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盐酸双吗啡肽对耐药食管癌细胞迁移和侵袭
能力的影响

石晓丽 苏治国 张英 杨国帅 彭温暖 王晨 马霖
(青岛大学附属医院药剂科,山东 青岛 266700)

[摘要] 目的 探讨骨形态发生蛋白(BMP)小分子抑制剂盐酸双吗啡肽(Dorsomorphin)对耐药食管癌

EC109/PTX细胞迁移和侵袭能力的影响。方法 MTT实验检测不同浓度盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞增殖

的影响并确定后续实验的浓度。以筛选出的1μmol/L盐酸双吗啡肽的浓度作为试验组,同时设立空白对照组,处
理EC109/PTX细胞48h。采用流式细胞仪检测盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞凋亡的影响。采用划痕实验和

Transwell实验检测两组EC109/PTX细胞的迁移和侵袭能力。采用 Westernblotting实验检测两组EC109/PTX
细胞中Vimentin、E-cadherin、N-cadherin蛋白相对表达水平。结果 1μmol/L盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞

的细胞抑制率为(9.89±1.12)%。培养第48小时时,对照组和实验组EC109/PTX细胞的凋亡率比较差异无显著

性(P>0.05)。划痕实验和Transwell实验显示,与对照组相比,实验组EC109/PTX细胞的迁移率和细胞穿膜率

显著降低(t=85.42、19.65,P<0.05)。Westernblotting实验显示,与对照组相比,实验组细胞中 Vimentin、N-cad-
herin蛋白相对表达量显著降低(t=19.40、41.79,P<0.05),N-cadherin蛋白表达量显著增高(t=58.12,P<0.05)。
结论 BMP抑制剂盐酸双吗啡肽能影响耐药食管癌细胞中EMT相关蛋白表达,从而抑制耐药肿瘤细胞的迁移和

侵袭。
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[ABSTRACT] Objective Toinvestigatetheeffectofdorsomorphin,abonemorphogeneticprotein(BMP)small-molecule

inhibitor,onthemigrationandinvasionabilitiesofdrug-resistantesophagealcancerEC109/PTXcells. Methods MTTassaywas

usedtoobservetheeffectofdifferentconcentrationsofdorsomorphinontheproliferationofEC109/PTXcellsanddeterminethe

concentrationforsubsequentexperiments.Dorsomorphinattheconcentrationof1μmol/Lwasestablishedastheexperimental

group,andablankcontrolgroupwassetup.EC109/PTXcellsweretreatedfor48h.Flowcytometrywasusedtoobservethe

effectofdorsomorphinontheapoptosisofEC109/PTXcells;scratchassayandTranswellassaywereusedtoobservethemigration

andinvasionabilitiesofEC109/PTXcells;WesternblottingwasusedtomeasuretherelativeproteinexpressionlevelsofVimentin,

E-cadherin,andN-cadherininEC109/PTXcells. Results Dorsomorphinattheconcentrationof1μmol/Lshowedaninhibition

rateof(9.89±1.12)%ontheproliferationofEC109/PTXcells.At48hofculture,therewasnosignificantdifferenceintheapop-

tosisrateofEC109/PTXcellsbetweenthecontrolgroupandtheexperimentalgroup(P>0.05).ScratchassayandTranswellassay
showedthatcomparedwiththecontrolgroup,theexperimentalgrouphadsignificantreductionsinthemigrationrateandcellper-

meationrateofEC109/PTXcells(t=85.42,19.65,P<0.05).Westernblottingshowedthatcomparedwiththecontrolgroup,the

experimentalgrouphadsignificantreductionsintherelativeproteinexpressionlevelsofVimentinandN-cadherin(t=19.40,41.79,

P<0.05)andasignificantincreaseintheproteinexpressionlevelofN-cadherin(t=58.12,P<0.05). Conclusion TheBMPin-

hibitordorsomorphincaninhibitthemigrationandinvasionabilitiesofdrug-resistanttumorcellsbyaffectingtheexpressionofepi-

thelial-mesenchymaltransition-relatedproteinsindrug-resistantesophagealcancercells.
[KEY WORDS] Bonemorphogeneticprotein4;Dorsomorphin;Drugresistance,neoplasm;Esophagealneoplasms;Cell

movement;Neoplasminvasiveness;Epithelial-mesenchymaltransition;Geneexpressionregulation,neoplastic

  盐酸双吗啡肽(Dorsomorphin)是2001年通过

高通量筛选出的一种小分子AMPK抑制剂,最初命

名为化合物C[1]。实验表明盐酸双吗啡肽是骨形成

蛋白4(BMP4)的Ⅰ型受体阻断剂,通过阻断BMP
介导的SMAD1/5/8磷酸化,抑制成骨分化[2]。实

验证实盐酸双吗啡肽可通过抑制跨膜蛋白ABCG2
对化疗药物转运,降低结直肠癌多药耐药性[3]。上

皮-间质转化(EMT)是一种可逆的细胞去分化过
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程,是细胞通过一系列事件(如细胞连接丢失、细胞

