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环吡酮胺抑制人胶质瘤细胞SHG44
生长及其机制研究

韩胜男1,2  龚世伟1,2  费明明1,2  上官福根1,2  吕斌1,2*

(1温州医科大学检验医学院、生命科学学院, 温州 325035; 2浙江省医学遗传学重点实验室, 温州 325035)

摘要      该文初步探讨了环吡酮胺(ciclopirox olamine, CPX)抑制人胶质瘤细胞SHG44生长的作用

和机制。该研究用梯度浓度的CPX处理人胶质瘤细胞SHG44后, 通过MTT实验检测药物半抑制浓度

IC50和细胞增殖能力; 应用平板克隆实验检测细胞克隆形成能力; Transwell小室和细胞划痕实验检测

细胞侵袭和迁移能力; 流式细胞术检测细胞内活性氧(reactive oxygen species, ROS)、线粒体内ROS以
及细胞凋亡的变化; Seahorse XF96 Flux analysis分析仪检测细胞耗氧率(oxygen consumption rate, OCR); 
实时荧光定量PCR(qPCR)和Western blot技术检测细胞内mRNA和蛋白的变化。结果表明: SHG44对
CPX药物敏感; CPX能使STAT3在mRNA转录水平和蛋白表达水平下降, 抑制SHG44的迁移和侵袭, 同
时, 促进线粒体ROS的累积, 最终破坏线粒体功能, 抑制细胞生长并促进细胞凋亡。该研究结果提示, 
CPX具有一定的抗胶质瘤细胞SHG44生长的作用, 有望成为一种治疗胶质瘤的药物。
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Study of Ciclopirox Olamine Inhibiting Human Glioma Cell SHG44 
Growth and the Underlying Mechanism 

Han Shengnan1,2, Gong Shiwei1,2, Fei Mingming1,2, Shangguan Fugen1,2, Lü Bin1,2*
(1School of Laboratory Medicine and Life Sciences, Wenzhou Medical University, Wenzhou, Zhejiang 325035, China; 

2Zhejiang Provincial Key Laboratory of Medical Genetics, Wenzhou 325035, China)

Abstract       The aim of this study was to investigate the effects and molecular mechanism of ciclopirox 
olamine (CPX) inhibiting the growth of human glioma cell SHG44. In this study, human glioma cell line SHG44 
was treated with a gradient concentration of CPX, then the half maximal inhibitory concentration (IC50) and cell 
proliferation ability of the CPX treated SHG44 cells were determined by MTT assay. In addition, the clone-forming 
ability was detected to confirm the effect of CPX on SHG44 cell growth. Moreover, the transwell cell migration 
and invasion assays were performed to study the effects of CPX on the capacity of cell motility and invasiveness. 
Intracellular reactive oxygen species (ROS), mitochondrial ROS, and apoptosis were detected by flow cytometry. 
Seahorse XF96 Flux analyzer was used to measure the oxygen consumption rate (OCR), and Real-time PCR (qPCR) 
as well as Western blot were applied to detect the mRNA and protein levels. Our results showed that SHG44 cells 
were sensitive to CPX treatment. CPX could reduce both the mRNA and protein expression levels of STAT3, and 
thus inhibiting the migration and invasion of SHG44 cells. Moreover, CPX treatment significantly enhances the ac-
cumulation of mitochondrial ROS, which leads to the impairement of mitochondrial function, and thus inhibiting 
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cell growth and promoting apoptosis. Collectively, our findings demonstrated that CPX could inhibit the growth of 
SHG44 cells, which may be developed as a drug for the treatment of glioma.

