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　　［摘要］　目的　探讨达沙替尼对小鼠黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞株体外增殖、迁移和凋亡的影响。
方法　采用ＭＴＴ法检测不同浓度（３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、５０．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼在２４、４８ｈ
对Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖能力的影响；采用细胞划痕实验和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０
细胞迁移能力的影响；ＤＡＰＩ染色法观察给药后细胞核形态的变化；流式细胞仪检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０
细胞凋亡率和细胞周期的影响；荧光显微镜观察达沙替尼对 Ｂ１６Ｆ１０细胞线粒体膜电位的影响，并用荧
光分光光度计检测Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９的活化程度。结果　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞的增殖有抑制
作用，并呈浓度和时间依赖性。细胞划痕实验及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验结果表明：达沙替尼能够有效
地抑制Ｂ１６Ｆ１０细胞的迁移。分别以低、中、高３个浓度（６．２５０、１２．５００、２５．０００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼作
用于Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，细胞形态发生明显改变，核裂解，形成多个凋亡小体，凋亡率分别为（３４．０６±
０．８３）％、（５０２４±１．６６）％和（８８．９１±０．９６）％，与对照组比较差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。达沙
替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞周期的影响较小，其中对Ｇ１期有微弱的阻滞作用。中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达沙替
尼组能够引起Ｂ１６Ｆ１０细胞线粒体膜电位的降低，Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ９活性的增加，表明达沙替尼可
能是通过线粒体介导的 Ｃａｓｐａｓｅ通路引起细胞凋亡。结论　达沙替尼能有效地抑制小鼠黑色素瘤
Ｂ１６Ｆ１０细胞株体外增殖与迁移，诱导细胞凋亡，有望成为一种有效的抗黑色素瘤药物。
　　［关键词］　 达沙替尼；黑色素瘤；细胞增殖；细胞迁移；细胞凋亡
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　　黑色素瘤（ｍｅｌａｎｏｍａ）是临床上常见的皮肤恶性
肿瘤，该病恶性程度高、发展迅速、转移早而广泛。近

年来，黑色素瘤的发病率逐年上升，已严重危及人类健

康。目前，黑色素瘤的常用化学治疗药物有氮烯咪胺、

达卡巴嗪、紫杉醇、卡铂等，但由于它们的选择性差、治

疗效率低等缺点限制了其临床应用。因此，开发具有

高效性和靶向性的抗黑色素瘤药物成为新的选择。最

近研究表明：在黑色素瘤中，酪氨酸蛋白激酶（ｔｙｒｏｓｉｎｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＰＴＫ）异常表达，提示我们这是一种新的
治疗靶点。ＰＴＫ是控制细胞生长、增殖和分化的重要
蛋白质，其介导的信号转导在肿瘤的发生、发展过程中

起着非常重要的作用，是多种恶性肿瘤的治疗靶点之

一［１］。达沙替尼（Ｄａｓａｔｉｎｉｂ）商品名为 Ｓｐｒｙｃｅｌ，是由美
国ＢｒｉｓｔｏｌＭｙｅｒｓＳｑｕｉｂｂ公司研发的一种 ＳＲＣ激酶和
ＢＣＲＡＢＬ激酶双靶点酪氨酸激酶抑制剂。２００６年
６月２８日通过美国ＦＤＡ的审批，用于治疗慢性髓性白
血病和费城染色体阳性的急性淋巴细胞性白血病［２］。

现有研究表明：达沙替尼作为细胞生长抑制剂作用于

多种实体瘤细胞系，抑制细胞增殖、侵袭和转移的过

程［３］。但达沙替尼针对 ＰＴＫ靶标抑制黑色素瘤的作
用还有待于研究。本研究以黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞为
体外模型，考察达沙替尼对 Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖、迁移和
凋亡的影响，探寻黑色素瘤新的治疗药物。

１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　黑色素瘤细胞（Ｂ１６Ｆ１０细胞，美国 ＡＴＣＣ公司），
ＲＰＭＩ１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司），胎牛血清（美国
ＨｙＣｌｏｎｅ公司），青链霉素双抗（中国碧云天公司），达
沙替尼（中国昊轩生物科技有限公司），ＭＴＴ（美国Ｓｉｇｍａ
公司），ＤＭＳＯ（美国 Ｓｉｇｍａ公司），ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ细
胞凋亡检测试剂盒（中国碧云天公司），线粒体膜电位

检测试剂盒（ＪＣ１）（中国碧云天公司），Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室
（美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司），酶标仪（美国 ＭｏｌｅｃｕｌａｒＤｅｖｉｃｅｓ

