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Ｔｏｒｉｎ２对人非小细胞肺癌Ａ５４９细胞生长和迁移的影响

皮国成，肖　何，罗　佳，叶云飞，王　东，王　阁　　（４０００４２重庆，第三军医大学大坪医院野战外科研究所肿瘤
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　　［摘要］　目的　观察Ｔｏｒｉｎ２对人非小细胞肺癌Ａ５４９细胞生长和迁移的影响，初步探讨其作用机制。
方法　实验分为空白对照组、阴性对照组和Ｔｏｒｉｎ２加药组，ＣＣＫ８检测Ｔｏｒｉｎ２对各组Ａ５４９细胞的增殖抑
制率；流式细胞仪检测细胞的凋亡及周期；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ检测细胞的迁移；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测相关蛋白的表达。
结果　Ｔｏｒｉｎ２对Ａ５４９细胞的增殖具有显著抑制作用，且呈明显的剂量依赖性，ＩＣ５０为２１４．９６ｎｍｏｌ／Ｌ；流
式细胞仪检测对照组、加药组２００ｎｍｏｌ／Ｌ和４００ｎｍｏｌ／Ｌ细胞凋亡率分别为（４５１±１．３２）％、（９．５６±
２．３４）％、（１６．４０±３．５７）％；各加药组凋亡率明显高于对照组（Ｐ＜０．０５），且加药组与对照组比较：Ｇ１期
细胞比例显著增多（Ｐ＜０．０５），Ｓ期显著减少（Ｐ＜０．０５）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果显示加药组（２００ｎｍｏｌ／Ｌ
和４００ｎｍｏｌ／Ｌ）的Ａ５４９细胞迁移能力较对照组显著下降。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示Ａ５４９细胞经Ｔｏｒｉｎ２加
药处理后，ｐＡｋｔ４７３、ｐ４ＥＢＰ１、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显降低，Ｃａｓｐａｓｅ９蛋白酶切片段表达显著增加。结
论　Ｔｏｒｉｎ２可以抑制Ａ５４９细胞增殖，引起细胞周期Ｇ１／Ｓ期阻滞，抑制细胞迁移，促进细胞凋亡，其机制
可能与Ｔｏｒｉｎ２抑制了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路以及周期相关蛋白ＣｙｃｌｉｎＤ１的表达有关。
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　　肺癌是世界上最常见的一种恶性肿瘤，严重威胁
着人类的生命和健康［１］。最新研究结果显示，我国肺

癌的发生率和死亡率均居肿瘤首位［２］。近年来，随着

生物技术的发展和相关研究的不断深入，分子靶向治

疗作为一种新兴的肿瘤治疗方式已逐渐成为一个研究

热点，为肺癌的治疗提供了一种有效的手段［３］。

　　哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆ
ｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ经典信号通路
下游的一个重要激酶。它可通过形成 ｍＴＯＲＣ１／２两
种复合物（ｍＴＯＲｃｏｍｐｌｅｘ，ｍＴＯＲＣ）从而参与细胞生
长、周期、凋亡等多种生物学活动的调节。在许多肿瘤

