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线粒体靶向小分子ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌细胞的杀伤效应
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　　［摘要］　目的　探讨线粒体靶向小分子ＩＲ７８０对顺铂耐药Ｔ２４膀胱癌细胞株（Ｔ２４／ＤＰＰ）的杀伤
效应及其作用机制。方法　通过顺铂反复间断刺激 Ｔ２４细胞，构建 Ｔ２４／ＤＰＰ耐药细胞株，以不同浓度
的ＩＲ７８０处理细胞，ＣＣＫ８法检测细胞活力，划痕实验检测细胞迁移能力，荧光共聚焦确定ＩＲ７８０的亚
细胞器定位，流式细胞术测定细胞凋亡以及线粒体活性氧水平。对６～８周龄雄性裸鼠皮下注射 Ｔ２４／
ＤＰＰ细胞建立动物荷瘤模型，将荷瘤小鼠完全随机化分组：对照组、阿霉素组和ＩＲ７８０组分别腹腔注射
５ｍｇ／ｋｇＰＢＳ、阿霉素和ＩＲ７８０，隔天１次。通过近红外活体成像以及荧光共聚焦检测ＩＲ７８０的蓄积特
性，并对肿瘤生长情况进行监测。结果　①细胞实验结果显示，ＩＲ７８０抑制Ｔ２４／ＤＰＰ细胞增殖与迁移，
且抑制作用呈明显的剂量效应关系（Ｐ＜０．０５）。ＩＲ７８０选择性积聚在Ｔ２４／ＤＰＰ细胞的线粒体中。随着
ＩＲ７８０浓度的增加，Ｔ２４／ＤＤＰ细胞线粒体活性氧的产生和细胞凋亡率均随之增加（Ｐ＜０．０５）。②体内
实验结果显示，近红外活体成像和肿瘤组织冰冻切片显示 ＩＲ７８０可优先聚集于裸鼠 Ｔ２４／ＤＤＰ皮下移
植瘤，并且ＩＲ７８０组小鼠肿瘤的体积及质量均明显小于对照组（Ｐ＜０．０５）和阿霉素组（Ｐ＜０．０５）。结论
　ＩＲ７８０能显著抑制 Ｔ２４／ＤＰＰ细胞和裸鼠皮下肿瘤的生长，且线粒体通路可能参与了 ＩＲ７８０诱导
Ｔ２４／ＤＰＰ细胞发生凋亡的过程。
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　　膀胱癌是泌尿系统常见的恶性肿瘤［１］。对于晚

期膀胱癌患者以及膀胱根治性切除术患者的辅助化疗

与新辅助化疗，顺铂是一线化疗药物。但由于部分患

者出现对顺铂耐药，总体预后较差，化疗有效率在

３５％～６０％［２］。目前认为，耐药是导致膀胱癌预后不
良的主要因素，针对化疗耐药的膀胱癌患者，迫切需要

发展新的治疗方案。

　　耐药的相关机制主要包括减少癌细胞中的药物积
累、增强抗凋亡能力以及过度表达某些多重耐药蛋白，

如ＡＴＰ结合盒（ＡＢＣ）转运体［３］。有证据表明，癌细胞

的大多数抗药行为与线粒体密切相关。靶向线粒体也

已被证明是对抗不同类型耐药癌细胞的有效策略［４］。

然而，线粒体靶向治疗在耐药膀胱癌中的效果尚不清

楚。近年来，一种兼具线粒体和肿瘤靶向性的近红外

荧光染料ＩＲ７８０被广泛观察和研究，并且其在顺铂耐
药的肺癌模型中显示出卓越的肿瘤抑制效应［５］。本

研究在成功建立稳定的膀胱癌耐药顺铂细胞株（Ｔ２４／
ＤＤＰ）的基础上，探究 ＩＲ７８０对 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞的杀伤
作用，为发展新的耐药膀胱癌治疗方案提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ＩＲ７８０、ＭｉｔｏＳＯＸ购自Ｓｉｇｍａ公司（美国）；ＣＣＫ８试
剂盒购自ＤｏｊｉｎｄｏＫｕｍａｍｏｔｏ公司（日本）；ＲＰＭＩ１６４０培
养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司（美国）；胎牛血清、胰酶购自
ＨｙＣｌｏｎｅ公司（美国）；青链霉素、ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ购自
碧云天公司（中国）；阿霉素、吉西他滨购自阿拉丁公