公司），垂直层流洁净工作台（上海上净净化设备有限

公司），流式细胞仪（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），荧光分光光
度计（日本ＨＩＴＡＣＨＩ公司）。
１．２　细胞培养
　　小鼠黑色素瘤细胞Ｂ１６Ｆ１０接种于含１０％胎牛血
清和 １％青、链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养液中，置于
３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中培养，以 ０．２５％胰酶消化传
代，所有实验均选用对数生长期细胞。

１．３　ＭＴＴ法检测细胞的增殖能力
　　取对数生长期的 Ｂ１６Ｆ１０细胞，按１０４个／孔接种
于９６孔板中，细胞贴壁过夜。将达沙替尼储备液用培
养液稀释成不同浓度（３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、
５０．０００μｇ／ｍＬ）后加药，同时设置空白对照孔和调零
孔。培养 ２４ｈ后，每孔分别加入 １０μＬＭＴＴ溶液
（５ｍｇ／ｍＬ），继续培养４ｈ。弃去上清，每孔加入１５０μＬ
ＤＭＳＯ充分溶解甲

!

结晶，酶标仪测定４９０ｎｍ处的光
密度值。按照下列公式计算：存活率 ＝（给药组光密
度值－空白对照组光密度值）／（实验对照组光密度值
－空白对照组光密度值）×１００％。
１．４　细胞划痕实验
　　将Ｂ１６Ｆ１０细胞按３×１０５／孔接种于６孔板中，细
胞贴壁过夜。用１０μＬ无菌枪头在细胞层上垂直划
痕，ＰＢＳ冲洗划痕时脱落的细胞２～３次。用含低、中、
高浓度（６．２５０、１２．５００、２５．０００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼培
养液作用细胞２４ｈ，空白对照组加入等量不含药的培
养液，阳性对照组加入等量含１２．５μｇ／ｍＬ商品化特
素的培养液（紫杉醇组）。分别于药物作用的０ｈ和
２４ｈ拍照观察细胞形态，比较不同浓度组达沙替尼对
细胞迁移能力的影响。

１．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验
　　采用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司８μｍ规格的２４孔 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
小室，消化收集对数生长期细胞，在实验组上室中加入

２００μＬ含５％胎牛血清和浓度为１２．５００μｇ／ｍＬ达沙
替尼的Ｂ１６Ｆ１０细胞悬液（约含１０５个细胞），空白对照

０８４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



组不含药。同时实验组和对照组下室均加入６００μＬ
含２０％胎牛血清的培养液。培养２４ｈ后，移去小室，
吸除上室中培养液，ＰＢＳ洗涤后用棉签擦除上室未迁
移细胞。冷甲醇固定 ２０ｍｉｎ，用 ０．１％结晶紫染色
１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤。倒置显微镜下观察，随机选取３个
视野，拍照计数。

１．６　形态学观察
　　取对数生长期 Ｂ１６Ｆ１０细胞按２×１０５／孔接种于
６孔板中，细胞贴壁过夜。实验组和对照组浓度设置
同１．４项。待药物作用于 Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，吸弃
孔内培养液，４％多聚甲醛固定１０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，倒置
显微镜观察细胞的生长状况。将上述细胞用 ＤＡＰＩ染
色后，采用荧光显微镜观察细胞核的形态变化。

１．７　细胞凋亡的检测
　　将Ｂ１６Ｆ１０细胞按３×１０５／孔接种于６孔板中，细
胞贴壁过夜。实验组和对照组浓度设置同１．４项，待药
物作用２４ｈ后，ＰＢＳ洗涤，０．２５％胰酶消化，１０００ｒ／ｍｉｎ
离心５ｍｉｎ，收集细胞。分别加入５００μＬＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ结合液重悬细胞后，再加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ
和５μＬＰＩ染色液，混匀。室温避光孵育１０ｍｉｎ，采用
流式细胞仪进行凋亡检测。

１．８　细胞周期的检测
　　取对数生长期Ｂ１６Ｆ１０细胞，按３×１０５／孔接种于
６孔板中，贴壁过夜。用浓度为１２．５００μｇ／ｍＬ的达沙
替尼作用２４ｈ，空白对照组加入等量不含药的培养液。
消化收集，ＰＢＳ洗涤，加入一定体积的 ＰＢＳ／乙醇混合
液，４℃固定２４ｈ以上。离心去乙醇，ＰＢＳ洗涤后制成
细胞悬液，加入 ５μＬＲＮａｓｅ（１０ｍｇ／ｍＬ），３７℃放置
１ｈ，ＰＩ（１００μｇ／ｍＬ）避光染色３０ｍｉｎ，采用流式细胞仪
检测细胞周期。

