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摘要：目的　探讨依托咪酯调控哺乳动物西罗莫司靶蛋白（ｍＴＯＲ）／沉默信息调
节因子１（ＳＩＲＴ１）基因表达对膀胱癌 ＢＩＵ－８７细胞增殖、侵袭和迁移的影响。
方法　将ＢＩＵ－８７细胞分为正常组、阳性对照组和低、中、高剂量实验组。正常
组给予正常培养；阳性对照组给予含终质量浓度为１５ｍｇ·ｍＬ－１紫杉醇的ＭＥＭ
培养基进行干预；低、中、高剂量实验组分别给予含终质量浓度为 １１２５０、
２２５００和４５０００ｍｇ·Ｌ－１的依托咪酯的ＭＥＭ培养基进行干预。干预２４ｈ后，
用细胞划痕法检测细胞的迁移能力，用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞的侵袭能力，用酶
联免疫吸附试验法检测细胞中葡萄糖和乳酸水平，用蛋白质印迹法检测ｍＴＯＲ、
ＳＩＲＴ１和基质金属蛋白酶（ＭＭＰ）蛋白的表达水平。结果　中、高剂量实验组和
阳性对照组、正常组的侵袭细胞数分别为（２４８５６±５６７）、（１１７３７±１６７２）、
（７６５４±８２３）和（３７６４０±５３４１）个，迁移距离分别为（２２３０±２８９）、
（１３６７±５４６）、（８６３±２０７）和（３８２４±５２４）μｍ，葡萄糖水平分别为
（３８９７±２４３）、（２９７５±３５８）、（２１５２±４２０）和（６４２６±７２６）μｍｏｌ·Ｌ－１，
乳酸水平分别为 （３７３６±３２９）、（２０３２±５６７）、（１４７６±２３７）和
（５１５２±３１０）μｍｏｌ·Ｌ－１，磷酸化 ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值分别为 ０２６±００５、
０２０±００４、０１５±００３和 ０４７±００７，ＳＩＲＴ１蛋白相对表达水平分别为
０２３±００１、０１８±００２、００９±００２和０７２±０１３，ＭＭＰ－９蛋白相对表达水
平分别为０１９±００５、０１４±００１、０１０±００１和０２８±００４。中、高剂量实验
组的上述指标分别与阳性对照组和正常组比较，在统计学上差异均有统计学意

义（均Ｐ＜００５）。结论　依托咪酯能够通过抑制 ｍＴＯＲ／ＳＩＲＴ１的表达，进而有
效地抑制ＢＩＵ－８７细胞的增殖、侵袭和迁移。
关键词：依托咪酯；哺乳动物类西罗莫司靶蛋白／沉默信息调节因子１；膀胱癌；
细胞增殖；细胞侵袭；细胞迁移
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Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍａｍｍａｌｉａｎｓｉｒｏｌｉｍｕｓｌｉｋｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｔｅｉｎ（ｍＴＯＲ）／ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ
ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１（ＳＩＲＴ１）ｇｅｎｅｔｏｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，
ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓＭｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅ
ＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－ＨｇｒｏｕｐｓＴｈｅｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｗａｓｇｉｖｅｎｎｏｒｍａｌ
ｃｕｌｔｕｒｅ；ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗａｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐａｃｌｉｔａｘｅｌａｔａｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１５ｍｇ·ｍＬ－１；ｔｈｅ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－ＨｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＭＥＭ ｍｅｄｉｕｍ
ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｅｔｏｍｉｄａｔｅａｔｆｉｎａｌｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ１１２５０，２２５００ａｎｄ
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　　　４５０００ｍｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＡｆｔｅｒ２４ｈｏｕｒｓｏｆｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ，ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌ
ｓｃｒａｔｃｈｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎａｂｉｌｉｔｙｏｆｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｔｈｅＴｒａｎｓｗｅｌｌｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｌａｃｔａｔｅ
ｉｎｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇｅｎｚｙｍｅ－ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ａｎｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍＴＯＲ，ＳＩＲＴ１ａｎｄ
ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｕｓｉｎｇＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇＲｅｓｕｌｔｓ　Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｖａｓｉｖｅｃｅｌｌｓ
ｉｎｔｈｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐｗａｓ２４８５６±５６７，１１７３７±１６７２，
７６５４±８２３ａｎｄ３７６４０±５３４１；ｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｉｓｔａｎｃｅｓｗｅｒｅ（２２３０±２８９），（１３６７±５４６），（８６３±２０７）
ａｎｄ（３８２４±５２４）μｍ；ｔｈｅｇｌｕｃｏｓｅｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（３８９７±２４３），（２９７５±３５８），（２１５２±４２０）ａｎｄ
（６４２６±７２６）μｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｌａｃｔａｔｅｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅ（３７３６±３２９），（２０３２±５６７），（１４７６±２３７）ａｎｄ
（５１５２±３１０）μｍｏｌ·Ｌ－１；ｔｈｅｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍＴＯＲ／ｍＴＯＲｒａｔｉｏｓｗｅｒｅ０２６±００５，０２０±００４，０１５±００３ａｎｄ
０４７±００７；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＳＩＲＴ１ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０２３±００１，０１８±００２，００９±００２ａｎｄ
０７２±０１３；ｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ－９ｐｒｏｔｅｉｎｗｅｒｅ０１９±００５，０１４±００１，０１０±００１ａｎｄ
０２８±００４，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｏｆａｂｏｖｅｉｎｄｅｘｅｓｉｎ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ａｌｌＰ＜００５）Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｅｔｏｍｉｄａｔｅｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ
ｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ，ｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓｂｙｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｍＴＯＲ／ＳＩＲＴ１
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｅｔｏｍｉｄａｔｅ；ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ／ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；ｂｌａｄｄｅｒｃａｎｃｅｒ；ｃｅｌｌ
ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；ｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎ；ｃｅｌｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ

　　目前，手术、放疗、化疗和联合治疗是治疗膀胱癌
（ｂｌａｄｄｅｒｃａｒｃｉｎｏｍａｒ，ＢＣ）的主要方法［１－２］。然而，大

多数 ＢＣ患者的中位生存率仍然很低［３］。研究显示，

依托咪酯可以下调基质金属蛋白酶２（ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏ
ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ２，ＭＭＰ－２）和 ＭＭＰ－９表达，抑制肿瘤细
胞的迁移和侵袭［４］。哺乳动物西罗莫司靶蛋白

（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎ，ｍＴＯＲ）作为磷脂酰肌
醇３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／蛋白激
酶Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ，Ａｋｔ）通路的下游效应分子，通
过激活 ＰＩ３Ｋ信号通路，调节细胞生长、增殖和存
活［５］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路在细胞增殖中发
挥重要作用，该信号通路在多种人类癌症中被异常

激活，包括 ＢＣ［６］。在肿瘤微环境（如胃癌、ＢＣ和
肝癌）中，沉默信息调节因子１（ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒ１，ＳＩＲＴ１）作为肿瘤抑制因子对浸润的肿
瘤细胞起到抑制作用［７－８］。本实验旨在探索依托咪

酯是否通过调控 ｍＴＯＲ／ＳＩＲＴ１表达来抑制 ＢＩＵ－８７
细胞的增殖、侵袭和迁移，为依托咪酯治疗ＢＣ提供理
论依据。

材料与方法

１　材料
细胞株　人膀胱癌细胞（ＢＩＵ－８７），购自中国科

学院上海生命科学研究院细胞资源中心。

药品与试剂　依托咪酯，规格：每瓶２０ｍｇ，批号：
ＰＭ１６００００４４，德国 Ｂｒａｕｎ有限公司生产；紫杉醇，规

格：每瓶１００ｍｇ，批号：Ｔ７１９１－５ＭＧ，美国 Ｓｉｇｍａ公司
生产。ＭＥＭ完全培养基、胎牛血清，均购自上海中乔
新舟生物科技有限公司；细胞计数试剂盒 －８（ｃｅｌｌ
ｃｏｕｎｔｉｎｇｋｉｔ－８，ＣＣＫ－８）检测试剂盒，北京博奥森生
物技术有限公司生产；ＰＩ３Ｋ、Ａｋｔ、磷酸化 －Ａｋｔ（ｐｈｏｓ
ｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－Ａｋｔ，ｐ－Ａｋｔ）、ｍＴＯＲ、磷酸化 －ｍＴＯＲ
（ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄ－ｍＴＯＲ，ｐ－ｍＴＯＲ）、ＳＩＲＴ１、ＭＭＰ－９、
β－ａｃｔｉｎ抗体，均由美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司生产。

