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五氟利多通过HSP90/Akt/MDM2/p53信号通路抑制胃癌细胞

生物学行为的研究
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摘要: 本研究探讨了抗精神病药物五氟利多 (penfluridol, PF) 在胃癌治疗中的抗肿瘤活性及其作用机制。通过

CCK-8法、集落形成实验、划痕愈合实验、Transwell迁移实验、Hoechst 33342染色和流式细胞术等系列检测发现, 五

氟利多可显著抑制SGC-7901和HGC-27胃癌细胞的增殖与迁移能力, 并呈现浓度依赖性诱导细胞凋亡的特征。为

进一步揭示其作用机制, 结合转录组学分析与分子对接技术发现, 五氟利多能与热休克蛋白 90 (heat shock protein 

90, HSP90) 和鼠双微体 2 (MDM2 proto-oncogene, MDM2) 蛋白形成稳定结合构象。Western blot实验证实五氟利多

抑制了热休克蛋白 90/蛋白激酶B/鼠双微体 2/肿瘤蛋白 p53信号通路, 其中HSP90表达水平下降伴随 p53蛋白显著

上调。研究结果表明, 五氟利多通过多种机制抑制胃癌细胞恶性生物学行为, 其调控网络涉及关键肿瘤信号通路, 

为五氟利多作为潜在的胃癌治疗药物提供了实验依据。
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Abstract: This study investigated the antitumor activity and molecular mechanisms of penfluridol (PF), an 

antipsychotic drug, in gastric cancer treatment. In vitro assays including CCK-8, colony formation, wound healing, 

Transwell migration, Hoechst 33342 staining, and flow cytometry demonstrated that penfluridol significantly 

inhibited proliferation and migration of SGC-7901 and HGC-27 gastric cancer cells in a concentration-dependent 

manner, while inducing apoptosis. Transcriptomic profiling combined with molecular docking revealed stable 

binding conformations between penfluridol and heat shock protein 90 (HSP90) or mouse double minute 2 
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(MDM2). Western blot analysis further confirmed that penfluridol suppressed the HSP90/protein kinase B/MDM2/

tumor protein p53 (HSP90/Akt/MDM2/p53) pathway, characterized by decreased HSP90 expression and 

concomitant upregulation of p53 protein. These findings collectively indicate that penfluridol exerts multifaceted 

antitumor effects by targeting key oncogenic pathways, providing experimental evidence for repurposing this 

antipsychotic agent as a potential therapeutic strategy against gastric cancer.

Key words: gastric cancer; drug repurposing; penfluridol; molecular docking; heat shock protein 90; 

transcriptomics

胃癌作为全球范围内高发的消化道恶性肿瘤, 其

疾病负担与不良预后构成重大公共卫生挑战。流行病

学数据显示, 胃癌年新发病例占全球癌症总发病数的

5%, 相关死亡率占癌症死亡总数的 7%[1]。这一态势在

中国尤为严峻, 我国胃癌发病率与死亡率分别占据全

球数据的 37% 和 39.4%, 位列癌症致死原因第三位。

尽管诊疗技术持续进步, 进展期胃癌患者的 5年生存

率仍低于 30%[2]。胃癌细胞的高转移倾向和化疗耐药

性是导致治疗失败的重要因素。报道显示, 伴有淋巴

结转移患者的 5年生存率较无转移者显著降低[3], 这从

临床结局层面提示抑制肿瘤侵袭转移等恶性生物学行

为在改善预后中的关键作用。

由于新药开发存在客观局限, 抗肿瘤新药上市进

展缓慢且费用高昂, 因此通过“药物再利用”方案, 研究

传统药物的抗肿瘤效果成为一种有效且成本可控的途

径[4]。五氟利多 (penfluridol, PF) 是一种长效多巴胺受

体拮抗剂, 不良反应小、半衰期长, 主要用于治疗慢性

精神分裂症, 并具有镇吐、抗焦虑、抗菌和抗炎等多种

作用[5]。多项研究报道了五氟利多的抗肿瘤活性: 通

过自噬体累积或抑制线粒体功能, 五氟利多联合糖酵

解抑制剂可有效抑制肺癌细胞的增殖[6,7]; 在食管癌

中, 五氟利多通过直接靶向磷酸果糖激酶并诱导癌细

胞凋亡, 发挥抗癌作用[8]。目前, 五氟利多在胃癌中的

影响尚未阐明。本研究探索五氟利多抗胃癌活性, 采

用多种实验方法探究其对胃癌细胞生长、迁移和凋亡

的作用, 并借用转录组学技术与分子对接技术揭示其

可能的分子机制。

材料与方法

药品与试剂 五氟利多购自美国 MedChemEx‐

press公司, 批号: HY-B1077-17270, 纯度 ≥ 99.93%; 兔

多克隆抗体 : E-钙黏蛋白 (E-cadherin, E-cad) (货号 : 

