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双麟酸盐药物抑癌机制的初步研究
韦金英 l 王烨 l 哈雪梅 l 马琳 l 韩彩丽 1 * 蒋哗 2 *

(' 河北医科大学病理教研室，石家庄 05001 7;

2 河北医科大学药学院，石家庄 050017)

摘要 研究发现双辟酸盐(Bisphosphonates ， BPs)类药物能抑制多种癌细胞系的生长。 实验

选用双辟酸盐类药物伊班磷酸纳(ibandronate ， IB ) 和 CP(化学名称为 [2-(6- 氨基 - 喋吟 -9- 基)-1- 是

基，麟眈乙基]磷酸，为河北医科大学药学院研制的新药)作用于体外培养的人胃癌细胞株SGC-790 1 ，

用哮哇氮蓝(MTT)比 色实验、流式细胞术、免疫细胞化学染色、 Western blot 等方法研究分析双麟

酸盐类药物对体外培养的人胃癌细胞林细胞增殖、细胞周期和细胞调亡的影响以及且-6 、 p-STAT-

3 蛋白表达的影响 。 结果发现 : BPs 药物可抑制人胃癌细胞 SGC-7901 的增殖， CP 的抑制作用强于

IB . 流式细胞术显示两种药物均可诱导 SGC-7901 细胞凋亡 ; BPs 可以将细胞阻滞于 S 期， 且有明

显的量效和时效关系， CP 的阻滞作用效果强于 IB 。 免疫细胞化学染色和 Western blot 结果显示随

着 BPs 作用时间延长， 且-6 、 p-STAT-3 蛋白表达量逐渐降低， CP组作用 强于 B 组。 提示 BPs 药物

抗肿瘤作用机制可通过影响 IL-6使 STAT-3 蛋白活化受抑制，以维护信号传导及转录活化因子的稳

定，进而影响肿瘤细胞的增殖、凋亡，从而阻断肿瘤的发生 。

关键词 双麟酸盐类药物; IL-6 ; p-STAT-3 ; 胃癌细胞株

胃癌是严重威胁人类健康的疾病 。 寻找药效

好，副作用低的治疗药物， 一直是胃癌研究的一个重

要方面。 IL-6(interleukin-6 ， IL-6)是迄今发现的功能

最为广泛的细胞因子之一， 可以促进多种细胞的增殖

和分化 。 IL-6 的信号主要通过 JAK-STAT 途径与

P21 ras/MAPK/NF -IL6 途径传导至核内 。 STATs

(Singnal transduction and activators of transcription，信

号传导与转录激活因子家族) 是一类由细胞因子 、

生长因子等多肤类配体激活的转录因子。 尤其是其

家族中的 STAT-3，它广泛表达于不同类型的组织细

胞中，参与调节细胞的生长 、 恶性转化、 凋亡等I 门 。

许多基础性研究表明STAT-3肿瘤信号传导通路在大

量人类肿瘤中被激活 参与肿瘤的发生 、 发展，成为

目 前信号传导通路研究的热点 [2) 。

双麟酸盐类药物是近20年来发展起来的抗代谢

性骨病的一类药物，目前有关双瞬酸盐类药物可抑制

多种体外肿瘤细胞系生长的报道不少，但大多集中在

多发性骨肉瘤、乳腺癌和前列腺癌等方面 ， 与胃癌