司（中国）；凋亡检测试剂盒购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司
（美国）；Ｏ．Ｃ．Ｔ购自Ｓａｋｕｒａ公司（日本）。
１．２　实验方法
１．２．１　Ｔ２４／ＤＤＰ细胞的建立　　取对数生长期的
Ｔ２４细胞在体外采用浓度梯度法逐步递增顺铂（ＤＤＰ）
浓度，经过１２个月成功诱导出顺铂耐药的膀胱癌细胞
株（Ｔ２４／ＤＤＰ）。通过倒置相差显微镜观察 Ｔ２４、Ｔ２４／
ＤＤＰ细胞形态差异，ＣＣＫ８法测定 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞对
ＤＤＰ的耐药指数，并绘制生长曲线反映其增殖能力。
１．２．２　细胞活力测定　　将Ｔ２４／ＤＰＰ细胞以３×１０３／孔

接种于９６孔板中，分别予以不同浓度（２．５、５．０、７．５、
１０．０、１５．０、２０．０μｍｏｌ／Ｌ）的ＩＲ７８０、阿霉素、吉西他滨
进行处理，４８ｈ后使用 ＣＣＫ８试剂盒检测各孔在
４５０ｎｍ波长的光密度值［Ｄ（４５０）］，并计算细胞活力。
１．２．３　细胞划痕实验　　为了解ＩＲ７８０对于细胞侵
袭力的影响，将 Ｔ２４／ＤＰＰ细胞接种于 ６孔板内，当细
胞融合达到９０％以上时，用２００μＬ无菌枪头在６孔板
底部各作１条垂直均一的划痕，ＰＢＳ清洗后分别加入
含有不同浓度（０、５、１０、１５μｍｏｌ／Ｌ）ＩＲ７８０的培养基
１ｍＬ孵育，并分别于划痕０、６、１２、２４ｈ对划痕部位进
行拍照分析。

１．２．４　实验动物及分组　　选取 ６～８周龄雄性裸
鼠，体质量 １８～２０ｇ，购自陆军军医大学实验动物中
心，饲养于陆军军医大学火箭军医学教研室的 ＳＰＦ动
物房。所有实验和动物护理程序获得陆军军医大学实

验动物中心动物保护和使用委员会的批准。为构建异

种移植瘤动物模型，将生长至７０％的Ｔ２４／ＤＤＰ细胞悬
浮在ＰＢＳ中，每只小鼠皮下植入１×１０７个细胞。荷瘤
成功后，将小鼠完全随机化分为３组：对照组、阿霉素
组和 ＩＲ７８０组，分别予以 ＰＢＳ（５ｍｇ／ｋｇ）、阿霉素
（５ｍｇ／ｋｇ）、ＩＲ７８０（５ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射，隔天１次。每
３天测定肿瘤体积大小，于荷瘤后１８ｄ处死小鼠后，取
肿瘤组织进行称量。

１．２．５　近红外成像　　为明确ＩＲ７８０在体内的肿瘤
靶向分布，建立 Ｔ２４／ＤＤＰ皮下移植瘤裸鼠模型，单次
腹腔注射１ｍｇ／ｋｇ的ＩＲ７８０，２４ｈ后麻醉裸鼠，采用活
体成像系统进行裸鼠的近红外活体成像，所用激发波

