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[摘要] 目的 探究顺铂(DDP)联合衣霉素(TM)对人神经母细胞瘤SH-SY5Y及SK-N-SH细胞的抑制作用

及其机制。方法 将人神经母细胞瘤SH-SY5Y及SK-N-SH细胞分为对照组、TM组(0.4mg/LTM处理24h)、

DDP组(4mg/LDDP处理24h)和DDP+TM组(0.4mg/LTM+4mg/LDDP共处理24h)。采用CCK-8实验、

平板克隆实验、划痕实验、Transwell实验分别检测各组细胞的细胞活力、增殖能力、迁移能力和侵袭能力,采用免

疫印迹法检测各组细胞中JAK2-STAT3-HIF1α通路相关蛋白JAK-2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3和HIF1α的表达

水平。结果 实验结果显示,DDP+TM组两种细胞的细胞活力、增殖能力、侵袭能力、第12及24小时时的迁移能

力及JAK2-STAT3-HIF1α通路各蛋白表达水平均显著低于其他三组(tLSD=2.14~78.95,P<0.05)。结论 DDP
联合TM可通过JAK2-STAT3-HIF1α通路抑制神经母细胞瘤的增殖和迁移,该结果为神经母细胞瘤的治疗提供

了新思路。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheinhibitoryeffectofcisplatin(DDP)combinedwithtunicamycin(TM)onhuman

neuroblastomaSH-SY5YandSK-N-SHcellsandrelatedmechanism. Methods HumanneuroblastomaSH-SY5YandSK-N-SH

cellsweredividedintocontrolgroup,TMgroup(treatedwith0.4mg/LTMfor24h),DDPgroup(treatedwith4mg/LDDPfor

24h),andDDP+TMgroup(treatedwith0.4mg/LTMand4mg/LDDPfor24h).CCK-8assay,platecolonyformationassay,

scratchassay,andTranswellassaywereusedtomeasuretheviabilityandproliferation,migration,andinvasionabilitiesofcellsin

eachgroup,andWesternblottingwasusedtomeasuretheexpressionlevelsoftheJAK2-STAT3-HIF1αpathway-relatedproteins

suchasJAK-2,p-JAK2,STAT3,p-STAT3,andHIF1αineachgroupofcells. Results Experimentalresultsshowedthatcom-

paredwiththeotherthreegroups,theDDP+TMgrouphadsignificantlylowerviability,proliferationandinvasionabilities,mi-

grationabilityat12and24h,andexpressionlevelsoftheJAK2-STAT3-HIF1αpathway-relatedproteins(tLSD=2.14-78.95,P<

0.05). Conclusion DDPcombinedwithTMcaninhibittheproliferationandmigrationofneuroblastomaviatheJAK2-STAT3-

HIF1αpathway,whichprovidesnewideasforthetreatmentofneuroblastoma.
[KEYWORDS] Neuroblastoma;Cisplatin;Tunicamycin;Januskinase2;STAT3transcriptionfactor;Hypoxia-inducible

factor1,alphasubunit;Cellmovement;Cellproliferation

  神经母细胞瘤(neuroblastoma,NB)是儿童最

为常见的外周神经系统实体肿瘤,该病发病率占儿

童恶性肿瘤的8%~10%,严重危害儿童健康[1-2]。
顺铂(DDP)目前被普遍用于 NB患者的治疗,但其

过多使用也会造成肿瘤细胞耐药及胃、肝、肾、耳等

器官损伤[3-6]。寻找新型药物与DDP联合使用以减

少DDP毒副作用,并克服肿瘤细胞的耐药性,对于

提高NB的治疗效果尤为重要[7]。衣霉素(TM)对

NB有抗癌活性[8-12]。已有研究表明在肝癌、肺癌及

头颈癌中,TM 可提高肿瘤细胞对DDP的敏感性,
但其是否对NB有相同作用目前尚不清楚[13-15]。酪

氨酸激酶2(JAK2)-信号转导和转录激活因子3
(STAT3)-缺氧诱导因子1α(HIF1α)通路作为肿瘤

细胞中的关键信号通路促进肿瘤的增殖和侵袭迁

移[16-18]。本研究探究DDP联合TM 对人 NB细胞

的抑制作用及其机制,旨在为 NB患者的治疗提供

新思路。

1 材料与方法

1.1 实验材料

人NB细胞系SH-SY5Y、SK-N-SH细胞(贴壁
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细胞)购自中国科学院上海细胞库,DDP、TM 购自

