
书书书

论著 文章编号：１０００５４０４（２０１４）０５０４２２０５

人工合成钠离子通道阻断剂抑制前列腺癌细胞的生长及侵袭
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　　［摘要］　目的　研究人工合成钠离子通道阻断剂（ｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌａｍｉｎｅｌｉｇａｎｄｓ，ＳＣＡＬｓ）对前列腺癌细胞株（ＰＣ３细
胞、ＤＵ１４５细胞）生长及侵袭的影响，以筛选高效的抗肿瘤药物。方法　 四甲基偶唑氮（ＭＴＴ）法检测 ＳＣＡＬｓ对肿瘤细胞
的存活率的影响；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测ＳＣＡＬｓ干预后肿瘤细胞体外侵袭能力的变化；流式细胞仪检测ＳＣＡＬｓ促进细胞
凋亡及阻滞细胞周期的能力，蛋白免疫印迹实验检测ＳＣＡＬｓ对钠离子通道蛋白α亚基Ｎａｖ１．７蛋白表达的影响。结果　
７种ＳＣＡＬｓ中的３种（Ｓ１１２７、Ｓ１１６９、Ｓ１１８０）对前列腺癌细胞敏感，在低浓度时对肿瘤细胞具有杀伤效应，且其抑制率与药
物浓度呈剂量效应关系，其中Ｓ１１８０对ＰＣ３和ＤＵ１４５细胞的ＩＣ５０分别为２．９μｍｏｌ／Ｌ和２．５μｍｏｌ／Ｌ，在１０μｍｏｌ／Ｌ时能促
进１２．８９％的肿瘤细胞凋亡、抑制７５．５３％的细胞侵袭，并具有阻滞细胞周期的能力，以及能下调 Ｎａｖ１．７蛋白的表达水
平。结论 　 合成的钠离子通道阻断剂中３种ＳＣＡＬｓ尤其是Ｓ１１８０具有显著杀伤前列腺癌细胞效应，将来可能成为治疗肿
瘤的一类新型药物。

　　［关键词］　 电压门控性钠离子通道；钠离子通道胺类配体；前列腺癌；ＰＣ３细胞；肿瘤侵袭
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　　前列腺癌是男性生殖系常见的恶性肿瘤，居男性
癌症死亡第２位。欧美各国发病率较高，亚洲国家发
病率比较低。但近几年，我国前列腺癌发病率呈逐渐

上升趋势，且发现时多数已是中晚期。前列腺癌以内

分泌治疗为主，去势治疗对多数前列腺癌有效，但经过

一段缓解期后，往往转换为激素难治性前列腺癌（ｈｏｒ
ｍｏｎｅｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｐｒｏｓｔａｔｅｃａｎｃｅｒ，ＨＲＰＣ）。约 ８０％的前
列腺癌患者尸检时发现存在骨转移，常累及脊柱、骨

盆、肋骨、颅骨、股骨和肱骨［１］。目前化学疗法成为

ＨＲＰＣ尤其是有骨转移患者的主要治疗方法；紫杉醇、
米托蒽醌等是目前被证实对 ＨＲＰＣ有效的化疗药物，
但价格昂贵，毒副作用大，亟需开发新的化疗药物。

　　电压门控钠离子通道（ｖｏｌｔａｇｅｇａｔｅｄｓｏｄｉｕｍｃｈａｎ
ｎｅｌｓ，ＶＧＳＣｓ）是一大类的电压依赖性跨膜蛋白，其作用
是调节兴奋细胞动作电位的上升区段，担负着重要的

生理功能。ＶＧＳＣｓ作为肿瘤化疗的新靶标，近年来在
前列腺癌及其转移的研究中取得较快进展。研究表

明，ＶＧＳＣｓ的阻断剂能抑制肿瘤细胞的转移，如河豚
毒素（ｔｅｔｒｏｄｏｔｏｘｉｎ，ＴＴＸ）可抑制多种人类及啮齿类动
物的前列腺癌、乳腺癌及肺癌细胞的转移［２］。因而