20874-1-AP)、N-钙黏蛋白 (N-cadherin, N-cad) (货号 : 

22018-1-AP)、波形蛋白 (vimentin) (货号: 10366-1-AP)、

剪切型半胱天冬酶3 (cleaved-caspase3) (货号: 25128-1-AP)、

聚腺苷二磷酸核糖聚合酶 (poly ADP-ribose polymerase, 

PARP) (货号: 13371-1-AP)、热休克蛋白 90 (heat shock 

protein 90, HSP90) (货号: 13171-1-AP)、双微体 2 同源

物 (MDM2 proto-oncogene, MDM2) (货号: 27883-1-AP)、

肿瘤蛋白 p53 (tumor protein p53, p53) (货号: 10442-1-

AP)、鼠单克隆抗体 : 半胱天冬酶 3 (caspase3) (货号 : 

66470-2-Ig)、剪 切 型 聚 腺 苷 二 磷 酸 核 糖 聚 合 酶 

(cleaved-PARP) (货号: 60555-1-Ig)、磷酸化蛋白激酶B 

(phosphorylated protein kinase B, p-Akt) (货号 : 66444-

1-Ig), 武汉三鹰生物技术有限公司 ; 甘油醛 -3-磷

酸脱氢酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

GAPDH) 抗体 (货号: BK-S65165), 上海帛科生物技术

有限公司; β-肌动蛋白 (beta-actin, β-actin) 抗体 (货号: 

AF5001)、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 IgG(H+L) (货

号: A0208)、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG(H+

L) (货号: A0216), 上海碧云天生物技术股份有限公司; 

胎牛血清 (货号 : A511-001), 上海双洳公司 ; Hoechst 

33342试剂 (货号: B8040)、高效RIPA裂解液 (组织/细

胞) ( 货号 : R0010), 北京索莱宝科技有限公司 ; 

Annexin V-FITC 流式试剂盒 (货号: 556547), 美国 BD

公司; TRIzol试剂 (货号: 15596018CN)、RPMI 1640培

养基 (货号: 11875119), 美国赛默飞公司。

主要仪器 二氧化碳培养箱 (型号: HF90), 上海

市力新仪器有限公司; 普通光学显微镜 (型号: OLYM‐

PUS-BX51), 日本奥林巴斯公司; 倒置荧光显微镜 (型

号 : Nikon Ti), 日本尼康公司 ; 酶标仪 (型号 : Tristar 

LB941), 德国伯托公司 ; 流式细胞分析仪 (型号 : 

Attune NxT), 美国赛默飞公司 ; 超低温冰箱 (型号 : 

DW-86L386), 海尔公司; 低速台式离心机 (型号: L420-

A), 湖南湘仪公司 ; 化学发光成像仪 (型号 : Tanon-

4800), 上海天能公司。

细胞培养 本研究使用人胃癌细胞为 SGC-7901

细胞和 HGC-27 细胞 , 来自中国科学院上海细胞所。

配置 90% RPMI 1640基础培养基+10%胎牛血清+1%

青霉素−链霉素双抗试剂作为完全培养基, 于 37 ℃、

5% CO2的培养箱中无菌培养。

CCK-8实验 将细胞以每孔 3 000个接种至 96孔

板 , 使用 0、2、4、6、8、10 μmol·L-1五氟利多进行处理。

分别处理 24、48、72 h后, 弃去含药培养基。PBS洗涤
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细胞, 加入含 10% CCK-8试剂的无血清培养基, 避光

