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　　［摘要］　目的　体外研究舒尼替尼对头颈鳞癌细胞系ＰＣＩ１３增殖和凋亡的影响，并观察ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ３在凋亡过程
中的变化，探讨ＳＴＡＴ３通路在舒尼替尼诱导肿瘤细胞凋亡中的作用。方法　 体外培养ＰＣＩ１３细胞，用不同浓度的舒尼替
尼处理２４、４８、７２ｈ后，应用ＭＴＴ比色实验，倒置显微镜、ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ染色、流式细胞术检测和观察ＰＣＩ１３的生长抑制率
和凋亡情况。细胞经血清饥饿后，分别用０、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ的舒尼替尼处理２、８、１６和２４ｈ，采用流式细胞术检测ｐＳＴＡＴ１
和３的表达，并设阴性和阳性对照组。结果　 舒尼替尼可明显抑制ＰＣＩ１３细胞的增殖，其最高抑制率可达９２％，各浓度
用药组不同处理时间之间生长抑制率有显著差异（Ｐ＜０．０５），抑制率呈时间浓度依赖性。同时舒尼替尼可诱导 ＰＣＩ１３
细胞凋亡，凋亡率随处理时间延长和药物浓度增加而上升（Ｐ＜０．０５）。舒尼替尼不影响ｐＳＴＡＴ１的表达（Ｐ＞０．０５），但是
可以显著抑制ｐＳＴＡＴ３的表达，这种抑制存在浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）。结论　舒尼替尼不但能够抑制 ＰＣＩ１３细胞增殖，
诱导其凋亡，而且能够抑制ＰＣＩ１３细胞中ＳＴＡＴ３的磷酸化水平，减少其激活。提示舒尼替尼诱导ＰＣＩ１３细胞凋亡可能由
ＳＴＡＴ／ＪＡＫ途径介导。
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　　舒尼替尼（Ｓｕｎｉｔｉｎｉｂ）是一种口服的小分子多靶向
酪氨酸激酶抑制剂，因其对血管形成有关的数种生长

因子受体，包括血管上皮生长因子受体（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏ
ｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＶＥＧＦＲ）１，２，３，血小板分
化生长因子受体（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＰＤＧＦＲ）α，β和干细胞因子等有抑制作用［１］，已经作

为抗血管生成药物用于恶性肿瘤的临床治疗。近来随

着临床研究的深入，发现舒尼替尼能够不依赖于抗血

管生成作用，直接诱导多种恶性肿瘤细胞的凋亡［１－２］。

信号转导及转录激活因子（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒ
ｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ，ＳＴＡＴ）３是ＳＴＡＴ家族中最活跃的成员
之一，可在包括头颈癌在内的多种恶性肿瘤中激

活［３－５］。作为ＶＥＧＦＲ、ＰＤＧＦＲ、ＥＧＦＲ、Ｓｒｃ等多个致癌
性酪氨酸激酶信号通道的汇聚的焦点［４］，ＳＴＡＴ３在头
颈癌的发生、发展中起重要作用。但是，舒尼替尼能否

诱导头颈癌细胞凋亡，ＳＴＡＴ３是否在其中发挥作用，目
前少见报道。本研究检测头颈鳞癌 ＰＣＩ１３细胞经舒
尼替尼处理后的凋亡情况和 ＳＴＡＴ１、３的变化，以期了
解舒尼替尼抑制头颈癌的机制，为舒尼替尼治疗头颈

癌提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
　　头颈鳞癌细胞系ＰＣＩ１３和舒尼替尼均由美国匹兹堡大学
医学中心耳鼻喉科ＲｏｂｅｒｔＬＦｅｒｒｉｓ教授惠赠。舒尼替尼用二甲
亚砜（ＤＭＳＯ）配置成４０ｍｍｏｌ／Ｌ的储存液，储存于 －２０℃冰箱
中，使用前用培养液稀释。ＤＭＥＭ、ＡＩＭＶ培养液购自 Ｇｉｂｃｏ公
司。ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＩ双染凋亡试剂盒、ｐＳＴＡＴ１（Ｔｙｒ７０１）、ｐＳＴＡＴ３
（Ｔｙｒ７０５）抗体及其同型ＩｇＧ（Ｉｓｏｔｙｐｅ）购自ＤＢ公司。