ＶＧＳＣｓ阻断剂作为抗肿瘤药物尤其是抗肿瘤转移药
物具有巨大的开发前景。

　　本研究以人前列腺癌细胞（ＰＣ３细胞、ＤＵ１４５细
胞）为研究对象，检测前期合成的钠离子通道胺类配

体（ｓｏｄｉｕｍｃｈａｎｎｅｌａｍｉｎｅｌｉｇａｎｄｓ，ＳＣＡＬｓ）对前列腺癌
细胞的杀伤活性，以及其对肿瘤细胞凋亡、细胞周期的

影响；检测筛选出的ＳＣＡＬｓ影响前列腺癌细胞侵袭的
能力，以及对钠离子通道蛋白α亚基７（Ｎａｖ１．７）蛋白
表达的影响，为进一步研发 ＳＣＡＬｓ作为抗肿瘤生长及
抗肿瘤转移药物提供依据。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　２株人前列腺癌细胞 ＰＣ３、ＤＵ１４５均为本实验室保存。
ＤＵ１４５细胞培养于改良型 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，ＰＣ３细胞用
Ｆ１２培养液培养。培养基均含１０％胎牛血清，于３７℃、５％ ＣＯ２
的培养箱中培养，２～３ｄ传代。
　　钠离子通道胺类配体：Ｓ１１２７、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１７０、Ｓ１１７８、
Ｓ１１８０、Ｓ１１８２从重庆医科大学药学院李雁武教授处获得；改良
型 ＲＰＭＩ１６４０（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国），ＨＡＭ’Ｓ／Ｆ１２培养基
（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国）；胎牛血清（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国）；四甲基
偶唑氮（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ公司，美国）；磷
酸盐缓冲液（北京中杉金桥生物技术有限公司）；胰酶（祥盛生

物技术有限公司）；凋亡试剂盒（上海贝博生物）；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶
（ＢＤ公司，美国）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ公司，美国）；蛋白定

量试剂盒（ＢｉｏＲａｄ公司，美国），多功能酶标仪（Ｔｅｃａｎ公司，
ｉｎｆｉｎｉｔｅＭ２００）；凝胶成像系统（ＶｉｂｅｒＬｏｕｒｍａｔ公司，法国）。

１．２　ＳＣＡＬｓ的合成
　　重庆医科大学药学院李雁武教授团队利用结构模拟软件
３ＤＱＳＡＲ的ＣｏＭＦＡ（ＣｏｍｐａｒａｔｉｖｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＦｉｅｌｄＡｎａｌｙｓｉｓ）的构
效关系（ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌａｃｔｉｖｉｔｙｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ，ＳＡＲ）分析方法，建立了以
钠离子通道蛋白为靶点的高预测性的药物结合模型并通过氮

烃基化反应，在苯妥英的构效关系的基础上，设计出新型的非

苯妥英类钠离子通道抑制剂，建立了以钠离子通道蛋白为靶点

的高预测性的药物结合模型并合成了一系列的此类 ＳＣＡＬｓ，共
７种，分别编号为 Ｓ１１２７、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１７０、Ｓ１１７８、Ｓ１１８０、
Ｓ１１８２。这一类化合物尚未报道，其结构特点是在氢键结合中
心的ＮＨ中心上，链接２个不同大小疏水基团的胺类化合物。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞存活率
　　将细胞分别接种在９６孔板中［（４～５）×１０３／孔］，在３７℃
培养 ２４ｈ后，分别加入 Ｓ１１２７、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１７０、Ｓ１１７８、
Ｓ１１８０、Ｓ１１８２（１、２．５、５、１０、２５、５０μｍｏｌ／Ｌ）。ＳＣＡＬｓ用ＤＭＳＯ溶
解配成储备液，培养基稀释１０００倍后加药，同时用稀释１０００
倍的ＤＭＳＯ处理作为对照组。每个浓度设３个平行孔。加药
后培养７２ｈ后，每孔分别加入１０μＬＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍＬ），在
３７℃培养３ｈ后立即去除上清液，用 １００μＬ的二甲基亚砜
（ＤＭＳＯ）充分溶解甲

!

