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·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

胶质母细胞瘤（ＧＢＭ）是常见的中枢神经系统恶性
原发性肿瘤犤１犦，其中位生存期仅 ５个月，５年生存率仅
５％。在世界卫生组织对脑胶质瘤的分级中，ＧＢＭ被评
为Ⅳ级，恶性程度最高，复发率极高，预后极差。替莫唑
胺（ＴＭＺ）为烷基化药物，是目前治疗ＧＢＭ的首选药物犤２犦，

作用机制为通过释放活性烷基化物质造成ＤＮＡ甲基化，
从而杀伤肿瘤细胞，疗效显著，但复发性耐药是限制其中

长期疗效的一大阻碍犤３犦。热休克蛋白９０（Ｈｓｐ９０）是重要的
原癌信号交汇点犤４犦，在肿瘤组织中表达水平较正常组织

高２～１０倍。Ｈｓｐ９０参与维持４００多种客户蛋白的正常折叠
和构象稳定，可促进肿瘤细胞生长和抑制细胞凋亡犤５犦。

多项研究显示，Ｈｓｐ９０抑制剂与抗肿瘤药物联用能发挥
协同抗肿瘤作用犤６－７犦。课题组前期通过噬菌体展示技术成

功筛选出一种具备完全自主知识产权的多肽 Ｐ７（序列
ＬＰＬＴＰＬＰ），Ｐ７能特异性地识别并结合肿瘤细胞表面及细
胞内的Ｈｓｐ９０，并促进Ｈｓｐ９０的降解犤８犦。为此，本研究中探

讨了Ｐ７与ＴＭＺ联合给药提高ＧＢＭ治疗敏感性的效果及
相关机制，为靶向化学药联用治疗ＧＢＭ提供了新的研究
思路。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 仪器与试药

仪器：Ｆ５０型酶标仪（上海三科仪器有限公司）；
ＡｃｃｕｒｉＣ６型流式细胞仪（美国 ＢＤ公司）；ＤＹＹ－７Ｃ型
电泳仪（北京市六一仪器厂）；Ｔａｎｏｎ５８００型化学发光成
像仪（上海天能公司）。

试药：ＴＭＺ（上海陶素生化科技有限公司，规格为

热休克蛋白９０靶向抑制剂多肽Ｐ７联合替莫唑胺
协同抗胶质母细胞瘤的作用

薛瞳瞳，黄 薇，杨 楠，刘雁勇△

（中国医学科学院基础医学研究所·北京协和医学院基础学院药理学系，北京 １００００５）
摘要：目的 探讨双功能小分子多肽 Ｐ７（序列 ＬＰＬＴＰＬＰ）联合替莫唑胺（ＴＭＺ）对人胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ的影响。方法 以 ＴＭＺ
与 Ｐ７单用或联用处理 Ｕ８７ＭＧ细胞，采用 ＣＣＫ－８法检测细胞活性，流式细胞术检测 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡水平，蛋白质免疫印迹法检测
Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡相关蛋白水平。以溶剂作对照。结果 ＴＭＺ和 Ｐ７均能抑制 Ｕ８７ＭＧ细胞的生长，当 Ｐ７与 ＴＭＺ浓度比为 １∶１时，协同
作用最明显；与对照组比较，联合给药组的 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡率显著升高（Ｐ＜０．０１），ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３表达水平
显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 Ｐ７联合 ＴＭＺ能协同抑制 Ｕ８７ＭＧ细胞活力，并促进其凋亡，其机制可能与显著上调促凋亡蛋白 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－９和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３水平有关。
关键词：胶质母细胞瘤；Ｕ８７ＭＧ细胞；热休克蛋白９０；靶向抑制剂；多肽 Ｐ７；细胞凋亡；协同作用；机制
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ＴｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｉｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＰ７（ＬＰＬＴＰＬＰ）ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｔｅｍｏｚｏｌｏｍｉｄｅ（ＴＭＺ）ｏｎｔｈｅｈｕ
ｍａｎｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅＵ８７ＭＧ ｉｎｖｉｔｒｏ．Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｕ８７ＭＧｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＴＭＺａｎｄＰ７ａｌｏｎｅｏｒｉｎｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅ
ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＣＣＫ－８ａｓｓａｙ．ＴｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｌｅｖｅｌｏｆＵ８７ＭＧ ｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．Ｔｈｅｓｏｌｖｅｎｔｗａｓｕｓｅｄａｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．Ｒｅｓｕｌｔｓ ＢｏｔｈＴＭＺａｎｄＰ７ｃｏｕｌｄ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｇｒｏｗｔｈｏｆＵ８７ＭＧ ｃｅｌｌｓ．ＷｈｅｎｔｈｅｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｔｉｏｏｆＰ７ｔｏＴＭＺｗａｓ１∶１，ｔｈｅｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔｗａｓｔｈｅｍｏｓｔｏｂｖｉ
ｏｕｓ．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｉｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０１），ａｎｄｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３ｉｎｔｈｅｃｏｍｂｉｎｅｄｇｒｏｕｐｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｐ＜０．０５）．
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ Ｐ７ｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＴＭＺｃａｎｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｓｕｒｖｉｖａｌｏｆＵ８７ＭＧｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅｉｒａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅ
ｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｐｒｏ－ａｐｏｐｔｏｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ（ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９ａｎｄｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３）ｌｅｖｅｌｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｇｌｉｏｂｌａｓｔｏｍａ；Ｕ８７ＭＧｃｅｌｌｓ；ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ９０；ｔａｒｇｅｔｅｄｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ；ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅＰ７；ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ；ｍｅｃｈａｎｉｓｍ
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图１ Ｐ７与 ＴＭＺ单用对 Ｕ８７ＭＧ细胞存活率的影响
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图２ Ｐ７和 ＴＭＺ联用对 Ｕ８７ＭＧ细胞存活率的影响
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Ｕ８７ＭＧ ｃｅｌｌｓ

