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自噬抑制剂3-MA联合PI3K/mTOR双重抑制剂

NVP-BEZ235促进宫颈癌细胞凋亡的实验研究

郭苏阳,杨波,刘红丽,邵均均,张庆松

(蚌埠医学院第一附属医院肿瘤妇科,安徽 蚌埠 233003)

摘 要:目的 分析PI3K/mTOR抑制剂NVP-BEZ235与自噬抑制剂3-MA对人宫颈癌SiHa细胞凋亡的协同作用。

方法 将人宫颈癌SiHa细胞分别采用PI3K/mTOR抑制剂 NVP-BEZ235、自噬抑制剂3-MA、NVP-BEZ235联合3-
MA进行处理,比较细胞的生存水平、凋亡水平、相关凋亡蛋白的表达水平。结果 人宫颈癌SiHa细胞经不同浓度的

NVP-BEZ235处理1d后,细胞增殖率下降,而细胞凋亡率升高,且呈现剂量依赖性。Westernblot结果显示 NVP-
BEZ235处理呈剂量依赖性地下调Bcl-2表达,同时上调了Bax表达。与对照组相比,3-MA单独处理对细胞的增殖,凋
亡及凋亡蛋白表达无显著影响。与NVP-BEZ235组相比,3-MA联合 NVP-BEZ235处理导致细胞增殖率下降,细胞凋

亡率提高,Bcl-2表达降低,而Bax表达升高。结论 3-MA联合NVP-BEZ235可进一步抑制细胞增殖,促进宫颈癌细胞

凋亡。本研究为宫颈癌的治疗提供一种潜在的联合治疗方案。
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Experimentalstudyofautophagyinhibitor3-MAcombinedwithPI3K/mTORdual
inhibitorNVP-BEZ235promoteapoptosisofcervicalcancercells

GuoSuyang,YangBo,LiuHongli,ShaoJunjun,ZhangQingsong

(DepartmentofOncologicGynecology,FirstAffiliatedHospitalofBengbu
MedicalCollege,Bengbu233003,Anhui,China)

  Abstract: Objective ToanalyzethesynergisticeffectofPI3K/mTORinhibitorNVP-BEZ235andauto-
phagyinhibitor3-MAontheapoptosisofhumancervicalcancerSiHacells. Methods Humancervicalcancer
SiHacellsweretreatedwithPI3K/mTORinhibitorNVP-BEZ235,autophagyinhibitor3-MA,andNVP-
BEZ235combinedwith3-MA,respectively.Thecellsurvivallevel,cellapoptosislevelandexpressionsofre-
latedapoptoticproteinswerecompared. Results HumancervicalcancerSiHacellsweretreatedwithdiffer-
entconcentrationsofNVP-BEZ235for1day,thecellproliferationratedecreased,whilethecellapoptosisrate
increasedinadose-dependentmanner.WesternblotresultsshowedthatNVP-BEZ235treatmentdecreasedthe
expressionofBcl-2andup-regulatedtheexpressionofBaxinadose-dependentmanner.Comparedwiththe
controlgroup,3-MAtreatmentalonehadnosignificanteffectoncellproliferation,apoptosisandapoptoticpro-
teinexpression.ComparedwithNVP-BEZ235group,3-MAcombinedwithNVP-BEZ235treatmentresultedin
decreasedcellproliferationrate,increasedcellapoptosisrate,decreasedBcl-2expressionandincreasedBaxex-
pression. Conclusion 3-MAcombinedwithNVP-BEZ235canfurtherinhibitcellproliferationandpromote
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apoptosisofcervicalcancercells.Thisstudyprovidesapotentialcombinationtherapyforthetreatmentofcer-
vicalcancer.
  Keywords: autophagy;PI3K/mTORinhibitorNVP-BEZ235;3-MA;apoptosis;uterinecervicalneo-

plasms

  临床中严重威胁女性生命健康的恶性肿瘤包括宫

颈癌,近年来,其发病趋势较为年轻化,自噬(autoph-
agy)属于普遍存在于真核细胞内,由特定基因调节的

进化上保守的溶酶体依赖性降解方式[1-2]。核心负调

控因子(mammaliantargetofrapamycin,mTOR)属于

非典型的丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶,该激酶所在信号通

路可有效调节多项细胞功能[3-4]。且该功能与肿瘤的

产生具有密切关联,PI3K/Akt/mTOR信号通路属于

mTOR重要的上游信号通路,本文旨在研究 NVP-
BEZ235对诱发宫颈癌SiHa细胞株死亡,抑制自噬进

而提升NVP-BEZ235效果方面的影响进行研究,以此

为宫颈癌的治疗方式方法上建立一个新的指路标。

1 资料与方法

1.1 实验试剂及材料来源 ①本项研究由美国Sig-
ma公司购进自噬抑制剂3-MA试剂盒,PI3K/mTOR
抑制剂 NVP-BEZ235于LCLaboratories公司购买,
噻唑蓝 MTT、DAPI染液、AnnxinV/PI双染凋亡试