晶体。用多功能酶标仪在波长４９０ｎｍ
处记录光密度值。细胞存活率用实验孔的光密度除以对照孔

的光密度来计算。每次试验均重复３次或３次以上。

１．４　流式细胞仪检测细胞凋亡
　　取对数生长期的ＰＣ３细胞，接种在６孔板中，加入 ＭＴＴ法
筛选出的效果最理想的Ｓ１１８０（１、２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）进行处理，
每组两个平行，４８ｈ后收集各组细胞和上清，２０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，弃上清，加入ＰＢＳ洗涤２次，以２００μＬ１×结合液重悬细
胞，加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ染色液，混匀后避光１５ｍｉｎ，再加
入１０μＬＰＩ，２～８℃避光孵育５ｍｉｎ。
　　凋亡指数＝干预组凋亡百分比／对照组凋亡百分比×１００％

１．５　流式细胞仪检测细胞周期
　　收集经 Ｓ１１８０（２．５、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）处理后的 ＰＣ３细胞各
６×１０５／ｍＬ，用 ＰＢＳ洗２次，加入７０％ 乙醇固定４℃过夜，弃去
固定液，ＰＢＳ洗后重悬于含 １００μｇ／ｍＬＲＮＡａｓｅ及５０μｇ／ｍＬＰＩ
的０．５ｍＬ染色液中，４℃避光染３０ｍｉｎ后流式细胞仪检测细
胞 ＤＮＡ含量，计算各期细胞的比例。

１．６　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外侵袭实验
　　采用Ｃｏｒｎｉｎｇ公司８μｍ规格带基质胶的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，以
无血清培养基稀释 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（８∶１），５０μＬ铺上室底部，放入
孵箱过夜。正常消化ＰＣ３细胞后，在上室中加入１００μＬ含血
清培养基（含细胞２×１０４个），孵育过夜后加药，同时在小室的
下室中加入６００μＬ含１０％胎牛血清的培养基作为趋化剂并将
上室换成无血清培养基，继续培养４８ｈ后，取出小室，用棉签轻
轻擦除上室底部细胞，用ＰＢＳ漂洗３次，４％多聚甲醛固定细胞
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，然后用０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ。每组
在显微镜下（放大２０倍）依次选取１０个视野照相保存，并进行
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计数及结果分析。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞Ｎａｖ１．７蛋白表达
　　ＰＣ３细胞经 Ｓ１１８０（０、５、１０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后，冰上加
入蛋白裂解液收集细胞蛋白，４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，弃
上清，用ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒进行蛋白定量后，加入５×
ＳＤＳ上样缓冲液，９５℃煮沸５ｍｉｎ使蛋白变性，进行ＳＤＳＰＡＧＥ
电泳，然后通过湿转（２２０ｍＡ，２ｈ）转移至０．２２μｍ的ＰＶＤＦ膜
上。使用脱脂牛奶室温封闭２ｈ后，用１∶４００稀释的 Ｎａｖ１．７
一抗４℃孵育过夜。第２天室温复温１ｈ后每１０分钟用ＴＢＳＴ
洗膜１次，共３次，然后用生物素标记二抗室温孵育１ｈ后洗
膜，于凝胶成像系统成像扫描分析。

１．８　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行单因素方
差分析。

２　结果

２．１　不同ＳＣＡＬｓ对前列腺癌细胞的杀伤效应
　　如表１所示，不同浓度的７种 ＳＣＡＬｓ处理肿瘤细胞７２ｈ
后，ＰＣ３及 ＤＵ１４５细胞均对 Ｓ１１７０、Ｓ１１７８、Ｓ１１８２不敏感。而
Ｓ１１７２、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１８０对细胞的活力均有影响，且随处理

浓度增加，对细胞活力的影响更为明显，呈明显剂量效应关
系。在ＰＣ３细胞和ＤＵ１４５细胞中，其对药物的敏感性顺序为：
Ｓ１１８０＞Ｓ１１２７＞Ｓ１１６９＞Ｓ１１５６。经过 ＭＴＴ的筛选发现，Ｓ１１８０
在７种ＳＣＡＬｓ中杀伤效果最强，后续实验将以Ｓ１１８０为干预药
物进行。

