiment
 

group
 

was
 

incubated
 

with
 

50
 

μmol/L
 

SMI-4a,while
 

the
 

control
 

group
 

was
 

incubated
 

with
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

dime-
thyyl

 

sulfoxide
 

(DMSO).Western
 

blot
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

Bcl-2,Bax,caspase3,cleaved
 

caspase3,
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matrix
 

metalloproteinase
 

(MMP)2,MMP9,serine/threonine
 

kinase
 

(Akt)
 

and
 

phosphorylated
 

(p)-Akt.The
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

the
 

DAPI
 

staining.The
 

Edu
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

proliferation,and
 

the
 

Transwell
 

and
 

cell
 

scratch
 

assay
 

were
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

cell
 

invasion
 

and
 

migration
 

ability.Three
 

C57
 

BL/6
 

mice
 

were
 

injected
 

by
 

LLC
 

in
 

the
 

groin,after
 

the
 

tumor
 

was
 

harvested,the
 

same
 

volume
 

was
 

inoculated
 

into
 

the
 

groin
 

in
 

12
 

mice
 

to
 

construct
 

the
 

mouse
 

tumor
 

charge
 

model,which
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

experiment
 

mod-
el

 

and
 

the
 

control
 

model.The
 

intratumor
 

injection
 

of
 

SMI-4a
 

80
 

mg·kg-1·d-1
 

was
 

performed
 

in
 

the
 

experi-
ment

 

model
 

and
 

the
 

same
 

volume
 

of
 

DMSO
 

was
 

injected
 

in
 

the
 

control
 

model.The
 

mouse
 

was
 

executed
 

and
 

the
 

mass
 

of
 

tumor
 

tissue
 

was
 

measured.The
 

changes
 

of
 

apoptosis
 

core
 

in
 

the
 

tumor
 

tissues
 

were
 

observed
 

by
 

hematoxylin-eosin
 

(HE)
 

staining,and
 

the
 

Pim1
 

expression
 

in
 

tumor
 

tissues
 

was
 

detected
 

by
 

immunohisto-
chemistry

 

and
 

Western
 

blot.Results Compared
 

with
 

the
 

normal
 

lung
 

tissues,the
 

brown-yellow
 

staining
 

of
 

Pim1
 

protein
 

in
 

the
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

increased,moreover
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

Pim1
 

protein
 

in
 

the
 

NSCLC
 

tissues
 

was
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

the
 

normal
 

lung
 

tissues
 

(P<0.05).Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,
the

 

protein
 

levels
 

of
 

Bax,cleaved-caspase3
 

and
 

caspase3
 

in
 

the
 

experiment
 

group
 

were
 

increased,the
 

Bcl-2
 

pro-
tein

 

level
 

was
 

decreased,and
 

the
 

number
 

of
 

apoptotic
 

cells
 

was
 

increased,the
 

p-Akt
 

protein
 

level
 

was
 

de-
creased,the

 

DNA
 

synthesis
 

and
 

the
 

cell
 

proliferation
 

was
 

inhibited,the
 

MMP2
 

and
 

MMP9
 

expression
 

levels
 

were
 

decreased,the
 

invasion
 

ability
 

and
 

cellular
 

vertical
 

migration
 

ability
 

were
 

decreased
 

(P<0.05).The
 

cel-
lular

 

horizontal
 

migration
 

ability
 

was
 

significantly
 

weakened.Compared
 

with
 

the
 

control
 

model,the
 

tumor
 

progress
 

in
 

the
 

experiment
 

model
 

was
 

significantly
 

inhibited,and
 

the
 

tumor
 

quality
 

was
 

lower
 

(P<0.05).In
 

addition,the
 

eosinophilic
 

staining
 

in
 

the
 

tumor
 

tissues
 

was
 

decreased,the
 

intra-tumoral
 

apoptotic
 

core
 

area
 

was
 

in-
creased,the

 

apoptotic
 

core
 

showed
 

more
 

fragmented
 

nuclei,apoptotic
 

core
 

Pim1
 

brown
 

and
 

yellow
 

staining
 

was
 

de-
creased,moreover

 