的关系以及与 IL-6 和 STAT-3 蛋白表达的关系报道

甚少 。 为此，我们用双瞬酸盐类药物作用于人胃癌

细胞株 SGC-7901，对比观察两种药物对胃癌细胞株

SGC-7901 增殖、细胞周期和细胞调亡的影响以及

正-6、 p-STAT-3 蛋白表达的影响，初步探讨 BPs 的抗

肿瘤作用机制，为指导临床用药治疗提供实验依据 。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

CP 和 B 均由河北医科大学药学院惠赠; RPMI-

1640培养基购自 Gibco 公司 ; 牛血清白蛋白购 自华美

生物工程公司 ; p-STAT-3 兔抗人多克隆抗体和 IL-6

鼠抗人多克隆抗体购 自 Biolegend 公司 ; ß- actin 兔抗

人多克隆抗体、 辣根酶标记人抗兔 IgG (H+L) 、 辣

根酶标记兔抗人 IgG (H+L) 、 SP 免疫组化试剂盒 、

浓缩型 DAB 试剂盒、化学发光试剂盒(ECL)购 自北

京中山生物技术公司 。

1.2 细胞及细胞培养

人胃癌 SGC-7901 细胞株(河北医科大学第四医

院提供)置于含 10%胎牛血清的 RPMI1640培养基中，

于 37 .C 、 5% CO2 的培养箱中常规传代培养， 细胞

贴壁生长 、 多边形 ， 细胞核大 、 居中 。

1.3 观察 BPs 对 SGC-7901 细胞株增殖的影响
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将处于对数生长期的 SGC-7901 细胞制成单细 并摄片进行结果判定:免疫细胞化学染色以细胞中出

胞悬液，按 lxl04 个 / 孔接种于 96 孔培养板上， 培养 现棕黄色颗粒为阳性 。 阳性细胞计数方法:高倍镜下

-- 12-24 h ， 细胞完全贴壁后， 换液并分别加入终浓度 (400 倍)每张组织切片记数 5 个视野，每个视野计数

为 15 、 30 、 60 、 120 、 240 mmol/L 的 CP，另一 100 个细胞， 取阳性细胞数百分比的平均值。 阳性细

板加入同样终浓度的 IB，同时设 Na2C03 溶剂对照组 胞数占 11%-50% 时视作低表达，占 51%-100% 为高

(Na2C03 浓度为 0.16%)及空白对照组， 每处理组设 6 表达 。 若切片中阳性细胞数豆 10% 时则视为阴性。

个复孔， 置于 37
0

C 、 5% CO2 孵箱中分别培养 24 h 、 1.6 Western blot 检测 BPs 作用后 SGC-7901 细

48h 和 72 h 后，加入 20~Mπ溶液(5gι，用 0.01 mol/L 胞中 IL-6 和 p-STAT-3 蛋白的表达情况

的 PBS 配制)， 充分混匀后置于 37
0

C 、 5% CO2 孵箱 培养瓶中接种细胞， 分别以两种药物的IC5。为终
中培养 4 h ， 弃上清，再加入 150μ1 DMSO 溶液，充 浓度干预 24 h 、 48 h 、 72 h，收集细胞， 并设空白对