Keywords       ciclopirox olamine; SHG44; glioma; STAT3

环吡酮胺(ciclopirox olamine, CPX)也被称为巴

特芬或环吡司霜, 是一种合成的羟基吡啶酮类衍生

物, 目前用于治疗皮肤浅表真菌感染, 用药形式有霜

剂、乳液、凝胶、指甲油和洗发水等[1]。CPX对皮肤

癣菌、酵母菌、丝状真菌和细菌均具有广泛的作用。

从化学本质上讲, CPX已被证实是一种铁螯合剂, 能
与三价金属阳离子(如Fe3+)结合形成复合物, 抑制过氧

化物酶等金属依赖性酶的活性。在细胞内, 这些酶在

降解过氧化物的过程中发挥重要作用[2]。然而, CPX
诱导癌细胞死亡的机制研究仍处于起步阶段。有研

究表明, CPX通过其螯合细胞内铁和抑制铁依赖性

酶—核糖核苷酸还原酶的能力, 可以降低血液系

统恶性肿瘤的活性, 并诱导细胞死亡。CPX可以抑

制人乳腺癌细胞MDA-MB231异种移植物中的肿瘤

生长[3-4], 并可以通过半胱天冬酶依赖性和非依赖性

机制诱导Rh30细胞死亡[5]。此外, CPX在治疗恶性

血液病中的功效正处于临床I期评估阶段[6-7]。目前, 
CPX对胶质瘤细胞的作用鲜有报道。

信号转导和转录激活因子(signal transducers 
and activators of transcription, STAT)属于转录因子

家族, 由膜结合受体激活, 随后进入细胞核, 促进与

细胞存活、分化、增殖和迁移相关的多种基因的表

达[8]。STAT家族包括7种蛋白质(STAT1、2、3、4、
5a、5b、6), 它们在调节细胞存活和增殖方面起到

了重要作用, 并且具有高度保守的调节信号传导和

激活的共同分子结构[9], STAT已成为调节肿瘤发生

的关键介质, 特别是STAT3已成为肿瘤治疗的靶点。

STAT3是激活某些促癌基因的关键分子, 影响细胞

生长、细胞凋亡、血管生成、侵袭和免疫系统的稳

态等[10], 阻断STAT3后足以抑制某些疾病的恶性转

化[11-12]。线粒体作为细胞ATP的主要来源, 对细胞生

长和代谢都起着至关重要的作用。有研究证明, 当
线粒体复合物I的电子泄漏, 与细胞质中O2、H2O等

结合产生的ROS增多时, STAT3中半胱氨酸的氧化

可以作为电子清除剂, 使ROS水平降低, 从而维持线

粒体结构的稳定[13]。也有文献报道, 心脏缺血时线

粒体中的STAT3累积增加, 这可能会导致ROS积累

减少, 从而起到抑制细胞凋亡的作用[14]。本研究旨

在为寻找治疗胶质瘤的有效药物奠定基础。

1   材料与方法
1.1   主要研究药物

本 课 题 研 究 所 用 的 主 要 药 物 环 吡 酮 胺

(ciclopirox olamine, CPX)购自上海笛柏化学品技

术有限公司, 溶剂为二甲基亚砜(dimethyl sulfoxide, 
DMSO), 溶解1次药物的量以满足本次课题的所有

研究, 待药物充分溶解且混匀后, 将药物分装在高压

灭菌过的1.5 mL去酶离心管中, 于–20 °C冰箱长期

保存。避免反复称量或者反复冻融药物带来的误差。

在药物称量、溶解、分装、保存以及使用的过程中

均采用关灯或者锡箔纸包裹等避光保护措施。

1.2   试剂及抗体

RPMI 1640(1×)培养基和胎牛血清(fetal bovine 
serum, FBS)均购自Life Technologies公司。BCA蛋

白质定量试剂盒、MitoSOXTM检测试剂盒和ECL
化学发光试剂盒均购自Thermo Fisher公司。蛋白

marker和硝酸纤维素膜均购自Bio-Rad公司。MTT
细胞毒性和细胞增殖检测试剂盒、胰蛋白酶消化液、

青霉素/链霉素、山羊抗鼠IgG二抗和活性氧(reac-
tive oxygen species, ROS)检测试剂盒均购自上海碧

云天生物技术有限公司。逆转录试剂盒和qPCR试
剂盒均购自南京诺唯赞生物科技有限公司。单克

隆抗体β-Actin购自上海Abmart公司。多克隆抗体

STAT3、PARP、Caspase 3和Cleaved Caspase 3购自

美国Cell Signaling Technology公司。多克隆抗体p-
STAT3(Ser727)购自美国BD Biosciences公司。多克

隆抗体MMP9购自中国ABclonal公司。多克隆抗体

Snail购自美国Novus公司。

1.3   细胞系和细胞培养

本研究用到的细胞系为人类胶质瘤细胞

SHG44(购自中国科学院上海细胞库)。SHG44细胞

培养于RPMI 1640(1×)培养基中(内含10% FBS及100 
U/mL青霉素和100 μg/mL链霉素), 置于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养。

1.4   细胞毒性试验

将生长状态良好的SHG44细胞消化、计数后接
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种于96孔板中, 每孔铺5×103个细胞, 置于细胞培养

箱中培养过夜。待细胞贴壁后吸弃原培养基, 加入

含有药物的培养基。由于CPX使用DMSO配制, 因
此浓度为0 μmol/L的孔加入与最大药物浓度等量的

DMSO, 每个药物浓度设置6个复孔。细胞加药后继

续放置于37 °C培养箱中培养。48 h后吸去培养基, 
每孔按100 μL培养基中加入10 μL MTT(5 mg/mL)溶
液配制MTT工作液(0.5 mg/mL), 在细胞培养箱内继

