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新型精胺氧化酶小分子抑制剂SI-4650抗人骨肉瘤活性

及分子机制研究

周 游, 王艳林, 孙丽丹, 曹春雨, 杨建林*

(三峡大学医学院, 肿瘤微环境与免疫治疗湖北省重点实验室, 湖北 宜昌 443002)

摘要: SI-4650是本实验室新近发现的一种新型精胺氧化酶 (spermine oxidase, SMO) 小分子抑制剂, 本研究的

目的是进一步探究SI-4650对人骨肉瘤 143B细胞增殖、迁移能力的影响及其分子机制。研究利用化学发光法和高

效液相色谱法分析SI-4650对 143B细胞中SMO活性的影响; DIOC6(3) 探针染色/流式细胞术分析细胞中活性氧的

堆积水平; MTT法和流式细胞术检测 SI-4650对细胞增殖和周期的影响; Transwell法和Western blot分析细胞迁移

相关蛋白的表达; PI/FITC-Annexin V双染、倒置荧光显微镜观察和Western blot法分析细胞凋亡和自噬。结果显示,

SI-4650可显著性抑制人骨肉瘤 143B细胞内SMO酶活性, 高效抑制 143B细胞的增殖和迁移能力, 并引起S期周期

阻滞, 其机制可能与干扰多胺代谢、活化线粒体介导的细胞凋亡途径和引起自噬性死亡相关。上述研究结果提示,

SI-4650具有用于人骨肉瘤临床治疗的潜在价值。
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Anti-osteosarcoma activity and underlying molecular mechanism of
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Abstract: The purpose of this study is to further explore the effects of SI-4650, a newly discovered small

molecule inhibitor of spermine oxidase (SMO) in our laboratory, on proliferation and migration of human osteo‐

sarcoma 143B cells and its underlying molecular mechanism. Chemiluminescence and high performance liquid

chromatograph were used to analyze the effect of SI-4650 on SMO activity in 143B cells. DCFH-DA-staining /

FCM was used to analyze the accumulation of cellular reactive oxygen species (ROS), whereas MTT and FCM

were used to detect proliferation and cell cycle. Transwell culture and Western blot were used to analyze the expres‐

sion levels of migration-related proteins. PI / FITC-Annexin V / FCM, fluorescence microscopy and Western blot

were used to analyze apoptosis and autophagy. Our results showed that SI-4650 could significantly decrease SMO

activity, inhibit cell proliferation or migration, and induce a S-phase cell cycle arrest in 143B human osteosarcoma

cells. The mechanism may be related to interfering with polyamine metabolism, activating mitochondrial-mediated

apoptosis and causing autophagic death. These results suggest that SI-4650 has the potential for clinical use in

treatment of osteosarcoma.
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天然多胺 (polyamine, PA), 包括腐胺 (putrescine,