分混匀后检测 570 nm A值，并按下列公式计算细胞 照和溶剂对照组(生理盐水和 Na2C03 溶剂对照培养

增殖抑制率: 细胞增殖抑制率(%)=( 1- 处理组 A值 / 72 h)，收集细胞。 加蛋白裂解液 4
0

C放置 30 min，离

空白对照组 A 值)x 100 。 并根据公式计算确定 72h 心， 取上清液， 提取细胞总蛋白 。 用考马斯亮蓝试

的 IC50 。 公式如下 : IC 5o=lg-'[ Xm-I(I.p-0.5)] 。 其 剂盒定量蛋白 。 电泳时， 上样量为 100 μg/ 孔， 10%

中 Xm= 最大剂量对数值， p= 细胞抑制率(用小数表 SDS-PAGE分离蛋白，电转移至 PVDF膜上， 5% 脱脂

示)， I.p= 各组细胞抑制率总和 ， 1= 相邻两组剂量比 奶封闭 2 h ， 一抗浓度(ß- actin 为 1 : 200, IL-6 和 p-

值的对数(高剂量做分子) 。 STAT-3 为 1: 500) 4 0

C过夜， 二抗(1: 2000) 37
0

C孵育

1.4 流式细胞技术(FCM)检测 BPs 对 SGC-7901 2 h , TBST 洗膜， ECL 试剂盒发光， X 光胶片曝光。

细胞凋亡和细胞周期的影响 结果扫描保存 。 用 Lab Works 4.5 凝胶成像软件(美

两种药物以 IC50 浓度分别作用细胞 72 h，分别 国 )行半定量分析，以积分光密度(lOD)表示 。 结果

收集约 lx 106 个细胞用 FCM 检测细胞凋亡。 用相对积分光密度(IOD)来表示(ß-actin 作为内参对

选取两种药物低于 IC50 的三个不同浓度， IB: 30 照， 相对 IOD 值 =指标的 IOD 值币-actm 的 IOD 值)，

μmol/L 、 60 μmol/L 、 120 μmol/L ; CP: 15μmol/L 、 并与对照组的相对 IOD 值作比较 。

30 μmol/L 、 60 μmol/L 作用细胞 72 h; 同时应用药 1.7 统计学方法

物 IC50 浓度作用于细胞 24 h 、 48 h 、 72 h，分别收 实验数据采用 SPSSI2.0统计软件进行相关统计

集细胞检测细胞周期 。 学处理， 各项数据均以均数 ± 标准差。土s)表示，检验

所收集细胞用 70 % 冷 乙醇固定过夜 。 取约 水准 α=0 . 05 。 组间组内比较采用单因素方差分析，

lxl05/ml 细胞，加入腆化丙皖(Propidium Iodide, PI: 各项指标相关性比较采用 Pearson 相关分析 。 FCM

50 mg/L, Triton-X 100 1. 0%)在 4
0

C冰箱避光染色 列 检测结果的时效关系采用 Spearman 等级相关分析 。

rnin，用美国 Beckman Coulter 公司 Epics-XL 11 型流

式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周期分布 。 应用 2 结果

DNA 细胞周期分析软件， 计算出 DNA组方图各时相 2.1 CP 对 SGC-7901 细胞增殖的影响

分布的百分比，以增殖指数(PI)表示细胞的增殖活性， 实验结果显示BPs对SGC-7901 细胞有生长抑制

公式 : PI=(S 期 +G/M 期)/(S 期 +G/M 期 +GoIG ， 期) 作用 。 当药物浓度为 15μmol/L 时， 抑制作用不明

xl00% 。 显，但随着药物浓度增加，作用时间延长，抑制作用

1.5 免疫细胞化学检测 BPs 作用后细胞中 IL-6 逐渐增强。 IB 的 IC5。为 1 39μmol/L 、 CP 的 IC5。为
和 p-STAT-3 蛋白的表达情况 75μmol/L 。 以药物最大浓度 240 μmol/L 作用 72 h, 

F 将细胞接种到预先放置了消毒盖玻片的 6 孔板， B 细胞增殖抑制率为 5 1.08% ， 而 CP 为 80.12%，溶剂

置 37
0

C 、 5% CO2 培养箱孵育，细胞爬片， 并用相应 组与空白对照组比较无显著差异 (P>0.05)(表 1) 。

IC50 浓度的 BPs 刺激 72h， 常规 SP 法，将六孔板培养 2.2 IB 、 CP 对 SGC-7901 细胞凋亡的影晌

中的细胞用PBS洗涤后加冷丙酣固定， 山羊血清封闭 在二倍体细胞(GoIG ， ) 峰前出现一个亚二倍体峰

30 min，滴加一抗(且-6 和 p-STAT-3 均按 1:100稀释)， 位判定为凋亡细胞峰。 对亚二倍体峰进行定量分析，

湿盒内 4
0

C冰箱过夜， DAB 显色 。 光学显微镜观察 可计算出细胞凋亡率。 IB 、 CP 两种药物 IC50 浓度
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Table 1 The growth iohibition of BPs 00 SGC-7901 cell by 岛1TT

Groups 24 h 48 h 72 h 

A IR% A IR% A IR% 

CP(μmol/L ) 

15 0.842 士 0.034 3. 86% 0 . 748 土 0 . 0 7 6 8.22 % 0 . 709 士 0. 1 25 9.69% 

30 0. 739 :!:: 0. 107 15. 54% 0.593 :!:: 0.027 27.39 % 0 .55 J 士 0 . 022 29.78 % 

60 0.702 土 0. 009 19.88 % 0.50 1 土 0.078 38.58 % 0 .459 士 0.040 4 1. 50% 

120 0. 54 3 土 0 . 1 44 37.96% 0 .407 土 0 . 048 50 .05% 0 . 33 3 士 0 . 068 57. 6 1% 