the
 

Pim1
 

expression
 

level
 

in
 

the
 

tumor
 

tissues
 

was
 

decreased
 

(P<0.05).Conclusion Inhibiting
 

Pim1
 

may
 

inhibit
 

the
 

progression
 

of
 

LLC
 

tumor
 

in
 

mice
 

by
 

reducing
 

the
 

phosphorylated
 

protein
 

level
 

of
 

Akt.
[Key

 

words] Pim1;lewis
 

lung
 

cancer
 

cell;proliferation;apoptosis;invasion

  肺癌是世界上发病率和病死率最高的恶性肿瘤,
患者死亡是由于发病原因和治疗机制不明,现有手段

达不到治愈效果。目前的研究认为,原癌基因Pim1
在肿瘤细胞的增殖、转移过程中起重要作用[1-2],其在

造血淋巴系统、单核细胞和各种上皮细胞中表达[3],
且在多种血液恶性肿瘤及前列腺、肝癌和脂肪肉瘤中

表达上调[4-6],但 Pim1在非小细胞肺癌(non-small
 

cell
 

lung
 

cancer,NSCLC)发病机制中的研究尚不明

确。研究认为,丝氨酸/苏氨酸激酶(serine/threonine
 

kinase,Akt)与 肿 瘤 细 胞 的 增 殖 密 切 相 关[7-9]。
SCARPA等[10]研究指出,Pim1调控 Akt磷酸化,与
细胞增殖之间存在联系。因而猜测,Pim1可以通过

磷酸化 Akt调节小鼠 Lewis肺癌细胞(lewis
 

lung
 

cancer
 

cell,LLC)的增殖能力,从而将肺癌治疗靶点

定位于Pim1蛋白,即通过对体外培养的LLC孵育

Pim1特异性抑制剂SMI-4a,呈现出Pim1对 Akt磷

酸化水平的调节及Pim1调节细胞增殖、凋亡、迁移和

侵袭的能力。因此,本研究旨在通过阐述 Pim1在

LLC中的作用及其可能的机制,为肺癌治疗和药物研

发提供新的理论靶点,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 实验动物

  15只C57
 

BL/6小鼠,6周龄,体重(20±1)g,饲
养于湖北医药学院动物房,动物实验已通过湖北医药

学院动物伦理委员会批准[SYXK(鄂)2019-31]。

1.1.2 细胞与试剂

  LLC来源于中国科学院上海细胞库;SMI-4a购

自上海陶术生物科技有限公司;Edu试剂盒购自美国

Thermo
 

Fisher
 

Scientific公司;RPMI-1640购自美国

Gibco公司;胎牛血清购自杭州四季青公司;基质胶、
青霉素-链霉素双抗100×购自美国 Corning公司;
Pim1抗体购自美国 Novus公司;Bcl-2、Bax、含半胱

氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶(cysteinyl
 

aspartate
 

spe-
cific

 

proteinase,caspase)3、cleaved-caspase3、基质金

属 蛋 白 酶 (matrix
 

metalloproteinase,MMP)2、
MMP9、Akt和磷酸化(phosphorylation,p)-Akt及β-
actin、GAPDH 抗体购自美国ImmunoWay公司;二
抗购自武汉安特捷生物技术有限公司;免疫组织化学

试剂盒购自武汉博士德生物工程有限公司。
1.2 方法

1.2.1 免疫组织化学法检测Pim1蛋白在正常和癌

症患者肺组织中的表达

收集2021年8-10月于湖北医药学院附属太和

医院行肺叶切除患者的新鲜肺组织和NSCLC组织标

本,标本采集经过患者家属知情同意和医院伦理委员

会批准。10%甲醛溶液浸泡新鲜肺组织至少12
 

h,按
照流程梯度脱水、包埋,切片;切片梯度补水后高压抗

原修复;37
 

℃
 

BSA封闭0.5
 

h,Pim1抗体1∶150比

例稀释,37
 

℃孵育1
 

h,洗片;二抗37
 

℃孵育0.5
 

h,洗
片;DAB显色,洗片;苏木素染核,洗片;0.5%盐酸乙

醇分化;中性树胶封片,晾干后观察。
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1.2.2 CCK-8实验验证SMI-4a的最适浓度

