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双亚苄基哌啶与蛋白酶体抑制剂对舌鳞癌细胞存活率
和周期的影响!
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［摘要］ 目的: 探讨双亚苄基哌啶( Bis-Benzylidine Piperidon，ＲA190) 与蛋白酶体抑制剂 MG132 对舌鳞癌细胞

活率和周期的影响。方法: 分别培养舌鳞癌细胞 CAL27、TCA8113。设无细胞空白组、无加药对照组和不同终浓度

( 0. 1，0. 2，0. 4，0. 5，0. 8，1. 6，3. 2，6. 4 μg /mL) ＲA190 或 MG132 实验组，培养 24 h 后，CCK8 法酶标仪检测各组细胞存活

率，流式细胞仪分析各组细胞周期分布情况。结果: 相同浓度下，MG132 组舌鳞癌细胞存活率低于 ＲA190 组 ( P＜
0. 05) ; MG132 与 ＲA190 组 CAL27 细胞存活率均低于 TCA8113 细胞( P＜0. 05) ; MG132 组的 CAL27 细胞 G2/M 期数量

占比高于对照组，差异均有统计学意义( P＜0. 05) 。结论: 舌鳞癌细胞对 MG132 作用的敏感性高于 ＲA190; CAL27 细胞对

MG132、ＲA190 的敏感性高于 TCA8113; MG132 阻滞 CAL27 细胞于 G2/M 期，可能提高了 CAL27 细胞对 MG132 敏感性。
［关键词］ 双亚苄基哌啶; 蛋白酶体抑制剂; 舌鳞癌; 存活率; 细胞周期
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Effect of Bis-Benzylidine Piperidon and proteasome inhibitor on the viability and cycle process of tongue squa-
mous cancer cells． CHEN Jing-kun1，YE Zhan-chao1，ZHENG Xiao-hui2，3!! ．1．Department of stomatology，Zhongshan Hos-
pital affiliated to Xiamen University，Fujian Xiamen 361000，China; 2．Department of Physiology，School of Basic Medical Sci-
ences，Xiamen Medical College，Fujian Xiamen 361023，China; 3．Fujian Provincial Key Laboratory of Functional and Clinical
Translational Medicine，Xiamen Medical College，Fujian Xiamen 361023，China．

［Abstract］ Objective: To investigate the effects of Bis-Benzylidine Piperidon ( ＲA190 ) and proteasome inhibitor
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MG132 on the viability and cycle of tongue cancer cells．Methods: The cultured tongue cancer cells CAL27 and TCA8113，

were divided into Blank and control group( no drug addition) and experimental group，respectively．The experimental group was
treated with different concentrations( 0. 1，0. 2，0. 4，0. 5，0. 8，1. 6，3. 2，6. 4 μg /mL) of ＲA190 or MG132 for 24 hours．The
cell survival rate of each group was measured by CCK8 through enzyme labeling instrument，and the cell cycle distribution of
each group was analyzed by flow cytometry．Ｒesults: The survival rate of CAL27 cells treated with MG132 or ＲA190 was lower
than that of TCA8113 cells．The survival of CAL27 and TCA8113 cells treated with MG132 was lower than that with ＲA190．
The proportion of CAL27 cells in G2 /M phase treated with MG132 was higher than that in control group．All of the difference
was statistically significant ( P＜0. 05) ．Conclusion: The sensitivity of tongue cancer cells to MG132 is higher than that of
ＲA190．The sensitivity of CAL27 cells to MG132 or ＲA190 is higher than that of TCA8113 cells．MG132 blocks CAL27 cells
in G2 /M phase，and it may increase the sensitivity of CAL27 cells to MG132．

［Key words］ Bis-Benzylidine Piperidon; Proteasome inhibitor; Tongue squamous carcinoma; Viability; Cycle

泛素-蛋白酶体系统 ( ubiquitin-proteasome system，

UPS) 广泛存在于多细胞真核生物内。该系统通过蛋

白酶体泛素化底物蛋白，调节翻译后蛋白表达，以维持

细胞内蛋白稳定，参与包括免疫反应、心血管疾病、肿

瘤发生发展等多种生物过程和病理机制，已成为肿瘤

治疗新靶点。黏附调节分子 1( adhesion regulating mol-
ecule 1，ADＲM1) 是哺乳动物 26 S 蛋白酶体上的一个

受体［1，2］，通 过 募 集 泛 素 羧 端 水 解 酶 37 ( ubiquitin
carboxy-terminal hydrolase 37，UCH37 ) ［3-6］ 到蛋白酶体

上，形成 ADＲM1 /Uch37 复合物，进入蛋白酶体-泛素化

路径，参与底物核转录因子( nuclear factor-kappa B，NF-
κB) 和诱导型一氧化氮合酶( Inducible nitric oxide syn-
thase，iNOS) 的活性和降解［7，8］; ADＲM1 在多种肿瘤细