仪器　ＣＸ４３显微镜，日本奥林巴斯公司产品；
ＨＢＳ－１０９６Ｂ酶标仪，南京德铁实验设备有限公司产
品；ＢｉｏｒａｄＢｉｏｒａｄＰＲＯＴＥＡＮⅡ ｘｉ垂直电泳仪，美国
ＢＤ公司产品。
２　实验方法
２１　依托咪酯半数抑制浓度（５０％ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＩＣ５０）的确定

体外培养 ＢＩＵ－８７细胞，将其密度调整至
１０×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，按每孔１００μＬ接种于９６孔板
中，分别用 ５０００００、２５００００、１２５０００、６２５００、
３１２５０、１５６２５、７８１３、３９０６和１９５３ｍｇ·Ｌ－１的依
托咪酯干预 ２４、４８、７２ｈ后，每孔加入 ＣＣＫ－８溶液
１０μＬ，继续培养４ｈ。用酶标仪在４５０ｎｍ处测量各
孔的光密度（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）值，并计算细胞增殖
率，确定依托咪酯的ＩＣ５０。
２２　细胞分组与处置方法

将ＢＩＵ－８７细胞分为对照组、阳性对照组和低、
中、高剂量实验组。正常组给予正常培养；阳性对照

组给予含终质量浓度为１５ｍｇ·ｍＬ－１紫杉醇的 ＭＥＭ
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

培养基进行干预；低、中、高剂量实验组分别给予含终

浓度为 １／８ＩＣ５０、１／４ＩＣ５０和 １／２ＩＣ５０的依托咪酯的
ＭＥＭ培养基进行干预。干预２４ｈ后，进行后续实验。
２３　细胞划痕法检测细胞的迁移能力［９］

调整细胞密度为５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至６孔
板中，待贴壁后用 ２００μＬ枪头的尖端垂直划线，用
ＭＥＭ培养基冲洗划痕，拍下０ｈ的划痕，按“２２”的方
法进行分组和处置，每组设１０个复孔，培养２４ｈ后再
次拍照记录，用ＩｍａｇｅＪ软件分析划痕宽度，计算迁移
距离。

２４　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法检测细胞的侵袭能力［１０］

调整细胞密度为 ２×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至 ２４
孔Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中，下室加入 ＭＥＭ培养基，按“２２”
的方法进行分组和处置，每组设１０个复孔，培养２４ｈ
后，用甲醛固定３０ｍｉｎ，再用结晶紫染色１５ｍｉｎ。待
双蒸水冲洗后，用湿棉棒擦去上室底部膜表面的细

胞，在显微镜下（２００倍）随机拍照并计数。
２５　蛋白质印迹法检测相关蛋白的表达水平［１１］

调整细胞密度为５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至６孔
板中，待贴壁后按“２２”方法进行分组和处置，每组设
１０个复孔，培养２４ｈ后收集细胞，用预冷磷酸盐缓冲
液洗３次，加入ＲＩＰＡ细胞裂解液１００μＬ裂解３０ｍｉｎ，
以１２×１０４ｒ·ｍｉｎ－１离心 １５ｍｉｎ，收集上清液。按
１∶４的比例加入５×十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝
胶电泳蛋白上样缓冲液，沸水煮３０ｍｉｎ，进行电泳（每
孔２０μＬ）。经切胶、转膜、封膜后，将膜与 ＰＩ３Ｋ
（１∶８００）、Ａｋｔ（１∶１０００）、ｐ－Ａｋｔ（１∶１５００）、ｍＴＯＲ
（１∶１０００）、ｐ－ｍＴＯＲ（１∶２０００）、ＳＩＲＴ１（１∶２０００）、
ＭＭＰ－９（１∶２０００）和β－ａｃｔｉｎ（１∶４０００）进行孵育，过
夜（４℃），用洗涤液洗涤后，用免疫球蛋白 Ｇ抗体
　　

（１∶２０×１０４）在室温孵育０５ｈ，再洗涤后用 ＥＣＬ发
光液进行显色，采集图像后以 β－ａｃｔｉｎ作为内对照，
用ＩｍａｇｅＪ软件分析目的蛋白相对表达水平。
２６　酶联免疫吸附试验法检测细胞中葡萄糖和乳酸
的水平［１２］

调整细胞密度为５×１０５ｃｅｌｌ·ｍＬ－１，接种至６孔
板中，待贴壁后按“２２”的方法进行分组和处置，每组
设１０个复孔，培养２４ｈ后，收集细胞，用预冷的磷酸
盐缓冲液洗 ３次，再加入预冷的磷酸盐缓冲液
（０１ｍＬ）制成匀浆，以 １２×１０４ ｒ·ｍｉｎ－１离心
１０ｍｉｎ，取上清液，根据试剂盒说明书的步骤进行操
作，检测葡萄糖和乳酸的水平。