96孔板每孔接种4
 

000个LLC,加入200
 

μL全

细胞培养基,2
 

h贴壁后按照0、10、20、30、50、100
 

μmol/L的SMI-4a浓度加入孔中,设置4个复孔,培
养箱培养36

 

h后换液加入200
 

μL含有10%
 

CCK-8
的无血清培养基,培养箱培养4

 

h,测吸光度(absor-
bance,A)值,使用Excel软件分析获得SMI-4a的抑

制曲线,求得半抑制浓度(50%
 

inhibitory
 

concentra-
tion,IC50)值。
1.2.3 Western

 

blot检测细胞蛋白水平

LLC铺至6孔板,分实验组和对照组,70%融合

度实验组孵育50
 

μmol/L的SMI-4a,对照组孵育等

体积的DMSO,37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱培养8
 

h。
每孔加入200

 

μL含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提

取蛋白,检测蛋白浓度后加入缓冲液定量,取10
 

μg蛋

白经聚丙烯酰胺凝胶电泳分离并转移至硝酸纤维素

膜,5%
 

BSA室温封闭1.5
 

h,分别在1∶1
 

000稀释的

Bcl-2、Bax、caspase3、cleaved-caspase3、MMP2、MMP9、
Akt和p-Akt抗体中孵育,4

 

℃过夜,洗膜3次,于1∶
8

 

000稀释的对应的二抗中室温孵育2
 

h,洗膜,ECL
显色,Image

 

Lab成像系统拍照并记录结果。同样,采
用 Western

 

blot检测正常肺组织、NSCLC组织及小

鼠瘤荷模型肿瘤组织Pim1蛋白表达情况。
1.2.4 DAPI染色检测细胞凋亡

LLC铺至6孔板细胞爬片,分实验组和对照组,
50%融合度实验组孵育50

 

μmol/L的SMI-4a,对照

组孵育等体积的DMSO,37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱

培养8
 

h,换液后继续培养24
 

h。吸干培养基,4%多

聚甲醛固定20
 

min,0.3%
 

TritonX-100通透10
 

min,
PBS洗3次后每孔加入100

 

μL的 DAPI染核,PBS
洗3次,荧光显微镜拍照记录。
1.2.5 Edu试剂盒检测细胞增殖

LLC分实验组和对照组,分别以20
 

μmol/L的

Edu溶液与培养基1∶1混合孵育细胞过夜,吸干培

养基,多聚甲醛室温固定20
 

min,0.3%
 

Triton
 

X-100
通透10

 

min,每孔加入0.5
 

mL的混合工作液室温避

光孵育30
 

min,含有3%
 

BSA的磷酸盐缓冲液(phos-
phate

 

buffered
 

saline,PBS)洗涤2次。PBS清洗1
次,每孔加入1

 

mL浓度为5
 

mg/L的 Hoechest33342,

室温避光孵育30
 

min,PBS清洗3次,荧光显微镜下拍

照记录。
1.2.6 Transwell和划痕实验检测细胞侵袭和迁移

能力

LLC分实验组和对照组,实验组孵育50
 

μmol/L
的SMI-4a,对 照 组 孵 育 等 体 积 DMSO,37

 

℃、5%
 

CO2 细胞培养箱培养8
 

h,消化、离心、重悬且计数。
侵袭能力检测:上室预先铺入50

 

μL的基质胶,将500
 

μL的全细胞培养基置入Transwell下室,50
 

000个细

胞重悬液200
 

μL置于上室。迁移能力检测:将500
 

μL的全细胞培养基置入Transwell下室,50
 

000个细

胞重悬液200
 

μL置于上室。37
 

℃、5%
 

CO2 细胞培

养箱培养4
 

h。吸干培养基,多聚甲醛固定20
 

min,使
用乙醇擦去上室内壁细胞,苏木素染色,PBS洗3次

后,显微镜下拍照记录。
1.2.7 小鼠瘤荷模型建立

3只C57
 

BL/6小鼠使用5%水合氯醛麻醉,0.1
 

mL
 

DMEM 重悬5×106 个细胞,小鼠腹股沟喷洒

75%乙醇消毒,注射LLC;15
 

d后收获肿瘤,并等体积

切分成12份,12只小鼠腹股沟接种肿瘤组织,麻醉复

苏后分为实验组和对照组,实验组瘤内注射SMI-4a
 

80
 

mg·kg-1·d-1,对照组注射二甲基亚砜(dimeth-
yl

 

