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川楝素通过下调ｃｋｉｔ表达抑制ＧＩＳＴＴ１细胞增殖并促进其凋亡
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　　［摘要］　目的　研究川楝素（ｔｏｏｓｅｎｄａｎｉｎ，ＴＳＮ）对胃肠间质瘤细胞增殖及凋亡的影响，并对其相关
机制进行初步探索。方法　不同浓度ＴＳＮ体外干预ＧＩＳＴＴ１细胞，采用ＣＣＫ８检测ＴＳＮ对ＧＩＳＴＴ１细
胞增殖的影响；根据结果进一步选择实验浓度，分为 ０、１５、３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ组，５０ｎｍｏｌ／Ｌ伊马替尼
（ｉｍａｔｉｎｉｂ，ＩＭ）作为阳性对照；流式细胞仪及Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ荧光双染检测细胞凋亡及细胞周期；ｑＲＴ
ＰＣＲ及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｃＫＩＴ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｍＲＮＡ及相关蛋白表达。结果　ＴＳＮ可抑制ＧＩＳＴＴ１
细胞增殖（Ｐ＜０．０１），其 ４８ｈＩＣ５０为 １８．７５ｎｍｏｌ／Ｌ，７２ｈＩＣ５０为 １７．９３ｎｍｏｌ／Ｌ。与对照组相比，１５、
３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ组，５０ｎｍｏｌ／ＬＩＭ均可引起不同程度细胞凋亡（Ｐ＜０．０１），但各药物组间凋亡率差异无统
计学意义。３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ可使细胞周期发生Ｓ期阻滞（Ｐ＜０．０１）。ｑＲＴＰＣＲ检测结果显示：１５ｎｍｏｌ／Ｌ
ＴＳＮ即可下调ＧＩＳＴＴ１细胞ｃＫＩＴ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
也证实：１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ同样抑制了 ｃＫＩＴ、ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、ｍＴＯＲ及其磷酸化蛋白的表达（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１）。结论　ＴＳＮ通过下调ｃＫＩＴ表达，抑制 ＧＩＳＴＴ１细胞增殖并促进凋亡，可能是通过 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路发挥作用。
　　［关键词］　 胃肠间质瘤；川楝素；伊马替尼；细胞增殖；细胞凋亡
　　［中图法分类号］　Ｒ２８５．５；Ｒ７３３６１；Ｒ７３０．２６２［文献标志码］　Ａ

［基金项目］　西部战区总医院（原成都军区总医院）创新型人才培养基金资助项目（４１７３２５Ｅ）
［通信作者］　张　林，Ｅｍａｉｌ：ｆｌｙｓｋｙ８０２６＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

１０００５４０４／Ｃｏｐｙｒｉｇｈｔ ２０２１，陆军军医大学（第三军医大学）。这篇开放获取文章遵循ＣＣＢＹ许可协议（　　　 　　　　　　　　　　　　　　　　）

Ｔｏｏｓｅｎｄａｎｉｎｉｎｈｉｂｉｔｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌ
ｔｕｍｏｒＴ１ｃｅｌｌｓｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃｋｉｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ＨＵＸｉａｏｙｕ１，２，ＹＡＮＧＷｅｎｓｈｅｎｇ２，３，ＫＡＮＧＺｈｅｎｇｙｕ２，３，ＰＥＮＧＺｈｅｎｇｗｅｉ２，３，ＬＩＬｉｎｇ１，２，ＬＩＵＸｉ２，ＣＨＥＮＹｉｊｉａ２，
ＺＨＡＮＧＬｉｎ１，２　　１ＳｃｈｏｏｌｏｆＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＪｉａｏｔｏｎｇＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００３１；２Ｓｅｃｔｉｏｎ
ｏｆＧａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌＤｉｓｅａｓｅｓ，ＣｅｎｔｅｒｆｏｒＧｅｎｅｒａｌＳｕｒｇｅｒｙ，ＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｅｓｔｅｒｎＴｈｅａｔｅｒＣｏｍｍａｎｄ，Ｃｈｅｎｇｄｕ，
ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，６１００８３；３ＳｃｈｏｏｌｏｆＣｌｉｎｉｃａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＳｏｕｔｈｗｅｓｔＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｌｕｚｈｏｕ，ＳｉｃｈｕａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，
６４６０００，Ｃｈｉｎａ