骨架重排和细胞外基质重塑)获得侵袭性间充质能

力的过程[4-5],EMT可以促进肿瘤细胞的转移性扩

散[6-7]。EMT在肿瘤转移、耐药等方面起关键的作

用。本研究旨在探讨盐酸双吗啡肽对EMT相关蛋

白表达的作用,探讨盐酸双吗啡肽对耐药食管癌

EC109/PTX细胞的迁移和侵袭能力的影响,为临

床耐药食管癌转移治疗提供新思路。

1 材料与方法

1.1 材料及主要试剂

耐药食管癌EC109/PTX细胞株由郑州大学药

物研究院王淙课题组建株并提供,盐酸双吗啡肽(美
国selleck公司),RPMI1640培养基(北京索莱宝科

技有限公司),胰蛋白酶(上海碧云天生物技术有限

公司),凋亡试剂盒(南京凯基生物科技发展有限公

司),Vimentin、E-cadherin、N-cadherin(美国 CST
公司)。

1.2 细胞培养

将耐药食管癌EC109/PTX细胞置于完全培养

基(每500mL的1640培养基中加入50mL胎牛血

清)中,于含体积分数0.05CO2、37℃加湿的恒温培

养箱中进行培养。隔天更换一次新鲜完全培养基,
待细胞处于对数生长期时用于后续实验。

1.3 MTT实验检测盐酸双吗啡肽对于细胞增殖的

影响

将处于对数生长期的EC109/PTX细胞均匀接

种于96孔板中,每孔约3×103个细胞。细胞过夜

贴壁后,弃去原完全培养基,分别加入浓度0、0.15、

0.3、0.6、1.25、2.5、5、10、20、40、80μmol/L的盐酸

双吗啡肽完全培养基,继续培养48h。然后每孔加

入浓度500μg/mL的 MTT20μL,37℃下恒温培

养4h后,弃去原培养液,每孔再加入150μLDM-
SO。96孔板置于摇床上振荡10min后,使用酶标

仪测定570nm波长处细胞的吸光度(A)值。计算

细胞的细胞抑制率。细胞抑制率(%)=(A对照 -
A实验)/(A对照-A空白)×100%。绘制盐酸双吗啡肽

对EC109/PTX细胞的细胞抑制率曲线,计算细胞

抑制率10%时盐酸双吗啡肽的浓度,并再次通过

MTT实验检测该浓度时细胞的抑制率。

1.4 流式细胞仪检测盐酸双吗啡肽对细胞凋亡的

影响

取处于对数生长期的EC109/PTX细胞均匀接

种于6孔板中,每孔约1×106个细胞,待细胞贴壁

后,弃去原培养基,实验组中每孔加入含有1μmol/

L盐酸双吗啡肽的完全培养基,对照组加入不含盐

酸双吗啡肽的完全培养基,继续培养48h后,使用

无EDTA的胰酶消化细胞,PBS清洗后收集细胞。
每组细胞当中依次加入 AnnexinV-FITC188μL,

Mito-TrackerRedCMXRos染色液2μL,Annexin
V-FITC5μL,避光染色15min后。采用BDLSR-
FortessaTM流式细胞仪检测细胞的凋亡情况。

1.5 细胞划痕实验检测盐酸双吗啡肽对细胞迁移

的影响

取处于对数生长期的EC109/PTX细胞接种至

6孔板中,每孔约1×106个细胞,当细胞增殖密度达

90%时进行划痕。在实验组中加入含1μmol/L盐

酸双吗啡肽的完全培养基,对照组加入不含盐酸双

吗啡肽的完全培养基,两组继续培养48h,两组分

别于划痕后第0、48小时时使用荧光显微镜观察并

拍照。应用ImageJ软件计算划痕面积,结果取3
次重复实验的均值。

1.6 Transwell实验检测盐酸双吗啡肽对细胞侵袭

能力的影响

取直径100mm的培养皿中培养至对数生长期

的EC109/PTX细胞,使用胰蛋白酶消化、PBS清洗

后,在无血清的1640培养基中重悬并稀释细胞,使
每200μL1640培养基中含3×103个EC109/PTX
细胞,随机分为实验组和对照组。在实验组中加入

1μmol/L盐酸双吗啡肽,对照组加入等体积的无血

清1640培养基。在Transwell板中每个下室加入

600μL含20%胎牛血清的1640培养基,每孔上室

加入200μL细胞悬液。Transwell板置于恒温培

养箱中继续培养48h,弃去原培养基,每孔加入4%
多聚甲醛1mL,固定细胞20min后,每孔加入1%
结晶紫1mL,染色30min后,PBS清洗多余染液。
室温下晾干,尼康显微镜拍照,ImageJ软件统计细