上海生工生物工程股份有限公司,DMEM高糖培养

基、胎牛血清购买于上海雅酶生物科技有限公司,β-
actin、JAK-2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3和 HIF1α
抗体购自英国 Abcam 公司,CCK-8试剂盒购自北

京索莱宝生物科技有限公司,胰酶及0.1%的结晶紫

溶液购自武汉塞维尔生物科技有限公司,Matrigel
基质胶购自上海翌圣生物科技有限公司。

1.2 细胞的培养及分组

将SH-SY5Y、SK-N-SH 细胞置于含体积分数

0.1的胎牛血清以及1%青霉素/1%链霉素溶液的

DMEM高糖培养基中,于37℃、含体积分数0.05
CO2的培养箱中培养至对数生长期备用。分别将

1mgDDP粉末及1mgTM粉末用200μLDMSO
充分溶解,再用DMEM 高糖培养基稀释到4mg/

L,以备后续分组使用。将SH-SY5Y、SK-N-SH 细

胞分别分为对照组(DMEM高糖培养基处理24h)、

DDP组(4mg/LDDP处理24h)、TM 组(0.4mg/

LTM处理24h)、DDP+TM 组(0.4mg/LTM 和

4mg/LDDP共处理24h)。

1.3 CCK-8实验检测各组细胞的细胞活力

取处于对数生长期的细胞,铺于96孔板中过夜

培养,去除培养基后按1.2中分组方法处理细胞。
处理结束以后,在96孔板每孔中直接加入10μL
CCK-8溶液,室温孵育3h,使用酶标仪在450nm
波长处检测各组溶液的吸光度(A)值,并且据此计

算各组细胞的细胞活力。细胞活力=1-(A对照-
A给药)/(A对照-A调零)×100%
1.4 平板克隆实验检测各组细胞增殖能力

使用胰酶消化处于对数生长期的细胞,并以

1000r/min离心,用DMEM 培养基重悬细胞,以
获得单细胞悬液。取20μL单细胞悬液用DMEM
培养基稀释为1×106个/L,每孔200μL接种于6
孔板中,置于37℃、含体积分数0.05CO2的培养箱