　　［Ａｂｓｔｒａｃｔ］　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｏｏｓｅｎｄａｎｉｎ（ＴＳＮ）ｏｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄ
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（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｉｔｓＩＣ５０ｗａｓ１８．７５ｎｍｏｌ／Ｌａｔ４８ｈａｎｄ１７．９３ｎｍｏｌ／Ｌａｔ７２ｈ．Ａｓｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌ
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（Ｐ＜０．０１）．Ｉｎａｄｄｉｔｉｏｎ，ｑＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｕｇｇｅｓｔｅｄｔｈａｔ１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｍＲＮＡ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃＫＩＴ，ＰＩ３Ｋ，ＡＫＴａｎｄｍＴＯＲ（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈｅ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆ１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｓｅｐｒｏｔｅｉｎｓａｎｄｔｈｅｉｒｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓ（Ｐ＜
０．０５，Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＴＳＮｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＧＩＳＴＴ１ｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｂｙ
ｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｎｇｃＫＩＴｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ，ｗｈｉｃｈｍａｙｆｕｎｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｐａｔｈｗａｙ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌｔｕｍｏｒ；ｔｏｏｓｅｎｄａｎｉｎ；ｉｍａｔｉｎｉｂ；ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＩｎｎｏｖａｔｉｖｅＰｅｒｓｏｎｎｅｌＴｒａｉｎｉｎｇＦｏｕｎｄａｔｉｏｎｏｆＧｅｎｅｒａｌＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＷｅｓｔｅｒｎＴｈｅａｔｅｒＣｏｍｍａｎｄ（４１７３２５Ｅ）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：
ＺＨＡＮＧＬｉｎ，Ｅｍａｉｌ：ｆｌｙｓｋｙ８０２６＠ａｌｉｙｕｎ．ｃｏｍ

　　胃肠间质瘤（ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｓｔｒｏｍａｌｔｕｍｏｒ，ＧＩＳＴ）
是胃肠道最常见的间叶源性肿瘤，年发病率为１４．５‰，
外科手术切除是治疗ＧＩＳＴ的“金标准”。ＧＩＳＴ起源于
Ｃａｊａｌ间质细胞或胃肠道间充质干细胞，其发生、发展
与ｃＫＩＴ和ＰＤＧＦＲＡ基因突变密切相关［１－３］。酪氨酸

激酶抑制剂（ｔｙｒｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＫＩ）伊马替尼
（ｉｍａｔｉｎｉｂ，ＩＭ）作为ＧＩＳＴ治疗的一线药物，可靶向结合
ｃＫＩＴ及血小板源性生长因子受体 Ａ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅｒｉｖｅｄ
ｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｒｅｃｅｐｔｏｒＡ，ＰＤＧＦＲＡ），通过抑制酪氨酸
激酶从而阻止其下游致癌基因启动，已被证实对 ＧＩＳＴ
治疗有效。但半数以上患者２年内可观察到继发性伊
马替尼耐药并伴随疾病进展［４－５］。因此，加大药物剂量

或改用舒尼替尼等其他昂贵的二、三线ＴＫＩ成为必然选
择。然而，尽管对这些靶向药物有初步的反应，ＧＩＳＴ耐
药的发生仍不可避免［６］。

　　近年来，随着药物萃取工艺的发展以及中药药理
研究的深入，寻求廉价易得、疗效好且不易耐药的中药

抗癌制剂成为研究热点。研究表明从具抗肿瘤作用的

各种天然产物中提取的化合物可以诱导多种肿瘤细胞

凋亡［７－８］。

　　川楝素（ｔｏｏｓｅｎｄａｎｉｎ，ＴＳＮ）是从川楝树皮、树根中
提取的四环三萜类化合物，最早用于寄生虫病的治疗，

现已被证明是一种选择性突触前阻滞剂和有效的抗肉

毒毒素剂［９－１０］。研究证实：ＴＳＮ对白血病、胶质母细胞
瘤、肝癌、胰腺癌、尤文氏肉瘤、骨肉瘤、大肠癌等多种

人类癌细胞具有抑制增殖和诱导凋亡的作用，其潜在

机制包括抑制 ＣＤＣ４２／ＭＥＫＫ１／ＪＮＫ、Ａｋｔ／ｍＴＯＲ、ＡＫＴ／
ＧＳＫ３β／βｃａｔｅｎｉｎ信号通路等［１１－１８］，表明 ＴＳＮ具有良
好的抑制肿瘤细胞增殖及促进细胞凋亡的能力，是一