胞个数。

1.7 Westernblotting实验检测细胞中EMT相关

蛋白的表达情况

取对数生长期的EC109/PTX细胞,接种于直

径100mm的培养皿中,待细胞密度约达40%时,
弃去原完全培养基;在实验组中加入含1μmol/L
盐酸双吗啡肽的完全培养基,对照组加入完全培养

基,再继续培养48h。弃去原完全培养基,PBS清

洗细胞,胰蛋白酶消化贴壁细胞,收集的细胞使用

RIPA蛋白裂解液裂解后,以BCA蛋白定量试剂盒

定量,根据测定样品的浓度和体积,加入相应体积的
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6×LoadingBuffer,将样品放置于100℃水浴锅中,
高温变性5min,混匀后上样或放置冰箱-20℃保

存备用。先将指示蛋白分子量的预染蛋白 Marker
上样,再将实验组和对照组的样品上样,在SDS-
PAGE胶中以70V、22mA恒流条件下进行电泳

30min,300mA恒流转膜1.5h,将NC膜夹入5%
脱脂牛奶中室温封闭1.5h。一抗4℃下孵育12h,
二抗室温下孵育2h后ECL显影。实验结果采用

ImageJ软件进行灰度分析,以计算目的蛋白的相

对表达量。

1.8 统计学处理

使用GraphPad6.0对数据进行统计分析。所

有实验步骤均独立重复3次,结果以􀭺x±s表示,两
组间比较采用t检验。以P<0.05为差异具有统计

学意义。

2 结  果

2.1 盐酸双吗啡肽对于EC109/PTX细胞活性的

影响

以浓度0、0.15、0.3、0.6、1.25、2.5、5、10、20、40、

80μmol/L盐酸双吗啡肽处理 EC109/PTX细胞

48h后,细胞抑制率分别为(0.02±0.21)%、(2.91±
1.75)%、(7.34±2.34)%、(9.12±2.65)%、(13.13±
4.62)%、(18.16±4.78)%、(21.13±3.96)%、
(23.08±1.76)%、(23.72±3.68)%、(45.52±
4.53)%、(92.56±0.31)%。绘制盐酸双吗啡肽对

EC109/PTX细胞的细胞抑制率曲线,通过该曲线

计算出细胞抑制率10%时,盐酸双吗啡肽浓度为

1μmol/L。再次 MTT实验结果显示,1μmol/L盐

酸双吗啡肽作用EC109/PTX细胞48h时细胞抑

制率为(9.89±1.12)%。因此以浓度为1μmol/L
的盐酸双吗啡肽用于后续实验。

2.2 盐酸双吗啡肽对于EC109/PTX细胞凋亡的

影响

在培养至第48小时时,实验组以及对照组细胞

的细胞凋亡率分 别 为(6.32±0.39)%、(5.37±
0.14)%,两组间比较差异无显著性(P>0.05)。

2.3 盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞迁移能力

的影响

在培养第48小时时,实验组和对照组EC109/

PTX细胞的细胞迁移率分别为(55.35±0.07)%、
(24.57±0.11)%,两组间比较差异有显著性(t=
85.42,P<0.05),见图1。

2.4 盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞侵袭能力

的影响

在培养至第48小时时,实验组以及对照组的

EC109/PTX细胞的细胞穿膜率分别为(100.20±
10.53)%、(48.02±5.38)%,两组间比较差异有显著

性(t=19.65,P<0.05)。见图2。

2.5 盐酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞中EMT家

族相关蛋白表达的影响

在培养第48小时时,与对照组相比,实验组细

胞中Vimentin、N-cadherin蛋白相对表达量显著降

低(t=19.40、41.79,P<0.05),N-cadherin蛋白相

对表达量增高(t=58.12,P<0.05)。见图3、表1。

A:对照组,B:实验组,明场拍照,200倍

图1 细胞划痕实验检测两组细胞的迁移能力

A:对照组,B:实验组,结晶紫染色,200倍

图2 Transwell实验检测两组细胞的侵袭能力

A:对照组,B:实验组

图3 两组细胞中EMT家族相关蛋白表达水平

表1 两组细胞中EMT家族相关蛋白相对表达量比较

(n=3,􀭵x±s)

组别 Vimentin N-cadherin E-cadherin

对照组 100.02±9.76 100.24±10.28 100.35± 8.93
实验组 21.01±8.75 13.32± 3.48 402.28±11.74
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3 讨  论