孵育 2 h后测量 450 nm吸光度 (A) 值。实验重复 3次。

细胞活力(%) = (A 实验组/A 对照组)×100%。

集落形成实验 将细胞以每孔 3×103个接种至 6

孔板中培养 24 h, 更换含 0、1、2、3 μmol·L-1五氟利多的

新鲜培养基培养 2周。固定染色, 记录各孔集落数量。

使用 ImageJ软件统计数据, 计算各组集落形成率。重

复3次。

划痕实验 将细胞以每孔2.5×105个接种于6孔板

中培养至细胞密度 95%以上进行划痕处理。PBS洗涤

细胞后, 记录划痕面积。加入含五氟利多的无血清培

养基培养 24 h (SGC-7901: 0、4、8、12 μmol·L-1; HGC-

27: 0、3、6、9 μmol·L-1), 观察同视野划痕面积。使用

ImageJ计算愈合率。重复3次。

Transwell迁移实验 使用无血清培养基将细胞

以每孔 10 000个接种于上室, 下室加入含五氟利多的

培养基 (SGC-7901: 0、4、8、12 μmol·L-1; HGC-27: 0、3、

6、9 μmol·L-1), 培养 24 h。固定染色, 记录穿膜细胞数

量。用 ImageJ计数, 重复3次。

Hoechst 33342 荧光实验 将细胞浓度调整至每

孔 2×105个 , 接种至 6 孔板中培养 24 h。PBS 冲洗后 , 

加 入 含 五 氟 利 多 的 培 养 基 (SGC-7901: 0、4、8、

12 μmol·L-1; HGC-27: 0、3、6、9 μmol·L-1), 处理 24 h。

染色、清洗。使用荧光显微镜记录随机视野下细胞凋

亡情况, 保持全组图像采集参数一致。扣除背景荧光

后, 使用 ImageJ测定细胞的平均荧光强度, 计算视野

内全体细胞荧光强度均值。每组重复 3次独立实验, 

采用相对荧光强度对结果进行定量分析。

流式细胞术 将细胞以每孔 2×105个接种至 6孔

板 , 24 h 后更换培养基并加入含五氟利多的培养基 

(SGC-7901: 0、4、8、12 μmol·L-1; HGC-27: 0、3、6、

9 μmol·L-1), 培养 24 h。洗涤细胞 , 胰酶消化后离心。

加入 Annexin V-FITC 和 PI 染料避光静置染色。使用

流式细胞仪测定细胞凋亡率。重复3次。

Western blot法检测人胃癌细胞相关蛋白表达 在

对数生长期培养细胞加入含五氟利多的培养基 

(SGC-7901: 0、4、8、12 μmol·L-1; HGC-27: 0、3、6、

9 μmol·L-1) 处理 24 h, 观察细胞状态。冰上裂解细胞

获取总蛋白, BCA法测定蛋白浓度并调整上样量, 煮

沸变性后于−20 ℃保存。取上清加入SDS-PAGE凝胶

后电泳。使用湿法转膜将蛋白转移至PVDF膜。室温

封闭 2 h后, 一抗 4 ℃孵育过夜。次日加入二抗震荡孵

育1 h后显影, ImageJ软件计算条带灰度值并绘制统计

图。实验重复3次。

转录组测序 将 SGC-7901 细胞按每孔 2×105个

接种至 6孔板中培养 24 h后, 加入 0和 8 μmol·L-1五氟

利多处理 24 h。洗涤细胞后胰酶消化 , 离心重悬 , 

Trizol裂解, 干冰保存, 送至北京百迈客生物公司进行

测序。实验设3组平行。

蛋白筛选与分子对接 为筛选 penfluridol的潜在

作用蛋白 , 使用 Schrodinger 2021-1 软件的 LigPrep 模

块进行质子化和结构优化, 并使用已有药效团库进行

靶点筛选。设置目标分子生成构象 200个, 筛选分值

超过 2的蛋白。随后利用AutoDock Vina 1.1.2进行分

子对接, 并使用PyMol软件修饰分子结构, 确定对接中

心点。对接后, 利用PyMol可视化对接结果。

统计学分析 所有实验重复 3次, 使用 SPSS 25.0

软件进行单因素方差分析, P < 0.05说明具有显著性差

异。采用GraphPad Prism 9绘制和展示数据。

结果

1　五氟利多对胃癌细胞增殖与集落形成能力的抑制

作用

采用 0、2、4、6、8、10 μmol·L-1的五氟利多处理胃癌

细胞 (SGC-7901和HGC-27), 通过CCK-8法检测发现: 

随着五氟利多浓度升高, 两株细胞在 24、48、72 h的增

殖活力均呈浓度依赖性下降 (图 1A、B)。经计算得, 五

氟利多作用于SGC-7901和HGC-27细胞 24 h的 IC50分

别为 7.98 和 6.27 μmol·L-1。因此, 选择浓度为 0、4、8、

12 μmol·L-1 (SGC-7901) 和 0、3、6、9 μmol·L-1 (HGC-27) 

的五氟利多处理细胞 (分别作为对照组, 低、中、高剂

量组) 进行后续迁移、侵袭等实验。

为评估五氟利多在较低浓度下长期作用对细胞增

殖潜能的抑制效果, 采用 0、1、2、3 μmol·L-1五氟利多进

行平板克隆实验。结果显示, 3 μmol·L-1五氟利多可显

著抑制两株细胞的集落形成能力 (图1C、D)。

2　五氟利多对胃癌细胞划痕愈合与迁移能力的抑制

作用

为探究五氟利多对胃癌细胞转移的影响, 采用划

痕实验和Transwell迁移实验评估其作用。结果显示: 