胞处于 过 表 达 状 态，下 调 其 表 达 促 进 肿 瘤 细 胞 凋

亡［8-10］。
传统的蛋白酶体抑制剂 MG132 可抑制泛素蛋白

酶体活性，抵消 17β-雌激素对原代神经元内 L 型钙通

道 α 亚单位 ( Cav1. 2) 蛋白降低作用［11］，抑制病毒复

制［12］，诱导 Burkitt 淋巴瘤、急性髓系白血病、肺癌、肝

癌等癌细胞凋亡［13-16］，协同促进全反式维甲酸诱导急

性早幼粒白血病致病基因 GTF2 I-ＲAＲA 融合基因阳

性的舌鳞癌细胞分化［17］; 还可通过果蝇母亲抗失弛缓

性蛋白 ( drosophila mothers against decapentaplegic pro-
tein，Smad) 信号通路抑制转化生长因子-β( transforming
growth factor-β，TGF-β) 诱导的炎症反应，抑制肾间质

纤维化［18］。而近几年发现的靶向 ADＲM1 药物双亚苄

基哌啶( Bis-Benzylidine Piperidon，ＲA190) 可快速触发

多泛素蛋白累积，诱导对硼替佐米耐药的多发性骨髓

瘤细胞凋亡，也抑制卵巢癌、肝癌、肝内胆管癌等多种

癌细胞增殖［19-24］。那么，ＲA190 与 MG132 在舌鳞癌中

作用效 果 如 何; 本 实 验 拟 通 过 观 察 舌 鳞 癌 细 胞 株

CAL27 与 TCA8113 在 ＲA190 或 MG132 药物作用下存

活率及各周期细胞分布情况，比较两药对舌鳞癌细胞

作用效果。

材料和方法

1 实验材料

细胞株: 舌鳞癌细胞株 CAL27、TCA8113 为本实验室保存。

主要试剂与仪器: MG132、ＲA190、CCK8 ( MCE，中国) ; DMEM、
HBSS( Corning，美国) ; 胰酶( Gibgo，美国) ; 胎牛血清( Gemini，南

美) ; FxCycleTM PI /ＲNase Staining Solution ( Invitrogen，美国) ; 流

式细胞仪 EPICSXL( 贝克曼库尔特公司，美国) 。
2 方法

2. 1 细胞培养与传代

CAL27、TCA8113 细胞培养于含 10%FBS 的 DMEM 培养基

中，置于 37℃、5% CO2的恒温培养箱培养。每 2 d 换液，待细胞

汇合至 70%～80 %时，胰酶消化，以 1 ∶ 4 的比例传代。
2. 2 实验分组与处理

设 3 个复孔，将 CAL27、TCA8113 细胞以 5×105 /孔的密度

种于 96 孔板中，每孔 100 μL，待细胞生长至 50% ～ 70%的对数

生长期时换新鲜培养液，进行如下分组: 空白组为无细胞完全培

养基，对照组不加任何药物，实验组加入不同终浓度 ＲA190 或

MG132( 0. 1，0. 2，0. 4，0. 8，1. 6，3. 2，6. 4 μg /mL) ，24 h 后，加入

10 μL CCK8，孵 育 3 h，酶 标 仪 测 OD450/630。实 验 重 复 3 次;

ＲA190 或 MG132 用无菌的 PBS 溶解分装。

细胞存活率= ( 实验组－空白组) OD450/630值 / ( 对照组－空白

组) OD450/630值×100%
2. 3 流式细胞术分析各组细胞周期

设 2 复孔，在 6 孔板中接种 2 mL 细胞悬液，终浓度 1×106 /mL，

分别以 0. 5 μmol /L MG132 和 ＲA190 作用舌鳞癌细胞 24 h。收

集细胞，800 r /min 离心 5 min，弃上清，预冷的 PBS 洗 2 次，之后

按 FxCycleTM PI /ＲNase Staining Solution 试剂盒说明书操作，实验

重复 3 次。
3 统计学分析

数据采用 GraphPad Prism 5 软件处理，正态分布的计量资

料的描述采用均数±标准差( 珋x± s) 表示，组间比较采用 t 检验，

以 P＜0. 05 为差异有统计学意义。
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结 果

1 舌鳞癌细胞在不同浓度 ＲA190、MG132 作用下存活率

的比较

MG132 组中，CAL27、TCA8113( 贴壁+总细胞) 存活率下调，

分析 MG132 半抑制浓度 ( IC50) ，CAL27 总 ( 约 0. 1 μmol /L) ＜
CAL27 贴壁( 约 0. 28 μmol /L) ＜TCA8113 总( 约 0. 3 μmol /L) ＜
TCA8113 贴壁( 约 4. 8 μmol /L) ，差异有统计学意义( P＜0. 05) 。