Put)、精脒 (spermidine, Spd) 和精胺 (spermine, Spm),

是一类普遍存在于真核细胞并带高密度正电荷的小分

子脂肪族化合物[1]。细胞中的天然多胺能与 DNA、

RNA、蛋白质和磷脂等带负电荷的生物大分子相互作

用, 具有维持染色质结构、调节基因表达、维持细胞膜

稳定和清除自由基等重要生理功能[2,3]。研究发现, 肿

瘤细胞的快速生长高度依赖于细胞内的多胺含量, 耗

竭肿瘤细胞中多胺可有效抑制肿瘤细胞的生长, 由此

干扰多胺代谢和和拮抗多胺促细胞生长与分化的功能

成为抗肿瘤药物设计的新靶标[4,5]。精胺氧化酶

(spermine oxidase, SMO) 是参与多胺分解代谢的关键

酶, 它直接以Spm为底物并将其氧化分解为Spd, 同时

产生活性氧 (H2O2) 和氨基丙醛[6,7]。研究发现 , SMO

表达异常导致的多胺代谢紊乱与包括肿瘤在内的多种

疾病的病理进程密切相关[8,9], SMO高表达是肺癌、前

列腺癌、结肠癌及胃肠癌等恶性肿瘤发生与发展的重

要诱发因素[10-13], 由此特异性靶向 SMO的小分子抑制

剂在相关疾病防治中的潜在应用价值也越来越受到关

注[14,15]。SI-4650 (SMO inhibitor-4650, 分子结构如图 1

所示) 是本实验室运用计算机辅助药物设计结合高通

量虚拟筛选技术得到的一种SMO小分子抑制剂, 前期

研究发现, SI-4650能高效抑制SMO酶活性, 并干扰人

胶质瘤U87细胞内的正常多胺代谢、诱导U87细胞发

生凋亡和自噬性死亡。为进一步评价 SI-4650对不同

肿瘤的杀伤效应及其抑瘤谱, 本研究以人骨肉瘤 143B

细胞作为实验对象, 探究 SI-4650对 143B细胞多胺代

谢和增殖的影响以及可能的作用机制, 以为将SI-4650

用于人骨肉瘤的临床治疗提供基础研究支撑。

材料与方法

试剂、细胞 人骨肉瘤 143B细胞购于中乔新舟生

物制品有限公司, 由肿瘤微环境与免疫治疗湖北省重

点实验室传代保存; SI-4650 (荷兰Specs生物特殊化合

物公司); DMEM培养基 (美国Gibco公司); 胎牛血清、

青霉素/链霉素双抗 (天津市灏洋生物制品科技有限公

司); RIPA 蛋白裂解液 (武汉 Servicebio公司); BCA 蛋

白定量试剂盒、ECL显影液 (美国Thermo Scientific公

司); LC3-Ⅰ/Ⅱ抗体、P62抗体、Beclin-1抗体、聚腺苷二

磷 酸 -核 糖 聚 合 酶 (poly - ADP - ribose polymerase,

PARP) 抗体 (美国CST公司); Bax抗体、Bcl-2抗体、N-

cadherin 抗体、Vimentin 抗体 (美国 Santa Cruz 公司);

Caspase 3抗体 (美国Proteintech公司); E-cadherin抗体

(英国 BD Bioscience 公司); β-actin 抗体 (北京科美博

瑞有限公司); 辣根酶标记二抗 (北京中杉金桥生物技

术有限公司); pEGFP-LC3质粒 (美国Add Gene公司);

FITC-Annexin V 凋亡检测试剂盒、活性氧检测试剂

盒 (上海碧云天生物技术有限公司); DIOC6(3) (3,3'-

dihexyloxacarbocyanine iodide) 探 针 ( 美 国 Thermo

Fisher公司); 3-MA抑制剂 (美国 Selleck公司); 二甲基

亚砜 (dimethyl sulfoxide, DMSO, 美国 Sigma公司); 细

胞培养皿、培养板、8 μm 孔径 Transwell 小室 (美国

Corning公司); PVDF膜 (美国GE公司)。

仪器设备 恒温 CO2细胞培养箱、-80 ℃低温冷

冻冰箱 (日本SANYO公司); 超净工作台 (上海新苗医

疗器械制造有限公司); 4 ℃、-20 ℃冰箱 (青岛海尔

股份有限公司); 5424R 台式高速冷冻离心机 (德国

Eppendorf 公司); Western blot 电泳系统、电转膜系统

(美国Bio-Rad公司); 各式微量移液器 (北京大龙兴创

实验仪器有限公司、德国 Eppendorf公司); Sirius化学

发光检测仪 (德国Berthold公司); Waters e2695高效液

相色谱分析仪 (美国 Waters 公司); TE2000-S 荧光倒

置显微镜 (日本 Nikon 公司); FACSVerse 流式细胞仪

(美国 BD 公司); 全波长酶标仪 (美国 Thermo 公司);

ChemiScope mini化学发光成像显影仪 (上海勤翔科学

仪器有限公司)。

SI-4650 配制 称取 SI-4650 干粉溶解于 DMSO

中 , 配制成浓度为 100 mmol · L-1药物储存液 , 分装后

于-20 ℃低温保存。使用前, 用DMEM完全培养基将

药物储存液稀释至所需浓度。

MTT法检测细胞增殖 将对数生长期的 143B细

胞接种于 96孔细胞培养板中 (1.0×103个细胞/孔), 置

37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中 24 h, 换用含终浓度为

0、10、20、40、80、160 μmol · L-1 SI-4650 的 DMEM 培

养基继续培养 , 每个浓度设置 4 个复孔 , 分别继续培

养 24、48、72 h; 或用 3-MA 预处理 1 h 后换终浓度为

0、40、80 μmol · L-1 SI-4650 的 DMEM 培养基继续培

Figure 1 Molecular structure of SI-4650
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养 48 h, 吸弃培养基, 每孔加入MTT试剂 200 μL (终质

