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替泊沙林下调 ABCB1介导 AKT/mTOR通路调节
LS1034细胞的迁移与凋亡

金丽雯1,何治军2,徐继3

(上海市浦东新区周浦医院,1.消化科;2.普外科;3.肿瘤科,上海 201318)

【摘要】目的:探讨替泊沙林(Tepoxalin)下调ATP结合盒转运体B亚家族成员1(ABCB1)介导AKT/mTOR通路调节

结直肠癌(CRC)LS1034细胞的迁移与凋亡,及可能的机制。方法:通过公共数据库(GEPIA和 HPA)分析 ABCB1在CRC
的表达水平及预后情况;CCK-8检测细胞增殖水平;RT-qPCR和 Western

 

blot检测 mRNA和蛋白表达水平;流式细胞术检查

细胞凋亡水平;Transwell实验测量细胞迁移水平。结果:ABCB1在CRC组织中高表达(P<0.05),且与预后无相关性(P>
0.05)。细胞验证结果显示,ABCB1是CRC中的上调基因。Tepoxalin可抑制结直肠癌细胞中ABCB1表达,并阻断结直肠癌

细胞增殖、迁移和凋亡的诱导。Western
 

blot结果显示,Tepoxalin可抑制 AKT/mTOR信号通路和凋亡信号通路表达。结

论:Tepoxalin通过靶向ABCB1抑制其表达,进而抑制CRC细胞增殖与迁移,诱导其凋亡,机制可能与抑制 ABCB1介导的

AKT/mTOR信号通路有关。
【关键词】替泊沙林;ABCB1;结直肠癌;AKT/mTOR信号通路
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【Abstract】Objective:
 

To
 

explore
 

the
 

downregulation
 

of
 

ATP-binding
 

cassette
 

transporter
 

B
 

subfamily
 

member
 

1
 

(ABCB1)
 

by
 

Tepoxalin
 

mediated
 

AKT/mTOR
 

pathway
 

in
 

regulating
 

the
 

migration
 

and
 

apoptosis
 

of
 

colorectal
 

cancer
 

(CRC)
 

LS1034
 

cells
 

and
 

its
 

possible
 

mechanisms.Methods:Public
 

databases
 

(GEPIA
 

and
 

HPA)
 

were
 

used
 

to
 

analyze
 

the
 

expression
 

level
 

and
 

prognosis
 

of
 

ABCB1
 

in
 

CRC,CCK-8
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

cell
 

proliferation,RT-qPCR
 

and
 

Western
 

blot
 

were
 

used
 

for
 

mRNA
 

and
 

protein
 

detection,flow
 

cytometry
 

was
 

used
 

for
 

apoptosis
 

detection,and
 

Transwell
 

assay
 

was
 

used
 

to
 

measure
 

cell
 

migration.Results:
 

ABCB1
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

CRC
 

tissues
 

(P<0.05)
 

and
 

was
 

not
 

correlated
 

with
 

prognosis
 

(P>0.05).
Cell

 

validation
 

showed
 

that
 

ABCB1
 

was
 

an
 

upregulated
 

gene
 

in
 

CRC.Tepoxalin
 

inhibits
 

ABCB1
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells
 

and
 

blocks
 

the
 

induction
 

of
 

proliferation,migration,and
 

apoptosis
 

in
 

colorectal
 

cancer
 

cells.In
 

addition,Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

tepoxalin
 

could
 

inhibit
 

AKT/mTOR
 

signaling
 

pathway
 

and
 

apoptotic
 

signaling
 

pathway
 

expression.Conclusion:
 

Tepoxalin
 

inhibits
 

proliferation
 

and
 

migration
 

of
 

CRC
 

cells
 

while
 

inducing
 

apoptosis
 

by
 

targeting
 

ABCB1,which
 

is
 

mediated
 

by
 

ABCB1-mediated
 

inhibition
 

of
 

AKT/mTOR
 

signaling
 

pathway.
【Key

 

words】Tepoxalin;ABCB1;Colorectal
 

cancer;AKT/mTOR
 

signaling
 

pathway

  结直肠癌(colorectal
 

cancer,CRC)作为全球第

三大常见癌症和第四大癌症相关死亡的消化道恶性

肿瘤,发病率和死亡率逐年上升[1-2]。尽管手术切

除辅助放疗和化疗的综合治疗及靶向治疗在CRC
中取得了令人鼓舞的成绩,但仍存在复发率高、耐药

性等问题,严重影响患者的生存质量和预后[3-4]。

因此,寻找新的治疗靶点和药物具有重要的临床意

义。Tepoxalin是一种具有多种生物活性的非甾体

抗炎药,对多种肿瘤具有抗肿瘤活性[5]。以往研

究[6-7]指出,Tepoxalin不仅能通过诱导凋亡和抑制

血管生成抑制结肠肿瘤生长,还对高表达 ABCB1
的癌细胞具有明显杀伤作用。ATP结合盒转运体
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B亚家族成员1(ABCB1)是一种膜结合的
 