中培养。待细胞贴壁后,按1.2中分组方法处理细

胞,处理结束以后将各组培养基更换为不含药的

DMEM培养基,随后放入37℃、含体积分数0.05
CO2的培养箱继续培养2周。弃掉培养基,用PBS
洗2次,随后4%多聚甲醛固定细胞并使用0.1%结

晶紫溶液染色后,用自来水将结晶紫溶液冲洗干净,
室温放置干燥。对各组细胞拍照并用ImageJ软件

分析图片,得到各组克隆细胞数,以克隆形成率代表

细胞增殖能力。克隆形成率=(克隆细胞数÷接种

细胞数)×100%。

1.5 划痕实验检测各组细胞迁移能力

将处于对数生长期的细胞接种于6孔板中,待
细胞密度>95%时,用200μL移液枪枪头垂直于6
孔板划痕,用PBS洗2次后,随后按1.2各组步骤处

理细胞。后在37℃、含体积分数0.05CO2的培养

箱中培养各组细胞,分别在培养第0、12、24小时于

同一视野拍照并测量划痕面积。细胞迁移率=(划
痕面积0h-划痕面积12h/24h)/划痕面积0h×100%。

1.6 Transwell实验检测各组细胞侵袭力

将 Matrigel基质胶提前放入4℃冰箱过夜,稀
释后包被Transwell小室底部膜的上室面,室温风

干。使用胰酶消化处于对数生长期的细胞,再以

1000r/min离心后,按1.2中分组方法处理细胞,
用无血清 DMEM 培养基重悬细胞后得到细胞悬

液。在小室中加入细胞悬液,并将小室放置于24孔

板中。在24孔板下室加入500μL含体积分数0.1
胎牛血清的DMEM 培养基培养24h后,以4%多

聚甲醛固定细胞10min;弃掉多聚甲醛后加入2mL
0.1%结晶紫溶液染色10min,将结晶紫溶液冲洗干

净,室温下放置至干燥以后,显微镜拍照并计数侵袭

至小室下层的细胞。细胞侵袭率=(侵袭细胞数÷
接种细胞数)×100%。

1.7 免疫印迹法检测各组细胞中JAK-2、p-JAK2、

STAT3、p-STAT3和HIF1α蛋白表达水平

取处于对数生长期的细胞,按1.2中分组方法

处理细胞,用RIPA裂解液提取各组细胞的总蛋白。
接着加入电泳缓冲液,然后于100℃水中煮沸变性

15min。配制SDS-PAGE电泳所需的分离胶和浓

缩胶,在浓缩胶加样孔中各加入相应组别的蛋白进

行电泳。电泳结束后将蛋白电转至PVDF膜上。
将电转后的膜用50g/L的脱脂奶粉浸泡封闭2h。
将膜放在一抗稀释液(1∶1000)中室温孵育3h,

TBST洗膜;将膜放在二抗稀释液中室温孵育1h,

TBST洗膜。最后加入ECL发光液显影以后,拍照

保存图像。使用ImageJ软件分析各组蛋白条带的

灰度值,以β-actin蛋白作为内部参照,计算各组目

的蛋白的相对表达量。各组目的蛋白的相对表达量

以目的蛋白的条带灰度值/β-actin蛋白的条带灰度

值表示。

1.8 统计学分析

使用SPSS26.0软件对数据进行统计学分析。
每组细胞设置3个复孔,所有实验均重复3次,结果

取均值。符合正态分布的计量资料以x±s 表示,
多组间比较采用单因素方差分析或重复测量设计的
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方差分析,组间两两比较采用LSD-t检验。以P<
0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞的细胞活力比较

CCK-8实验结果显示,对照组、DDP组、TM 组

以及DDP+TM组SH-SY5Y细胞的细胞活力分别

为(100.00±0.67)%、(86.43±0.45)%、(90.21±
0.82)%、(75.34±0.53)%,DDP+TM 组细胞的细

胞活力均显著性低于其他三组(F=35.31,tLSD=
13.25~45.89,P<0.05);对照组、DDP组、TM组以

及DDP+TM组SK-N-SH细胞的细胞活力分别为

(100.00±0.45)%、(82.85±0.52)%、(89.56±
0.67)%、(66.23±0.41)%,DDP+TM 组细胞的细

胞活力显著性低于其他三组细胞(F=63.25,tLSD=
11.67~31.33,P<0.05)。

2.2 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞克隆形成率比较

平板克隆实验结果显示,对照组、DDP组、TM
组、DDP+TM 组SH-SY5Y细胞克隆形成率分别

为(73.68±2.12)%、(67.25±3.21)%、(60.43±
1.78)%、(43.67±2.53)%,DDP+TM 组的细胞克

隆形成率显著低于其他三组(F=63.84,tLSD=
12.21~24.23,P<0.05);对照组、DDP组、TM组及

DDP+TM 组SK-N-SH 细胞克隆形成率分别为

(78.98±3.12)%、(63.47±1.83)%、(71.23±2.44)%、

(50.43±1.34)%,DDP+TM 组的细胞克隆形成率

显著性低于其他三组(F=42.23,tLSD=21.34~
35.21,P<0.05)。见图1。

2.3 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞的细胞迁移

率比较

重复测量设计的方差分析结果显示,时间、组别

及其交互作用对SH-SY5Y细胞的迁移率均有显著

影响(F时间=352.68,F组别=234.57,F交互=148.12,

P<0.05);单独效应结果显示,第12、24小时时

DDP+TM 组细胞迁移率均显著性低于其他三组

(F组间 =121.23、134.85,tLSD=2.14~55.23,P<
0.05)。时间、组别及其交互作用对SK-N-SH 细胞

的迁移率均有显著影响(F时间 =456.65,F组别 =
176.45,F交互=53.52,P<0.05);单独效应结果显

示,第12、24小时时DDP+TM 组细胞迁移率均显

著低 于 其 他 三 组(F组间 =236.38、634.23,tLSD=
13.75~76.32,P<0.05)。见表1、图2。

  表 1 各组 SH-SY5Y 及 SK-N-SH 细胞迁移率比较

(χ/%,n=9,x±s)