３　统计学处理
用 ＳＰＳＳ２２０软件进行统计分析。计量资料用

珋ｘ±ｓ表示，多组比较用单因素方差分析，两两比较用
ＳＮＫ－ｑ检验。

结　　果

１　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞增殖的影响
当依托咪酯质量浓度≥７８１３ｍｇ·Ｌ－１时，与

０ｍｇ·ｍＬ－１组相比，ＢＩＵ－８７细胞的增殖率均显著降
低，在统计学上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；
干预２４、４８、７２ｈ后，依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞的ＩＣ５０
分别为８８２６５、９１２５９和９８９２６ｍｇ·Ｌ－１。故选用
２４ｈ作为干预时间，１／８ＩＣ５０、１／４ＩＣ５０和１／２ＩＣ５０分别
为１１２５０、２２５００和４５０００ｍｇ·Ｌ－１作为最高干预
剂量。结果见表１。
２　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞侵袭和迁移的影响

低、中、高剂量实验组分别给予含１１２５０、２２５００
　　

表１　不同质量浓度依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞增殖的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｎｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

（ｍｇ·Ｌ－１）
ｎ

ＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｒａｔｅ（％）

２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

０ １０ １００００±１２５３ １００００±１１７４ １００００±８３５

５０００００ １０ ７５９±０７６ ７１２±０９６ ８２４±１３２

２５００００ １０ １７２３±７０３ １９０６±４１０ ２４３８±７０１

１２５０００ １０ ４０２８±８４１ ３８２９±５７２ ３９５４±４９１

６２５００ １０ ６４２５±６８２ ６３２８±９５３ ６１１３±８６７

３１２５０ １０ ７３２１±１２９０ ７７２５±２２８ ７５３５±１０５２

１５６２５ １０ ８１３７±８５０ ８９５２３±５４７ ８７２６±１０１３

７８１３ １０ ９０４５±５４３ ９１２３±７９５ ８９２１±４３１

３９０６ １０ ９７２６±１２２０ ９６５２±１５７ ９７３９±８４２

１９５３ １０ ９８１４±７３４ ９９４２±９２３ １０４９６±１０８８

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ０ｍｇ·Ｌ－１，Ｐ＜００５
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和４５０００ｍｇ·Ｌ－１的依托咪酯的ＭＥＭ培养基进行干
预；阳性对照组给予含１５ｍｇ·ｍＬ－１紫杉醇的 ＭＥＭ
培养基进行干预；正常组给予正常培养。

低、中、高剂量实验组和阳性对照组的侵袭细胞

数和迁移距离均较正常组显著降低，在统计学上差异

均有统计学意义（均Ｐ＜００５）；低、中、高剂量实验组
的侵袭细胞数和迁移距离均较阳性对照组明显提升

（均Ｐ＜００５），且随着依托咪酯质量浓度升高，侵袭
细胞数和迁移距离均逐渐减少（均 Ｐ＜００５）。结果
见表２和图１。
３　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞中相关蛋白水平的影响

如表３和图２所示：低、中、高剂量实验组和阳性
对照组的ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值和ＰＩ３Ｋ、
ＳＩＲＴ１和ＭＭＰ－９蛋白相对表达水平均较正常组显著
降低，在统计学上差异均有统计学意义（均Ｐ＜００５）；
低、中、高剂量实验组的ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ
比值和ＰＩ３Ｋ、ＳＩＲＴ１和ＭＭＰ－９蛋白相对表达水平均
较阳性对照组显著提升（均Ｐ＜００５），且随着依托咪
酯质量浓度增加，ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ、ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ比值

和ＰＩ３Ｋ、ＳＩＲＴ１和ＭＭＰ－９蛋白相对表达水平均逐渐
减少（均Ｐ＜００５）。
４　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞中葡萄糖和乳酸水平的
影响

如表４所示：低、中、高剂量实验组和阳性对照组
的葡萄糖和乳酸水平均较正常组显著降低，在统计学

　　
表２　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞侵袭和迁移的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆ
ＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ｎ
Ｄｏｓｅ