240 0 . 5 14 土 0 . 024 4 1. 25 % 0.304 :!:: 0 .08 1 62.80% 0 .1 56 土 0 .1 08 80 .1 2% 

IB (μmo1/L) 

15 0 . 85 0 土 0.029 3.02% 0.789 :!:: 0.03 4 3. 10% 0.750 土 0 . 0 1 8 4.5 1% 

30 0. 7 95 士 0 . 030 9.1 8% 0 . 732 士 0 .054 10.23 % 0 .696 :!:: 0.073 11.3 0% 

60 0 . 7 4 2 士 0 . 068 15.29 % 0.640 :!:: 0 .100 2 1.57% 0 . 605 土 0 . 084 23.52 % 

120 0.6 1 9 土 0.056 29 .19% 0 . 560 土 0 . 028 3 1.25 % 0 .484 :!:: 0.092 38 .33 % 

24 0 0.6 13 :!:: 0.0 19 30. 17 % 0 .479 士 0 . 09 1 39 .04 % 0 . 3 85 士 0 . 1 54 5 1. 08 % 
Co nt ro1 0 . 876 土 0 . 074 。 0.8 15 :!:: 0.023 。 0.785 :!:: 0. 104 。

Solvent 0.869 土 0 . 1 2 3 0.84% 0 .8 10 :!:: 0.094 0 .62 % 0.776 士 0 . 1 06 1.14% 

作用细胞 72 h，结果显示 DNA 直方图二倍体峰前均

可见凋亡峰，对照组未见凋亡峰(图 1 ) 。 细胞凋亡率

分别为(2? 72% ::!:: 1. 34%) 、 (3 1.749毛 ::!:: 1. 23%)明显高

于对照组(6.91% 土 1.95%)(P<0.05) ， 两药物组之间比

较无显著差异(P>0 . 05 ) 。 提示 BPs 可促进胃癌细胞

株 SGC-7901 细胞凋亡 。

2.3 IB 、 CP 对 SGC-7901 细胞周期的影晌

选用三组不同浓度的 IB 和 CP作用细胞72 h，结

果显示SGC-7901细胞的细胞周期分布发生变化，随药

物浓度的增加， S 期细胞数逐渐增加， GoIG 1 期和 G/M

期细胞数相应减少， 两种药物组与对照组比较均有显

著性差异(P<0 . 05 ) 。

用两种药物以 ICso 浓度分别作用细胞 24h、 48h、

72 h， 随作用时间延长， GoIG 1 期和 G/M 期细胞数逐

渐减少， S 期细胞数逐渐增加明显， 与空白对照组比

较均有显著性差异(P<0 .05 ); 两药物组之间比较， C P 

组对细胞周期的作用强于 IB 组(P<0 .05 )(表 2 ，表 3) 。

P叶
吧?