·药学论著·

ＰｈａｒｍａｃｙＡｒｔｉｃｌｅｓ

２５ｍｇ，纯度为９９．００％，ＣＡＳ号为８５６２２－９３－１）；多肽
Ｐ７（上海吉尔生化公司）；凋亡检测试剂盒（上海东仁化
学科技有限公司）；ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３抗体、ｃｌｅａｖｅｄｃａｓ
ｐａｓｅ－９抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司）。人脑星形
胶质母细胞瘤细胞系 Ｕ８７ＭＧ（中国医学科学院基础医
学研究所细胞资源中心）。ＭＥＭ－ＥＢＳＳ培养基（迈晨科
技有限公司）。

１．２ 方法

１．２．１ 细胞培养

Ｕ８７ＭＧ在５％ＣＯ２、温度３７℃条件下，置含１０％胎
牛血清、１％非必需氨基酸和 １％青链霉素双抗的
ＭＥＭ－ＥＢＳＳ培养基中培养。
１．２．２ 细胞活性检测

采用 ＣＣＫ－８法检测细胞活性。以每孔 ３０００个的
密度接种 Ｕ８７ＭＧ细胞于 ９６孔板中，过夜贴壁后分组
给药。ＴＭＺ组：０～１ｍｍｏｌ／Ｌ共设８个浓度梯度；Ｐ７组：
０～５００μｍｏｌ／Ｌ共设 ８个浓度梯度；联合给药组：１０，
５０，１００μｍｏｌ／Ｌ的Ｐ７分别与７个不同浓度梯度的ＴＭＺ
（０～１ｍｍｏｌ／Ｌ）以固定浓度比例（１∶１，１∶２，２∶１）联用。
加药处理培养７２ｈ后，加入ＣＣＫ－８试剂，３７℃避光孵
育 １．５ｈ，以酶标仪于 ４５０ｎｍ波长处检测吸光度，并计
算存活率。

１．２．３ 细胞凋亡检测

以流式细胞检测仪检测Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡情况。以每
孔１０６个的密度接种Ｕ８７ＭＧ细胞于１０ｃｍ培养皿中，过
夜贴壁后分组给药。对照组：仅予溶剂；Ｐ７组：１００μｍｏｌ／Ｌ；
ＴＭＺ组：４００μｍｏｌ／Ｌ；联合给药组：Ｐ７１００μｍｏｌ／Ｌ＋
ＴＭＺ４００μｍｏｌ／Ｌ。继续培养 ４８ｈ，收集细胞，采用凋亡
检测试剂盒进行 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和 ＰＩ染色，样品处理完毕
后，１ｈ内用流式细胞仪检测，并计算凋亡率。
１．２．４ 蛋白定量分析

采用蛋白质免疫印迹法检测凋亡标志物 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ－３和ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９的表达水平。细胞接种
及分组给药同１．２．３项，收集细胞进行细胞裂解和蛋白提取，
采用 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测对 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡相关蛋白
的影响，使用Ｇｅｌ－Ｐｒｏ分析软件对蛋白条带定量分析，目
的条带和内参条带灰度比值为各目的蛋白相对表达量。

１．３ 统计学处理

采用 ＧｒａｇｈｐａｄＰｒｉｓｍ８．３统计学软件分析。计量资
料以 Ｘ±ｓ表示。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 单用对Ｕ８７ＭＧ细胞存活率的影响
结果见图 １。Ｐ７和 ＴＭＺ均能抑制 Ｕ８７ＭＧ细胞