经 24 h处理, 五氟利多显著抑制 SGC-7901和HGC-27

细胞的划痕愈合能力 (图 2A、C), 其中 12 μmol·L-1 

(SGC-7901) 和 9 μmol·L-1 (HGC-27) 五氟利多处理组

的抑制作用最为显著; 同时, Transwell实验表明, 随五

氟利多浓度升高, 两株细胞的穿膜数量均显著减少 (图

2B、D)。Western blot 分析上皮−间质转化 (epithelial-

mesenchymal transition, EMT) 标志物显示 , 五氟利多

处理上调 E-cadherin表达, 下调 N-cadherin和 vimentin

表达 (图 2E、F), 进一步证实其通过阻断 EMT 进程抑

制胃癌细胞转移。
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3　五氟利多对胃癌细胞凋亡的诱导作用

采用Hoechst 33342染色检测发现, 五氟利多处理

24 h后, SGC-7901和HGC-27细胞的荧光强度显著增

强, 且强荧光细胞比例随浓度升高而增加 (图3)。流式

细胞术显示, 五氟利多显著提升两株细胞的总凋亡率, 

且最高浓度处理组 (SGC-7901: 12 μmol·L-1; HGC-27: 

9 μmol·L-1) 的早期及晚期凋亡比例均显著高于对照

组。Western blot 结果表明 , 随五氟利多浓度升高 , 

cleaved-caspase3 和 cleaved-PARP 表 达 上 调 , 同 时

caspase3和PARP表达下调。上述数据证明, 五氟利多

以浓度依赖的方式诱导胃癌细胞凋亡。

4　五氟利多处理胃癌细胞前后的转录组学分析

为探究五氟利多的分子机制, 采用微阵列技术分

析 SGC-7901 细胞经五氟利多处理 24 h 后的转录组。

共鉴定 292个差异基因, 包括 79个上调和 213个下调。

KEGG 通路富集分析发现 PI3K-Akt 信号通路在差异

Figure 1　PF inhibits proliferation and colony formation in gastric cancer cells. A, B: Inhibitory effects of PF on cell proliferation (CCK-8 

assay) in SGC-7901 (A) and HGC-27 (B); C, D: Suppression of colony formation by PF in SGC-7901 (C) and HGC-27 (D). n = 3, x̄ ± s. 
*P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control. PF: Penfluridol

Figure 2　PF inhibits migration and epithelial-mesenchymal transition (EMT) in gastric cancer cells. A, C: Suppression of wound healing 

by PF in SGC-7901 (A) and HGC-27 (C); B, D: Inhibition of migration by PF in SGC-7901 (B) and HGC-27 (D); E, F: Regulation of EMT-

related proteins by PF in SGC-7901 (E) and HGC-27 (F). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control
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基因中占比较高 (图4)。该通路作为调控细胞增殖、分

化与凋亡的核心信号轴, 其关键效应分子Akt的异常

活性已被广泛报道与肿瘤发生发展密切相关[9]。

5　五氟利多对HSP90/Akt/MDM2/p53通路蛋白的影响

基于药效团数据库和差异基因筛选潜在靶点, 表

1 按 fitness 评分 (满分 3) 排序显示前 15 名靶点。

HSP90作为Akt的上游分子伴侣, 稳定Akt构象增强其

活性。分子对接显示 , HSP90/Akt/MDM2/p53 通路中

的HSP90AA1和MDM2能与五氟利多形成复合物, 小

分子分别结合于二者活性口袋, 并与MDM2的VAL-93、

HSP90AA1的ASN-51形成氢键以维持结合。Western 

blot表明, 五氟利多浓度升高, HSP90、p-Akt及MDM2

Figure 3　PF induces apoptosis in gastric cancer cells. A, B: Effects of PF on apoptosis in SGC-7901 (A) and HGC-27 (B); C, D: Apoptosis 

phase distribution in SGC-7901 (C) and HGC-27 (D); E, F: Regulation of apoptosis-related proteins by PF in SGC-7901 (E) and HGC-27 

(F). n = 3, x̄ ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Figure 4　Transcriptomic profiling of gastric cancer cells treated with PF
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表达降低, 同时 p53上调 (图 5)。上述结果提示, 五氟