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ比色实验　　取对数生长期细胞制成５．０×１０７／Ｌ
细胞悬液，接种于９６孔板，每孔１００μＬ，培养２４ｈ后，加入含舒
尼替尼的培养液 １００μＬ，使终浓度分别为 １．２５、２．５、５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ，设对照组和调零孔，每组５个复孔。继续培养２４、
４８、７２ｈ后，每孔加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，再培养４ｈ后
充分溶解结晶，置酶标仪上测各孔光密度值计算生长抑制率，

抑制率＝（１－用药组平均光密度值／对照组平均光密度值）×
１００％，按作图法求出不同处理时间的ＩＣ５０。

１．２．２　形态学观察　　将３×１０５细胞接种于６０ｍｍ培养皿
中，贴壁后分别用含终浓度０、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼的培养
液处理２４、４８、７２ｈ，倒置显微镜观察细胞在不同培养时间的生
长状况。２×１０５细胞接种于预置盖玻片的６孔板中，爬片成功
后加入含终浓度０、１、２、４μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼培养液，培养不同
时间后，ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ染色，光镜观察。
１．２．３　细胞凋亡的检测　　用浓度为１μｍｏｌ／Ｌ的舒尼替尼

分别处理ＰＣＩ１３细胞２４、４８、７２ｈ。并且分别用０、１、２μｍｏｌ／Ｌ
的舒尼替尼处理细胞２４ｈ。获取细胞后，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ
双标记活细胞，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．２．４　ＳＴＡＴ１和ＳＴＡＴ３磷酸化水平的检测　　将３×１０５细胞
接种于６０ｍｍ培养皿中，细胞贴壁后，血清饥饿４８ｈ。加入含
舒尼替尼终浓度为１、２、４μｍｏｌ／Ｌ的 ＡＩＭＶ培养液，以培养液
中加入终浓度０．１％ ＤＭＳＯ作为阴性对照，继续培养２、８、１６ｈ
和２４ｈ。以 ５０Ｕ／ｍＬ的干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）处理
１５ｍｉｎ作为 ｐＳＴＡＴ１的阳性对照，以 ５０ｎｇ／ｍＬ的白介素６
（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）处理１５ｍｉｎ作为ｐＳＴＡＴ３的阳性对照。获
取细胞后，经破壁，透明，固定，分别用 ｐＳＴＡＴ１、ｐＳＴＡＴ３及
Ｉｓｏｔｙｐｅ染色，上机进行流式细胞检测。

１．３　统计学处理
　　以上实验均重复３遍，使用 ＳＰＳＳ１０．０统计学软件进行处
理。生长抑制率采用双因素方差分析，凋亡率、ｐＳＴＡＴ１、
ｐＳＴＡＴ３采用单因素方差分析。以Ｐ＜０．０５为有统计学差异。

２　结果

２．１　舒尼替尼对ＰＣＩ１３细胞增殖的影响
　　ＭＴＴ显示舒尼替尼可明显抑制 ＰＣＩ１３细胞的增殖，其最
高抑制率可达 ９２％。２４、４８、７２ｈ的 ＩＣ５０分别是 ６．７８、３．１０、
１２６μｍｏｌ／Ｌ（图１）。各浓度用药组不同处理时间之间生长抑
制率有显著差异（Ｐ＜０．０５）。抑制率呈时间浓度依赖性。

!"#

$%&

$%'

$%(

#%)

#%*

$"+

$",

$"-

$"!

$

* !$ !* -$

!"#!./012$

%
&

'

-+ 3

+' 3

(- 3

4

4

4

4

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）比较

图１　ＭＴＴ法检测不同浓度舒尼替尼处理ＰＣＩ１３细胞增殖的影响

２．２　舒尼替尼处理后ＰＣＩ１３细胞形态学变化
　　倒置显微镜下，对照组细胞贴壁生长，扁平多角形，胞质饱
满，近中央处有圆形的细胞核，呈“铺路石”状生长，生长迅速

（图２Ａ）；用药组细胞生长明显减慢，贴壁细胞由多角形变为圆
形，体积变小，连接松解，且核颜色加深（图２Ｂ）。
　　ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ染色后，对照组细胞核质比高，呈多个核仁
（图２Ｃ）；用药组胞质浓缩，核质比降低，核仁减少或消失，出现
染色质沿核膜内侧排列的核边集现象，可见核碎裂现象