（ｍｇ·ｍＬ－１）

Ｎｏｏｆｉｎｖａｄｉｎｇ

ｃｅｌｌ（ｎ）

Ｍｉｇｒａｔｉｏｎｄｉｓｔａｎｃｅ

（μｍ）

Ｎｏｒｍａｌ １０ － ３７６４０±５３４１ ３８２４±５２４

Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ １０ １５００ ７６５４±８２３ ８６３±２０７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ １０ １１２５０ ３０２１７±４３８＃ ３１３０±４２４＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ １０ ２２５００ ２４８５６±５６７＃△ ２２３０±２８９＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ １０ ４５０００ １１７３７±１６７２＃△▲１３６７±５４６＃△▲

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；

Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

图 １　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞侵袭（上，×１００）和迁移（下，×４００）的影响
Ｆｉｇｕｒｅ１　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｔｈｅｉｎｖａｓｉｏｎ（ｕｐ，×１００）ａｎｄｍｉｇｒａｔｉｏｎ（ｄｏｗｎ，×４００）ｏｆＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ
Ａ：Ｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｃ，Ｄ，Ｅ：Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ，－Ｍ，－Ｈｇｒｏｕｐｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

表３　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞中相关蛋白水平的影响（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ３　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＰＩ３Ｋ ｐ－Ａｋｔ／Ａｋｔ ｐ－ｍＴＯＲ／ｍＴＯＲ ＳＩＲＴ１ ＭＭＰ－９

Ｎｏｒｍａｌ ０３２±００５ ０３９±０１０ ０４７±００７ ０７２±０１３ ０２８±００４
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ０１４±００３ ００８±００２ ０１５±００３ ００９±００２ ０１０±００１

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ０２７±００５＃ ０３３±００１＃ ０３９±００７＃ ０３７±００１＃ ０２４±００３＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ０２２±００４＃△ ０２４±００７＃△ ０２６±００５＃△ ０２３±００１＃△ ０１９±００５＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ０１７±００２＃△▲ ０１３±００２＃△▲ ０２０±００４＃△▲ ０１８±００２＃△▲ ０１４±００１＃△▲

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２；ＰＩ３Ｋ：Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ；ｐ－Ａｋｔ：ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＢ；ｐ－ｍＴＯＲ：Ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｅｄｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａ

ｍｙｃｉｎ；ＳＩＲＴ１：Ｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒ１；ＭＭＰ－９：Ｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ９；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ

ｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５
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Ｖｏｌ４１Ｎｏ８Ａｐｒｉｌ２０２５（ＳｅｒｉａｌＮｏ４３０）

图 ２　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞中相关蛋白水平的影响
Ｆｉｇｕｒｅ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｉｎ
ＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ
Ａ－Ｅｒｅｆｅｒｔｏｆｉｇｕｒｅ１

表４　依托咪酯对ＢＩＵ－８７细胞中葡萄糖和乳酸水平的影响
（珋ｘ±ｓ）
Ｔａｂｌｅ４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｔｏｍｉｄａｔｅｏｎｇｌｕｃｏｓｅａｎｄｌａｃｔａｔｅｌｅｖｅｌｓｉｎ
ＢＩＵ－８７ｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ Ｇｌｕｃｏｓｅ（μｍｏｌ·Ｌ－１）Ｌａｃｔｉｃａｃｉｄ（μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｎｏｒｍａｌ ６４２６±７２６ ５１５２±３１０
Ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ ２１５２±４２０ １４７６±２３７

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｌ ５１３０±５１３＃ ４６７３±４６６＃

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍ ３８９７±２４３＃△ ３７３６±３２９＃△

Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｈ ２９７５±３５８＃△▲ ２０３２±５６７＃△▲

Ｄｏｓｅａｎｄｎｒｅｆｅｒｔｏｔａｂｌｅ２；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｇｒｏｕｐ，Ｐ＜００５；Ｃｏｍ

ｐａｒｅｄｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，＃Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－

Ｌｇｒｏｕｐ，△Ｐ＜００５；Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ－Ｍｇｒｏｕｐ，▲Ｐ＜００５