中都存在ｍＴＯＲ信号通路的过度活化［４］。Ｔｏｒｉｎ２作为
一种新的二代ｍＴＯＲ抑制剂，对多种肿瘤细胞的生长
和转移均有抑制作用，如甲状腺癌、肝癌、卵巢癌

等［５－７］，但关于Ｔｏｒｉｎ２对肺癌细胞生物学行为的影响
尚不清楚。本研究旨在观察 Ｔｏｒｉｎ２对人非小细胞肺
癌Ａ５４９细胞系生长和迁移的影响，并对其作用机制
进行初步探讨，为Ｔｏｒｉｎ２用于治疗非小细胞肺癌提供
一定的科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人非小细胞肺癌Ａ５４９细胞购自美国ＡＴＣＣ公司；
ＤＭＥＭ高糖培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；ＣＣＫ８试剂
盒购自日本同仁化学公司；ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎⅤ凋亡检测
试剂盒购自美国ＢＤ公司；细胞小室２４孔 Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ购
自Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自上海碧云
天公司；鼠抗人 βａｃｔｉｎ、ＣｙｃｌｉｎＤ１、兔抗人 ４ＥＢＰ１、
Ｐ４ＥＢＰ１、Ａｋｔ、ＰＡｋｔ４７３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９抗体均购自
美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；山羊抗鼠和山羊抗兔
ＩｇＧ购自中杉金桥公司；Ｔｏｒｉｎ２购自美国Ｓｉｇｍａ公司。
１．２　方法
１．２．１　Ａ５４９细胞培养　　Ａ５４９细胞接种于无菌培
养皿中，加入适量 ＤＭＥＭ高糖培养基（含１０％胎牛血
清），在３７℃、５％ＣＯ２及饱和湿度的培养箱中进行孵
育培养。

１．２．２　ＣＣＫ８检测 Ｔｏｒｉｎ２对 Ａ５４９细胞增殖的影响
　　实验分空白对照组、阴性对照组和加药组，取对数

生长期的 Ａ５４９细胞经胰酶消化后接种于９６孔板中，
每孔１００μＬ（细胞数约５０００个／孔）。细胞贴壁后加
药组采用倍比稀释法分别加入终浓度为 ０、５０、１００、
２００、４００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｔｏｒｉｎ２，每个浓度设３个复孔，
每孔终体积为２００μＬ。孵箱培养４８ｈ后弃去９６孔板
的培养基，每孔加入 ９０μＬＤＭＥＭ高糖培养基和
１０μＬＣＣＫ８，再取３个没有接种细胞的孔加入相同量
的培养基和ＣＣＫ８作为空白对照，放细胞培养箱孵育
２ｈ后，用酶标仪于 ４５０ｎｍ光波处测各孔光密度值
Ｄ（４５０）。以阴性对照组细胞存活率记１００％，按公式
计算加药组细胞存活分数 ＝实验组 Ｄ（４５０）值／对照
组Ｄ（４５０）值×１００％。相同条件下实验重复３次。
１．２．３　流式细胞仪检测 Ｔｏｒｉｎ２对 Ａ５４９细胞凋亡的
影响　　Ａ５４９细胞经胰酶消化后铺６孔板，每孔２ｍＬ
培养基，细胞数约１×１０６个／孔。细胞贴壁后分别加
入终浓度为０、２００、４００ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｏｒｉｎ２，细胞培养箱
孵育４８ｈ后收集细胞，依次加入５μＬＰＥＡｎｎｅｘｉｎＶ
和５μＬ７ＡＡＤ，轻轻混匀后室温避光孵育１５ｍｉｎ。１ｈ
后进行流式细胞仪检测。相同条件下实验重复３次。
１．２．４　流式细胞仪检测 Ｔｏｒｉｎ２对 Ａ５４９细胞周期的
影响　　取对数生长期的 Ａ５４９细胞，经胰酶消化后
铺６孔板，每孔体积２ｍＬ（细胞数约２×１０６个／孔），贴
壁后分别加入终浓度为０、２００、４００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｔｏｒｉｎ２，
处理４８ｈ后经胰酶消化收集细胞，加入预冷的７５％乙
醇４℃固定过夜，离心收集细胞，ＰＢＳ清洗，加ＲＮａｓｅＡ
（终浓度１μｇ／ｍＬ），３７℃水浴消化３０ｍｉｎ。加 ＰＩ至
终浓度５０μｇ／ｍＬ，冰浴避光染色 ３０ｍｉｎ。尼龙网过
滤，流式细胞仪检测，４８８ｎｍ激发光激发检测。相同
条件下实验重复３次。
１．２．５　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测 Ｔｏｒｉｎ２对 Ａ５４９细胞迁移
的影响　　Ａ５４９细胞经胰酶消化后铺 ６孔板，每孔
２ｍＬ培养基，细胞数约１×１０６个／孔。细胞贴壁后分
别加入终浓度为０、２００、４００ｎｍｏｌ／Ｌ的 Ｔｏｒｉｎ２，细胞培
养箱孵育４８ｈ后收集细胞，各组细胞以５×１０４／孔铺
种于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室内，上层以４００μＬ无血清 ＤＭＥＭ
培养基孵育，下层加入１ｍＬ含１０％ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培
养基。继续培养２４ｈ后取出Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，棉签刮除
小室内面存留的细胞，用４％多聚甲醛固定，０．１％结
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晶紫染色。倒置显微镜下任选５个视野观察照相。相
同条件下实验重复３次。
１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｏｒｉｎ２对相关蛋白表达的影
响　　分别收集终浓度为０、２００、４００ｎｍｏｌ／Ｌ的Ｔｏｒｉｎ２
处理４８ｈ的Ａ５４９细胞，预冷的ＰＢＳ清洗后加入ＲＩＰＡ
裂解液和蛋白酶抑制剂，冰浴２０ｍｉｎ。离心，收集上清
液，采用ＢＣＡ法测定蛋白含量。各组取等量总蛋白加
上样缓冲液，煮沸变性 ５ｍｉｎ，进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。
然后转移到硝酸纤维素膜上，１０％ 脱脂奶粉封闭１ｈ，
将对应分子量条带剪下后分别用一抗 βａｃｔｉｎ、Ｃｙｃｌｉｎ
Ｄ１、４ＥＢＰ１、ｐ４ＥＢＰ１、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ４７３、ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９
在４℃孵育过夜后，加相应二抗孵育１ｈ，膜上滴加化
学发光剂在暗室进行曝光显影。