个极具潜力的候选、天然、高效的抗癌药物。然而，经

查阅相关文献，发现ＴＳＮ对胃肠间质瘤细胞生存的影
响尚未阐明。本研究以 ＧＩＳＴＴ１细胞系作为研究对
象，旨在探讨 ＴＳＮ对胃肠间质瘤细胞生长、凋亡的影
响，并对其机制进行初步探索。

１　材料与方法

１．１　细胞培养
　　人胃肠间质瘤细胞系 ＧＩＳＴＴ１（编号：３３７７４０）购
于北京北纳创联生物技术研究院。用９０％ＭｃＣｏｙ’ｓ
５ａ培养液＋１０％ＦＢＳ的完全培养基置于３７℃、５％ＣＯ２
的孵箱中培养。平均每２天换液，３～５ｄ传代１次。
１．２　实验用药
　　ＴＳＮ（分子式Ｃ３０Ｈ３８Ｏ１１，纯度≥９５％，中国食品药品
检定研究院）用ＤＭＳＯ溶解至１００ｍｍｏｌ／Ｌ，避光，－４℃
保存。ＩＭ购自北京索莱宝公司，避光，－４℃保存。
１．３　细胞增殖抑制率测定
　　取对数生长期细胞按２０００／孔接种于９６孔板，待
细胞贴壁后，分别加入终浓度为 ０、１５、１７、２０、２２、２５、
３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ［对照组（ＣＯＮ）加入等量ＤＭＳＯ］，每组
设３～６复孔，３７℃、５％ＣＯ２条件下继续培养４８ｈ。各
孔加入１０μＬＣＣＫ８试剂与９０μＬ新鲜培养基，避光
孵育１ｈ。用酶标仪测定 ４５０ｎｍ波长处的光密度值
Ｄ（４５０），并计算细胞增殖抑制率。用 ＳＰＳＳ２０．０软件
计算其半抑制浓度 ＩＣ５０。用同样的方法检测 ７２ｈ时
细胞增殖抑制率，浓度设定为 ０、５、７、１０、１４、１６、１８、
２０ｎｍｏｌ／Ｌ。细胞增殖抑制率＝（对照组－实验组）／（对
照组－调零组）×１００％。
１．４　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ荧光双染检测细胞凋亡
　　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ双染试剂盒购自索莱宝公司。
将细胞接种于预置细胞爬片的２４孔板上，待细胞贴壁
后，分别加入终浓度为０、１５、３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ，５０ｎｍｏｌ／Ｌ
ＩＭ作阳性对照。继续培养 ４８ｈ后，弃上清，ＰＢＳ洗
２～３遍后，每孔添加１ｍＬ细胞染色缓冲液及 Ｈｏｅｃｈｓｔ、
ＰＩ各５μＬ，避光冰育 ２０ｍｉｎ后，于荧光显微镜下观
察，拍照。

１．５　流式细胞仪检测细胞凋亡与细胞周期
　　凋亡及细胞周期检测试剂盒购自凯基公司。取对
数生长期细胞接种于 ６孔板，细胞贴壁后加入 ０、１５、
３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ，５０ｎｍｏｌ／ＬＩＭ作阳性对照，继续培养
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４８ｈ。①细胞凋亡：用不含 ＥＤＴＡ胰酶消化细胞、离
心，ＰＢＳ重悬洗涤１次后，离心。ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细
胞，依次加入５μＬＡｎｎｅｘｉｎＶＡＰＣ、ＰＩ染料，混匀，室温
避光孵育１５ｍｉｎ，上机检测。②细胞周期：胰酶消化细
胞后，加７５％预冷乙醇１ｍＬ重悬细胞，４℃固定过夜。
３５０×ｇ离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次，收集沉淀。将ＲＮａｓｅ
Ａ∶ＰＩ按１∶９体积配制成染色工作液，５００μＬＰＩ／ＲＮａｓｅＡ
染色工作液重悬细胞，避光孵育３０ｍｉｎ后，上机检测。
１．６　ｑＲＴＰＣＲ检测 ｃＫＩＴ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲｍＲＮＡ

表达

　　ＴＲＩｚｏｌ、ＰＣＲ试剂盒购自日本 ＴａＫａＲａ公司，引物
由四川生工科技有限公司设计完成。一步法 ｑＲＴ
ＰＣＲ反应条件为：反转录反应４２℃ ５ｍｉｎ，９５℃ １０ｓ；
ＰＣＲ反应９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，共４０个循环。每孔为
总体系２５μＬ含 ＲＮＡ的反应液，每组 ２～３复孔。引
物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

基因名称 引物序列（５′→３′） 产物长度／ｂｐ

ｃＫＩＴ
上游：ＣＴＧＣＴＴＣＴＧＴＡＣＴＧＣＣＡＧＴＧＧＡＴＧ
下游：ＧＣＣＴＴＡＣＡＴＴＣＡＡＣＣＧＴＧＣＣＡＴＴＧ

１２５

ＰＩ３Ｋ
上游：ＣＡＧＣＣＴＴＣＡＡＣＡＡＡＧＡＴＧＣＣＣＴＴＣ
下游：ＣＡＣＡＧＴＡＧＣＣＡＧＣＡＣＡＧＧＡＣＡＧ

１０８

ＡＫＴ
上游：ＴＧＡＧＣＧＡＣＧＴＧＧＣＴＡＴＴＧ
下游：ＣＡＧＴＣＴＧＧＡＴＧＧＣＧＧＴＴ

３１５

ｍＴＯＲ
上游：ＣＴＴＧＣＴＧＡＡＣＴＧＧＡＧＧＣＴＧＡＴＧＧ
下游：ＣＣＧＴＴＴＴＣＴＴＡＴＧＧＧＣＴＧＧＣＴＣＴＣ

１４０

βａｃｔｉｎ
上游：ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ
下游：ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ

２０５

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｃＫＩＴ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ相关
蛋白表达

　　ＢＣＡ蛋白定量试剂盒购自上海碧云天公司，全蛋
白提取试剂盒及相关试剂购自北京索莱宝公司；ＰＶＤＦ

膜购自美国Ｍｉｌｉｐｏｒｅ公司；ｃＫＩＴ抗体购自武汉赛维尔
公司，ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ购自北京博奥森公司，
ｐＫＩＴＴｙｒ７１９、ｐＡＫＴＴｈｒ３０８、ｍＴＯＲ、ｐｍＴＯＲ购自美国 ＣＳＴ
公司，ＧＡＰＤＨ购自武汉三鹰生物科技有限公司。提取
各组蛋白进行凝胶电泳，上样量为２０～３０μｇ；进行转
膜、封闭，一抗孵育过夜；ＴＢＳＴ洗去一抗，二抗孵育
１ｈ，ＴＢＳＴ清洗３次；ＥＣＬ显色法显色，测定灰度值。
１．８　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２０．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示。组
间比较采用单因素方差分析，实验均重复 ３次。Ｐ＜
０．０５认为差异具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＳＮ可显著抑制ＧＩＳＴＴ１细胞增殖
　　ＴＳＮ作用ＧＩＳＴＴ１细胞４８ｈ后，ＣＣＫ８检测结果
显示：与 ＣＯＮ组比较，ＴＳＮ显著抑制了 ＧＩＳＴＴ１细胞
系的增殖，且在一定浓度范围内，ＴＳＮ抑制增殖的能力
与剂量呈正相关（Ｐ＜０．０１，图 １）。４８ｈ时 ＩＣ５０为
１８．７５ｎｍｏｌ／Ｌ。７２ｈ呈现类似效果，经计算，７２ｈ时
ＩＣ５０为１７．９３ｎｍｏｌ／Ｌ。选取４８ｈ时相、ＴＳＮ浓度 １５、
３０ｎｍｏｌ／Ｌ进行后续实验。
２．２　ＴＳＮ促进ＧＩＳＴＴ１细胞凋亡
　　流式细胞仪检测结果显示：与ＣＯＮ组（０ｎｍｏｌ／Ｌ）
比较，药物组均出现细胞凋亡水平增加（Ｐ＜０．０１），但
１５、３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ，５０ｎｍｏｌ／ＬＩＭ３组间差异无统计学
意义（图２）。Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ荧光双染佐证了这一
结果，ＴＳＮ与ＩＭ组镜下可见染色质固缩、呈强蓝色荧
光的早期凋亡细胞（图３）。细胞周期检测结果显示：
与ＣＯＮ组（０ｎｍｏｌ／Ｌ）比较，１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ组 Ｓ期细
胞增多，但差异无统计学意义；３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ可使细
胞周期发生Ｓ期阻滞（Ｐ＜０．０１），见图４。
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图１　不同浓度ＴＳＮ作用４８ｈ（Ａ）、７２ｈ（Ｂ）后ＧＩＳＴＴ１细胞增殖抑制曲线
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图２　ＴＳＮ加速ＧＩＳＴＴ１细胞凋亡
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图３　Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２／ＰＩ荧光双染检测ＧＩＳＴＴ１细胞凋亡