sulfoxide,DMSO),15
 

d后小鼠安乐死,获取肿瘤,
称取质量以备后续实验。
1.2.8 苏木素-伊红(hematoxylin-eosin,HE)染色

小鼠肿瘤组织切片,二甲苯脱蜡,梯度乙醇补水。
苏木素染色30

 

s,5%盐酸乙醇分化5
 

s,45
 

℃水浴锅

反蓝。伊红染色1
 

min,盐酸乙醇脱色,滴中性树胶

封片。
1.3 统计学处理

采用GraphPad
 

Prim8.0软件进行数据分析,计
量资料以x±s 表示,比较采用单因素方差分析,以
P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Pim1在NSCLC组织中表达上调

与正常肺组织比较,NSCLC组织中Pim1蛋白的

棕黄色染色增多,且 NSCLC组织中Pim1蛋白表达

水平高于正常肺组织,差异有统计学意义(P<0.05),
见图1。

  A:正常肺组织和NSCLC中Pim1表达情况(免疫组织化学法,20×);B:Western
 

blot检测Pim1蛋白表达;a:P<0.05,与正常肺组织比较。

图1  Pim1在正常肺组织和NSCLC组织中的表达情况
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2.2 SMI-4a诱导了LLC细胞凋亡

CCK-8 实 验 得 到 细 胞 的 SMI-4a
 

IC50 为 50
 

μmol/L。50、100
 

μmol/L
 

SMI-4a 可 以 明 显 抑 制

Pim1蛋白在LLC中的表达(P<0.05)。与对照组比

较,实验组Bax蛋白、cleaved-caspase3、caspase3水平

升高,而Bcl-2蛋白水平降低(P<0.05)。DAPI结果

显示,正常LLC的细胞核明亮、核膜平滑,凋亡细胞

的细胞核核膜皱缩、破裂形成多个不规则小体。对照

组核膜皱缩、破裂细胞偶见,而实验组凋亡细胞数量

比对照组明显增多,见图2。

  A:CCK-8检测细胞凋亡;B:Western
 

blot检测Pim1蛋白表达;C:Western
 

blot检测凋亡相关蛋白表达;D:免疫荧光染色(DAPI,20×);a:P<

0.05,与0
 

μmol/L
 

SMI-4a比较;b:P<0.05,与对照组比较。

图2  抑制Pim1诱导了LLC细胞凋亡

2.3 SMI-4a抑制了LLC细胞增殖

实验组p-Akt蛋白水平较对照组降低,差异有统

计学意义(P<0.05)。实验组 DNA 合成受到抑制

(红色荧光),LLC细胞增殖率较对照组降低(P<
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0.05),见图3。

2.4 SMI-4a抑制了LLC细胞侵袭、迁移功能
 

与对照组比较,实验组 MMP2、MMP9表达水平

降低,细胞侵袭能力和细胞垂直迁移能力降低(P<
0.05)。划痕实验显示,实验组细胞水平迁移能力明

显减弱,见图4。

  A:Western
 

blot检测蛋白表达;B:Edu实验检测细胞增殖能力(10×);a:P<0.05,与对照组比较。

图3  抑制Pim1降低了LLC细胞增殖能力

2.5 小鼠体内证实SMI-4a抑制了肿瘤进展

实验模型肿瘤进展受到明显抑制,肿瘤质量小于

对照模型(P<0.05)。HE染色结果显示,与对照模

型比较,实验模型嗜伊红染色减少,肿瘤内部凋亡核

心面积增加,凋亡核心可见较多碎裂的细胞核。免疫

组织化学结果显示,实验模型凋亡核心Pim1棕黄色

染色较对照模型减少。Western
 

blot结果显示,实验

模型肿瘤组织Pim1表达水平较对照模型降低(P<
0.05),见图5。
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  A:Western
 