续孵育4 h, 而后每孔加入100 μL Formazan溶解液, 
适当混匀, 在细胞培养箱内再继续孵育4~5 h, 直至

在普通光学显微镜下观察发现Formazan全部溶解。

采用多功能酶标仪测570 nm波长下各个孔的吸光度

值。用GraphPad Prism 5作图, 并计算CPX的IC50。

1.5   细胞增殖实验

SHG44细胞消化后计数, 接种到96孔板中, 密
度为2×103个/孔, 培养基0.1 mL/孔, 放在细胞培养

箱中培养过夜。待细胞贴壁后加入CPX浓度依次

为0 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L的培

养基。每个浓度设置6个复孔, 共测定5个时间点: 0、
1、2、3、4天。检测及作图方法同细胞毒性实验。

1.6   克隆形成实验

SHG44细胞消化后计数, 分别接种到6孔板中, 
每孔1 000个细胞, 放在细胞培养箱中培养每3天换

1次液, 培养7~10天, 直到显微镜下看到明显的细胞

集落。吸弃6孔板中原培养基, 换成含有相应药物浓

度的培养基, 每个浓度点设置3个复孔, 药物处理48 h
后, 吸弃原培养基, 每孔加入1 mL磷酸缓冲盐溶液

(phosphate buffer saline, PBS)洗皿, 重复3次。弃掉

PBS后, 每孔加入1 mL甲醇固定20 min。弃掉甲醇, 
用PBS洗皿, 倒扣6孔板晾干。每孔加入1 mL结晶紫

染液染色20 min。回收结晶紫染液, 用PBS洗去皿底

残留的染料, 室温倒扣晾干后拍照。

1.7    Transwell测定细胞迁移能力试验

在Transwell的小室中接种2万个细胞于200 μL
无血清培养基中, 下室中加入600 μL含10% FBS的
培养基。放于37 °C细胞培养箱中培养过夜。待细

胞贴壁后, 将小室内的培养基换成含有CPX的无血

清的培养基, 每个药物浓度设置3个复孔, 继续放置

于37 °C培养箱中培养。48 h后吸弃小室内原培养基, 
加入500 μL 4%多聚甲醛室温固定20 min。弃去固定

液, PBS洗1次, 在24孔板内加入结晶紫染色液200 μL
染色20 min, 染色完成后, 用棉签轻轻拭去小室膜内

侧未穿过的细胞, 然后在倒置显微镜下观察穿过小

室膜的细胞, 并拍照。

1.8   Transwell测定细胞侵袭能力试验

将浓度为9.8 mg/mL的基质胶用预冷的F-12培
养基按110׃的比例进行稀释, 取40 μL加入到各Tran-
swell的小室中, 放置于37 °C细胞培养箱中过夜。再

加入50 μL F-12培养基水化基质胶30 min。每个小

室接种6万个细胞于200 μL无血清F-12培养基中, 在
下室中加入600 μL含10% FBS的F-12培养基以下步

骤同Transwell测定细胞迁移能力试验。

1.9   细胞划痕愈合实验

将SHG44细胞接种于6孔板上, 每孔2×106个细

胞, 用小号无菌移液器头划痕, PBS将掉落的细胞洗净

后加入含1% FBS的RPMI1640培养基, 在倒置显微镜

下观察并记录0 h的划痕宽度, 将细胞放入37 °C、5% 
CO2培养箱中继续培养, 24 h后用倒置显微镜观察相

同位置并记录其愈合程度。

1.10   细胞内活性氧和线粒体内活性氧检测

SHG44细胞消化后计数, 接种到6 cm细胞培养皿

中, 细胞密度为6×105/皿, 在细胞培养箱中培养过夜。

细胞贴壁后换成CPX浓度分别为0 μmol/L、5 μmol/L、
10 μmol/L、20 μmol/L的培养基, 放回细胞培养箱

中继续培养。48 h后收集细胞沉淀, 按照1000 1׃的
比例用无血清的RPMI 1640培养基稀释DCFH-DA
试剂, 使其工作浓度为10 μmol/L(用于检测细胞内

ROS); 同样的方法稀释MitoSox试剂, 使其工作浓度

为5 μmol/L(用于检测线粒体内ROS), 沉淀中各加入工

作液500 μL, 37 °C细胞培养箱内孵育20 min。孵育结束

后1 000 r/min离心4 min, 弃上清, 收集细胞沉淀, 并且用

无血清RPMI 1640培养基洗涤细胞沉淀3次, 用500 μL无
血清的RPMI 1640培养基重悬细胞沉淀, 立即用流式细

胞仪检测荧光, 采用1通道, 检测需在0.5 h内完成。

1.11   细胞凋亡分析

将SHG44细胞接种到6 cm细胞培养皿中, 每皿

6×105个, 培养箱中培养过夜。细胞贴壁后加入含有

CPX的培养基放回细胞培养箱中继续培养48 h。用去

离子水将10×结合缓冲液稀释成1×结合缓冲液。工作

液为100 μL的1×结合缓冲液中加入5 μL FITC和5 μL 
PI。另设置空白管即100 μL的1×结合缓冲液, FITC
单染管和PI单染管即100 μL的1×结合缓冲液中加入