长７７０ｎｍ，发射波长８３０ｎｍ。随后，颈椎脱臼法处死
裸鼠后，分离肿瘤及重要内脏器官，进行近红外成像。

切除部分肿瘤组织及肌肉组织，使用Ｏ．Ｃ．Ｔ包埋冰冻
后进行冰冻切片，以 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２标记细胞核，使用
共聚焦荧光显微镜观察 ＩＲ７８０在肿瘤组织和肌肉组
织内的分布情况。ＩＲ７８０进入肿瘤细胞后，主要在线
粒体中聚集［６］。为了明确 ＩＲ７８０在肿瘤细胞中的亚
细胞器定位，将 Ｔ２４／ＤＰＰ细胞接种于共聚焦小皿内，
待细胞贴壁后以１００ｎｍｏｌ／ＬＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ避光孵
育３０ｍｉｎ标记线粒体，随后 １０μｍｏｌ／ＬＩＲ７８０孵育
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３０ｍｉｎ，通过荧光共定位明确ＩＲ７８０是否分布于Ｔ２４／
ＤＰＰ细胞的线粒体中。
１．２．６　流式细胞术　　为检测 ＩＲ７８０对 Ｔ２４／ＤＰＰ
细胞凋亡以及线粒体氧化应激的影响，将细胞以１．５×
１０５／孔接种于 ６孔板中，待细胞贴壁后，以 ０、５、
１０μｍｏｌ／Ｌ的ＩＲ７８０处理２４ｈ，随后弃去培养基，胰酶
消化收集细胞。加入７ＡＡＤ及ＡｎｎｅｘｉｎＶ，以Ｃ６流式
细胞仪检测细胞凋亡。同样浓度梯度 ＩＲ７８０处理细
胞后，加入 ＭｉｔｏＳＯＸ５μｍｏｌ／Ｌ孵育 ３０ｍｉｎ，流式细胞
仪检测细胞线粒体活性氧水平。

１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ２５．０统计软件，数据以 珋ｘ±ｓ表示，计量
资料采用单因素方差分析，两组间均数比较采用 ｔ检
验。Ｐ＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌细胞的杀伤效应
　　分别于亲本膀胱癌细胞（Ｔ２４）和顺铂耐药膀胱癌
细胞（Ｔ２４／ＤＤＰ）中加入不同浓度的ＩＲ７８０，于４８ｈ后
用 ＣＣＫ８法检测细胞活性。ＩＲ７８０对两种细胞均呈
现出浓度依赖性的细胞毒作用，且ＩＲ７８０在同等浓度

下对 Ｔ２４和 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞的生长抑制程度基本相同
（图１Ａ），提示 ＩＲ７８０对耐药膀胱癌细胞具有良好的
抗增殖作用。为比较 ＩＲ７８０与临床上膀胱癌常用化
疗药物阿霉素和吉西他滨对 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞的抗癌效
应，将一定浓度的３种药物分别作用 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞，
４８ｈ后对其活性进行检测。结果显示，阿霉素和吉西
他滨对Ｔ２４／ＤＰＰ的抗肿瘤作用随着浓度的增加并没
有显著增强，而ＩＲ７８０有效地抑制了Ｔ２４／ＤＤＰ癌细胞
增殖活性，并且在２０μｍｏｌ／Ｌ时对癌细胞的抑制率达
８３．９３％（图１Ｂ）。进一步细胞划痕实验表明，ＩＲ７８０可
显著减慢顺铂耐药膀胱癌细胞的迁移速度（图１Ｃ）。表
明ＩＲ７８０在较高浓度下具有较强的体外抗肿瘤作用，
特别是对顺铂耐药的癌细胞有明显的抑制作用。

２．２　体内实验观测ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌细胞的
杀伤效应

　　将Ｔ２４／ＤＤＰ细胞接种于裸鼠皮下，构建小鼠荷瘤
模型。各组小鼠移植瘤体积检测结果显示，ＩＲ７８０组
的抗肿瘤效果明显高于对照组和阿霉素组（Ｐ＜０．０５，
图２Ａ、Ｂ）。各组处理１８ｄ后处死小鼠，肿瘤质量检测
结果也显示 ＩＲ７８０对顺铂耐药的膀胱癌具有较强的
抑瘤能力（Ｐ＜０．０５，图２Ｃ）。
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Ａ：不同浓度ＩＲ７８０对Ｔ２４、Ｔ２４／ＤＤＰ细胞增殖活性的影响；Ｂ：不同浓度ＩＲ７８０、阿霉素、吉西他滨对Ｔ２４／ＤＤＰ细
胞存活率的影响；Ｃ：细胞划痕实验观察不同浓度ＩＲ７８０对Ｔ２４／ＤＤＰ细胞迁移的影响

图１　ＩＲ７８０体外抗肿瘤作用
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图２　ＩＲ７８０体内抗肿瘤作用

２．３　ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌的靶向作用
　　建立Ｔ２４／ＤＤＰ皮下移植瘤裸鼠模型，单次腹腔注
射１ｍｇ／ｋｇ的ＩＲ７８０后进行近红外荧光成像，结果见
图３Ａ、Ｂ，注射 ＩＲ７８０后可清晰地观察到移植瘤的强
烈荧光信号，背景干扰荧光较低。通过共聚焦显微镜