1 023 

、，、

、r

AJ 

。

由此可见， IB 、 CP 可以将 SGC-790 1 细胞阻滞 S 期，

且有明显的量效和时效关系 。

2.4 BPs 对人胃癌细胞株 SGC-7901 细胞 IL-6 和

p-STAT-3 蛋白表达的影晌

免疫细胞化学结果显示 IL-6 蛋白阳性信号主要

位于 SGC-7901 细胞胞浆中，极少数位于细胞核， p

STAT-3 蛋白阳性信号定位于胞核中 ， 呈棕黄色。 空

白对照组两种蛋白表达较强， 其中 p-STAT-3 蛋白阳

性数为 65% ， IL-6 蛋白阳性数为 97% 0 IB 、 CP 作

用 SGC-7901 细胞 72 h , IL-6 、 p-STAT-3 蛋白表达与

对照组比较均降低， 其中 B 作用后 p-STAT-3 蛋白阳

性数为 5 3% ， IL-6 蛋白阳性数为 80% ， CP 作用后 p

STAT-3 蛋白阳性数为 34%， IL-6 蛋白阳性数为 32%，

CP 组作用强于 IB 组(图 2， 图 3) 0 Wes te rn blot 检测

结果显示， 随着 BPs 作用时间延长 IL-6 、 p-STAT-3

蛋白表达量逐渐减少， 药物作用时间与表达量呈负相

关(r=-0 . 627 ， r=-0.738, P<0.05) 0 CP 组药物作用强于

1 023 。 1023 

Contro1 group 18 group CP group 

Fig.l The apoptosis of SGC-7901 cells treated with BPs 

'飞
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Table 2 Analysis of cell cycle and proliferation index on SGC-7901 cell treated with BPs of different concentration for 72h 

72h Oroups PI S (%) O,lM(%) 0 .,10 ,(%) 

~ con trol 36.62 士 7.0 1 22.70 ::!:: 6.83* 13.50 土 2 .46 63.20 土 20 . 0

so lven t 38. 1 2 士 4.58 24.90 ::!:: 6.89* 14 . 30 土 2.50 60.80 士 1 9.1

CP 15μmollL 48.23 ::!:: 0.97 3 1.02 ::!:: 0.87 * 19 . 92 土 0.56 # 46 .03 ::!:: 0 .82* 

30μmollL 48.97 ::!:: 1. 36 36.65 土 2 . 81 * 12 . 69 土 0 .52 52 .4 士 0 .98 *

60μmollL 57 .42 ::!:: 1. 37 45 .2 3 土 1.93 *# 14.56 土 0.03材 面1. 60 ::!:: 1. 61 # 

IB 30μmollL 42.67 土 3 . 90 24.69 ::!:: 1.74* 17 .08 ::!:: 0 . 12* 53 .70::!:: 1.60 

60μmollL 46 .40 ::!:: 1.74 32.30 土 1. 78 * 13 .20 ::!:: 0.40* 54.02 ::!:: 1. 70* 

1 20μmol/L 49.27 士 1. 04 37.59 士 1. 89 * 13.68 土 0.83 * 50.78 士1. 1 0 *

*Comparing with control group , P<0.05 . 

'CP group comparing with IB group , P<0.05 

Oroups PI 

Co ntrol 35 .51 ::!:: 1. 22 

Solvent 34 .86 ::!:: 0.56 

CP 24 h 4 1. 53 ::!:: 0 .4 1 

48 h 60.57 土 1. 70

72 h 56 .40 土 1. 36

IB 24 h 47.51 ::!:: 0 .80 

48 h 53.71 土 1. 5 7

72 h 57.04 士 0 .1 5

Table 3 Analysis of cell cycle a nd proliferation index on SGC-7901 cell treated with BPs for different time 

S (%) 

29.58 ::!:: 0.57 

27.63 士 0 .4 8

37 . 37 土 0.66 *

47.28 士 1. 10材

58 . 28 土 0.88 #

36 . 84 士 0.32

4 1. 23 ::!:: 0 .86* 

5 1. 64 土 1 . 3 1 * 

O,lM(%) 0 .,10 ,(%) 

7. 13 ::!:: 0.15 49.95 ::!:: 1. 10 

8 . 56 士 0 . 55 48 .1 5 土 0 . 60

5 . 07 士 0.26 57 . 56 士 2.05

11.05 土 1. 1 3 43 .60 ::!:: 1.5 3材

6.96 士 0 . 12 42 . 80 士 0.79

1 4 .4 3 土 0.40 50.69 ::!:: 1. 36 * 

14.57 ::!:: 0. 10* 60.19 土 2.3 1 * 

4 . 86 士 0.09 43.97 ::!:: 1.02 

*Comparing with control group , P<0.05 . 

' CP group comparing wi th IB group , P<0.05 . 