（图２Ｄ）。

２．３　舒尼替尼对ＰＣＩ１３细胞凋亡的影响
　　对照组细胞也有自发凋亡，但凋亡率很低；用药组细胞明
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显凋亡，凋亡率随处理时间延长和药物浓度增加而上升，药物

浓度达到１μｍｏｌ／Ｌ以及处理时间达到４８ｈ，细胞凋亡明显增
加。经统计分析，各时间组和各浓度组之间有统计学差异（Ｐ＜
０．０５，图３）。
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Ａ：对照组（倒置显微镜）；Ｂ：１μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理２４ｈ（倒置显

微镜）；Ｃ：对照组（ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ）；Ｄ：１μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理２４ｈ

（ＷｒｉｇｈｔＧｉｅｍｓａ）

图２　舒尼替尼处理后ＰＣＩ１３细胞形态学变化　（×２００）
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Ａ：１μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理２４、４８、７２ｈ　ａ：Ｐ＜００５，与０ｈ比较；

Ｂ：０、１、２μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理２４ｈ　ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｍｏｌ／Ｌ舒

尼替尼比较

图３　舒尼替尼诱导ＰＣＩ１３细胞凋亡情况

２．４　舒尼替尼对ＳＴＡＴ１和ＳＴＡＴ３磷酸化水平的影响
　　经过１、２、４μｍｏｌ／Ｌ的舒尼替尼处理２、８、１６、２４ｈ后，各用

药组中ｐＳＴＡＴ１阳性细胞百分率与对照组相比，无明显变化
（表１）；而ｐＳＴＡＴ３阳性细胞百分率与对照组相比明显降低，
并且随着浓度增高，阳性细胞显著下降（Ｐ＜０．０５，表２）。

表１　不同浓度舒尼替尼处理不同时间对ＰＣＩ１３细胞ｐＳＴＡＴ１

表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

时间 ０μｍｏｌ／Ｌ １μｍｏｌ／Ｌ ２μｍｏｌ／Ｌ ４μｍｏｌ／Ｌ

２ｈ ６．９±０．８ ６．６±１．２ ５．８±２．１ ５．５±１．０

８ｈ ６．８±０．８ ６．４±０．６ ６．０±１．２ ５．８±０．８

１６ｈ ６．９±０．１ ６．５±０．７ ５．１±１．０ ６．０±０．９

２４ｈ ７．５±１．１ ６．８±０．８ ６．３±０．４ ５．６±１．０

表２　不同浓度舒尼替尼处理不同时间对ＰＣＩ１３细胞ｐＳＴＡＴ３

表达的影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

时间 ０μｍｏｌ／Ｌ １μｍｏｌ／Ｌ ２μｍｏｌ／Ｌ ４μｍｏｌ／Ｌ

２ｈ ２１．０±２．４ １４．５±１．２ａ ８．３±１．１ｂ ６．４±１．９ａ

８ｈ １９．７±３．７ １４．２±１．３ａ １０．１±１．０ａ ７．１±１．８ａ

１６ｈ ２１．２±２．５ １３．８±２．２ａ ８．１±１．８ａ ６．８±１．９ａ

２４ｈ ２２．１±２．９ １４．７±３．０ａ １０．１±１．２ａ ７．１±２．０ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组（０μｍｏｌ／Ｌ）比较

３　讨论

　　舒尼替尼的抗肿瘤作用主要依赖于其强大的抗血
管生成作用。体外实验显示，舒尼替尼能够抑制

ＶＥＧＦ诱导的人类内皮细胞有丝分裂，阻止上皮细胞
的迁移，抑制其形成毛细血管样脉管。体内实验中，舒

尼替尼治疗可以减少肿瘤微血管密度，抑制新生血管

形成，预防肿瘤转移［６－８］。但是，在接受舒尼替尼治疗

的胃肠间质瘤患者切片中发现，肿瘤反应明显以细胞

坏死为主，而不是肿瘤脉管系统的减少［９］，提示舒尼

替尼可能还有其他潜在的作用机制。本研究显示，舒

尼替尼可以抑制头颈癌细胞ＰＣＩ１３的增殖，最高抑制
率可达９２％，抑制率呈时间浓度依赖性。形态学观
察可见，经舒尼替尼作用后，ＰＣＩ１３细胞出现染色质
沿核膜内侧排列、核边集及核碎裂等凋亡征象。在实