量浓度 0.2 g ·L-1), 于 37 ℃、5% CO2培养箱中孵育 4 h,

吸去 MTT试剂, 每孔再以 150 μL DMSO 充分溶解沉

淀, 用酶标仪于 490 nm波长处检测每孔吸光度值 (A)。

SI-4650对 143B细胞的生长抑制率=[1-(A实验组-A空白组)/

(A阴性对照组-A空白组)]×100%。

化学发光法分析细胞内 SMO 的酶活性 收集

0、40、80 μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h 的 143B 细胞 , 每

样加入 0.083 mol · L-1甘氨酸缓冲液 (pH 8.0) 200 µL,

置于-80 ℃冰箱中低温冻融裂解细胞 , 4 ℃、12 000

r · min-1离心 10 min 收集上清 , BCA 法测定总蛋白浓

度。根据参考文献[16]配制酶反应体系, 化学发光法检

测上清液中SMO的酶活性。

流式细胞术检测细胞内活性氧水平 收集 0、40、

80 μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h 的 143B 细胞 , 用 1 mL

DCFH-DA探针工作液重悬后, 将细胞置 37 ℃培养箱

内孵育 20 min, 每隔 5 min颠倒混匀 1次, 使探针与细

胞充分接触。室温1 000 r·min-1离心5 min, 弃上清, 加

1 mL无血清 DMEM 培养液洗涤细胞 3次, 500 μL 1×

PBS重悬混匀, 流式细胞仪检测DCF荧光强度。

DCFH-DA探针自身无荧光, 能自由穿过细胞膜,

进入细胞后它可被细胞内的酯酶水解生成不能透出细

胞膜的DCFH, 后者可被胞内的活性氧氧化成为具有

荧光的DCF, 其荧光强度可反映细胞内活性氧的积累

水平[17]。

高效液相色谱法 (high performance liquid chro‐

matography, HPLC) 分析细胞内多胺含量 收集 0、

40、80 μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h 的 143B 细胞 , 加入

800 μL 细胞裂解液 , 冰置 30 min、12 000 r · min-1离心

15 min, 取上清液转移至新EP管。BCA法测定上清中

的蛋白浓度, 取总蛋白含量相同的细胞裂解液, ddH2O

补足体积至 800 μL。加入 1 mmol · L-1内标分子 DAH

20 μL、2 mol ·L-1 NaOH 500 μL、苯甲酰氯 10 μL, 涡旋

振荡 30 s, 40 ℃水浴 20 min, 加入 2 mL饱和NaCl溶液

终止反应。反应液用 2 mL乙醚颠倒混匀萃取, 静置分

层, 留取上层乙醚液, 重复萃取 3次, 合并上层萃取乙

醚液, 通风橱中挥发至干。1 mL甲醇溶解沉淀, 经 0.2

μm微孔滤膜过滤至样品瓶中, Waters-e2695高效液相

色谱分析仪分析。分析条件 : Luna C18 色谱柱 (150

mm×4.6 mm, 5 μm) 为固定相, 乙腈-水 (40∶60) 为流动

相, 流速1 mL·min-1, 检测波长254 nm, 柱温30 ℃。

Transwell 法分析细胞迁移能力 收集 0、40、80

μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h 的 143B 细胞 , 用含 0.2%

BSA 的 DMEM 培养基重悬 (每毫升 2.5×105个细胞)。

向 24孔细胞培养板中加含 20% FBS的 DMEM (每孔

