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RADool 对胃癌MKN 一45 细 胞 生 长 影 响的实验研究
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摘要：目的探讨RAD001 对胃癌细胞株MKN一45细 胞生长的影响及可 能作用机制 。方 法 体外培养

MKN一45 细胞 ，给予RA以刃1干预后通过细胞 计数检测MKN一45细 胞数目 ，流 式 细 胞 术 检 测 细 胞周期分布 ，

Western一blot 检测核糖体405小亚基s6K蛋 白激酶（P70S6K） 、真核起始因子4E(eIF一4E） 结合蛋白1(4E -

BPI） 、56蛋 白表达及磷酸化情况 。结果RAD001 作用于MKN一45细胞24h:RAD001 对MKN一45细胞的生 长

产生抑制作用 ，抑制作用具有时间依赖性 ；MKN一45 细胞细胞周期发生改 变 ，停滞在G 。 一 Gl期细 胞比例增加 ；

M K N一4 5细 胞的4E一BPI 、P7oS6K 、5 6 无 明 显 变化 ，phosphate一p70S6K 、phosphate一56 表达缺失 ，phosphate4E一

BPI 表达下降 。结论RA D 0 0 1是通过 抑制mTOR下游通 路阻断4E一BPI及户OS6K 的磷酸化和蛋白质翻 译

进而调节细胞周期以发 挥抑制MKN一45细胞生长的 作用 。
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Abstract:objectiveTo investigatetheeffe ( t ofHAI)001' )n gastriccarcinomacellline MKN一45and to explore

thep (jssihlemechanism . MethodsGastriccarcinoma MKN一45,ellline werec[] ltt.redinRPMll640 with10%fetal

calf serum andtreatedhyRAD00I (20nmoFL);afterwards , thecell （。）ulter , flow cyto,net卿，western一 blot arraywere

used to detectthegrowth , cellcyclearldproteinexpression ofthe tumor cells . ResnltsFollowing RAD()0l treatment,

theMKN一45cells w e r e inhibitedin a time一 （lependence manller. There were changesinthe cycleoftheMKN一45

cells , with an increasein thecell percentage ofGo一GIphasestagnation. Meanwhile , there w e r e n o markedchangesin

theexpressionsofeuka 叮 otictranslationinitiation factorseIF一4E (eIF一4E)andphosphate一4E一 BPI , ribosomal pro
-

tein405kinase, andthere was 1055intheexpression ofphosphate一p70S6K andphosphate一S6 , andtheexpressionof

phosphate4E一BPI was down一regulated. ConclusionRA加01 can inhibitthegrowthofgastriccarcinoma cellline

MKN一45bytheadjustment ofcellcycleviainhibition ofthedownstreampathw 即 ofmTORandtheconsequent blockage

ofthephospho 叮 lationandproteintranslation ofp70S6Kand4E一BPI.

Keywords:gastriccarcinoma; MKN一45cell;RAD001; cellgrowth;inhibito 叮 effecl;mechanism

细胞生长和细胞增殖是相互不同但又 相关的两

个过程 ，它们在器官的生 长 、组织的形成及 肿瘤的生

长中起着重要的 作用 。mTOR(mammaliantarget of

rapamy(: in） 是雷帕霉素（rapamycin） 的靶分子 ，是一

种丝氨酸／苏氨酸蛋 白激酶 ，在感受营养信号 、调节

细胞生长与增殖 中起着关键性的作用〔
’〕 。

mToR 信

号通路调控异常与 肿瘤发生密切相关 ，是肿瘤治疗

的靶点
［”〕 。 RADool 为 雷 帕 霉 素 的 衍 生 物 ，为

mTOR 的抑制剂 。本研究对RAD001对 胃癌细胞株

MKN一45 细胞生长的影响及 其机制进行了探讨 。

1 材料和方法

1 . 1 材料和仪器RADool 、胃癌细胞株MKN一45

细 胞 为 奥 地 利大学VolkerWachek 博 士 馈 赠 。

RADO01用二 甲基亚矾（DMSO）配 成1mmol/L贮 备

液 ，实验时用RPMI1640 稀释为20nmoFL 。 RPMI

1640 、小牛血清购自美国GIBCO 公司 ，其他试剂均

为分析纯 。 PI 染液 、RNase 购自美国BDBioscience
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,.:,