１．３　统计学分析
　　数据以珋ｘ±ｓ表示，采用Ｏｒｉｇｉｎ８．０软件作图，ＳＰＳＳ
１８．０统计软件进行数据分析，组间比较采用两独立样
本ｔ检验，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　Ｔｏｒｉｎ２抑制了Ａ５４９细胞的增殖
　　Ｔｏｒｉｎ２（０、５０、１００、２００、４００、８００ｎｍｏｌ／Ｌ）处理
Ａ５４９细胞 ４８ｈ，ＣＣＫ８结果表明随着 Ｔｏｒｉｎ２浓度增
加，Ａ５４９细胞的增殖活性呈现明显剂量依赖性降低
（图１），采用 Ｐｒｏｂｉｔ回归分析得药物半数抑制浓度
ＩＣ５０＝２１４．９６ｎｍｏｌ／Ｌ。
２．２　Ｔｏｒｉｎ２促进了Ａ５４９细胞的凋亡
　　Ａ５４９细胞经Ｔｏｒｉｎ２处理后，对照组、２００ｎｍｏｌ／Ｌ和
４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组的凋亡率分别为（４．５１±１３２）％、
（９．５６±２．３４）％和（１６．４０±３．５７）％，药物作用组凋亡

率均较对照组显著增高（Ｐ＜０．０５，图２），提示 Ｔｏｒｉｎ２
可促进Ａ５４９细胞的凋亡。
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图１　不同浓度Ｔｏｒｉｎ２对Ａ５４９细胞增殖的影响