ATP
 

依

赖性转运蛋白,在多种肿瘤中常上调,对肿瘤发展具

有重要作用[8-9]。ABCB1减少可抑制U-87
 

MG细

胞的迁移和侵袭[10];在CRC中ABCB1减少可抑制

了CRC的增殖并促进了细胞凋亡[11],这些研究揭

示了 ABCB1在肿瘤中的功能。ABCB1在结直肠

癌中高表达,并与预后不良有关[12]。目前关于Te-
poxalin与ABCB1在CRC方面的研究较少。本研

究旨在探讨 Tepoxalin下调 ABCB1介 导 AKT/

mTOR通路调节CRC
 

LS1034细胞的迁移与凋亡

及可能的机制。

1 材料与方法

1.1 材料

NCM-460 细 胞 (FH0541)、LS1034
 

细 胞

(FH0912)、NCM-460完全培养基(FH-NCM-460)、

LS1034完 全 培 养 基(FH-LS1034)和 AnnexinV-
FITC/PI细胞凋亡检测试剂盒(FH-JC002M)购自

上 海 富 衡 生 物 科 技 有 限 公 司;Tepoxalin
(A415650)、CCK-8

 

试 剂 盒 (E606335)、结 晶 紫

(A600331)、引物合成和二抗等生化试剂购自生工

生物工程(上海)股份有限公司;定量PCR试剂盒

(RR420)、RNA提取试剂(9108)和逆转录试剂盒

(RR036)盒购自 TaKaRa公司;ABCB1(13342)、

Bcl-2(3498)、Bax(2774)、AKT(9272)、mTOR
(2983)、p-AKT(4060)p-mTOR(5536)和 GAPDH
(5174)购自Cell

 

Signaling
 

Technology公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 人类正常结肠粘膜上皮细胞

(NCM-460)细胞培养均用NCM-460完全培养基进

行培养;人结直肠癌细胞(LS1034
 

)细胞培养均用

LS1034完全培养基进行培养,细胞培养于37
 

℃的

恒温培养箱;每2~3
 

d更换1次培养基,当细胞密度

超过80%后按105 个/孔的密度进行传代接种。

1.2.2 在线数据库分析 GEPIA数据库(https://

gepia.cancer-pku.cn/)
 

对CRC中ABCB1
 

mRNA
 

表

达、生存预测及ABCB1mRNA水平与CRC病理分期

的关联进行分析;HPA
 

(https://www.Proteinatlas.
org/)

 

数据库对ABCB1蛋白在CRC组织中的表达和

结直肠癌细胞系中表达进行分析。

1.2.3 分子对接 从PubChem数据库(https://

pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/)获取 Tepoxalin的

3D结构,从 Protein
 

Data
 

Bank数据库(PDB,ht-
tps://www.rcsb.org/)获取了 ABCB1的3D 结

构,利用Autodock
 

vina进行分子对接,并通过Py-
MOL软件进行可视化处理。

1.2.4 CCK-8检测 将100
 

μL密度为104 个/mL
的LS1034

 

细胞接种于96孔板中,并将不同浓度

(0、10、20、40、80
 

μmol/L)的Tepoxalin分别加入每

孔,每组3复孔。培养48
 

h后以10
 

μL/孔CCK-8
试剂继续培养1

 

h。后采用Multiskan
 

FC酶标仪检

测450
 

nm处的吸光度。

1.2.5 流式细胞术 用不含EDTA的胰酶消化并

收集不同浓度(0、10、20、40
 

μmol/L)的 Tepoxalin
细胞,根据 AnnexinV-FITC/PI细胞凋亡检测试剂

盒产品说明书进行细胞染色处理,最后应用Cyt-
oflex流式细胞仪检测各组细胞凋亡。

1.2.6 Transwell
 

检测 将200
 

μL密度为104 个/

mL的LS1034
 

细胞接种于24
 

mm
 

Transwell小室

中,使用200
 

μL无血清
 

DMEM
 

培养基培养,然后

分别加入不同浓度(0、10、20、40
 

μmol/L)的 Tep-
oxalin接种于上腔。向下腔加入含

 

10%FBS
 

的
 

DMEM
 

培养基。细胞连续培养24
 

h,甲醇固定30
 

min。随后,0.1%结晶紫染色15
 

min,最后用 E-
clipse

 