２．３　ＴＳＮ可通过下调 ｃＫＩＴ表达，抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路

　　ｑＲＴＰＣＲ结果显示：ＴＳＮ可下调 ｃＫＩＴｍＲＮＡ表
达，但１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ抑制效果不及３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ和
ＩＭ组（Ｐ＜０．０５），３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ与 ＩＭ组差异无统计
学意义（图５Ａ）。与ＣＯＮ组比较，１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ即可
抑制ＰＩ３ＫｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０５，图 ５Ｂ）。除此之
外，１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ对 ＡＫＴ及 ｍＴＯＲｍＲＮＡ表达具有
同样抑制效果，且１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ对 ＡＫＴｍＲＮＡ抑制

效果优于ＩＭ组（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ、Ｄ）。

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 ６）：ＴＳＮ明显抑制

ｃＫＩＴ蛋白表达，３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ比 １５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ抑

制作用更强（Ｐ＜０．０５）。与 ＣＯＮ组比较，ＴＳＮ明显抑

制ｐｃＫＩＴ蛋白表达，３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ抑制效果优于ＩＭ

组（Ｐ＜０．０５）。与ＣＯＮ组比较，１５ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ可抑制

ＰＩ３Ｋ、ｐＰＩ３Ｋ、ｐＡＫＴ、ｍＴＯＲ及 ｐｍＴＯＲ蛋白表达，

３０ｎｍｏｌ／ＬＴＳＮ可抑制ＡＫＴ蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。
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图５　ｑＲＴＰＣＲ检测ＧＩＳＴＴ１细胞中ｃＫＩＴ（Ａ）、ＰＩ３Ｋ（Ｂ）、ＡＫＴ（Ｃ）、ｍＴＯＲ（Ｄ）ｍＲＮＡ表达

３　讨论

　　川楝素（ＴＳＮ）作为新型抗肿瘤的候选药之一，已
被证实可抑制多种肿瘤细胞增殖，促进其凋亡。在对

人尤文氏肉瘤 ＳＫＥＳ１细胞系研究中发现：ＴＳＮ可上
调Ｂａｘ，下调 Ｂｃｌ２的表达，从而改变 Ｂａｘ／Ｂｃｌ２比例。
此外，ＴＳＮ还可促进 Ｃｙｔｃ的释放，导致线粒体凋亡通
路的激活［１６］。在胃癌的体外研究中发现：ＴＳＮ可引起
Ｇ１／Ｓ阻滞和诱导 ｃａｓｐａｓｅ依赖性凋亡，从而抑制胃癌
ＡＧＳ和ＨＧＣ２７细胞系增殖，机制可能与 ｐ３８ＭＡＰＫ

通路的激活有关［１９］。另外，ＴＳＮ可通过 Ｆａｓ／ＦａｓＬ信
号通路诱导人卵巢癌细胞凋亡［２０］。综上所述，川楝素

能抑制多种肿瘤细胞生长且效果明显，值得作为潜在

抗肿瘤药物深入探索。然而，ＴＳＮ对胃肠间质瘤
（ＧＩＳＴ）细胞的影响，目前研究尚少。
　　本研究结果证实：ＴＳＮ对ＧＩＳＴＴ１细胞系同样具备
抑制增殖及促进其凋亡的作用。ＴＳＮ可抑制 ＧＩＳＴＴ１
细胞增殖，且在一定浓度范围内，其抑制增殖的能力与