blot检测蛋白表达;B:Transwell实验检测LLC侵袭基质胶的能力(40×);C:Transwell实验检测细胞垂直迁移能力(40×);D:划

痕实验检测细胞水平迁移能力(4×);a:P<0.05;与对照组比较。

图4  抑制Pim1降低了LLC细胞侵袭、迁移能力

  A:小鼠肿瘤质量检测;B:HE染色观察肿瘤凋亡核心变化(4×);C:免疫组织化学法检测Pim1在小鼠肿瘤组织中的表达(4×);D:Western
 

blot检测Pim1在小鼠肿瘤组织中的表达;a:P<0.05,与对照组比较。

图5  体内实验证实Pim1延缓了NSCLC进展
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3 讨  论

终末期NSCLC的5年生存率低于6.7%,癌细

胞生长速度快[11],发现时绝大部分已经转移[12],因此

其手术及术后化疗的疗效很差[13]。NSCLC的治疗是

目前临床急需解决的问题。

Pim1为原癌基因,可以促进多种蛋白底物活化

从而发挥蛋白活性作用[14]。GAO 等[15]研究发现,

Pim1通过c-myc基因诱导乳腺癌进展。BRASO-
MARISTANY等[16]也发现Pim1是诱导三阴型乳腺

癌增殖的重要基因,抑制Pim1蛋白同时也促进了三

阴型乳腺癌的细胞凋亡。这说明Pim1可以促进肿瘤

细胞增殖,抑制细胞凋亡,在肿瘤进展中发挥作用。
但在肺癌中Pim1的研究并不多,因此,本实验研究了

Pim1对LLC的影响,阐述其在LLC进展中的作用及

机制。

Akt是一种参与PI3K信号通路的激酶,在细胞

增殖方面起关键作用。
 

Akt可以被多种生长信号激

活[17],被激活后,Akt调节许多下游蛋白,参与细胞增

殖、迁移、代谢和血管生成[18-19]。Akt的活化或过表

达已在卵巢癌、胰腺癌等癌症中被观察到,并与癌细

胞增殖和存活有关[20-21]。SUBBANNAYYA等[22]发

现过表达Pim1会增加 Akt的PRAS40位点磷酸化

蛋白水平。Akt是极易被蛋白激酶激活的蛋白,抑制

Akt同时可以抑制肿瘤细胞增殖。抑制Pim1后,Akt
的472位点磷酸化蛋白水平下降,细胞增殖和DNA
合成能力受到抑制。RUFF等[23]发现抑制Pim1蛋

白的活性,降低了人胆囊癌细胞增殖、集落形成和侵

袭能力。还有研究发现,SMI-4a降低了 LLC的p-
Akt蛋白水平,也减弱了LLC细胞侵袭和迁移能力。
在造血干细胞中,Pim1与细胞外信号调节激酶和

Akt信号通路上游的受体酪氨酸激酶c-Kit相互作

用,参与细胞增殖,抑制Pim1减少了对凋亡因子的抑

制,加速了细胞凋亡[24-25]。本实验结果也与这些研究

一致,SMI-4a增 加 了 LLC 的caspase3和cleaved-
caspase3表达水平,细胞核碎裂增多,加速了LLC细

胞凋亡,证实Pim1在LLC细胞凋亡和增殖中发挥了

重要的作用。
目前缺少在体实验证实Pim1抑制剂的作用,在

动物水平,C57
 

BL/6小鼠注射SMI-4a后,可见小鼠

LLC的肿瘤进展受到明显的抑制,肿瘤凋亡核心增

加,体外和体内研究结果一致。基于以上研究,本课

题组认为Pim1蛋白可能成为NSCLC治疗的一个新

靶点,Pim1的靶向药物可能为临床治疗NSCLC提供

新思路。但本实验结果也显示Pim1的作用仅仅是延

缓了小鼠肿瘤的进展,单一靶点抑制剂的治疗效果不

够理想,倘若联合目前临床常用的抗肿瘤药物,可能

会得到更加理想的结果。
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