２．３　Ｔｏｒｉｎ２可引起Ａ５４９细胞周期Ｇ１／Ｓ期阻滞
　　Ａ５４９细胞经 Ｔｏｒｉｎ２处理后，对照组、２００ｎｍｏｌ／Ｌ
和４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组 Ｇ１期细胞比例分别为（５８．１５±
１．７１）％、（６９．６４±１．１０）％和（６９．２７±０．７０）％，Ｓ期
细胞分别为（３３．０６±２．２９）％、（２０．７９±１．８８）％和
（２２６２±１．２３）％，加药组与对照组细胞相比，细胞周期
中Ｇ１期细胞比例增高，Ｓ期细胞比例减少（Ｐ＜０．０５，
图３），表明Ｔｏｒｉｎ２可诱导Ａ５４９细胞阻滞在Ｇ１／Ｓ期。
２．４　Ｔｏｒｉｎ２抑制了Ａ５４９细胞的迁移
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测对照组和 Ｔｏｒｉｎ２药物组
（２００ｎｍｏｌ／Ｌ和４００ｎｍｏｌ／Ｌ）Ａ５４９细胞的迁移能力，
观察各组２００倍视野下穿过的细胞个数。结果显示药
物组（２００ｎｍｏｌ／Ｌ和４００ｎｍｏｌ／Ｌ）穿过的细胞数［分别
为（１０７２±１８．９）、（１３．４±３．０）］显著少于对照组
［（１９０．２±１４．２），Ｐ＜０．０５，图４］，表明 Ｔｏｒｉｎ２可显著
抑制Ａ５４９细胞的迁移能力。
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Ａ：对照组；Ｂ：２００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组；Ｃ：４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组
图２　流式细胞仪检测Ｔｏｉｎ２对Ａ５４９细胞凋亡的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：２００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组；Ｃ：４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组
图３　流式细胞仪检测Ｔｏｉｎ２对Ａ５４９细胞周期的影响
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Ａ：对照组；Ｂ：２００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组；Ｃ：４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组
图４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测Ｔｏｉｎ２对Ａ５４９细胞迁移的影响　（结晶紫 ×２００）

２．５　Ｔｏｒｉｎ２影响了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路及相关
蛋白的表达

　　与细胞凋亡和周期结果一致，Ａ５４９细胞经 Ｔｏｒｉｎ２
处理后，尽管总 Ａｋｔ和４ＥＢＰ１的表达水平有升高，但
ｐＡｋｔ４７３、ｐ４ＥＢＰ１以及 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达明显降低，
ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｐａｓｅ９蛋白酶切片段表达显著增加（图５）。
由于 ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２的直接作用底物分别为
ｐ４ＥＢＰ１和ｐＡｋｔ４７３，此结果也说明了 Ｔｏｒｉｎ２抑制了
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的活性以及 ＣｙｃｌｉｎＤ１周期
蛋白的表达。
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１：对照组；２：２００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组；３：４００ｎｍｏｌ／Ｌ药物组
图５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｔｏｒｉｎ２对Ａ５４９细胞相关蛋白

表达的影响

３　讨论

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路是体内蛋白质合成的
主要信号通路之一，广泛参与了多种生物学活性的调

控，如细胞增殖、凋亡、转录、翻译、细胞周期、自噬等。

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路异常活化是许多肿瘤重要的致
瘤机制之一，包括乳腺癌、卵巢癌、前列腺癌、胰腺癌

等［８－１１］。因此，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路将有可能成
为治疗肺癌的一个有效的靶点，其中 ｍＴＯＲＣ１抑制剂
依维莫司在肾透明细胞癌和神经内分泌肿瘤的临床治

疗中已有应用［１２－１３］。

　　本实验发现Ｔｏｒｉｎ２对人非小细胞肺癌 Ａ５４９细胞
的增殖具有抑制作用，且有明显的剂量依赖效应。同

时，Ｔｏｒｉｎ２可促进Ａ５４９细胞凋亡，使细胞周期阻滞在
Ｇ１／Ｓ期，并下调 ｐＡｋｔ

４７３、ｐ４ＥＢＰ１和 ＣｙｃｌｉｎＤ１周期
蛋白表达，诱导凋亡蛋白ＣｌｅａｖｅｄＣａｓｅｐａｓｅ９上调。持
续高度活化的ｍＴＯＲＣ１可通过调控４ＥＢＰ１的磷酸化，
影响真核细胞翻译起始因子（ｅｌＦ４Ｅ）的活性，从而诱
导抗凋亡蛋白 Ｍｃｌ１的表达。该调控方式是 Ａｋｔ／
ｍＴＯＲ通路过度活化的致瘤和维持肿瘤细胞生长的重
要机制［１４］。与该研究一致，Ｔｏｒｉｎ２可诱导非小细胞肺