800 μL), 将Transwell小室放入加有上述培养基的培养

孔 , 并分别向小室内加入 143B 细胞悬液 200 μL, 置

37 ℃、5% CO2培养箱中继续培养 18 h, 取出Transwell

小室, 轻轻吸弃小室内的细胞培养基, 1×PBS润洗小室

3次后, 4%多聚甲醛固定 30 min。1×PBS润洗小室 3

次, 结晶紫溶液染色 15 min, 1×PBS润洗小室 3次, 湿

棉签拭去小室内侧面的细胞, 将小室放在滴有 1×PBS

的载玻片上, 倒置显微镜下观察。

流式细胞术检测细胞周期改变 收集 0、40、80

μmol · L-1 SI-4650 分别处理 24、48 h 的 143B 细胞 , 用

1.5 mL预冷 75%乙醇 (1×PBS配制) 重悬细胞, 4 ℃固

定过夜。室温 1 000 r ·min-1离心 5 min后, 弃上清, 加

1.5 mL 1×PBS洗涤细胞, 室温 1 000 r·min-1离心 5 min,

弃上清。以 500 μL 1×Binding buffer (PBS配制, 含 50

μg · mL-1 RNase 和 0.1% TritonX-100) 重悬细胞 , 加入

0.5 g · L-1碘化丙啶 (propidium iodide, PI) 20 μL, 避光

条件下37 ℃水浴30 min, 流式细胞仪检测细胞周期。

流式细胞术检测细胞凋亡 收集 0、40、80

μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h 的 143B 细胞 , 用 100 μL

1×Binding buffer 重悬后 , 加入 5 μL FITC-Annexin V

和 5 μL PI 混匀 , 25 ℃避光孵育 15 min, 再以 400 μL

1×Binding buffer重悬混匀, 流式细胞仪检测细胞凋亡。

流式细胞术检测细胞线粒体膜电位改变 收集

0、40、80 μmol·L-1 SI-4650处理 48 h的 143B细胞, 用无

血清DMEM培养基洗涤细胞 1次。用无血清DMEM

培养液稀释的 DIOC6(3) 探针 (1∶2 000) 1 mL 重悬细

胞 , 置 37 ℃细胞培养箱内孵育 20 min, 每隔 5 min 颠

倒混匀 1次。室温 1 000 r·min-1离心 5 min, 弃上清, 用

1 mL 无血清 DMEM 培养液洗涤细胞 3 次 , 以 500 μL

1×PBS重悬混匀, 流式细胞仪检测DIOC6(3) 探针的绿

色荧光。

DIOC6(3) 是一种可以透过细胞膜的阳离子染料,

聚集在正常线粒体内的DIOC6(3) 主要以聚合物的形

式存在并发出红色荧光, 当线粒体膜电位下降或丧失

时, DIOC6(3) 主要以单体的形式游离存在于胞浆内并

产生绿色荧光, 因此细胞内绿色荧光强弱的改变可显

示细胞内线粒体膜电位的变化[18]。

倒置荧光显微镜观察细胞内自噬小体的形成 将

143B细胞悬液按 1.5×105个细胞/孔接种于六孔板, 继

续培养至细胞融合度约 80% 时, 用 Thermo TurboFect

脂质体转染法将 2 μg pEGFP-LC3质粒转染至 143B细

胞中。转染 24 h后, 加入 40、80 μmol·L-1 SI-4650继续

培养 48 h, 以不加 SI-4650处理的转染细胞作为对照。

倒置荧光显微镜下观察外源性重组绿色荧光蛋白

GFP-LC3的亚细胞定位, 由此分析 143B细胞中自噬小
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体的形成。