表１　７种ＳＣＡＬｓ对ＰＣ３细胞、ＤＵ１４５细胞的杀伤效应（μｍｏｌ／Ｌ）

ＰＣ３细胞 ＤＵ１４５细胞
ＳＣＡＬｓ

ＩＣ２０ ＩＣ５０ ＩＣ８０ ＩＣ２０ ＩＣ５０ ＩＣ８０
Ｓ１１２７ １．１ ４．４ ９．４ ２．６ ４．９ １０．３

Ｓ１１５６ ５．２ ９．４ １７．６ ２．８ １５．２３ ２２

Ｓ１１６９ １．８ ３．５ １１．６ ９．９ １７ ２４．８

Ｓ１１７０ ２４．８　 ＞５０ ＞５０ １６．６７ ＞５０ ＞５０

Ｓ１１７８ ２２．３　 ＞５０ ＞５０ ４．８ ＞５０ ＞５０

Ｓ１１８０ ０．８ ２．９ ６．８ ０．８ ２．５ １１．３

Ｓ１１８２ １０．７ ＞５０ ＞５０ ９．６ ＞５０ ＞５０

２．２　Ｓ１１８０促进ＰＣ３细胞凋亡
　　本实验结果显示：不同浓度的 Ｓ１１８０处理４８ｈ后，细胞凋
亡指数显著增加（Ｐ＜０．０５）。５、１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０处理组的凋
亡指数显著高于对照组（Ｐ＜０．０５，图１）。本结果 Ｓ１１８０有明
显促ＰＣ３细胞凋亡作用，呈剂量效应关系。
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Ａ：对照组；Ｂ：１μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；Ｃ：２．５μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；Ｄ：５μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；Ｅ：１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；Ｆ：各组的凋亡指数比较　

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０）比较

图１　不同浓度Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞凋亡的影响
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２．３　Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞周期进程的阻滞作用
　　不同浓度的 Ｓ１１８０处理４８ｈ后，流式细胞仪检测结果显
示，Ｇ２／Ｍ期细胞比例在 ５、１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０处理时上升，与对
照组相比，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明 ５、１０μｍｏｌ／Ｌ
Ｓ１１８０引起ＰＣ３细胞周期阻滞于 Ｇ２／Ｍ期（图２）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图２　不同浓度Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞周期进程的影响

２．４　Ｓ１１８０抑制ＰＣ３细胞体外侵袭能力
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验结果显示：加入不同浓度的 Ｓ１１８０对
ＰＣ３细胞进行干预后，与对照组（ＤＭＳＯ）相比，加入５、１０μｍｏｌ／Ｌ
Ｓ１１８０后均降低前列腺癌细胞的侵袭能力（表２、图３）。

表２　Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞体外侵袭率的影响（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

组别 侵袭率（％）

对照组 １００．００±０．００

５μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组 ３６．２６±２．７６ａ

１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组 ２６．４７±１．３０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

２．５　Ｓ１１８０抑制ＰＣ３细胞的Ｎａｖ１．７蛋白表达
　　不同浓度的Ｓ１１８０处理２４ｈ后，ＰＣ３细胞的 Ｎａｖ１．７蛋白
表达水平较对照组显著降低，１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０处理组对 Ｎａｖ
１．７蛋白表达有显著抑制作用（图４）。表明Ｓ１１８０能明显抑制
Ｎａｖ１．７蛋白的表达，抑制细胞的侵袭。
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１：对照组；２：５μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；３：１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组

Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜００５，与对照组比较

图４　Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞的Ｎａｖ１．７蛋白表达水平

３　讨论

　　近年来，电压门控钠离子通道（ＶＧＳＣｓ）作为肿瘤
化疗的新靶标备受关注。在２０世纪９０年代，“离子通
道与肿瘤的研究”已经开始。ＶＧＳＣｓ是位于细胞膜的
离子通道，由α亚单位和 β亚单位组成。α亚单位有
９种：Ｎａｖ１．１～１．９，由基因 ＳＣＮ１Ａ１１Ａ编码。其中，
亚单位Ｎａｖ１．１～１．４、Ｎａｖ１．６和 Ｎａｖ１．７对河豚毒素
（ＴＴＸ）敏感，尤其是 Ｎａｖ１．７（ＴＴＸ以 ｎｍｏｌ／Ｌ浓度阻
断）。ＶＧＳＣｓ的 α亚单位有四个区域（Ｄ１～４），每个
区域由６个α螺旋组成的跨膜片段组成Ｓ１～６。在神
经细胞、骨骼肌细胞中，ＶＧＳＣｓ通过电压依赖的离子
通道的开放，对兴奋性信号发生去极化电位，从而产生

动作电位，传递兴奋性信号［２］。

　　研究发现电压激活的钠离子电流与前列腺癌细胞
的侵袭有关［３］。进一步研究显示，ＶＧＳＣｓ的上调与几
种强转移性肿瘤的病理变化相关，尤其在乳腺癌及前列
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Ａ：对照组；Ｂ：５μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组；Ｃ：１０μｍｏｌ／ＬＳ１１８０组

图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测Ｓ１１８０对ＰＣ３细胞体外侵袭能力的影响　（×２０）
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腺癌的研究中取得较快进展。转移性肿瘤细胞的细胞