I,l,11） 、！,I，。，、I, 11al。 ·一

56(4838 , l:, l)l,11） 、A,11. 1 (4968 , ．。。I,l,. t )lj沟 J'！ 美巨1

(；川，19, 1: 111,， 拜 公 ．IJ ,1一l,1.,'k 、（;51'l） 、入、、a、 l, t． 【卜， 购

自美！,q'l',.，〔， i、 公司 ，\1:,.k,:I） 华Jl'l 美国卜’、· r 川 ， , 1 [：、＊ 公

、，{,，片日号00 ()12835 细J泡i｝数仪为关国B （、〔、k, 11a,． 公

司 ）
’狱 品 ，

流式细胞仪为关囚111）公司产。、l'. ，电泳仪为

美｝引”沁一比l(l 公，小饭．人．、

1 . 2 细 胞培养 及 分 组 细 胞J(''i养 ，刊几长分裂期细饱

用于本实验研究实验分为： l、阴性 讨！！份眺，｝几刊〔药

物为 l丈l’、1曰640;I)M,O又， ｝照全11 , ｝几子吵｝药物为 I）、1,();

I屯人l）全以 ， I几付！药物为l丈人 I)()()l(2() 11,,.,, l/I)

1 . 3 指 标 检 侧

l · 3 · l 从 ， · 、 l二 】 ． 卜 l,1 {, l 检i则取 ‘｝
几l之分裂期MK、 －

45细）j包 ，胰 ｛，晦消化后置J16孔板内 ，协孔约 1xl()'

个细胞 ，体积 sr,11 , 2411全｛ }1 !！包附壁后移去阿i有l ＿ 下｝，了，

根据分全｝!JJI （人个（(l、 ；人 l飞刊 （药物沂 珍孔最终体积5。，、1

于药物 作J1! 2 4 h 后 ，反 夏 冻 济 后 加 入 蛋 自裂解液 ，

收集细胞 ，提取蛋自 ，）衬了蛋自定城 取 15 林g 蛋 ｝'}

｝车羊进行，卜一r入川几凝 胶电泳 ，湿 转 至 硝 酸 纤 维

!J莫l ，分别加 人 一 J了〔 l, 7(）卜61、（l:If)()()） 、4卜卜l考I'](l:

l()()()） 、l, I, (，、l》 1.:. 1 一 l, 7OS6K(i二l()()(J） 、56(l:l()()()） 、

l）专1,，、I） 飞、a ｝。、一 4卜；一甘l'l(1:l以）0） 、！,}1.，、I) }1 ： 、 、 。 一 ， 6

(1:10()()） 、人（、tirl(l:50()O) ,4飞二摇 床震荡过夜后洗涤

少补加人’I
今 杭 兔 二 抗 （ l:50()0) ，嚼‘温孵育3(),,lin ,AS -

、、．) I, L． 日、、． 洗涤后 ，(:51,l）系统检 测）．亏转人 ｛｛音片‘，将 X

线胶片）正在膜卜f不同日，Jl司｝曝光 ，｝勺动洗片机洗片

成像实验中选取，、 （ till 作为内参照 。

1 . 3 . 2 全 川 胞计数取生长分裂期MKN一45细胞 ，

)J火酶手i'j化 ］．异甘亡于24孔板 I)\J ，下寸孔约l / l( j4 个细胞，

体积 11,,! ,2 4 h 细 胞 附 壁 后 ，根据分组加入相 ！、训’预

药物 ，订孔最终体积 1 . 5.111 ，分别l用药后24 、48 、

7211月｛ 细）J包金1数仪进行细月包i｝数实验亚复3次

1 . 3 . 3 细 胞 周 期 检 测 取 生 长 分 裂 期 M K 入 一 4 5 细

胞 ，!！儿酉每消化），亏岁获于6 孔板 l勺，下乐孔约 1xl(）
弓

个细

胞 ，｝本积51111 , 2 4 h细 胞附壁后移去1 ＿ 清 ． 根据分组

加人相 ）、认I几预药物 ，耳孔最终体积snll ,24h后收集

夕｛川血，流式全！川泡仪检它则细！泡几1）彗l实验玉义3次

1 . 4 统 计 学处 理 I旋J}JSlal：。l () . (）进行 数据处理，

勿！胞计数及细饱周期数据采川单因索方差分析及两

两 比 较 进 行 差 异 分 析 检 验 水 准 ： 。 ＝ 0 ． 仍

2 结 果

之． I w 。 ＊、，·，，、一 l、｛。、检泌｛结果R人｛)0（飞、 作川 MKN一

45细IJ包2411 , I, 7OS6K 、41卜HI'I 、，6无f砂 ｛显变化，

,) l，。，、l, }lal。、一 1) 70%6K 、1, l，。，, I、l,: 11。一 56 表达缺失 ，

!) }1。，51 六l:, 1。 · 4｝一”、’、农达下协 年见咚｛、

卿卿醚鄂

p 7 0 S 6 K 4 E 一 B P I S 6 A c t i n

phoophate一p70S6Kphoophate一4E一BPIpho,phate一56Actin

图．1丈＼l)(j川作川1、IK、一45细，！包241,！ 亏认，、、t一， 1 卜 l,I。 ）［ 脸测蛋 j二1 结果

J习』l,｝ 几 （、J 照少｛土；2 . 1）、l叹《）又」L｝芯兰全fl;3R\t）组

2 . 2 细 胞 生 长 情 况l宝＼I)()()］ 价！日24j］即开始出

现又、jMI、入一45全门fJJ包’｝一长 f'｝勺抑制作川 ，随着作）「Jfi、J

I}:1延长至48 、7211 ，抑制们月J逐渐士 ｛·个强，721111寸f孟人I)

全l士抑制率为4()11叹 ，
’。阴卜！，又寸！｛子廿11 、I）、1,(）对！l 戮全l【

比较差异有统i卜货意义（l,<() .（巧） 1补｝,｝ 外上照组’丁

l ) M 刚 ） 对 ！ ！ 找 红 l 之 间 尤 旅 异 见 表 l

2 . 3细胞周期的改变l似l ) ( ) ( ) l 作川2411 ，川、入 －

45全｛l!JJ 包全日I月包］ ·

‘ d 期

发 ’ } , ‘ 丈 变 ， 停滞在 《，， 一 （;
． 期细胞

比例增） J{l , R入l）少I土（、一（； 少UJ全 川JJ 包比例‘JJ习JI/J 几又、｛少鱿！

纤｛、l) M S ( ）对照纠毛比较差异 子J统i卜货怠义 （尸＜ 0 .()5) ,

吩J卜1 三又寸照全｛L'Jl )M%(） 对！！代全1} l丫 ， j 尤 祭 异 见 表 2

表 l备全 J毛不 同｛！、｛点、IK＼一45少 ｛11 胞it数 （;，二6, x 士 、 ）

引［另弓

｝汀」卜｝又、l!J程少l{

l)MS(）义、（照红t

l瓷八l）全l!

24! l

449 士 ！37

468 士 110

428 士 】78

4811

587 土 489

666 土 374

()5(） 士 3()7

72! 1

4283 士 929

41{q 士 q77

2565 士 535

与I丈人 I）全｛l比 较： 尸 ＜ (j()5

臼逻洲邑幽翔
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表2各组MKN一45细胞细胞周期分布（,,=3 ，二
士，, %)