利多通过干预 HSP90/Akt/MDM2/p53 通路发挥作用 , 

验证了靶点预测假设。

讨论

增殖、迁移及抗凋亡是癌细胞的常见恶性表型, 受

多信号通路调控 , 抑制这些行为有助于改善患者预

后[10]。五氟利多为经典抗精神病药, 不良反应小且半

衰期长, 近年研究报道其抗肿瘤活性[11]。本研究通过

CCK-8、集落形成、划痕/Transwell迁移及Hoechst/流式

实验, 证实其以浓度依赖的方式抑制胃癌细胞增殖、迁

移并诱导凋亡。

基于胃癌细胞转录组学分析, KEGG富集显示五

氟利多处理后PI3K-Akt通路显著富集。Akt的过度磷

酸化已被证实与胃癌患者化疗耐药性和不良预后显著

相关[12,13], 提示其作为关键治疗靶点的潜力。在最可

能与五氟利多结合的药物靶点蛋白中, HSP90作为调

控肿瘤转移、侵袭的关键分子伴侣, 可维持 Akt活性, 

促进 MDM2 介导的 p53 降解 , 从而促进癌细胞增

殖[14,15]。分子对接显示 , 五氟利多与 HSP90AA1、

MDM2亲和力较高; Western blot证实随五氟利多浓度

升高, HSP90、p-Akt、MDM2蛋白表达显著下调, 提示

五氟利多与靶标蛋白结合紧密, 并抑制了Akt/MDM2/

p53通路的激活。

本研究的不足之处在于: 虽然证实了五氟利多的

抗胃癌活性, 并发现药物浓度增加能够增强对EMT相

关信号的抑制, 降低肿瘤细胞的迁移能力, 但这种抑制

作用与 EMT 过程的具体分子机制仍需进一步研究。

通过转录组学、药靶预测和分子对接 , 获得了 Akt/

MDM2/p53通路的相关线索, 但五氟利多是否通过靶

向HSP90蛋白、破坏其与Akt的结合来抑制该通路, 还

需要更多实验验证。此外, 本研究仅基于体外细胞实

验, 五氟利多在体内的抗胃癌活性及其对整体生理系

统的影响, 仍需通过动物实验和临床试验进一步探索。

Figure 5　PF modulates the HSP90/Akt/MDM2/p53 signaling pathway. A, B: Molecular docking models of PF with HSP90AA1 (A) and 

MDM2 (B); C, D: Effects of PF on HSP90/Akt pathway-related protein expression in SGC-7901 (C) and HGC-27 (D). n = 3, x̄ ± s. *P < 

0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001 vs control

Table 1　Molecular docking results of potential target proteins binding to PF

Molecule
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF
PF

Matched ligand site
R(9) R(11) R(10)
P(8) R(10) R(9)
H(3) R(11) R(10)
H(4) H(3) R(11) R(10)
H(3) R(10) R(11)
H(4) R(10) R(11)
D(2) R(9) R(11)
H(3) R(10) R(11)
H(4) R(10) R(11)
R(10) R(11) R(9)
A(1) R(10) R(9)
H(4) R(10) R(11)
H(4) R(11) R(10)
H(4) R(10) R(11)
R(9) R(10) R(11)

Fitness
2.32
2.18
2.15
2.09
2.05
1.95
1.94
1.94
1.94
1.91
1.90
1.89
1.89
1.89
1.89

Target_name
HPGDS_HUMAN
CHIA_HUMAN
BLVRB_HUMAN
FAS_HUMAN
AL3A1_HUMAN
RET_HUMAN
GSK3B_HUMAN
S10A4_HUMAN
KC1D_HUMAN
PDE4D_HUMAN
HS90A_HUMAN
MAP2_HUMAN
KC1D_HUMAN
MDM2_HUMAN
CASP6_HUMAN

Gene_name
HPGDS
CHIA
BLVRB
FASN
ALDH3A1
RET
GSK3B
S100A4
CSNK1D
PDE4D
HSP90AA1
METAP2
CSNK1D
MDM2
CASP6
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未来研究可以进一步探讨五氟利多在体内外模型中的

作用机制, 以及与其他抗癌药物的协同作用, 以更全面

地评估其在胃癌治疗中的潜力。

综上所述, 本研究通过多项实验证实, 五氟利多能

够显著抑制胃癌细胞增殖与迁移, 并诱导细胞凋亡, 且

其作用呈浓度依赖性。结合转录组学与分子对接分

析, 本研究进一步揭示五氟利多可能通过靶向HSP90/

Akt/MDM2/p53 信号通路发挥抗癌作用 , 为其作为潜

在胃癌治疗药物提供了实验依据。尽管研究存在一定

局限性, 但进一步的体内实验与临床验证将有助于明

确其应用前景。
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