食管癌是世界第五大常见的消化系统肿瘤,包
括鳞癌和腺癌两类[10]。临床针对食管癌患者的治

疗方案主要包括放疗和化疗,化疗药物主要包括紫

杉醇、多柔比星、氟尿嘧啶等[11]。化疗过程易产生

毒副作用,并且长时间的化疗易使肿瘤产生耐药,为
后续的临床治疗增加了难度。耐药食管癌EC109/

PTX细胞株是将食管癌EC109细胞间歇性暴露于

高浓度的紫杉醇中获得的[12],是研究食管癌耐药及

其耐药机制的常用细胞株。

BMP属于转化生长因子β(TGF-β)超家族,在
细胞增殖和软骨分化中具有广泛的生物学作用[13]。
在人类发育过程中,作为一种分泌蛋白,BMP通过

与受体偶联发挥功能,进而参与调节细胞的迁移与

侵袭。BMP4是属于TGF-β超家族的一员,与早期

胚胎发育和肿瘤发生相关[14]。有研究表明,BMP4
过表达可以增强乳腺癌细胞的化疗耐药性[15]。也

有研究发现BMP4在胃癌组织中过表达,并且与患

者的预后不良相关[16]。此外有实验证实BMP4在

顺铂耐药的胃癌和卵巢癌细胞系中高表达。

BMP是参与胚胎骨骼形成的一类蛋白质,其可

能有助于维持肿瘤干细胞群体的细胞表型[17-18]。

EMT是上皮细胞获得间充质特征的过程,EMT与

肿瘤的侵袭、转移和耐药性相关[7,19]。有研究表明,
美洲蒲公英的粗提取物作为BMP抑制剂,在体外

可抑制三阴性乳腺癌细胞的增殖、EMT、侵袭和迁

移[20-21]。也有研究显示,BMP抑制剂盐酸双吗啡肽

能够使人脑胶质瘤细胞获得上皮样性状,包括上调

E-cadherin的表达,下调Snail和Slug转录因子的

表达,以及丧失其干细胞特征和自我更新能力,这种

表型转换抑制了人脑胶质瘤细胞的迁移、侵袭以及

体外肿瘤的增殖[17]。以上研究表明,BMP是肿瘤

转移和侵袭的重要分子。研究显示,食管癌EC109
细胞耐药后具有更强的侵袭和迁移能力[9],因此本

研究选择了侵袭和迁移能力较强的耐紫杉醇的食管

癌细胞EC109/PTX细胞株,探究BMP4抑制剂对

EC109/PTX细胞株侵袭和迁移能力的影响。
参考相关研究,药物在10%抑制浓度时通常被

认为是无细胞毒性的[22-23],因此本研究首先通过盐

酸双吗啡肽对EC109/PTX细胞的细胞抑制率曲

线,计算细胞抑制率10%时盐酸双吗啡肽浓度。再

通过细胞凋亡实验证实,浓度为1μmol/L的盐酸

双吗啡肽在作用EC109/PTX细胞48h时,并无明

显诱导细胞凋亡的作用,因此采用1μmol/L浓度

的盐酸双吗啡肽用于后续实验。
有研究显示,盐酸双吗啡肽能上调促凋亡家族

成员Bad的表达,并参与促进慢性髓性白血病细胞

K562的凋亡[24-25]。盐酸双吗啡肽促进癌细胞凋亡

可能与盐酸双吗啡肽的剂量和肿瘤类型及分期相

关。本研究中,与对照组相比,1μmol/L盐酸双吗

啡肽可显著抑制EC109/PTX细胞迁移能力,并显

著减少EC109/PTX细胞穿过半透膜的细胞数量,
提示1μmol/L盐酸双吗啡肽具有抑制EC109/PTX
细胞侵袭的能力。有研究显示,盐酸双吗啡肽可通

过抑制法尼醇 X受体过表达,进而抑制膀胱癌迁

移、侵袭[26-27]。本研究又进一步对细胞中侵袭和迁

移相关蛋白表达情况进行了检测,以进一步揭示其

作用的分子机制。结果显示,1μmol/L盐酸双吗啡

肽可以降低 Vimentin、N-cadherin蛋白表达,同时

升高N-cadherin蛋白表达。表明1μmol/L盐酸双

吗啡肽可能通过影响EMT家族相关蛋白表达,进
而抑制EC109/PTX细胞侵袭和迁移能力。

综上所述,本研究检测到BMP小分子抑制剂

盐酸双吗啡肽对耐药食管癌细胞EC109/PTX的迁

移和侵袭具有抑制作用;对EC109/PTX细胞迁移

和侵袭能力的影响或与其下调Vimentin和N-cad-
herin的表达,上调E-cadherin的表达相关。盐酸双

吗啡肽对耐药食管癌细胞迁移和侵袭能力的影响及

分子机制仍需进一步研究和探索,以求为临床上控

制与预防食管癌侵袭和迁移提供理论支持。
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