对肿瘤标本进行组织病理学观察，证实ＩＲ７８０在肿瘤

中的积聚（图３Ｃ）。进一步比较 ＩＲ７８０在 Ｔ２４（亲本）
和 Ｔ２４／ＤＤＰ（耐药）细胞中的荧光强度，结果显示，
Ｔ２４／ＤＤＰ细胞的近红外荧光强度高于亲本 Ｔ２４细胞
（图３Ｄ）。表明ＩＲ７８０对顺铂耐药的膀胱癌细胞具有
确切的靶向特性。
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图３　ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌的靶向特性
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ａ：Ｐ＜０．０１，与０μｍｏｌ／ＬＩＲ７８０组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与５μｍｏｌ／ＬＩＲ７８０组比较

Ａ：共聚焦显微镜观察ＩＲ７８０与线粒体荧光探针Ｍｉｔｏｔｒａｋｅｒｇｒｅｅｎ在Ｔ２４／ＤＤＰ膀胱癌细胞中的共定位；Ｂ：流式细

胞术检测不同浓度ＩＲ７８０处理Ｔ２４／ＤＤＰ细胞２４ｈ后线粒体ＲＯＳ生成情况；Ｃ：流式细胞术检测不同浓度ＩＲ７８０

处理Ｔ２４／ＤＤＰ细胞２４ｈ后细胞凋亡率

图４　ＩＲ７８０对Ｔ２４／ＤＤＰ细胞线粒体的影响

２．４　ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌的杀伤机制
　　将线粒体荧光探针ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ和ＩＲ７８０在
共聚焦显微镜下共定位后发现，ＩＲ７８０的红色荧光能
够和ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ绿色荧光重合（图４Ａ），进一步
证实ＩＲ７８０能够靶向Ｔ２４／ＤＤＰ癌细胞线粒体。线粒
体是活性氧（ＲＯＳ）的主要来源，ＲＯＳ的产生增加可能
作用于线粒体上的通透性转换孔复合体，从而诱导线

粒体的通透性转换。采用 ＭｉｔｏＳＯＸ荧光探针对经 ＩＲ
７８０处理后 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞中线粒体活性氧进行检测。
结果显示，１０μｍｏｌ／ＬＩＲ７８０处理后，Ｔ２４／ＤＤＰ细胞线
粒体 ＲＯＳ生成明显增加（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ）。此外，
１０μｍｏｌ／ＬＩＲ７８０作用２４ｈ后，细胞凋亡率接近２０％，

而对照组凋亡率仅为 １％（Ｐ＜０．０１，图 ４Ｃ），提示 ＩＲ
７８０能显著诱导 Ｔ２４／ＤＤＰ细胞凋亡。表明 ＩＲ７８０倾
向于在耐药膀胱癌细胞的线粒体内积聚，增加线粒体

ＲＯＳ的产生，诱导癌细胞凋亡。

３　讨论

　　当前，手术联合术后化疗为膀胱癌临床治疗的主
要策略。然而，膀胱癌的复发特性使其治疗变得更加

困难。耐药是膀胱癌化疗后复发的主要原因之一，迄

今为止，临床上尚未出现有效的治疗方法来对抗膀胱

癌的复发及耐药［７］。线粒体的生物合成、能量转化和

信号转导在肿瘤发生、发展中起着至关重要的作
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用［８－９］。靶向肿瘤细胞内线粒体可能为肿瘤靶向治疗

提供新的策略，特别是对更依赖线粒体的耐药癌细

胞［１０－１１］。靶向线粒体和调节 ＲＯＳ已被证明是对抗不
同类型耐药癌细胞的有效策略。伊利司莫是一种线粒

体靶向化合物，可以通过破坏氧化呼吸链导致顺铂耐

药黑色素瘤细胞死亡［１２］。研究显示，以线粒体为靶点

的药物 Ｆ１６与抗肿瘤药物共价连接所形成的纳米粒
子，可通过对多种线粒体成分的协同作用有效杀死耐

药癌细胞［１３］。鱼藤酮是线粒体复合体Ⅰ抑制剂，可以
通过增加阿霉素耐药肿瘤细胞活性氧的生成来诱导其

凋亡［１４］。但由于这些药物较低的肿瘤靶向性限制了

其进一步的临床应用。

　　ＩＲ７８０是史春梦课题组前期研究发现的同时具
有肿瘤靶向和线粒体靶向特性的七甲川花菁类近红外

荧光小分子［１５－１６］。相关研究显示 ＩＲ７８０能够靶向顺
铂耐药的肺癌细胞，并且在高剂量条件下显示出较强

的抑制肿瘤生长的能力［５］。本研究将 ＩＲ７８０作用于
顺铂耐药的膀胱癌细胞，观察ＩＲ７８０对其肿瘤的杀伤
效应。结果表明：在体内实验中，ＩＲ７８０能够靶向蓄
积于肿瘤组织，抑制肿瘤生长。在体外实验中，ＩＲ７８０
呈剂量依赖性抑制顺铂耐药膀胱癌细胞的生长，随着