１．９　线粒体膜电位的检测
　　取对数生长期Ｂ１６Ｆ１０细胞，按２×１０５／孔接种于
６孔板中，贴壁过夜。用浓度为１２．５００μｇ／ｍＬ的达沙
替尼作用２４ｈ，空白对照组和阳性对照组加入等量不含
药的培养液。给药结束后，阳性对照组加入１０μｍｏｌ／Ｌ
氰氯苯腙质子载体（ｃａｒｂｏｎｙｌｃｙａｎｉｄｅｍｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙｌ
ｈｙｄｒａｚｏｎｅ，ＣＣＣＰ）处理 ２０ｍｉｎ。吸弃培养液，ＰＢＳ洗
涤，加入１ｍＬ细胞培养液和１ｍＬＪＣ１染色工作液，
充分混匀。３７℃孵育２０ｍｉｎ。孵育结束后弃上清，用
ＪＣ１染色缓冲液（１×）洗涤２次。加入２ｍＬ无血清
细胞培养液，荧光显微镜下观察。

１．１０　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９活性的检测
　　取对数生长期Ｂ１６Ｆ１０细胞，按３×１０５／孔接种于
６孔板中，贴壁过夜。用浓度为１２．５００μｇ／ｍＬ的达沙
替尼作用２４ｈ，空白对照组加入等量不含药的培养液。

给药结束后，ＰＢＳ洗涤，消化收集细胞。加入１００μＬ
冰冷 ＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ，吹打均匀，冰浴裂解 ４０ｍｉｎ。４℃
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１ｍｉｎ，将上清转移到预冷的离心管
中。取３０μＬ细胞裂解上清，加入５０μＬ的２×Ｒｅａｃ
ｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ和１０μＬｄｄＨ２Ｏ。再加入１０μＬＣａｓｐａｓｅ３
Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ／Ｃａｓｐａｓｅ９Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ反应液，于 ３７℃避光孵
育１５ｈ，用荧光分光光度计测定荧光强度（激发波长＝
４８５ｎｍ，发射波长 ＝５３５ｎｍ）。通过计算 ＲＦＵ达沙替尼／
ＲＦＵ阴性对照的倍数来确定达沙替尼Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ
９的活化程度。
１．１１　统计学分析
　　实验数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１８．０统计软件
进行独立样本ｔ检验。以Ｐ＜００５表示差异具有统计
学意义。

２　结果

２．１　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖的抑制作用
　　ＭＴＴ法检测不同浓度（３．１２５、６．２５０、１２．５００、２５．０００、
５０．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼作用于 Ｂ１６Ｆ１０细胞２４、４８ｈ
后的细胞活力，结果如图１所示：达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细
胞生长有明显的抑制作用，其作用２４ｈ和４８ｈ的细胞
存活率均显著小于空白对照组（Ｐ＜０．０５），且随着药物
浓度增大，对细胞抑制作用增强，呈现浓度依赖性；达沙

替尼组作用４８ｈ较同浓度作用２４ｈ细胞存活率均减
小，且差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），达沙替尼对
Ｂ１６Ｆ１０细胞的增殖抑制作用呈现时间依赖性。
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１：空白对照组；２～６：分别为 ３．１２５、６．２５０、１２．５００、
２５０００、５０．０００μｇ／ｍＬ达沙替尼组；ａ：Ｐ＜０．０５，与空白
对照组（２４ｈ）比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组（４８ｈ）比
较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与同浓度达沙替尼组作用２４ｈ比较
图１　ＭＴＴ检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞增殖的影响

２．２　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞迁移能力的影响
　　细胞划痕实验结果如图 ２所示：空白对照组中
Ｂ１６Ｆ１０细胞向划痕处迁移，紫杉醇组和达沙替尼组明
显地抑制了Ｂ１６Ｆ１０细胞的迁移，中、高浓度（１２．５００、

１８４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）



２５．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼处理组基本无细胞迁移行
为。选取中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼进一步
进行Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验，结果如图３所示：空白
对照组中 Ｂ１６Ｆ１０细胞向下室迁移 ［（１００．０±
１０２）％］，达沙替尼明显地抑制了 Ｂ１６Ｆ１０细胞的迁
移行为［（４３．８±６．４）％］，与空白对照组相比差异具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