Western blot检测细胞凋亡、自噬、迁移相关蛋白

表达水平 收集 0、40、80 μmol · L-1 SI-4650单独处理

48 h 或 3-MA 预处理 1 h 后联合 SI-4650 处理 48 h 的

143B细胞, 100 μL RIPA裂解液冰上裂解 30 min, 4 ℃、

12 000 r · min-1离心 15 min, 取上清液转移至新的 1.5

mL EP管中。BCA法测定上清中的总蛋白浓度, 取含

60 μg 总蛋白的上清液 , 加 1/4 体积 5×上样缓冲液 ,

100 ℃煮沸 10 min。蛋白样品经 SDS-PAGE 分离 , 电

转至 PVDF 膜。膜用 5% 脱脂牛奶 (TBST 配制) 室温

封闭 2 h, TBST洗膜 10 min×3次; 加对应一抗于 4 ℃孵

育过夜, TBST洗膜 10 min×3次; 加对应二抗室温孵育

2 h, TBST洗膜 10 min×3次, ECL化学发光法检测蛋白

表达量。

统计学方法 采用 SPSS 13.0统计软件。计量资

料以
-
x±s表示, 两组间比较采用独立样本 t检验, 设置

检验水准为α=0.05。

结果

1 SI-4650抑制143B细胞增殖

MTT法检测结果显示, SI-4650能有效抑制 143B

细胞增殖, 且抑制率呈作用时间和药物浓度依赖性 (图

2)。使用GraphPad Prism7软件分析, SI-4650处理143B

细胞 48 h的 IC50值为 (79.85±3.32) μmol · L-1。以此为

依据, 后续实验中以终浓度为 40、80 μmol·L-1 SI-4650

处理 48 h的 143B细胞作为实验组, 以 0 μmol·L-1处理

48 h的143B细胞作为对照组。

2 SI-4650诱导143B细胞发生周期阻滞

流式细胞术分析结果显示 , 与对照组细胞相比 ,

SI-4650处理可使 143B细胞周期发生浓度依赖性的显

著性改变, S期细胞数量显著增多, 而G0/G1期和G2/M

期细胞数量减少 , 提示 SI-4650 可抑制 143B 细胞增

殖 (表1)。

3 SI-4650抑制143B细胞内SMO的酶活性

143B 细胞经过 0、40、80 μmol · L-1 SI-4650 处理

48 h后, 分别用化学发光法、流式细胞术和HPLC法检

测细胞中 SMO活性。与对照组细胞相比, SI-4650处

理后的细胞中 SMO酶活性明显下降 (图 3A), 且具有

浓度依赖性 (P<0.01); 随 SI-4650浓度的增加, 细胞中

SMO底物 Spm逐渐增多而产物 Spd随之减少 (图 3B),

同时H2O2的含量也呈下降趋势 (图 3C), 细胞中总多胺

含量也显著下降。提示SI-4650能有效抑制 143B细胞

中 SMO酶活性, 阻滞 Spm转化为 Spd的酶促反应, 干

扰多胺代谢, 减少肿瘤细胞中总多胺含量。

4 SI-4650抑制143B细胞迁移

用Transwell技术分析了SI-4650对143B细胞迁移

能力的影响, 结果发现与对照细胞相比, SI-4650处理

后穿过膜孔的细胞数显著减少, 提示SI-4650高效抑制

143B细胞迁移, 且抑制能力呈浓度依赖性 (图4A～C)。

进一步用 Western blot检测了迁移相关蛋白的表

达水平, 随着 SI-4650浓度的增加, 143B细胞中 I类经

典钙黏蛋白 E-cadherin的表达量逐渐升高, 而钙黏蛋

白 N-cadherin 和波形蛋白 Vimentin 表达量减少 (图

4D)。提示 SI-4650抑制 143B细胞迁移的机制可能与

增加细胞间黏附, 降低细胞运动能力, 诱导肿瘤细胞向

上皮表型细胞转化相关。

5 SI-4650诱导143B细胞凋亡

PI/FITC-Annexin V双染流式细胞术检测显示 (图

5A), 143B 细胞经 40、80 μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h,

FITC-Annexin V (+)/PI (-) 和FITC-Annexin V (+)/PI (+)

细胞数量均随SI-4650浓度增高而增加。提示SI-4650

诱导143B细胞发生凋亡。

Western blot 检测 143B 细胞凋亡相关蛋白和流

式细胞术分析细胞线粒体膜电位 (图 5B和C), 结果可

见 SI-4650 能引起 143B 细胞内标志性凋亡降解蛋白

c-PARP表达水平明显增加; 上调促凋亡蛋白 Bax、下

调凋亡抑制蛋白Bcl-2的表达水平, Bax/Bcl-2比值显

著升高; 全长的Caspase 3表达减少, 被切割后有活性

的 c-Caspase 3 含量显著增加 ; 单体 DIOC6(3) 的绿色

Figure 2 SI-4650 inhibited proliferation of 143B cells. 143B

cells were treated with SI-4650 (0, 10, 20, 40, 80, 160 μmol · L-1)

for 24, 48 and 72 h, and then the inhibitory rate of cell prolifera‐

tion was detected by MTT assay. x̄ ± s, n = 3. *P<0.05, **P<0.01,
***P<0.001 vs control (0 μmol·L-1)

Table 1 Effect of SI-4650 on cell cycle of 143B cells.
-
x ± s, n = 3.