组别
SH-SY5Y细胞

第12小时 第24小时

SK-N-SH细胞

第12小时 第24小时

对照组 73.68±2.1286.32±3.21 67.89±1.87 90.83±2.81

DDP组 67.25±3.2175.45±2.34 54.27±2.34 74.78±3.45

TM组 60.43±4.7868.32±1.98 59.23±3.24 71.23±4.12

DDP+TM组43.67±3.5352.34±3.76 39.34±2.64 58.62±3.53

图1 各组SH-SY5Y和SK-N-SH细胞平板克隆实验结果

2.4 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞的细胞侵袭

率比较

Transwell实验结果显示,对照组、DDP组、TM
组以及DDP+TM组SH-SY5Y细胞侵袭率分别为

(78.23±1.12)%、(65.45±1.03)%、(70.54±

1.35)%、(55.67±1.21)%,DDP+TM 组细胞侵袭

率显著低于其他三组(F=723.41,tLSD=11.09~
33.23,P<0.05);对照组、DDP组、TM 组、DDP+
TM组SK-N-SH 细胞的侵袭率分别为(81.23±
1.08)%、(73.17±1.23)%、(78.78±1.12)%以及
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(52.43±1.08)%,DDP+TM 组细胞侵袭率显著低

于其他三组(F=625.46,tLSD=13.23~32.12,P<
0.05)。见图3。

2.5 各组SH-SY5Y以及SK-N-SH细胞中JAK2-
STAT3-HIF1α通路相关蛋白表达水平比较

DDP+TM组SH-SY5Y细胞JAK-2、p-JAK2、

STAT3、p-STAT3、HIF1α蛋白水平均显著低于其

他三组(F=523.40~657.80,tLSD=14.25~78.95,

P<0.05);DDP+TM 组SK-N-SH细胞JAK-2、p-
JAK2、STAT3、p-STAT3、HIF1α蛋白水平均显著

低于其他三组(F=356.78~523.81,tLSD=18.09~
56.43,P<0.05)。见图4、表2。

图2 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞划痕实验结果(40倍)

图3 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞结晶紫染色结果(200倍)

图4 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞免疫印迹结果
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表2 各组SH-SY5Y及SK-N-SH细胞中JAK2-STAT3-HIF1α通路相关蛋白表达水平比较(n=9,x±s)

组别 JAK-2 p-JAK2 STAT3 p-STAT3 HIF1α

SH-SY5Y细胞

 对照组 1.00±0.02 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.02
 DDP组 0.83±0.04 0.91±0.02 0.86±0.03 0.94±0.02 0.86±0.02
 TM组 0.89±0.03 0.87±0.03 0.83±0.03 0.83±0.03 0.83±0.03
 DDP+TM组 0.62±0.02 0.58±0.02 0.71±0.01 0.74±0.02 0.68±0.02
SK-N-SH细胞

 对照组 1.00±0.02 1.00±0.01 1.00±0.01 1.00±0.02 1.00±0.02
 DDP组 0.93±0.04 0.83±0.02 0.91±0.03 0.84±0.02 0.87±0.02
 TM组 0.87±0.03 0.93±0.03 0.86±0.03 0.87±0.03 0.82±0.03
 DDP+TM组 0.56±0.02 0.76±0.02 0.62±0.01 0.71±0.02 0.57±0.02