TS100光学显微镜进行成像,并在5个随机

选择的视野中进行计数。

1.2.7 
 

RT-qPCR实验 用不含EDTA的胰酶消

化并收集不同浓度(0、10、20、40
 

μmol/L)Tepoxalin
细胞,根据生产商的方案使用RNA提取试剂分离

总RNA;使用逆转录试剂盒将总
 

RNA
 

样品逆转录

为cDNA。使用定量PCR试剂盒和qTOWER3
 

系

列PCR仪进行一式3份的实时
 

PCR。所有程序都

是按照制造商的建议进行的。引物由生工生物工程

(上海)股份有限公司合成,序列如下:ABCB1-F:5'-
TTGCTGCTTACATTCAGGTTTCA-3',ABCB1-
R:5'-AGCCTATCTCCTGTCGCATTA-3';GAP-
DH-F:5'-GGCCTTCCGTGTTCCTACC-3',GAP-
DH-R:5'-GCCCAAGATGCCCTTCAGT-3'。 用

2-△△CT
 

法计算靶基因的相对表达量。

1.2.8 Western
 

blot实验 用不含EDTA的胰酶

消化并收集不同浓度(0、10、20、40
 

μmol/L)Tep-
oxalin细胞,各组样本加入蛋白裂解液及PMSF,冰
上放置40

 

min,4
 

℃下12
 

000
 

r/min
 

离心40
 

min,
取上清。以BSA为标准,用Bradford

 

法对上清进

行蛋白定量。取20
 

μg蛋白样品,10%
 

SDS-PAGE
电泳进行分离,电泳结束后转膜至PVDF膜,加入

封闭液封闭1
 

h,PBS清洗后加入一抗ABCB1、Bcl-
2、Bax、AKT、mTOR、p-AKT 和 p-mTOR(1∶
1

 

000)4
 

℃过夜。在
 

TBST中洗涤3次后,在室温

下使用HRP
 

缀标记的山羊抗小鼠IgG
 

(H
 

+
 

L)用
作二抗孵育1

 

h。利用凝胶记录系统检测阳性条带

强度。使用
 

ImageJ
 

软件对条带强度进行量化,将
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所有样品与GAPDH作为参考蛋白进行比较。

1.3 统计学分析

采用
 

GraphPad
 

Prism软件8.0对数据进行处

理与分析。计量资料符合正态分布且方差齐性,以
(x-±s)表示,多组间比较行单因素方差分析,相关

性采用Spearman秩相关分析。P<0.05为差异有

统计学意义。

2 结果

2.1 
 

ABCB1与CRC的关系

GEPIA
 

数据库分析结果显示,相较于正常样

本,ABCB1在CRC中高表达(P<0.05);CRC患者

肿瘤组织中 ABCB1的表达水平增加(P<0.05)。
相关性分析结果显示,ABCB1的表达水平与CRC
病理 分 期 及 预 后 无 明 显 相 关 性 (P >0.05)。
见图1。

2.2 ABCB1在CRC细胞中的表达

HPA
 

数据库分析结果显示,ABCB1在CRC组

织中 表 达 水 平 较 高 (P <0.05)。RT-qPCR 和

Western
 

blot实验结果显示,与正常NCM-460细胞

系相比,在LS1034细胞中 ABCB1的 mRNA和蛋

白水平均高表达(P<0.05)。见图2。

图 1 ABCB1 在 CRC 中的表达
A. ABCB1 在 GEPIA 数据库中正常样本（275）和 CRC 肿瘤样本（349）中的表达情况；B. ABCB1 在各种肿瘤组织

中的表达情况；C. CRC 患者 OS 分析；D. CRC 患者 DFS 分析；E. CRC 不同病理分期中的 ABCB1 mRNA 表达。
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图 2 ABCB1 在 CRC 细胞系 LS1034 中的表达
A. HPA 数据库中 ABCB1 表达；B. 不同 CRC 细胞系中 ABCB1 表达；C. LS103 细胞中 ABCB1 mRNA 表达；

D. LS1034 细胞中 ABCB1 蛋白表达。 ①P<0.01。
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2.3 Tepoxalin对 ABCB1在CRC细胞中表达的

影响

分子对接的视觉分析表明,Tepoxalin直接靶

向ABCB1。RT-PCR和 Western
 

blot实验结果显

示,Tepoxalin导致 ABCB1在 mRNA和蛋白质表

达水平的下调。见图3。

2.4 Tepoxalin对CRC细胞迁移和凋亡的影响

流式细胞术检测结果显示,Tepoxalin组细胞

凋亡比例增加(P<0.05);Transwell实验结果显

示,
 

Tepoxalin
 

通过抑制
 

ABCB1
 

介导了
 

CRC
 

细胞

迁移的抑制和凋亡的诱导。见图4。

图 3 Tepoxalin 抑制 ABCB1 在 CRC 细胞中的表达
A. Tepoxalin 的结构式；B. Tepoxalin 与 ABCB1 之间的分子对接；C. CCK-8 检测细胞活力；D. RT-qPCR