膜可能具有“可兴奋性”，功能性的ＶＧＳＣｓ表达可使肿
瘤细胞兴奋并加速其转移过程。有证据表明，ＶＧＳＣｓ
的激动剂促进肿瘤细胞的转移［４］。高转移性大鼠前

列腺癌细胞（ＭａｔＬｙＬｕ细胞）及高转移性人前列腺癌
细胞（ＰＣ３细胞）分别相对于弱转移性 ＡＴ２细胞及
ＬＮＣａＰ细胞，其 ＶＧＳＣｓ的 α亚单位 ＳＣＮ９Ａ（Ｎａｖ１．７）
ｍＲＮＡ表达上调到１０００倍［５］。同时发现，ＴＴＸ敏感
的钠离子电流仅存在于高转移性前列腺癌细胞上［６］。

　　针对前列腺癌及其他肿瘤的 ＶＧＳＣｓ功能与肿瘤
转移的密切相关性，一些药物作为ＶＧＳＣｓ通道阻断剂
而抑制肿瘤转移。研究显示，ＴＴＸ可抑制多种人类及
啮齿类动物的乳腺癌、前列腺癌及肺癌细胞的转

移［２］。抗惊厥药苯妥因（ＶＧＳＣｓ阻断剂）抑制前列腺
癌细胞分泌前列腺特异抗原 ＰＳＡ及 ＩＬ６［７］。目前，针
对转移性乳腺癌ＶＧＳＣｓ的α亚单位Ｎａｖ１．５的研究获
得进展，认为Ｎａｖ１．５可作为乳腺癌新的药物靶标［９］，

而Ｎａｖ１．７是前列腺癌的选择性及敏感性指标。体内
研究显示，人体前列腺癌病理切片的实时定量ＰＣＲ发
现Ｎａｖ１．７的 ｍＲＮＡ表达水平显著上调［１０］，前列腺癌

组织的基因芯片检测结果同样显示 ＶＧＳＣｓ的表达上
调。因而以Ｎａｖ１．７作为转移性前列腺癌新的药物靶
标是新药研发的一个新的方向［１１］。

　　人工合成的小分子化合物是肿瘤化疗药物的重要
来源。通过计算机辅助药物设计（ｃｏｍｐｕｔｅｒａｉｄｅｄｄｒｕｇ
ｄｅｓｉｇｎ，ＣＡＤＤ）出针对靶标的结构模拟化合物，人工合
成后，经体内外药效学、毒理学、临床前药理学等研究，

同时在此过程中不断进行化合物改构，希望找到抑制

肿瘤生长的化合物。

　　本研究以前列腺癌细胞钠离子通道为靶标，利用
３Ｄ的ＣｏＭＦＡ构效关系结构模拟软件，在前期人工化
学合成了一系列的钠离子通道胺类配体，得到７种化
合物：Ｓ１１２７、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１７０、Ｓ１１７８、Ｓ１１８０、
Ｓ１１８２。通过前列腺癌细胞的体外模型来研究人工合
成的胺类配体抑制前列腺癌细胞生长的效果，以筛选

出高效的抑制前列腺癌细胞生长的化学备选药物。实

验结果显示Ｓ１１２７、Ｓ１１５６、Ｓ１１６９、Ｓ１１８０，尤其是Ｓ１１８０
对前列腺癌细胞的杀伤作用强，以 ＰＣ３细胞更加敏
感。随后我们通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ侵袭实验检测 Ｓ１１８０对
ＰＣ３细胞侵袭能力的影响，用流式细胞仪检测其促进
细胞凋亡及阻滞细胞周期的能力，以及它对 Ｎａｖ１．７
蛋白表达的影响，提示此药物可能成为治疗 ＨＲＰＣ的

一种药物，但需要更多后续实验的深入研究。

　　综上所述，钠离子通道胺类配体中 Ｓ１１２７、Ｓ１１６９、
Ｓ１１８０这３种化合物均在≤１７μｍｏｌ／Ｌ浓度内表现出
对前列腺癌细胞株（ＰＣ３细胞、ＤＵ１４５细胞）有明显的
生长抑制作用，并且Ｓ１１８０能有效影响细胞侵袭，促进
细胞凋亡，阻断细胞周期进展，下调细胞Ｎａｖ１．７蛋白
表达，为ＳＣＡＬｓ成为抗肿瘤药物奠定坚实基础。
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