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

SI-4650/μmol·L-1

0
40
80

G0/G1/%
55.72±2.61
49.08±0.69*

43.39±1.99**

S/%
24.77±1.47
33.59±1.89**

41.86±0.43***

G2/M/%
19.52±1.15
17.34±2.58
14.76±2.42*
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荧光峰值随着药物浓度的升高逐渐右偏, 表明线粒体

膜电位随 SI-4650 浓度的升高而逐渐降低 , 提示 SI-

4650通过活化线粒体依赖的细胞凋亡途径诱导 143B

细胞发生凋亡。

6 SI-4650诱导143B细胞自噬

143B细胞用 pEGFP-LC3真核表达质粒转染 24 h

后 , 分别用 0、40、80 μmol · L-1 SI-4650 处理 48 h, 倒置

荧光显微镜下观察 143B 细胞中外源性表达的 GFP-

Figure 3 Effects of SI-4650 on SMO activity in 143B cells. After treating with SI-4650 (0, 40, 80 μmol ·L-1) for 48 h, chemiluminescence

assay was used to analyze the enzymatic activity of intracellular SMO (A); HPLC was used to analyze the changes of cellular polyamine

contents (B); DCFH-DA probe staining/flow cytometry was used to analyze the accumulation of cellular reactive oxygen species (C).
-
x ± s, n = 3. **P<0.01, ***P<0.001 vs control

Figure 4 Effect of SI-4650 on migration ability of 143B cells. 143B cells were treated with SI-4650 (A: 0 μmol·L-1, B: 40 μmol·L-1, C: 80

μmol·L-1) for 48 h and then the migration ability of 143B cells was detected by Transwell assay (200×); D: Expression level of migration-

related protein determined by Western blot assay and quantized graph.
-
x ± s, n = 3. ***P<0.01 vs control
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LC3融合蛋白的亚细胞定位。结果如图6A所示, GFP-

LC3荧光蛋白在对照组 143B细胞中呈弥散性均匀分

布, 而在 SI-4650处理的细胞中, GFP-LC3荧光蛋白呈

斑点状聚集 , 这种聚集随 SI-4650 浓度的增加更加显

著。上述研究结果提示 , SI-4650 能诱导细胞发生自

噬 , 使得 GFP-LC3 融合蛋白向自噬小体大量转移和

聚集。

用Western blot分析自噬相关蛋白的表达, 结果发

现 (图 6B), 143B 细胞中的自噬活化蛋白 Beclin-1、标

志性自噬微管蛋白LC3-Ⅱ以及自噬转运蛋白P62的表

达水平均随SI-4650浓度的增高而显著增加, 以上结果

提示SI-4650能诱导143B细胞发生自噬性死亡。

为分析 143B细胞发生自噬是SI-4650抗人骨肉瘤

143B细胞分子机制之一还是肿瘤细胞在药物压力下

的自我保护作用, 进一步观察了自噬抑制剂 3-MA阻

滞肿瘤细胞自噬流进程后SI-4650对 143B细胞的抑制

作用。结果显示 (图6C、表2), 与单独SI-4650处理48 h

143B 细胞相比较 , 2.5 mmol · L-1 3-MA 预处理后再使

Figure 5 Effect of SI-4650 on apoptosis of 143B cells. A: FCM was used to determine effect of SI-4650 on apoptotic rate of 143B cells; B:

Western blot assay was used to determine expression levels of apoptosis-related proteins and quantized graph; C: FCM assay combined with

DIOC6(3) probe to detect the change of MMP.
-
x ± s, n = 3. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 vs control
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用 SI-4650作用 48 h的 143B细胞中Beclin-1和 LC3-II