组 别 G 。 一 G l 期 G Z 一 M 期 s 期

阴性对照组

DMSO对照组

RAD组

48 . 8 士 2 .0 申 1 7 . 5 士 2 .7

48 . 2 士 0 . 9 率 1 8 .0 土 0 . 8

52 . 7 士 0 .9 1 4 1 士 （)9

33 . 7 士 1 . 2

33 . 8 土 0 .9

33 .2 士 1 . 4

与RAD组比较：'P < 0 .05

讨 论

mTOR基因 位于人 常染色体 1p36 . 2上（Gene

m:2475) ，编码全长2 549 个氨基酸的mTOR蛋白

（相对分子质量289 x 10,) ,m T o R 被 认 为 是 磷脂酞

肌醇3一激酶相关激酶（ph (, sphati (, ylinositol3一ki -

nase一： elatedkinase , PIKK）蛋白 质家族成员 。在

mTOR激酶中 存在 FAT 、FRB 、FATC 结构域 ，FArrC/

趾 T 以 相 互 结 合 的 形 式 在 分 子 内协同作用调节

InTOR 激酶活性 。 FRB是FKBP一：apamycin 复合物

结合区，在雷帕霉素特异性抑制 川 T O R 的 过 程 中 起

着连接作用
’ 川 ，

雷帕霉素与其细胞内的受体F K -

BP12(F心06 结合蛋白）结合 ，形成FKBP 一rapamy
-

cin 复合物 ，再与mTOR的FRB相结合 ，从而抑制

mTOR 激酶活性
5一 。

雷 帕 霉 素 是 早 期 研 究 出 的

mTOR特异抑制剂 ，RAD001为雷 帕霉素类似物 ，同

样可以与mTOR的FKBP] 2 蛋白结合位点结合形成

复合物后发挥抑制作用 。本实验体外给予药物后发

现RADoo】可抑制MKN一45细胞生长 ，抑制作用具

郁寸间依赖性。

至 于 其 作用机制 ，激活后的mTOR通过调节2

条不同的下游通路（4E 一BPI ,p70S6K） 来促进细胞

周期转换，促进细胞增殖 。在酵母中 ，雷帕霉素处理

或TO,RI 、
『 r 0 R Z 基 因 的

失活都可导致细胞停滞在G .

期，因为TOR失活引起部分细胞 周期蛋白合成的不

足从而改变细胞周期分布 ，抑制细胞增殖
t'｝ 。 4E -

BPI和p7OS6K 是最广泛研究的mTOR的 底物 ，它

们是蛋白翻译的关键因子 。4E一BPI 是一个低分子

蛋自质 ，通过和eIF一4E 的mRNA帽结合亚 单位的

结介抑制翻译起始 。4E一BPI 和elF一4E 的结合依

赖于4E 一BPI的 磷酸化状态 ，在一般状态下主要是

去磷酸化的状态 。当有生长因子激活 时 ，4E一BPI

被mTOR磷酸化 ，降低了和eIF一4E的结 合亲和能

力，使eIF一4E能与elF一4G／一4B／一4A 结合形成

多亚单位的eIF一4F复 合物 ，从 而 导 致 蛋 白 质 翻泽

的起始
［61 。

p7os6K是 核糖体405小亚基S6K 蛋白

激酶 ，mTOR可 使p70S6K的第412 位苏氨酸残基磷

酸化 ，p70S6K又 使核糖体405小亚基S6蛋白磷酸

化 ，从而使405小亚基参与活跃的多糖核糖体翻译 ，

对含5‘末端寡聚嗜陡的mRNA的翻译起始起上调

作用
［’〕。

本实验结果显示RADool作用MKN一45细胞

2 4 h后 ，p7OS6K 、4E一BPI 、5 6 无 明 显 变化 ，phos -

phate一p70S6K 、phosphate一56表达缺失 ，phos -

phate4E一BPI表达下 降 ；流式细胞仪检测细胞周期

结果显示RAD001作用后MKN一45细胞细胞周期

发生改变 ，停滞在G 。 一 G 、期细胞比例增加 。因而

提示RAD001通过抑制mTOR所调节的下游4E -

BPI 、P70S6K一56通路 ，使MKN一45细胞停滞在G 。一

G
． 期比例增加 ，从而阻滞肿瘤细胞从 C 【 期向S

期的进程 ，发挥其抑制MKN一45细胞生长的作用 。

在胃癌细胞的分裂与生长过程中 ，m T O R 途径

也扮演着重要角色 。盯 r O R 过 度 活 化 后 加可快细胞

周期的调控 ，影 响 肿 瘤 的 进 展 及 对 化 疗 药 物 的 敏 感

性 。而 这 个 过 程 却可以被 mTOR 特异性抑制剂所

抑制 。因而 ，结合本实验结果 ，我们认为 ，进一步研

究mTOR通路可为使用RAD001治疗胃癌提供更多

的理论依据 ，对于mTOR特异性抑制剂RAD001在

胃癌中的研究将具有广阔的前景 。
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