!
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Ａ：空白对照组；Ｂ：中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达沙替尼组
图３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验观察达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞

迁移能力的影响　（×１００）

２．３　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞形态学的影响
　　达沙替尼作用 Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，观察细胞形
态学变化，如图４所示：空白对照组Ｂ１６Ｆ１０细胞贴

壁生长，呈不规则多角形，胞质饱满且中间有圆形细胞

核，生长快速；紫杉醇组 Ｂ１６Ｆ１０贴壁细胞部分变圆，
体积变小；达沙替尼组随着浓度的增加 Ｂ１６Ｆ１０贴壁
细胞由不规则多角形变为圆形，细胞皱缩，连接松散并

有部分细胞脱落。ＤＡＰＩ染色后，观察达沙替尼作用后
细胞核的变化情况，如图５所示：空白对照组细胞核形
态完整，染色质均匀，细胞核呈现明亮的蓝色荧光；紫

杉醇组有部分细胞染色质浓缩、核裂解；达沙替尼组随

着浓度的增加染色质浓缩越明显、核裂解程度越剧裂，

甚至出现凋亡小体。

２．４　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞凋亡率的影响
　　流式细胞仪检测达沙替尼对 Ｂ１６Ｆ１０细胞凋亡率
的影响，结果如图６所示：随着达沙替尼浓度的增加，
Ｂ１６Ｆ１０活细胞的数量逐渐减少，凋亡细胞数量逐渐增
多。空白对照组的细胞凋亡率为（１．７５±０．１９）％，紫
杉醇组的细胞凋亡率为（２８．０３±４．６９）％，低、中、高
浓度（６．２５、１２．５、２５μｇ／ｍＬ）达沙替尼组的细胞凋亡率
分别为（３４．０６±０．８３）％、（５０．２４±１．６６）％和（８８．９１±
０．９６）％，呈现浓度依赖性。中浓度（１２．５μｇ／ｍＬ）达沙
替尼组的细胞凋亡率显著高于等浓度的紫杉醇组（Ｐ＜
０．０５），说明达沙替尼能够有效地诱导Ｂ１６Ｆ１０细胞的凋
亡，效果强于等浓度的阳性对照紫杉醇。
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图２　细胞划痕实验观察达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞迁移能力的影响　（×４０）

! "

#

$

%

Ａ：空白对照组；Ｂ：１２．５００μｇ／ｍＬ紫杉醇组；Ｃ：低浓度（６．２５０μｇ／ｍＬ）达沙替尼组；Ｄ：中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达
沙替尼组；Ｅ：高浓度（２５．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼组

图４　达沙替尼作用Ｂ１６Ｆ１０细胞后细胞形态学变化　（倒置显微镜 ×２００）
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Ａ：空白对照组；Ｂ：１２．５００μｇ／ｍＬ紫杉醇组；Ｃ：低浓度（６．２５０μｇ／ｍＬ）达沙替尼组；Ｄ：中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达
沙替尼组；Ｅ：高浓度（２５．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼组　箭头示裂解的细胞核

图５　达沙替尼作用Ｂ１６Ｆ１０细胞后细胞核形态学变化　（荧光显微镜 ×４００）
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Ａ：空白对照组；Ｂ：１２．５００μｇ／ｍＬ紫杉醇组；Ｃ：低浓度（６．２５０μｇ／ｍＬ）达沙替尼组；Ｄ：中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达
沙替尼组；Ｅ：高浓度（２５．０００μｇ／ｍＬ）达沙替尼组

图６　流式细胞仪检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞凋亡率的影响

２．５　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞周期的影响
　　采用中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼作用于
Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，流式细胞仪检测药物对细胞周
期的影响，结果如图７所示：达沙替尼组与空白对照组
相比，Ｇ１期和Ｓ期细胞比例略微增加，Ｇ２期细胞比例
略微减少；达沙替尼对 Ｇ１期的阻滞作用较小，对
Ｂ１６Ｆ１０细胞周期的影响也较小。现有研究报道紫杉
醇是细胞周期特异性药物，主要靶点是微管蛋白／微管
系统，它能促进微管聚合，抑制微管降解，使细胞分裂