....--

(A) (8) (c) 

Control grollp 18 grollp 
且

CP grollp 

Fig.2 p-ST A T -3 expression of SGC-7901 cell treated with m and CP for 72 h (SP 400x) 

(A) (8) (c) 

产
〔 e 

Control grOllp lB group CP group 

Fig.3 IL-6 expression of SGC-7901 cell treated with m and CP for 72 h (SP 400x) 
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IB group IL-6 (26 kDa) 

CP group IL-6 (26 kDa) 

ß-actin (42 kDa) …………· 
Control 24 h 48 h 72 h 

Fig.4 飞布estern-blot analysis the expression of IL-6 protein 

for 24, 48 and 72 h 

16 group p-STAT-3 (90 kDa) 

CP group p-STAT-3 (90 kDa) 喃四-帽"… -萨 -
。 aClin (42 kDa) …·唱圃---

Control 24 h 48 h 72 h 

Fig.5 Western-blot analysis the expression of p-STA T-3 

protein for 24, 48 and 72 h 

B组，两者与对照组比较，均有显著性差异(P<Ü.05)(图

4，图 5) 。

3 讨论

双瞬酸盐类药物是近20年来发展起来的抗代谢

性骨病的一类药物，用于治疗多种因素引起的骨溶解

性病变(骨质疏松症、变形性骨炎、恶性肿瘤骨转

移)及所引起的高钙血症和骨痛症等。 伊班瞬酸纳

(IB) 化学名称为: 1- 1.圣基 -3-( N- 甲基 -N- 戊肢基)亚

丙基双瞬酸单铀盐 - 7_)(合物，其侧链为链状结构 。 由

于侧链长度达到最佳，进而赋予 IB 极强的抗骨质吸

收能力 。 CP 化学名称为 [2-(6- 氨基 .嘿岭 -9- 基)-1-

起基 - 麟酌乙基]瞬酸，其与B 的结构差异在于 CP是

侧链为更复杂的双瞬酸盐。 目前有关双瞬酸盐类药

物可抑制多种体外肿瘤细胞系生长的报道不少 。 本

实验结果显示 30μmollL 终浓度的 BPs 作用于 SGC-

7901 细胞 24 h 就可抑制细胞增殖 。 当其终浓度达

到 240 μmoνL， 作用 72 h , IB 和 CP对 SGC-7901 细胞

的抑制率分别达 5 1.08% 和 80.12%，其抑制作用随着

药物浓度增加，作用时间延长而逐渐增强。 BPs 结构

上的差异，决定其抗肿瘤作用有所不同。 有研究[3]显

示双麟酸盐获得最大活性所需要的药效基团是由其

侧链基团所决定的，其中的;院基或杂环侧链被氨取代

后对肺癌细胞的体外增殖抑制作用明显增强。 另有

研究[4]显示阿仑麟酸盐、伊班瞬酸盐、 二甲基亚瞬

酸铀、因卡瞬酸二纳对癌细胞体外增殖的抑制作用

强度是由其侧链基团所决定的侧链越为复杂的双麟

-研究论文 ·

飞、d凡-1 ,",u _ o. OH 

VJt并非H \A ;V 
JV cp v d o气H IB 

酸盐其抑制作用越强。 本研究中所选用的 CP 在化

学结构上较 IB 更为复杂，除含氨侧链基团外还增加

了腺嘿岭，两者IC50值比较提示， CP 的 IC50值小于 IB ，

说明 CP 对细胞的影响作用大于 IB 。

诱导凋亡是双麟酸盐类药物抑制肿瘤细胞系生

长的重要机制，以往研究显示几乎所有的 BPs药物均

能在体外诱导多种肿瘤细胞凋亡，尤其是含氨的 BPs

作用更强。 国外研究报道[5-8]证实了双瞬酸盐类药物

能诱导乳癌细胞系、前列腺癌细胞系、 骨巨细胞瘤

系等肿瘤细胞的凋亡。 本实验采用流式细胞仪检测

细胞群中的凋亡峰(亚二倍体峰)，也显示 BPs 药物能

诱导人胃癌细胞 SGC-7901 凋亡， 其诱导凋亡的作用

与药物浓度无相关性，而细胞增殖抑制率随药物浓度

的增高而增高，即: 高浓度药物作用后细胞抑制率

增高， 但不能提高细胞的凋亡率， 与文献[9]报道相符。

据此认为 : 双瞬酸盐类药物除了诱导凋亡外还应有

其它的作用机制促进细胞死亡。 Swanson 等[10]在体

外研究中证实含氨双瞬酸盐通过抑制甲起戊酸途径

(MVA 途径)而使焦磷酸法尼西旨(FPP) 、 焦磷酸香叶

醋(GGPP)的生物合成及利用障碍，从而抑制蛋白异戊

烯化，诱导调亡，阻断细胞周期 。 本实验流式细胞

检测结果提示 BPs 作用后人胃癌细胞株 SGC-7901

出现了单独的 S 期细胞百分比增高， GzfM 期细胞百

分比并无相应增高，说明药物作用后，癌细胞被大量

阻滞在 DNA合成的 S 期，不能进入分裂期(G/M 期)，

细胞分裂增殖受阻。 同时本实验结果也显示 CP 对

细胞周期影响大于 IB，抗肿瘤作用也强于 IB 。 这与

侧链基团决定 BPs 的抑瘤活性相符[3 ] 。

IL-6是一种多功能的细胞因子，可由多种细胞在

受到剌激时被诱导生成， 在宿主防御中具有调控作

用 。 Burke 等川报道肿瘤细胞及与肿瘤相关的巨噬

细胞可释放 IL-6，提示肿瘤细胞在增殖、 浸润或转

移过程中，可能会产生和分泌较多的内源性 IL-6 。

肿瘤患者体内持续存在的肿瘤抗原的刺激，使免疫细

胞分泌IL-6增多以及肿瘤细胞的自分泌作用，都可能

是引起机体免疫功能紊乱的重要原因 。 IL-6 可以通
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过其受体活化胞内的一系列信号蛋白分子从而实现