ＴＳＮ浓度呈正相关，作用４８ｈＩＣ５０低至１８．７５ｎｍｏｌ／Ｌ。
流式细胞仪及凋亡染色结果表明：较低浓度的ＴＳＮ

９３２１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）
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１：ＣＯＮ组；２：ＴＳＮ１５ｎｍｏｌ／Ｌ组；３：ＴＳＮ３０ｎｍｏｌ／Ｌ组；４：ＩＭ５０ｎｍｏｌ／Ｌ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＣＯＮ组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，
与ＴＳＮ１５ｎｍｏｌ／Ｌ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与ＴＳＮ３０ｎｍｏｌ／Ｌ组比较

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＳＮ作用４８ｈ对ＧＩＳＴＴ１细胞中蛋白表达的影响；Ｃ：半定量分析

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＧＩＳＴＴ１细胞ｃＫＩＴ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ相关蛋白表达

（１５ｎｍｏｌ／Ｌ）即可引起ＧＩＳＴＴ１细胞凋亡，但当ＴＳＮ浓
度增加时，并未观察到统计学意义上的凋亡增加。细

胞周期检测结果显示：ＴＳＮ抑制ＧＩＳＴＴ１细胞系凋亡，
可能与细胞周期Ｓ期阻滞相关。
　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路在细胞生长及生存的生理、
病理方面均起重要作用。磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）
位于胞膜上，由 ＰＩＫ３ＣＡ基因编码。Ｉａ类 ＰＩ３Ｋｓ由催
化亚基 ｐ１１０和调节亚基 ｐ８５组成，与 ＲＴＫ信号通路
密切相关［２１－２３］。当ＰＩ３Ｋ被多种 ＲＴＫ激活时，磷脂酰
肌醇４，５二磷酸（ＰＩＰ２）磷酸化，启动信号级联，导致
磷脂酰肌醇３，４，５三磷酸（ＰＩＰ３）积累［２４］。Ａｋｔ是一
种具有广泛底物的细胞质丝氨酸苏氨酸激酶，上述脂
质产物可将Ａｋｔ召集到细胞膜上，并使其磷酸化，通过
激活底物，如哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（ｍＴＯＲ）等，最

终促进蛋白合成，细胞生长［２５－２６］。已有研究表明：突

变的 ＫＩＴ或 ＰＤＧＦＲＡ基因通过上调其下游的 ＲＡＳ／
ＲＡＦ／ＭＡＰＫ和 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ，促进 ＧＩＳＴ细胞增
殖，减少凋亡，与ＧＩＳＴ疾病发展密切相关［２７］。

　　为了研究 ＴＳＮ是否可以抑制 ＧＩＳＴ致病突变
ｃＫＩＴ的表达，我们进行了相关实验。结果证实：ＴＳＮ
可从基因水平下调 ＧＩＳＴＴ１细胞系中 ｃＫＩＴ的表达，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明：与对照组比较，ｃＫＩＴ总蛋白及
磷酸化蛋白表达均明显受到抑制。对 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／
ｍＴＯＲ通路进行检测，结果发现：１５、３０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＴＳＮ
作用于ＧＩＳＴＴ１细胞４８ｈ后，亦可从基因及蛋白质水
平下调 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路表达，从而抑制了
ＧＩＳＴＴ１细胞的增殖，促进其凋亡。结合以往文献可
知，ＴＳＮ可抑制 ＧＩＳＴＴ１细胞 ｃＫＩＴ的表达，且至少部

０４２１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１３）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



分通过下调 ｃＫＩＴ表达，抑制了 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通
路的表达。至于 ＴＳＮ是否抑制其他通路或相关蛋白
表达，还有待进一步研究。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路的
激活程度与其磷酸化程度密切相关，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示：ＴＳＮ对ｃＫＩＴ及其下游总蛋白、磷酸化蛋白水平
均可抑制，但磷酸化蛋白／总蛋白比值水平差异无统计
学意义，可见 ＴＳＮ主要是通过抑制总蛋白表达，从而
间接实现蛋白磷酸化水平的降低，其总的效应仍旧是

降低了ｃＫＩＴ及其下游通路蛋白的磷酸化程度，使得
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ通路活性下调。
　　综上所述，ＴＳＮ可通过下调 ＧＩＳＴＴ１细胞 ｃＫＩＴ
及其下游ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ｍＴＯＲ信号通路表达，从而抑制
ＧＩＳＴＴ１细胞增殖，促进凋亡，并使其细胞周期阻滞在
Ｓ期。本研究仅从体外实验角度进行了初步探索，进
一步的机制探索或者体内实验效果是否理想，均有待

进一步研究证实。
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