１４１２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０１６，３８（１９）



癌Ａ５４９细胞凋亡并同时显著下调 Ｐ４ＥＢＰ１水平，推
测在Ａ５４９细胞中Ｔｏｒｉｎ２通过诱导类似凋亡机制介导
其抗增殖活性［１５］。

　　另一方面，Ａｋｔ和 ４ＥＢＰ１分别为 ｍＴＯＲＣ１和
ｍＴＯＲＣ２的直接作用底物，它们表达水平的下降间接
说明了 Ｔｏｒｉｎ２同时抑制了 ｍＴＯＲＣ１和 ｍＴＯＲＣ２这两
种复合物的形成，而雷帕霉素等传统的 ｍＴＯＲ抑制剂
只能抑制 ｍＴＯＲＣ１复合物，且可能会激活 ｍＴＯＲ／
Ｐ７０Ｓ６Ｋ／ＩＲＳ１负反馈环，导致Ａｋｔ活性增强，引起肿瘤
细胞对ｍＴＯＲ抑制剂产生耐药［４］。因此，二代的ｍＴＯＲ
抑制剂如Ｔｏｒｉｎ２等可能会有更好的抗肿瘤效果。
　　Ａｋｔ蛋白及其活性是介导肿瘤细胞增殖和存活的
重要蛋白。我们在 Ｔｏｒｉｎ２处理的 Ａ５４９细胞中发现
ｐＡｋｔ４７３蛋白表达水平较对照组显著降低，但总 Ａｋｔ蛋
白表达却升高。事实上，抑制 Ａｋｔ／ｍＴＯＲ通路导致受
其抑制的下游基因活化即负反馈机制的释放是肿瘤细

胞对药物适应性生长的普遍现象，也是重要的耐药机

制。在ＨＥＲ２扩增乳腺癌细胞系ＢＴ４７４和ＰＴＥＮ缺失
的前列腺癌细胞系ＬＮＣａＰ中抑制Ａｋｔ或ＰＩ３ＫＣβ可诱
导ＨＥＲ３、ＩＧＦ１Ｒ、ＩＲＳ１等蛋白表达上调并再次活化
Ａｋｔ［１６－１７］。另外，亦有上调 Ａｋｔ蛋白表达的报道［１８］。

卵巢癌细胞 ＯＶ２００８用雷帕霉素、Ｔｏｒｉｎ１以及 ＰＩ３Ｋ／
ｍＴＯＲ抑制剂 ＢＥＺ２３５处理后均可上调 ＡＫＴ蛋白表
达，其中的机制尚待进一步探讨。本研究中 Ａｋｔ磷酸
化水平持续被抑制，与Ｔｏｒｉｎ２促进凋亡一致，但Ｔｏｒｉｎ２
抑制ｍＴＯＲ导致的负反馈释放机制尚需系统研究。
　　此外，ＰＩＫ３ＣＡ激酶区激活突变、肿瘤抑制基因
ＴＳＣ２截短突变以及 ｍＴＯＲ自身激活突变等均可导致
ｍＴＯＲ生长依赖性进而对 ｍＴＯＲ抑制剂敏感［１９－２０］。

在乳腺癌和黑色素瘤等其他靶向药物继发耐药的细胞

模型中，对ｍＴＯＲ再次活化的抑制是重要的抗耐药机
制［２１－２２］。但本研究只使用了一种细胞株，且没有将非

小细胞肺癌特定基因或特定突变与 Ｔｏｒｉｎ２敏感性进
行相关研究，如Ａ５４９细胞存在ＲＡＳ激活突变，ＲＡＳ基
因可以通过影响 ＰＩ３Ｋ、ＭＡＰＫ和 ＳＴＡＴ这３条信号通
路从而调控细胞的生长和增殖。另外，在 Ｔｏｒｉｎ２诱导
凋亡的具体机制中也没有深入探讨。尽管如此，本实

验结果表明了Ｔｏｒｉｎ２对Ａ５４９细胞增殖具有明显抑制
作用，其机制可能与抑制了ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路
的活性以及ＣｙｃｌｉｎＤ１周期蛋白的表达密切相关，为以
后开展Ｔｏｒｉｎ２的动物实验奠定了理论和实验基础，也

为将来Ｔｏｒｉｎ２用于治疗非小细胞肺癌提供一定的科
学依据。
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