IL-6 反应基因的诱导表达。 目前认为， IL-6 的信号主

纠 要通过 JAK-STAT途径与 P21ras瓜1APK川F-IL6 途径

传导至核内。在 JAK-STAT 途径中， IL-6 主要激活

STAT-3[ 1 2]; 而在 P21raslMAPK川F-IL6途径中， 且-6主

要通过激活 NF-IL6 基因调控而起作用[ 1 3 ) 。 也有研

究[ 1 4]显示 rhuIL-6 (重组 白介素 而)对 STAT-3 同样有

持续性的诱导活化作用 。 STAT s 是一类由细胞因

子 、 生长因子等多肤类配体激活的转录因子 ， 是

JAK-STAT 途径中重要的底物， 在细胞因子信号传导

中起重要作用。多项研究表明 STAT-3 过度激活将

导致细胞的异常增殖和凋亡障碍， 促进肿瘤的发生和

发展[1匀 。 Yang 等[16]发现 IL-6/STAT-3 信号通路是调

控肝细胞生长 、 分化和增殖的主要通路 。 IL-6 是较

强的促有丝分裂原，可识别并结合其受体复合物中的

gp130 亚单位活化 JAK2，后者通过诱导 STAT-3 的酷

氨酸残基磷酸化而激活 STAT-3，并与 STAT-l 蛋白或

另一个 STAT-3 蛋白 的 SH2 功能区(600-700 位氨基

酸之间)识别并结合，形成稳定的同源或异源二聚体，

暴露它的核定位区，易位到核内，结合到不同靶基因的

启动子区而启动转录， 民导基因表达，调控细胞的活

化、 增殖、分化、凋亡抑制及恶性转化，这就是 JAK

激酶介导 IL-6 信号传导的作用方式。 本实验室前期

对人胃癌组织标本检测中发现 且-6 、 p-STAT-3 两种

蛋白表达水平之间呈显著正相关关系 ， 在淋巴结转移

或侵入浆膜的胃癌组织中 且-6 的表达阳性率明显增

高， p-STAT-3 蛋白表达在淋巴结转移或分化程度低

的胃癌组织中阳性率明显增高。实验检测药物作用

后细胞 IL-6 、 STAT-3 蛋 白 的定位和表达情况，所采

用的一抗为 p-STAT-3 多克隆抗体(Phospho2Tyr

7052Stat 3 ，p-STAT-3)，能与p-STAT-3酷氨酸、705位点

反应，提示检测的是活化的 Stat-3 。 结果显示: 随着

BPs 作用时间的延长， IL-6 、 p-STAT-3 蛋 白 的表达

逐渐降低，药物作用时间与表达量呈负相关(r=-0.627 ，

r=乱738 ， P<O .O日， 表明 BPs 以时间依赖抑制体外培

养 SGC-7901 细胞 IL-6 、 p-STAT-3 蛋白的表达。 BPs

可通过降低 IL-6 的表达，使 STAT-3 蛋白活化受到抑

{ 制， p-STAT-3 蛋白表达减少，使肿瘤细胞生长周期

受阻， 增殖下降 。

肿瘤的发生与发展是二个多因素作用、 多基因

参与的复杂生物学现象。 本实验结果提示， BPs 促进

人胃癌细胞株 SGC-7901 凋亡，细胞周期受阻于 S 期，

降低 IL-6 和 p-STAT-3 蛋白的表达，与文献[ 1 7]中报道

6 11 

的 STAT-3 对细胞周期的调控作用相一致， 提示 BPs

可能通过影响且-6和 p-STAT-3 以维护信号传导及转

录活化因子的稳定， 影响细胞周期，进而阻断肿瘤的

发生发展。

实验用胃癌细胞株 SGC-7901 作为实验对象， 检

测 BPs对细胞作用后凋亡率及细胞周期的影响，以及

IL-6 和 p-STAT-3 蛋白的表达变化， 初步认为 BPs 可

以抑制 SGC-7901 生长，可通过诱导细胞凋亡， 改变

细胞周期来影响细胞的增殖 。 其抗肿瘤作用机制可

能为通过调节 IL-6 使 STAT-3 蛋白活化受抑制， 影响

JAKlSTAT 信号传导途径的活化， 抑制其促进增殖和

抑制凋亡的作用， 进而达到抑制肿瘤的效果， 为肿瘤

辅助治疗提供新思路 。
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Bisphosphonates Preliminary Study of Tumor Suppressor Mechanism 