验过程中，未见到大片脱壁、肿胀漂浮的死细胞，表明

舒尼替尼抗肿瘤不是以细胞毒作用为主，而是诱导肿

瘤细胞凋亡。流式细胞术也证明了这一点：经过

１μｍｏｌ／Ｌ舒尼替尼处理，ＰＣＩ１３细胞凋亡率随处理时
间延长而明显上升。处理２４ｈ后，细胞凋亡率随药物
浓度的升高而增高。本研究数据证实舒尼替尼能够不

依赖于抗血管生成作用，直接诱导 ＰＣＩ１３细胞的凋
亡。但是，有必要进一步在细胞和分子水平了解舒尼

替尼诱导头颈癌细胞凋亡的作用机制，以寻找新的治
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疗的靶点。

　　由于舒尼替尼能够抑制多种生长因子，我们猜测
舒尼替尼可能通过抑制 ＶＥＧＦＲ和 ＰＤＧＦＲ下游的
ＳＴＡＴ３信号通路，从而诱导头颈癌细胞凋亡。ＳＴＡＴ蛋
白家族包括７个成员，分别由不同的基因编码，它们是
ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２、ＳＴＡＴ３、ＳＴＡＴ４、ＳＴＡＴ６和非常接近的
ＳＴＡＴ５Ａ和ＳＴＡＴ５Ｂ［１０］。其中ＳＴＡＴ３是其家族中最活
跃的成员之一，是 ＶＥＧＦＲ、ＩＬ６／ＪＡＫ、Ｓｃｒ等多个致癌
性酪氨酸激酶信号通道的汇聚的焦点。ＳＴＡＴ３无论在
恶变的初期还是癌症过程中，均能选择性的诱导和保

护促进癌症形成的炎症微环境。其在肿瘤中的作用包

括：抑制肿瘤凋亡，促进肿瘤细胞增殖，促进血管形成

和转移［１１］。ＳＴＡＴ３在 Ｔｙｒ７０５端的磷酸化导致其激
活，从而行使其功能。在正常细胞中，ＳＴＡＴ３的激活是
一个瞬时过程，持续数分钟到数小时。而在癌细胞中，

生长因子失调，ＳＴＡＴ３则出现持续激活［１２］。在头颈癌

中，ＳＴＡＴ３的激活是鳞状细胞癌发生的早期事件，并在
头颈癌的发生、发展中起重要作用［４－５，１２］。理论上如

果能够拮抗 ＳＴＡＴ３信号通路就可以引发其编码的相
关基因“级联式”组合阻断，从而抑制肿瘤的增殖。本

实验结果显示，舒尼替尼可以下调ＰＣＩ１３中ＳＴＡＴ３的
磷酸化水平，从而减弱 ＳＴＡＴ３的上述促肿瘤生长作
用。激活的ＳＴＡＴ３可通过调节其下游的 Ｂａｘ和 ＢｃｌＸＬ
蛋白来抑制肿瘤凋亡［５］，舒尼替尼能否通过抑制

ＳＴＡＴ３调节Ｂｃｌ２家族蛋白的表达，从而引起头颈癌
细胞凋亡，值得进一步研究。

　　另外，ＳＴＡＴ１在癌症中的作用尚不明确，除了潜在
的肿瘤抑制作用，还有调节凋亡的作用。ＳＴＡＴ１能够
与肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ，ＴＮＦ）受体复合
物结合，抑制核因子κＢ，并能够通过蛋白蛋白反应与
Ｐ５３结合［１３］。ＳＴＡＴ１的过表达可提高头颈癌的化疗
敏感［１４］，而 ＳＴＡＴ１缺乏细胞可以抵抗 ＴＮＦα诱导的
凋亡。ＳＴＡＴ１抑制肿瘤的作用可能只限于肿瘤发生阶
段，而不是进展阶段［１２］。本研究结果显示，舒尼替尼

处理并未增加ＳＴＡＴ１的磷酸化，提示其抗肿瘤作用可
能不是通过ＳＴＡＴ１调节的。
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