3 讨  论

NB是一种由未成熟神经细胞形成的肿瘤,最
常见于幼儿。通常起始于肾上腺,但也可形成于颈

部、胸部、腹部和脊柱。NB的临床特征主要是其异

质性,根据诊断年龄、肿瘤组织学类型、MYCN 基因

等指标的情况,NB可以分为低危组、中危组和高危

组[19]。目前对于高危组NB的治疗有多种方式,如
手术治疗、化疗、放疗、干细胞移植、靶向治疗、免疫

治疗等,但是鉴于高危组NB本身的复杂性,及其在

治疗过程中产生的耐药性和化疗抵抗性,即便综合

各种强化治疗方案,高危组 NB患者的预后仍不理

想,治愈率仅为30%左右[20]。因此,其治疗选择是

临床医生面临的一个相当棘手的问题。

DDP是含有氯基和氨基的第一代铂类化疗药

物,普遍用于NB患者的治疗,但DDP的过度使用

会造成肿瘤细胞对其耐药,同时高剂量DDP的使用

也会损伤患者的胃、肝、肾、耳等器官,因此DDP的

临床应用被极大地限制,如何减少DDP的临床用量

以减轻其毒副作用和提高肿瘤细胞对DDP的敏感

性成为目前临床研究重点[21-22]。TM是一种通过抑

制N-连接的糖基化从而诱导内质网应激的天然抗

生素,能够逆转肿瘤细胞对紫杉醇、多柔比星、曲妥

珠单抗等多种药物的耐药性[23]。DDP和TM 在肝

癌、肺癌、鼻咽癌等多种肿瘤的联合治疗中的作用已

有报道,但在 NB治疗中的作用还未见研究报道。
本研究利用人 NB细胞系SH-SY5Y和SK-N-SH
细胞探究DDP联合TM 对NB的治疗效果及其作

用机制。
本项研究中,CCK-8实验检测 DDP联合 TM

对于人SH-SY5Y以及SK-N-SH细胞活性的影响,
结果表明DDP联合TM 显著抑制了SH-SY5Y及

SK-N-SH细胞活力;平板克隆实验结果表明,DDP、

TM两药联合处理可使SH-SY5Y及SK-N-SH 细

胞增殖能力受到明显抑制;划痕实验结果表明,两药

联合处理使SH-SY5Y及SK-N-SH 细胞迁移能力

受到抑制;Transwell实验结果则表明,DDP联合

TM可使SH-SY5Y及SK-N-SH 细胞侵袭能力受

到抑制。

JAK2-STAT3-HIF1α通路与多种肿瘤的发生

发展密切相关[24]。有研究表明,在肿瘤细胞中,

JAK2磷酸化激活 STAT3,而 STAT3则能够与

HIF1α相互作用,抑制 HIF1α蛋白的泛素化降解,
最终促进肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭。JAK2-
STAT3-HIF1α通路已经成为抑制多种肿瘤生长和

迁移侵袭的重要靶点[25]。为了进一步探究DDP联

合TM抑制NB进展的具体机制,本研究通过使用

免疫印迹法检测 SH-SY5Y 及 SK-N-SH 细胞中

JAK2-STAT3-HIF1α通路相关蛋白的表达,实验结

果显示DDP联合TM 处理可使SH-SY5Y及SK-
N-SH 细胞中JAK-2、p-JAK2、STAT3、p-STAT3
和HIF1α的蛋白表达水平显著下降,表明细胞中

JAK2-STAT3-HIF1α通路被抑制。以往研究仅发

现DDP联合TM能够通过增强内质网应激诱导多

种肿瘤细胞凋亡,而本研究首次发现DDP联合TM
能够通过抑制JAK2-STAT3-HIF1α通路减缓 NB
进展,这也表明两药联合可多靶点作用于NB细胞,
从而协同抑制肿瘤细胞的增殖、迁移和侵袭能力。
但是DDP联合 TM 抑制JAK2-STAT3-HIF1α通

路的具体调控机制,以及该机制是否与TM 诱导的

内质网应激有关,这些问题仍有待今后更加深入的

研究。
综上所述,本研究证明DDP联合 TM 可以通

过JAK2-STAT3-HIF1α通路抑制人 NB细胞系的

SH-SY5Y和SK-N-SH细胞增殖、迁移和侵袭。两

药联用有希望提高NB治疗有效率,降低DDP对于
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NB患者的毒副作用,从而为NB的临床治疗提供新

策略。
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