表达减少 , 同时 40、80 μmol · L-1 SI-4650 对 143B 细胞

的抑制率分别从 22.86% 和 55.38% 下降为 8.26% 和

28.67%, 表明 3-MA 预处理能抑制 SI-4650 诱导 143B

细胞自噬, 同时减弱 SI-4650对 143B肿瘤细胞的生长

抑制作用, 提示SI-4650诱导细胞自噬性死亡是其抗人

骨肉瘤143B细胞分子机制之一。

讨论

骨肉瘤是最常见的原发性恶性骨肿瘤, 它起源于

间叶组织, 恶性程度高, 好发于长骨干骺端, 易经血液

循环传播引起肺转移而导致死亡。目前该肿瘤的治疗

以手术和放、化疗为主, 但疗效有限, 病死率高[19]。为

探索SI-4650是否具有抗骨肉瘤临床应用潜能, 本实验

探究了SI-4650对人骨肉瘤 143B细胞增殖、迁移、凋亡

和自噬的影响及其可能的分子机制, 以期为开发更有

效的骨肉瘤临床治疗新药提供理论和实验依据。

SMO 是参与多胺分解代谢的关键酶 , 能将底物

Spm转化为 Spd, 同时生成 3-氨基丙醛和H2O2
[6,7]。鉴

于 SI-4650是以 SMO为靶点设计、筛选得到的小分子

抑制剂, 本研究首先利用化学发光法、流式细胞技术、

HPLC法验证SI-4650对 143B细胞中SMO酶活性的影

响。结果显示随着 SI-4650浓度的增加, 143B细胞中

SMO 酶活性显著降低 , 酶促反应产物 Spd 和 H2O2的

含量水平逐步下降, 而底物 Spm浓度增加。同时发现

SI-4650 能高效抑制 143B 细胞的增殖 (48 h, IC50 为

79.85±3.32 μmol·L-1), 且抑制效应与SI-4650作用时间

Table 2 Inhibition rate of 3-MA and SI-4650 on growth of 143B

cells.
-
x ± s, n = 3. **P<0.01,***P<0.001 vs SI-4650 (40/80 μmol·L-1)

Inhibitor

3-MA 0 mmol·L-1

3-MA 2.5 mmol·L-1

SI-4650 / μmol·L-1

0

0

9.33±4.43

40

22.86±4.53

8.26±6.83**

80

55.38±2.62

28.67±2.81***

Figure 6 Effect of SI-4650 on autophagy of 143B cells. A: Fluorescence microscope was used to observe subcellular distribution of GFP-

LC3 fusion protein in 143B cells (1 500×); B: Western blot assay was used to determine expression levels of autophagy-related proteins. C:

Western blot assay was used to determine expression levels of autophagy-related proteins of 143B cells treated by 2.5 mmol · L-1 3-MA and

80 μmol·L-1 SI-4650.
-
x ± s, n = 3. *P<0.05, ***P<0.001 vs control; #P<0.05, ###P<0.001 vs SI-4650 (80 μmol·L-1)
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和剂量呈正相关性。由此证实了SI-4650作为SMO的