检测 ABCB1 mRNA 表达； E. Western blot 检测 ABCB1 蛋白表达。 ①P<0.01，与 0 μmol/L 组比较。
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图 4 Tepoxalin 对 CRC 细胞迁移和凋亡的影响
A. Transwell 实验；B. 流式细胞术。 ①P<0.01，与 0 μmol/L 组比较。
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2.5 Tepoxalin对CRC
 

AKT/mTOR通路的影响

Western
 

blot检测结果显示,与正常组相比较,
 

Tepoxalin
 

治疗组细胞中AKT和 mTOR的磷酸化

水平降低(P<0.05),总AKT和 mTOR的表达无

统计学差异(P>0.05);凋亡蛋白Bax表达水平增

高(P<0.05),抗凋亡蛋白Bcl-2表达降低(P<
0.05)。见图5。

图 5 Tepoxalin 对 CRC AKT/mTOR 通路的影响
A. Western blot 检测 BCL2、BAX 和 AKT/mTOR 信号通路的蛋白；B. 蛋白表达水平的分析。

①P<0.01，与 0 μmol/L 组比较。
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3 讨论

Tepoxalin作为一种非甾体抗炎药,主要用于

炎症性疾病。近年来研究[13-15]发现,其在肿瘤研究

中展现出一定的潜力,尤其是在抑制肿瘤生长和诱

导细胞凋亡方面。此外,McQuerry等[16]研究发现,

Tepoxalin可提高过表达多药转运蛋白基因ABCB1
的耐药性乳腺癌细胞的化疗功效。ABCB1转运体

的高表达通常与化疗药物耐药性的发展有关,在

CRC研究中 ABCB1表达与预后生存相关[9,12,17]。
本研究中,ABCB1在 CRC中高表达(P<0.05);

Tepoxalin能抑制ABCB1在CRC细胞中的表达及

CRC细 胞 的 增 殖、迁 移 并 诱 导 细 胞 凋 亡 (P <
0.05),表明Tepoxalin在多种肿瘤中具有抗肿瘤活

性。本研究结果揭示了 Tepoxalin在CRC中的作

用与ABCB1表达调控之间的关系,为理解Tepoxa-
lin的抗肿瘤机制提供了新的视角。

AKT/mTOR
 

信号通路广泛分布细胞中,在细

胞增殖、代谢、分化等过程发挥着重要作用,并在调

节正常细胞和癌细胞的生长过程中发挥重要作

用[18-19]。AKT作为 AGC激酶的一种,是参与细

胞增殖、生长、生存和代谢重要的调控分子[20]。有

研究[21]表明,AKT磷酸化蛋白在肿瘤增殖、侵袭、
凋亡、耐药方面起着重要的作用。mTOR

 

则是一种

丝氨酸/苏氨酸激酶,在调节细胞生长和代谢方面发

挥着重要的作用,在肿瘤研究中参与多种生物学功

能[22]。AKT和 mTOR的抑制剂研发是抗癌药物

开发的重要途径之一[23-24]。本研究结果显示,Te-
poxalin

 

通过抑制CRC细胞细胞中
 

AKT
 

和
 

mTOR
 

的磷酸化,促进促凋亡蛋白
 

Bax
 

表达,并抑制抗凋

亡蛋白
 

Bcl-2
 

表达,表明在CRC中Tepoxalin
 

的抗

癌效应源于其对 ABCB表达的抑制及对 AKT/

mTOR
 

信号通路活性的阻断。

ABCB1作为一种跨膜转运蛋白,其高表达不仅

与多药耐药相关,还可能通过调控下游信号通路影

响肿瘤细胞的生存与迁移。有研究[25-27]指出,AB-
CB1可能通过调节细胞内药物分布或直接与信号

分子互作,影响PI3K/AKT/mTOR通路的活化。
本研究中,Tepoxalin处理后ABCB1表达下降伴随

p-AKT和p-mTOR水平降低,提示ABCB1可能作

为上游调控因子参与该通路的激活。但ABCB1如

何具体调控 AKT/mTOR通路仍需进一步研究。
本研究结果还显示,Tepoxalin可抑制CRC细胞的

增殖与迁移,并诱导细胞凋亡,同时下调ABCB1的

mRNA及蛋白表达水平(P<0.05),提示上述作用

可能通过抑制AKT/mTOR信号通路激活而实现。
综上,Tepoxalin通过靶向 ABCB1抑制其表

达,进而抑制CRC细胞增殖与迁移,并诱导其凋亡,
机制可能与抑制ABCB1介导的AKT/mTOR信号

通路有关。
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