剂盒、鼠抗人β-actin单抗均从SantaCrus公司购买,
从SC公司购买兔抗人bcl-2、bax多抗,本研究使用的

ECL显色液,由国外的ThermoScientific公司提供。

②细胞株。本研究所用的人宫颈癌SiHa细胞系均为

由北京协和医院细胞资源中心提供的贴壁细胞。在实

验室内进行传代保存,培养环境为培养箱,培养条件为

37℃、5%浓度CO2。研究细胞选取处于生长期至对

数生长期进行实验。

1.2 方法

1.2.1 分组 将细胞系进行分组,共分为常规组、3-
MA组、NVP-BEZ235组、NVP-BEZ235+3-MA组。

1.2.2 检测方法 ①MTT法检测细胞的增殖率[5]。
将生长状态相对较好的对数期人宫颈癌SiHa细胞,
按照每96孔板中放置SiHa细胞,各孔的细胞数量为

8000个,添加后静置1d,待细胞完全贴壁后,更换培

养液,按一定梯度更改培养液的浓度和药物,每孔添加

含量为200μl,持续1d后,按20μl的剂量向每孔中

添加噻唑蓝 MTT,保证每毫升5μl,重新放入孵箱中,
进行5h的连续培育,运用波长为490nm的酶标仪,
对各个孔处的吸光水平进行检测,并依据检测获得的

资料对细胞的存活水平进行统计。②运用流式细胞仪

手段,对细胞的凋亡水平进行检测[6]。将发育状况较

好的对数期人宫颈癌SiHa细胞,各个孔内均含有5

×105 个细胞,在6个孔板内,展开细胞的孵育工作,
时间为1d,当细胞贴壁后,将各浓度药物的培养液进

行替换,持续1d后,对贴壁细胞采用胰酶进行处理,
获取细胞并添加合适的 AnnexinV/PI试液,静置于

室温中,躲避光源,培养15min左右;通过细胞仪来测

试细胞的死亡率,为了避免实验偶然性,每组均重复操

作3次以上。③Westernblotting检测[4]凋亡蛋白表

达水平。从处于对数生长期并且生长状况良好的人宫

颈癌SiHa细胞中选取适量细胞,以5×105 每孔的间

距,置入75ml细胞培养皿中,静置24h放入细胞培

养箱中,等待细胞贴壁之后,更换成其他药物浓度的培

养液,获取贴壁及悬浮细胞,离心之后,置于PBS溶液

中冲洗,重复2次以上,将RAPl裂解液加入到PBS溶

液内,并将其中细胞蛋白提炼出来,运用SDS-PAGE
胶展开电泳操作,电压为110V,时间为130min,在

PVDF膜上电移植上蛋白,然后采用浓度为5%的脱

脂牛奶,对溶液进行密封处理,在室温环境下放置2~
3h,继续添加浓度适宜的一抗,在5℃温度下孵育过

夜,置于PBST溶液中重复清洗3次,分别在15min、

5min、5min后,置入对应的辣根过氧化酶标记的二

抗,滞留2h后,使用PBST清洗3次,然后通过ECL
显色。④形态学观察细胞凋亡。将发育状况较好的对

数期人宫颈癌SiHa细胞,将选取细胞按照8000个/
孔密度在96孔板上进行接种,静置24h,观察细胞贴

壁情况并在细胞全部贴壁时更换培养液,按照每孔

200μl剂量添加,24h之后,使用胰酶处理贴壁细胞,
获得细胞,使用胰酶消化贴壁细胞,加入一定量的

DAPI或AnnexinV-FITC和PI染液进行染色,并且

使用荧光显微镜,对比常规组,检验不同药物浓度处理

细胞和细胞死亡之间的联系。

1.3 统计学方法 本研究选用SPSS20.0统计软件

分析数据。计量资料用(췍x±s)表示,检验方式为t检

验,以P<0.05,差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 不同NVP-BEZ235浓度对SiHa细胞增殖率的