药物浓度的增加，ＩＲ７８０对癌细胞生长的抑制程度明
显强于其他两种化疗药物，提示ＩＲ７８０可能不受细胞
驱动耐药的影响。进一步研究显示，ＩＲ７８０能够与线
粒体靶向荧光探针 ＭｉｔｏｔｒａｃｋｅｒＧｒｅｅｎ绿色荧光重合，
证实ＩＲ７８０对顺铂耐药膀胱癌细胞的线粒体靶向特
性，并可导致线粒体 ＲＯＳ的大量产生，诱导癌细胞发
生凋亡。目前大量研究证实癌细胞线粒体所产生的

ＡＴＰ有助于药物外排泵的过度表达，增强癌细胞的药
物抵抗［１７－１８］。因此，我们推测 ＩＲ７８０对耐药膀胱癌
细胞的杀伤效应可能是通过破坏癌细胞线粒体的结构

和功能来实现的。

　　目前认为癌细胞耐药的原因主要包括肿瘤内药物
蓄积减少、细胞解毒能力和抗凋亡能力增强［１９］。在实

体瘤中，降低细胞内药物浓度的方法，如增加药物外

排、减少内流似乎是主要的耐药机制。史春梦课题组

早期报道近红外荧光染料ＩＲ７８０能够被包括肝癌、肺
癌在内的多种癌细胞优先摄取，并且证实细胞表面外

排转运体ＡＢＣｓ未参与ＩＲ７８０的外排［１６］，不会因为其

耐药外排而降低癌细胞内的药物浓度。有趣的是，本

研究发现Ｔ２４／ＤＤＰ细胞较亲本Ｔ２４细胞对 ＩＲ７８０有
更强的选择性摄取能力，为ＩＲ７８０在耐药膀胱癌中发

挥抗癌效应奠定了基础，但其具体的发生机制尚不清

楚。有研究显示，耐药癌细胞较非耐药癌细胞有着更

高的线粒体质量和线粒体膜电位，高度极化的线粒体

膜可能是亲脂性阳离子在线粒体靶向中发挥作用的关

键因素［２０］。

　　综上所述，本研究证实ＩＲ７８０可以靶向顺铂耐药
的膀胱癌细胞，通过作用线粒体产生活性氧，可明显促

进Ｔ２４／ＤＤＰ细胞凋亡，并显著抑制荷瘤小鼠肿瘤的生
长，为顺铂耐药膀胱癌的线粒体靶向治疗提供新的

思路。
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ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１８，９（１）：５６２．ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｓ４１４６７０１８０２９１５８．

［１９］ＨＯＵＳＭＡＮＧ，ＢＹＬＥＲＳ，ＨＥＥＲＢＯＴＨ Ｓ，ｅｔａｌ．Ｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｃａｎｃｅｒ：ａｎｏｖｅｒｖｉｅｗ［Ｊ］．Ｃａｎｃｅｒｓ（Ｂａｓｅｌ），
２０１４，６（３）：１７６９－１７９２．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｃａｎｃｅｒｓ６０３１７６９．

［２０］ＫＯＲＳＨＵＮＯＶＡＧＡ，ＳＨＩＳＨＫＩＮＡＡＶ，ＳＫＵＬＡＣＨＥＶＭＶ．
Ｄｅｓｉｇｎ，ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ，ａｎｄｓｏｍｅａｓｐｅｃｔｓｏｆｔｈｅｂｉｏｌｏｇｉｃａｌａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｔａｒｇｅｔｅｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ［Ｊ］． Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ
（Ｍｏｓｃ），２０１７，８２（７）：７６０－７７７．ＤＯＩ：１０．１１３４／
Ｓ０００６２９７９１７０７００２１．

（收稿：２０２１０６２４；修回：２０２１０９０１）

（编辑　汪勤俭）
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