Jin-Ying Wei l, Ye Wang l, Xue-Mei Hal, Lin M a l, Cai-Li Han l*, Ye Jiang2* 
CDepartment of Pathology and Pharmacy, Shijiazhuang 05001 7, China; 

2Heßei Medical Universi钞， Shijiazhuang 05001 7, China) 

A bstract Recent studies showed that many cancer cell lines could be inhibited by BPs. We used the 

ibandronate (ffi) and CP on the human gastric adenocarcinoma cellline (SGC-790 1) to further explore the mechanism . 

The methods of MTT, cytometric analysis , immunocytochernical staining and Western blot were employed to 

evaluate the influence of BPs on the proliferation, apoptosis and cycle of tumor cells and the expression of IL-6, p

STAT-3 protein in human gastric adenocarcinoma cellline (SGC-7901). The result showed that SGC-7901 cell 

proliferation could be significantly inhibited by BPs, and the effect of CP was more significant than that of ffi . FCM 

suggested that BPs stimulated apoptosis of SGC-7901 cells and inhibited cells on S phase , while S fraction cells 

increased in treated groups in a dose and time-dependent manner, the effect of CP was more significant than that of 

ffi. The result of immunocytochernical staining and Westem blot showed that the relative content of IL-6 protein and 

p-STAT-3 protein in BPs treated group w as lower than that in the control group; the effect of CP w as more 

significant than IB. The anti-tumor mechanism of BPs was protecting the stabilization of signal transducer and 

activator of transcription, then affecting the proliferation and apoptosis of cancer cells by down-regulate protein 

expression of IL-6 and p-STAT-3 . 

Key words gastric carcinoma; IL-6; p-STAT-3; bisphosphonates 
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