阻滞在 Ｇ２／Ｍ期
［４］。由于其与达沙替尼作用方式不

同，故以下探讨机制部分不设置阳性对照组。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）达沙替尼组
图７　流式细胞仪检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞周期的影响
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２．６　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞线粒体膜电位的影响
　　以红色荧光强度（ＪＣ１聚合物）与绿色荧光强度
（ＪＣ１单体）的比值表示线粒体膜电位（ΔΨｍ）。荧光
显微镜下观察结果如图８所示：正常 Ｂ１６Ｆ１０细胞中，
ＪＣ１在线粒体内膜侧积聚形成ＪＣ１聚合物，空白对照
组ＪＣ１染色后表现为红色荧光；ＣＣＣＰ处理正常细胞
诱导线粒体膜电位下降，阳性对照组 ＪＣ１染色后表现
为绿色荧光；中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼作用
于Ｂ１６Ｆ１０细胞２４ｈ后，红色荧光减弱，绿色荧光增
强，ΔΨｍ下降，这说明达沙替尼可能通过线粒体途径
介导Ｂ１６Ｆ１０细胞的凋亡。
２．７　Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９活性的检测
　　荧光分光光度计测定结果显示 Ｃａｓｐａｓｅ３的活化
程度为１．８０，Ｃａｓｐａｓｅ９的活化程度为２．２５。Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｃａｓｐａｓｅ９的活性均增加，这表明达沙替尼除了已知
的ＳＲＣ激酶等介导的信号通路外，还可以通过线粒体
途径介导的Ｃａｓｐａｓｅ通路引起细胞的凋亡。

３　讨论

　　黑色素瘤是临床上较为常见的恶性肿瘤之一，也
是发展转移最快、预后最为不良的恶性肿瘤之一。临

床上常使用氮烯咪胺、达卡巴嗪或以紫杉醇为主的联

合化疗作为主要治疗方案，但由于其选择性低、毒性

大，易使恶性黑色素瘤对化疗药物产生高度耐受导致治

疗失败。因此，开发新的高选择性、高效低毒的黑色素

瘤靶向治疗药物显得尤为迫切。ＰＴＫ在调控细胞功能
方面发挥着关键作用，它们的主要功能是催化ＡＴＰγ位
的磷酸基团转移到蛋白质底物的酪氨酸残基上，通过靶

蛋白的磷酸化反应来完成激酶构象的转化，实现细胞生

物信号的传导。现有研究表明：超过５０％的原癌基因
和癌基因产物都具有异常的酪氨酸蛋白激酶活性［５］。

黑色素瘤涉及多种 ＰＴＫｓ介导的信号转导通路，如
ＳＲＣ激酶［６］、促分裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫ）［７］、
ＪＡＫ／ＳＴＡＴ［８］等。达沙替尼是一种 ＳＲＣ激酶和 ＢＣＲ
ＡＢＬ激酶双靶点酪氨酸激酶抑制剂，其对 ＳＲＣ激酶活
性的抑制作用强于 ＢＣＲＡＢＬ激酶。达沙替尼能够有
效地抑制伊马替尼耐受的野生型（不包括 Ｔ３１５Ｉ突
变）和ＢＣＲＡＢＬ突变的细胞株活性，临床上主要用于
治疗对甲磺酸伊马替尼耐药，或不耐受的费城染色体

阳性（Ｐｈ＋）慢性髓细胞白血病慢性期、加速期和急变
期（急粒变和急淋变）成年患者。现有研究报道达沙

替尼可用于多种实体瘤的治疗，如肺癌［９］、乳腺癌［１０］、

肉瘤［１１］和间质瘤［１２］等。

　　本研究进行了酪氨酸激酶抑制剂达沙替尼对黑色
素瘤Ｂ１６Ｆ１０细胞抑制的体外研究。ＭＴＴ实验结果显
示达沙替尼能够浓度和时间依赖性地抑制黑色素瘤

Ｂ１６Ｆ１０细胞的增殖。本研究选取了低、中、高３个浓
度（６．２５０、１２．５００、２５．０００μｇ／ｍＬ）组的达沙替尼进行
后续实验。细胞划痕实验结果显示达沙替尼能够浓度

依赖性地抑制黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞的迁移，在此基
础上进一步选取中浓度（１２．５００μｇ／ｍＬ）的达沙替尼
进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ体外迁移实验，检测结果与 Ｂｕｅｔｔｎｅｒ
等［１３］的研究报道一致。