的生长，ＩＣ５０值分别为（３９７．１２±２１．９３）μｍｏｌ／Ｌ和
（１０２．８２±１１．７２）μｍｏｌ／Ｌ。

２．２ 联合用药对Ｕ８７ＭＧ细胞存活率的影响
结果见图 ２。联用 Ｐ７后，原 ＴＭＺ生存曲线出现明

显左移，即 ＩＣ５０值明显降低（图 ２Ａ）。当 Ｐ７与 ＴＭＺ浓
度比为１∶１和１∶２时，位于等效线下方，表明具有协同
作用，且浓度比为１∶１时的协同作用最明显（图２Ｂ）。
２．３ 联合用药对Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡率的影响

结果见图 ３。Ｐ７与 ＴＭＺ单独给药后，Ｕ８７ＭＧ细胞
凋亡比例略有上升，总凋亡率分别为 １５．７４％和
２１．０１％，但与对照组相比无显著差异牗Ｐ＞０．０５牘。

Ｐ７牗ＩＣ５０牘

ＴＭＺ
ＴＭＺ＋１０μｍｏｌ／ＬＰ７
ＴＭＺ＋５０μｍｏｌ／ＬＰ７
ＴＭＺ＋１００μｍｏｌ／ＬＰ７
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图３ Ｐ７与 ＴＭＺ联用对 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡率的影响
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图４ Ｐ７和 ＴＭＺ联用 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡相关蛋白表达水平的影响
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对照组 Ｐ７组 联合给药组 ＴＭＺ组 对照组 Ｐ７组 联合给药组 ＴＭＺ组

联合给药组的细胞总凋亡率与对照组相比显著升

高（Ｐ＝０．００５６＜０．０５）。表明联合给药组诱导细胞凋
亡更显著。

２．４ 联合用药对 Ｕ８７ＭＧ细胞凋亡相关蛋白表达水
平的影响

与对照组比较，单药组 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３和
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９相对表达水平均略升高，联合给药组
均显著升高（Ｐ＝０．００４５，０．０２０），且均显著高于 Ｐ７单
药组（Ｐ＝０．０２１，Ｐ＝０．０４５）。详见图４。
３ 讨论

目前，ＧＢＭ的临床治疗“金标准”是手术切除后放
射治疗联合替莫唑胺治疗犤９－１０犦。与第 １代抗 ＧＢＭ药物
（如卡莫司汀）相比，尽管 ＴＭＺ能显著改善肺纤维化和
骨髓抑制等问题，但 Ｏ６－甲基鸟嘌呤 －ＤＮＡ甲基转移
酶（ＭＧＭＴ）阳性的 ＧＢＭ患者对 ＴＭＺ响应极差犤３犦，长期

服用易产生耐药，影响药效犤１１犦。近年来，分子靶向治疗

成为研究热点，但针对 ＧＢＭ的靶向治疗药物厄洛替尼
和吉非替尼的临床获益却十分有限，其临床失败的原因

是部分 ＧＢＭ存在表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）的突变和
ＰＴＥＮ基因缺失犤１２犦。Ｈｓｐ９０是一种重要的肿瘤治疗标志
物，抑制Ｈｓｐ９０会造成多种肿瘤相关的Ｈｓｐ９０客户蛋白
失活犤４犦，从而对多条肿瘤相关信号通路产生抑制作用犤１３犦。

与其他单靶点药物相比，Ｈｓｐ９０抑制剂在一定程度上避
免了信号通路代偿问题，可降低复发率犤１４犦。ＴＡＣＡＥＩ等犤１５犦

研究发现，１７－ＡＡＧ，１７－ＤＭＡＧ，ＡＵＹ９２２等 Ｈｓｐ９０抑
制剂对多种肿瘤细胞具有明显抑制效果，与化疗药物联

用能显著提高化疗药物的敏感性，并降低其副作用犤１３犦。

当凋亡信号产生后，ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ９与 Ａｐａｆ－１结
合，并促进ｐｒｏ－ｃａｓｐａｓｅ９被剪切生成ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９；
活化的ｃａｓｐａｓｅ－９进而促进生成ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３，启
动ｃａｓｐａｓｅ级联激活犤１６犦。本研究中发现，Ｐ７与 ＴＭＺ联用
对 Ｕ８７ＭＧ细胞具有协同抑制作用并能显著上调
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－９和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ－３的表达水平，
显著升高凋亡率，说明多肽Ｐ７和ＴＭＺ的协同抑制作用
与促进细胞凋亡有关。

综上所述，多肽Ｐ７和化疗药物ＴＭＺ联用有协同增
效作用，能抑制 Ｕ８７ＭＧ细胞存活，这与激活 ｃａｓｐａｓｅ级
联凋亡通路，诱导细胞发生凋亡有关。本研究为改善

ＴＭＺ对ＧＢＭ的治疗效果提供了新的研究思路。
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