ＲA190 组 中，ＲA190 对 各 细 胞 IC50 为: CAL27 总 ( 约

0. 18 μmol /L) ＜CAL27 贴壁 ( 约 1. 2 μmol /L) ＜TCA8113 总 ( 约

1. 6 μmol /L) ＜TCA8113 贴壁( 约 2. 8 μmol /L) ，差异有统计学意

义( P＜0. 05) ; 0. 1 μmol /L 后 CAL27 总的存活率开始下降，随着

ＲA190 浓度提高，其存活率下调显著; CAL27 贴壁细胞存活率在

ＲA190 浓度为 0. 4 μmol /L 开始下调，TCA8113 细胞存活率在

ＲA190 浓度 0. 8 μmol /L 后下调，CAL27 细胞在各浓度 MG132

或 ＲA190 作用下存活率下调最显著，TCA8113 贴壁的存活率下

调最 小，差 异 有 统 计 学 意 义 ( P ＜ 0. 05 ) ( 图 1 ) 。CAL27 对

ＲA190、MG132 药 物 敏 感 性 高 于 TCA8113; MG132 在 CAL27、
TCA8113 细胞的作用效果优于 ＲA190。

A: MG132 组; B: ＲA190 组。TCA8113 总、CAL27 总: TCA8113、CAL27 细

胞加药培养 24 h 后直接加入 10 μL CCK8，轻轻振荡混匀; TCA8113 贴

壁、CAL27 贴壁: 即细胞加药培养 24 h 后，更换含 10%CCK8 的完全培养

基 100 μL; 孵育 3 h。

图 1 舌鳞癌细胞在不同浓度 ＲA190、MG132 作用下存活率

2 舌鳞癌细胞在 0. 5 μmol /L ＲA190 或 MG132 作用下周

期的比较

为了解 MG132、ＲA190 下调舌鳞癌细胞 CAL27、TCA8113 存

活率是否通过改变舌鳞癌细胞周期进程，结合图 1 药物存活率

曲线，以药物浓度为 0. 5 μmol /L 进行实验。流式细胞仪分析细

胞周期结果显示，ＲA190 组舌鳞癌细胞与 MG132 组 TCA8113 细

胞各周期分布无显著变化; MG132 组 CAL27 细胞 G2 /M 期细胞

占比［( 23. 15 ± 2. 24 ) %］高 于 对 照 组 ［( 16. 44 ± 0. 49 ) %］( t =

6. 108，P＜0. 001) ，G0 /G1 期细胞占比［( 65. 67±3. 09) %］低于对

照组［( 71. 35±0. 26) %］( t= 5. 179，P＜0. 001) ，差异有统计学意

义，即 MG132 阻滞 CAL27 细胞于 G2 /M 期( 图 2) 。

图 2 0. 5 μmol /L ＲA190 或 MG132 作用下 CAL27、TCA8113 细胞周期情况

讨 论

异常基因出现或正常基因异常表达是肿瘤发生发

展原因［25，26］。肿瘤发病率在不断提高，化疗仍是主要

的治疗手段。面对化疗时的骨髓抑制、消化道反应、免
疫功能降低和皮肤、黏膜损害等多种毒副作用，精准治

疗成为当今研究热点，合理的联合用药仍是研究重点。
MG132 与 ＲA190 虽在多种肿瘤中有研究，然而尚未有

其在舌鳞癌中的相关报道。本实验观察并比较 MG132
与 ＲA190 对舌鳞癌细胞抑制作用，以期为后续动物与

临床实验奠定基础。
细胞传代培养过程中，本课题组发现舌鳞癌细胞

存在贴壁和悬浮现象，台盼蓝染色显示，该悬浮细胞存

活率 75%左右。因此，本研究中，细胞加药培养 24 h
后，CCK8 孵育前吸弃悬浮细胞液组 ( 即余贴壁细胞)

和无弃液组( 即总细胞) 。从图 1 可以看出两实验组结

果差异显著 ( P ＜ 0. 05 ) 。MG132 可引起舌鳞癌 细 胞

G2 /M 期停滞，与国内外相关研究结果一致，即 MG132
可引起肿瘤细胞 G2 /M 停滞。已知 MG132 与 ＲA190
的作用靶分子是 ADＲM1，两药均可诱导 CAL27 存活率

下调，说明 CAL27 细胞内可能高表达 ADＲM1 蛋白，

CAL27、TCA8113 细胞内 ADＲM1 蛋白水平可能存在较

大差异。众周周知 ADＲM1 底物 NF-κB 可直接或间接

影响肿瘤细胞内周期蛋白 Cyclin D、Cyclin E 和 c-myc
等的 表 达，所 以，MG132 与 ＲA190 可 能 通 过 靶 向
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ADＲM1影响细胞周期进程。另外，CCK8 实验结果结

合上述 MG132 与 ＲA190 对不同舌鳞癌细胞周期影响，

提示 MG132 存在多个靶分子。
在相同浓度 MG132 或 ＲA190 作用下，同一株舌鳞

癌细胞的贴壁细胞存活率高于总体细胞，可能是由于:

①贴壁细胞活性较好或恶性度较高导致对药物具有较

强的耐药性;②细胞处在不同周期时相，对化疗药的敏

感性不同。然根本原因可能是由于不同株舌鳞癌细胞

或同一株舌鳞癌细胞在不同周期时相时，细胞内耐药

基因或该药靶分子 ADＲM1 表达水平不同。MG132 与

ＲA190 在舌鳞癌细胞中作用机制，将在后续研究继续

探讨。
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