有效抑制剂, 能通过直接抑制SMO酶活性, 阻滞SMO

参与的多胺代谢途径, 影响 Spm的转化, 减少总多胺

含量, 干扰 143B肿瘤细胞正常的多胺代谢过程从而抑

制人骨肉瘤143B细胞增殖。

随后 SI-4650抗 143B肿瘤机制分析发现, SI-4650

还能通过诱导凋亡和自噬而显著地抑制肿瘤细胞分

裂, 并将瘤细胞阻滞于S期。在SI-4650诱导143B细胞

发生凋亡的过程中, 促凋亡蛋白Bax 表达上调, 而凋亡

抑制蛋白Bcl-2的表达则显著性下降, Bax高表达后形

成的Bax-Bax同源二聚体将在线粒体膜上形成跨膜离

子通道, 导致线粒体跨膜电位的下降、崩溃和细胞色素

C等促凋亡因子大量释放进入胞浆, 它们进一步激活

细胞内的Caspase相关级联反应, 导致包括Caspase-3

在内的凋亡相关Caspase蛋白酶原被切割为具有活性

的 c-Caspase。后者进一步剪切凋亡降解底物 PARP,

导致细胞内其降解产物 c-PARP 的水平大幅升高 , 从

而诱导细胞出现不可逆的细胞凋亡。与此相一致的

是 , SI-4650 处理引起 143B 细胞内凋亡标志性蛋白

c-PARP表达增加; FITC-Annexin V (+)/PI (-) 早期凋亡

细胞和 FITC-Annexin V (+)/PI (+) 晚期凋亡细胞数均

明显增多。以上结果提示, SI-4650能通过线粒体途径

诱导人骨肉瘤143B细胞发生凋亡。

细胞凋亡和细胞自噬之间存在相互影响和相互关

联的机制。在特定的情况下, 二者之间有相互促进、相

互拮抗和相互协调的关系特征, 两者之间的复杂关系,

形成促进肿瘤细胞死亡的“双保险”机制[20-22]。自噬激

活相关蛋白 Beclin-1是形成自噬体的关键分子之一,

它介导自噬相关蛋白定位于吞噬泡, 并与多种蛋白相

互作用共同调控自噬体的形成与成熟。LC3一般以可

溶性LC3-Ⅰ的形式存在, 自噬发生时LC3和自噬泡膜

表面的磷脂酰乙醇胺结合, 转变为脂溶性的 LC3-Ⅱ,

LC3-Ⅱ的表达水平与自噬活性呈正比, 是公认的自噬

活性标志分子[23]。P62在自噬早期作为一种转运载体

蛋白, 招募并携带胞内待降解成分向自噬小体转运聚

集, 并结合到LC3-II上。在自噬晚期, 它又作为选择性

的自噬底物在自噬溶酶体内被降解[24-26]。本研究发

现, SI-4650引起 143B细胞内外源性表达的GFP-LC3

蛋白由弥散分布向斑点聚集状态转化 , 同时 143B 细

胞中自噬相关蛋白 Beclin-1、LC3-II 和 P62 蛋白表达

水平均显著增加 , 说明 SI-4650 有效诱导人骨肉瘤

143B细胞发生自噬。为验证 143B细胞发生自噬是否

为SI-4650抗人骨肉瘤143B细胞分子机制之一, 使用自

噬抑制剂 3-MA预处理肿瘤细胞后再将 SI-4650作用

143B细胞。结果发现, 3-MA预处理有效减少SI-4650

引起的自噬活化蛋白Beclin-1和自噬标志蛋白LC3-II

的表达, 抑制SI-4650诱导的 143B细胞自噬流进程; 与

此同时, 40、80 μmol·L-1 SI-4650对 143B细胞增殖抑制

率分别从 22.86% 和 55.38% 下降为 8.26% 和 28.67%,

说明干扰 143B细胞自噬发生会减弱SI-4650对肿瘤细

胞的抑制作用。以上结果提示 SI-4650有效诱导人骨

肉瘤 143B细胞发生自噬性死亡, 此过程是 SI-4650抗

肿瘤药理活性分子机制之一。

上皮间质转化 (epithelial to mesenchymal transi‐

tion, EMT) 是指在某些特定的生理及病理条件下, 上

皮细胞失去极性, 细胞间以及细胞与基底膜的连接减

弱, 细胞外基质重塑, 使上皮细胞转变为具有移行能力

的间质细胞的过程[27]。研究表明, EMT与肿瘤细胞的

侵袭和迁移能力密切相关[28-30]。作为 EMT进程标志

性蛋白, I类经典钙黏蛋白E-cadherin是细胞表面的跨

膜糖蛋白, 构成细胞间黏附性链接的重要组成部分, 抑

制 E-cadherin 表达将促进细胞的迁移、侵袭及转移 ;

N-cadherin是一种细胞黏附分子, 参与细胞间的黏附,

维持组织结构和形态的稳定, 其过度表达则引起细胞

黏附功能降低, 导致肿瘤细胞转移发生; Vimentin是中

间纤维蛋白家族的主要成员, 上皮间质转化的标志性

蛋白之一。EMT演变过程中伴随着细胞黏附分子标志

蛋白如 E-cadherin的表达下调和Vimentin、N-cadherin

等间质表型蛋白上调。本研究发现SI-4650引起 143B

细胞 E-cadherin 表达上调和 Vimentin、N-cadherin 表

达下调 , 同时高效抑制 143B 细胞的迁移能力。提示

SI-4650抑制 143B细胞迁移可能与诱导肿瘤细胞从间

质表型细胞向上皮表型细胞转化, 增加细胞间黏附, 减

弱细胞运动能力相关。

综上所述, 本研究证实, 作为一种新型 SMO小分

子抑制剂, SI-4650具有高效抑制人骨肉瘤 143B细胞

增殖和迁移能力的药理活性, 其机制可能与干扰多胺

代谢、阻滞细胞周期, 诱导细胞凋亡, 引起自噬性死亡

及促进间质上皮转化相关, 具有用于人骨肉瘤临床治

疗的潜在价值。
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