影响 采用不同 NVP-BEZ235浓度处理SiHa细胞

24h。结果显示,NVP-BEZ235可显著降低SiHa细

胞增殖率。而且,细胞增殖率随浓度增加而不断降低。
结果表明,NVP-BEZ235可剂量依赖性地抑制SiHa
细胞增殖。见表1。
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表1 不同NVP-BEZ235浓度对SiHa细胞

增殖率的影响 (췍x±s,%)

浓度(nM) n 增殖率

0 3 92.1±0.13
50 3 81.3±0.11a

100 3 68.3±0.22a

200 3 56.3±0.21a

 注:与0nM组比较,a:P<0.05

2.2 不同NVP-BEZ235浓度对SiHa细胞凋亡率的

影响 采用不同 NVP-BEZ235浓度处理SiHa细胞

24h。结果显示,NVP-BEZ235可显著提高SiHa细

胞凋亡率。而且,细胞凋亡率随浓度增加而增加。结

果表明,NVP-BEZ235可剂量依赖性地促进SiHa细

胞凋亡。见表2。

表2 不同NVP-BEZ235浓度对SiHa细胞

凋亡率的影响 (췍x±s,%)

浓度(nM) n 凋亡率

0 3 54.3±0.03
50 3 61.3±0.11a

100 3 88.3±0.25a

200 3 96.3±0.33a

 注:与0nM组比较,a:P<0.05

2.3 不同 NVP-BEZ235浓度对SiHa细胞Bcl-2、

Bax蛋白表达的影响 采用 Westernblot方法检测凋

亡相关蛋白Bcl-2及Bax的蛋白表达水平。结果显

示,NVP-BEZ235可显著抑制Bcl-2蛋白的表达而促

进Bax蛋白的表达,且随着浓度增加,诱导效应加强。
见表3。

表3 不同NVP-BEZ235浓度下SiHa细胞

Bcl-2、Bax蛋白的水平 (췍x±s)

浓度(nM) n Bcl-2 Bax

0 3 1.25±0.05 0.89±0.07
50 3 1.12±0.04a 1.27±0.11a

100 3 1.08±0.03a 1.66±0.13a

200 3 0.61±0.02a 1.97±0.14a

 注:与0nM组比较 ,a:P<0.05

2.4 3-MA联合NVP-BEZ235处理对SiHa细胞增

殖率的影响 与对照组相比,3-MA对SiHa细胞的

增殖率无显著影响。与 NVP-BEZ235组相比,3-MA
联合NVP-BEZ235处理组的细胞增殖率显著下降。
结果表明,3-MA促进了NVP-BEZ235诱导的细胞增

殖率下降。见表4。

表4 3-MA联合NVP-BEZ235对SiHa细胞

的增殖率影响 (췍x±s,%)

组别 n 增殖率

对照组 3 91.8±0.52
3-MA组 3 91.3±0.33
NVP-BEZ235组 3 89.7±0.49a

3-MA+NVP-BEZ235组 3 72.3±0.69b

 注:与对照组比较,a:P<0.05;与 NVP-BEZ235组比较,b:

P<0.05

2.5 3-MA联合NVP-BEZ235处理对SiHa细胞凋

亡率的影响 与对照组相比,3-MA对SiHa细胞的

凋亡率无显著影响。与 NVP-BEZ235组相比,3-MA
联合NVP-BEZ235处理组的细胞凋亡率显著升高。
结果表明,3-MA联合NVP-BEZ235更进一步促进细

胞的凋亡。见表5。

表5 3-MA联合NVP-BEZ235处理

对SiHa细胞凋亡率的影响 (췍x±s,%)

组别 n 凋亡率

对照组 3 2.1±0.01
3-MA组 3 2.3±0.12
NVP-BEZ235组 3 7.3±0.11a

3-MA+NVP-BEZ235组 3 12.1±0.07b

 注:与对照组比较,a:P<0.05;与 NVP-BEZ235组比较,b:

P<0.05

2.6 3-MA联合NVP-BEZ235处理对SiHa细胞凋

亡相关蛋白表达的影响 与对照组相比,3-MA对凋

亡相关 蛋 白 Bcl-2及 Bax的 表 达 无 显 著 影 响。与

NVP-BEZ235组相比,3-MA联合NVP-BEZ235处理

组Bcl-2表达显著降低(P <0.05),而Bax表达显著

提高(P<0.05)。见表6。

表6 3-MA联合NVP-BEZ235处理对SiHa细胞

凋亡相关蛋白表达的影响 (췍x±s)

组别 n Bcl-2 Bax

对照组 3 1.25±0.05 0.89±0.07
3-MA组 3 1.19±0.04 0.91±0.08
NVP-BEZ235组 3 0.62±0.03a 1.66±0.13a