上差异均有统计学意义（均 Ｐ＜００５）；低、中、高剂量
实验组的葡萄糖和乳酸水平均较阳性对照组显著升

高（均Ｐ＜００５），且随着依托咪酯质量浓度增加，葡萄
糖和乳酸水平均逐渐减少（均Ｐ＜００５）。

讨　　论

膀胱癌是全球第１０大常见恶性肿瘤，其中肌层
浸润性ＢＣ患者的 ５年生存率仅为 ５０％ ～６０％［１３］。

尽管根治性手术联合铂类化疗（如顺铂）可以显著延

长患者的生存期，但 ＢＣ的复发和转移率仍高达
３０％～５０％［１４］。术后复发主要与残余微转移病灶及

肿瘤干细胞未被完全清除有关，临床通过膀胱内灌注

化疗药物（如吉西他滨）或免疫调节药（如卡介苗）进

行辅助治疗［１５］。然而，有研究发现，约３０％患者对卡
介苗治疗无反应，且存在膀胱刺激征、血尿等严重药

物不良反应，同时，全身化疗带来的骨髓抑制和神经

毒性也限制了其长期应用［１６］。因此，开发安全有效

的ＢＣ辅助治疗策略成为临床亟待解决的难题。研究
表明，依托咪酯对多种恶性肿瘤具有抗癌作用，如依

托咪酯可以阻断人胃癌细胞的Ｇ０／Ｇ１期和Ｓ期，抑制
率为４５１３％，表明依托咪酯可以作为一种潜在的化
疗药物治疗癌症［１７］。ＢＣ侵袭和迁移的关键步骤是基
底膜的降解，这是由蛋白水解酶催化的，如 ＭＭＰｓ［１８］。
本研究发现，依托咪酯可以抑制 ＭＭＰ－９表达，进而
抑制 ＢＩＵ－８７细胞的增殖、侵袭和迁移，提示依托咪
酯具有抗癌特性。

在癌变及肿瘤发展过程中，肿瘤细胞糖酵解后，

消耗大量能量，生成大量乳酸，进而降解细胞基质，促

进肿瘤细胞恶性生物学行为，这提示抑制肿瘤细胞糖

酵解是肿瘤治疗的重要途径。本研究发现，依托咪酯

可以降低 ＢＩＵ－８７细胞中葡萄糖和乳酸水平，抑制
ＢＩＵ－８７细胞糖酵解，这可能是依托咪酯抑制
ＢＩＵ－８７细胞增殖、侵袭和迁移的重要因素。据报道，
ＰＩ３Ｋ信号通路的激活可以导致某些癌症的发生，如
ＢＣ［１９］。Ａｋｔ是细胞生长的关键调控因子，介导细胞增
殖和凋亡。Ａｋｔ磷酸化生成 ｐ－Ａｋｔ，进一步激活
ｍＴＯＲ通路，增加 ｐ－ｍＴＯＲ和 ｐ－７０Ｓ６Ｋ的表达，最
终促进肿瘤细胞的增殖和迁移。ＳＩＲＴ１可以在不同条
件下激活ｍＴＯＲ信号通路，而ＳＩＲＴ１可以激活应激防
御和ＤＮＡ修复机制，从而保持基因组完整性［２０－２２］。

选择性ＳＩＲＴ１抑制药（如 ＥＸ５２７）可以显著抑制细胞
迁移和上皮间质转化，从而改变癌细胞系的侵袭和转

移潜能［２３］。ＳＩＲＴ１抑制药烟酰胺以剂量依赖的方式
提高 ｍＴＯＲ活性，并与结节性硬化复合物蛋白 ２
（ｔｕｂｅｒｏｕｓｓｃｌｅｒｏｓｉｓｃｏｍｐｌｅｘ－２，ＴＳＣ２）相互作用。
ＴＳＣ２是上游哺乳动物西罗莫司靶蛋白抑制复合物
（ｍａｍｍａｌｉａｎｔａｒｇｅｔｏｆｒａｐａｍｙｃｉｎｃｏｍｐｌｅｘ１，ｍＴＯＲＣ１）
的一个组成部分［２４］，这表明 ＳＩＲＴ１可能通过 ＴＳＣ负
性调节ｍＴＯＲ信号，抑制ＢＣ细胞增殖。此外，有研究
显示，依托咪酯在人类肿瘤临床前模型中具有抗肿瘤

作用，但其提升胃癌患者术后生存期的效果并不令人

满意［２５］。因此，依托咪酯可能需要与其他方案或药

物（如紫杉醇和顺铂）联合使用来提高治疗的有效率。

本研究结果证实，依托咪酯可以通过调节 ＳＩＲＴ１表达
来抑制ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号通路的激活，但其作用
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效果较紫杉醇低。

本研究提示：依托咪酯能够有效抑制 ＢＩＵ－８７细
胞的增殖、侵袭和迁移，其机制可能与抑制 ｍＴＯＲ／
ＳＩＲＴ１表达有关。
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