　　细胞周期分为间期（Ｇ１、Ｓ、Ｇ２）与分裂期（Ｍ）两个
阶段，其中Ｇ１／Ｓ和Ｇ２／Ｍ是最为重要的细胞周期调控
检验点。这两个调控检验点处于活跃的分子水平变化

时期，易受环境条件的影响。如果能够人为地进行调

控，可以控制肿瘤的生长，提高肿瘤的治疗疗效。许多

抗肿瘤药物都会引起细胞周期的改变，如本研究中使

用的细胞周期特异性药物紫杉醇，它作用于微管蛋白／
微管系统，使细胞周期阻滞在 Ｇ２／Ｍ期。本研究采用
流式细胞仪检测达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞周期和细胞
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Ａ：空白对照组；Ｂ：阳性对照组；Ｃ：中浓度（１２．５μｇ／ｍＬ）达沙替尼组
图８　达沙替尼对Ｂ１６Ｆ１０细胞线粒体膜电位的影响　（荧光显微镜 ×４００）

４８４２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



凋亡率的影响，结果表明达沙替尼能够浓度依赖性地

诱导黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞的凋亡，但并不能明显地
引起细胞周期改变。这提示达沙替尼可能不是通过细

胞周期途径调控细胞的凋亡。因此，为了进一步探讨

可能的作用机制，我们分析了细胞线粒体膜电位的情

况。线粒体是细胞有氧呼吸的主要场所，参与机体内

许多代谢过程，在机体生长发育、代谢、衰老、死亡等方

面发挥着重要的作用。线粒体膜电位是维持线粒体正

常功能所必要的。荧光显微镜测定结果表明达沙替尼

能够诱导细胞凋亡，线粒体膜电位去极化，ＪＣ１从线
粒体内释放，浓度降低，逆转为发射绿色荧光的单体形

式；进一步检测Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９的活化程度，结
果表明两者的活性均增加。这提示达沙替尼除了通过

抑制经典的ＳＲＣ激酶活性抗肿瘤外，还存在其他潜在
的抗肿瘤机制，如通过线粒体依赖性途径介导细胞凋

亡。细胞的线粒体膜通透性改变孔开放，引起 ΔΨｍ
下降和促凋亡物质释放，由此进一步活化Ｃａｓｐａｓｅ９及
下游效应分子Ｃａｓｐａｓｅ３，引起细胞凋亡。但是在抑制
黑色素瘤过程中，ＳＲＣ激酶与线粒体途径诱导细胞凋
亡之间的联系及其具体机制还需进一步的研究。

　　综上所述，酪氨酸激酶抑制剂达沙替尼在体外研
究中显示出了良好的抗黑色素瘤作用，能够有效地抑

制黑色素瘤 Ｂ１６Ｆ１０细胞的增殖与迁移，并诱导细胞
的凋亡。ＰＴＫ为黑色素瘤的治疗提供了新的靶点，达
沙替尼作为酪氨酸激酶抑制剂有望成为一种新的治疗

黑色素瘤的小分子靶向药物。
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Ｎｅｕｒａｌｓｔｅｍ ｃｅｌｌｓ ｅｘｐｒｅｓｓ ｍｅｌａｔｏｎｉｎ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ ａｎｄ
ｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒｓ：ｃｏｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＭＴ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｗｉｔｈ
ｎｅｕｒｏｎａｌａｎｄｇｌｉａｌｍａｒｋｅｒｓ［Ｊ］．ＢＭＣＮｅｕｒｏｓｃｉ，２００４，５：
４１．ＤＯＩ：１０．１１８６／１４７１２２０２５４１

［１２］ＤｏｎｇＹ，ＬｉａｎｇＣ，ＺｈａｎｇＢ，ｅｔａｌ．Ｂｏｒｔｅｚｏｍｉｂｅｎｈａｎｃｅｓｔｈｅ
ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｏｆｄａｓａｔｉｎｉｂ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｃＫＩＴ
ｉｎｔｅｒｎａｌｉｚａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌ
ｔｕｍｏｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＬｅｔｔ，２０１５，３６１（１）：１３７－１４６．
ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｎｌｅｔ．２０１５．０２．０４４

［１３］ＢｕｅｔｔｎｅｒＲ，ＭｅｓａＴ，ＶｕｌｔｕｒＡ，ｅｔａｌ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＳｒｃ
ｆａｍｉｌｙｋｉｎａｓｅｓｗｉｔｈｄａｓａｔｉｎｉｂｂｌｏｃｋｓｍｉｇｒａｔｉｏｎａｎｄｉｎｖａｓｉｏｎ
ｏｆｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＭｏｌＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００８，６
（１１）：１７６６－１７７４．ＤＯＩ：１０．１１５８／１５４１７７８６．ＭＣＲ０８
０１６９

（收稿：２０１６０６１３；修回：２０１６０８２３）

（编辑　张　维）

５８４２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（２３）