3-MA+NVP-BEZ235组 3 0.53±0.02b 1.97±0.14b

 注:与对照组比较,a:P<0.05;与 NVP-BEZ235组比较,b:

P<0.05

3 讨论

3.1 疾病现状 目前,宫颈癌的发病率和死亡率在稳

步上升,已成为世界上最常见的恶性肿瘤之一。随着
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人们生活方式和饮食习惯的改变,其发病率在中国恶

性肿瘤中排名第三,而且这一趋势按一定幅度逐年增

长,对我国国民的生命健康造成严重影响,并且不利于

我国整体健康水平的提升,该疾病在一定程度上增加

我国的医疗负担。PI3K/Akt是主要的信号通路,在
包括宫颈癌在内的许多癌症中都发挥着重要作用。靶

向PI3K/Akt/mTOR已在宫颈癌中进行了广泛研究。
该通路 还 与 细 胞 对 药 物 的 化 学 治 疗 耐 受 性 有 关。

NVP-BEZ235是一种有希望的新型PI3K/mTOR抑

制剂,可强烈抑制PI3K和 mTOR活性。最近的研究

表明[7],NVP-BEZ235对PI3K3CA突变以及未突变

宫颈癌均有效。因此,NVP-BEZ235已迅速成为治疗

宫颈癌的有前途的药物。

3.2 不同NVP-BEZ235PI3K/mTOR抑制剂浓度对

细胞凋亡率影响 在本次研究中,NVP-BEZ235按照

0、50、100、200nM浓度对细胞进行干预,持续1d后,
相比于常规组,数据显示出随药物浓度增加,细胞凋亡

率出现相应增加,该结果证实细胞凋亡与药物浓度间

存在依赖性。5nM 的3-MA+100nM NVP-BEZ235
组的细胞处理1d后,3-MA组细胞未发生生存率明

显上升的情况,3-MA+NVP-BEZ235组的细胞生存

率显著降低,该组远低于单加NVP-BEZ235组的细胞

生存率,证实PI3K/mTOR抑制剂NVP-BEZ235以剂

量依赖的方式有效地抑制人宫颈癌细胞的增殖,并诱

导细 胞 发 生 凋 亡。而3-MA 可 进 一 步 促 进 NVP-
BEZ235诱导细胞增殖率下降以及凋亡率升高。

3.3 3-MA与PI3K/mTOR抑制剂NVP-BEZ235联

用对自噬及细胞凋亡的作用 据报道[8],PI3K/Akt/

mTOR通路在癌症细胞中可对诱导自噬发生过程产

生显著抑制作用。有研究表明[9],mTOR通过下游基

因ULK磷酸化对自噬产生调控作用。证实 mTOR
可有效抑制诱导自噬发生的过程。现有文献发现[10],

PI3K/Akt/mTOR通路诱导发生的自噬对细胞死亡

存在一定影响。据报道,自噬在药物耐受中可具有一

定保护效果,表明自噬可在一定程度上发挥保护宫颈

癌的作用。通过以上的叙述可知,对细胞的自噬进行

阻抑,能够加强癌症细胞内PI3K/mTOR抑制剂的衰

亡速率,效果十分理想。分析本研究资料可知,分别

3-MA 以 及 3-MA+PI3K/mTOR 抑 制 剂 NVP-
BEZ235处理的两组24h后结果与常规组作比较,3-
MA组凋亡相关蛋白的表达呈明显变化趋势;对比单

加NVP-BEZ235组,3-MA联合NVP-BEZ235处理组

明显下调Bcl-2表达,上调Bax表达,证实将自噬反应

抑制剂3-MA与PI3K/mTOR抑制剂 NVP-BEZ235

联用,能够增加细胞的毒性,进而诱导人宫颈癌SiHa
细胞凋亡。

总之,PI3K/mTOR抑制剂NVP-BEZ235在诱导

人宫颈癌SiHa细胞凋亡周期缩减方面具有显著效

果,但在一定程度上其诱导的自噬,从而对癌症细胞产

生保护作用。NVP-BEZ235对人宫颈癌SiHa细胞具

有一定杀伤作用,使用自噬抑制剂3-MA可加强杀伤

效果,从而提升人宫颈癌SiHa细胞对NVP-BEZ235
的敏 感 性。自 噬 抑 制 剂3-MA 联 合 NVP-BEZ235
PI3K/mTOR抑制剂治疗在提升宫颈癌疗效方面具有

较高可行性及有效性,应进一步挖掘其临床应用价值。
本研究为宫颈癌的治疗提供一种潜在的联合治疗方

案。
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