5 μL FITC或者5 μL PI。细胞分别收集在1.5 mL离心

管中, 用100 μL的工作液重悬, 室温孵育20 min。每
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管加入400 μL的1×结合缓冲液, 混匀后立即用流式细

胞仪1通道和2通道检测荧光强度, 并在0.5 h内完成。

1.12   海马生物能量测定仪检测经药物处理后细

胞的线粒体呼吸氧耗率

SHG44细胞消化后计数, 接种于XF96细胞培养

板中, 每孔细胞数为1.5×104个, 培养基80 μL, XF96
细胞培养板的4个角每孔加入80 μL培养基作为背景

校正孔细胞培养箱中培养过夜使细胞贴壁。细胞

贴壁后换成CPX浓度分别为0 μmol/L、5 μmol/L、
10 μmol/L、20 μmol/L的培养基。放回培养箱内继

续培养12 h。具体步骤参照参考文献[15]修改。

1.13   细胞总蛋白的测定和蛋白印迹

细胞用RIPA裂解液(已加入蛋白酶和磷酸酶抑

制剂)在冰上裂解20 min, 然后13 000 r/min于4 °C离
心30 min, 收集上清液, 用BCA蛋白质检测试剂盒检

测蛋白质浓度。取20 μg蛋白质进行13% SDS-PAGE
蛋白质电泳, 然后将所分离的蛋白质湿转到硝酸纤

维素膜上, 并用5%的脱脂牛奶封闭1.5 h; 于4 °C孵
育一抗过夜。一抗分别为: β-Actin和Snail按1000 3׃
稀释 , STAT3、p-STAT3、MMP9、Snail、PARP和
Caspase 3均按1000 1׃稀释, Cleaved Caspase 3按1500׃
稀释。4 °C摇床孵育过夜, 第2天用1×TBST洗膜, 室温

孵育二抗1 h。用1× TBST洗膜3次, 每次10 min。加入

ECL化学发光试剂, 用X-光胶片显影, 蛋白质条带用

ImageJ软件进行定量统计分析。

1.14   逆转录及实时荧光定量PCR(qPCR)
SHG44细胞经CPX处理48 h后收集细胞沉淀, 按

照南京诺唯赞生物科技有限公司逆转录和qPCR试剂

盒的方法进行操作。本研究所用的引物序列STAT3: 
5′-CGG AGA AGC ATC GTG AG TGA G-3′(正向引物), 3′-
GTT GCC GCC TCT TCC AGT CAG-5′(反向引物); GAPDH: 
5′-GAC TCA TGA CCA CAG TCC ATG C-3′(正向引物), 
3′-CAG GTC AGG TCC ACC ACT GA-5′(反向引物)。 
1.15   统计学方法

所有试验均独立重复3次, 所有统计分析均使用

SPSS 17.0和GraphPad Prism 5进行统计分析。数据统

计以mean±S.D.表示, 两个样本之间的均数比较采用t
检验,  P<0.05表示两样本之间差异有统计学意义。

2   结果
2.1   CPX抑制SHG44细胞的增殖和克隆形成

为了研究CPX对胶质瘤细胞的作用, 我们首先

使用MTT细胞毒性及细胞增殖检测试剂盒检测了

SHG44细胞经浓度梯度的CPX处理48 h后的IC50, 
结 果 如 图1A所 示。CPX对SHG44细 胞 的IC50为

27.51 μmol/L。根据IC50检测的数值, 我们按CPX浓

度分别为0 μmol/L、5 μmol/L、10 μmol/L、20 μmol/L
处理SHG44细胞, 通过MTT试剂盒检测细胞的吸光

度, 作图分析细胞的增殖情况。如图1B所示, 随着

药物浓度的提高与处理时间的延长, CPX能较好地

抑制SHG44细胞的增殖。为了研究CPX对SHG44细
胞克隆形成的影响, 我们将细胞消化后计数, 在6孔
板中各铺入1 000个细胞进行培养, 待细胞形成集落

后, 分别加入浓度梯度的CPX, 48 h后观察克隆形成

情况, 如图1C所示。结果表明, CPX对SHG44细胞的

增殖和克隆形成能力均有显著的抑制作用。

2.2   CPX抑制SHG44细胞中STAT3的表达

为了进一步探究影响SHG44细胞生物学功能

的机制, 我们用梯度浓度的CPX处理SHG44细胞

48 h, 随后分别提取细胞蛋白和RNA, 通过Western 
blot检测后发现, STAT3以及其下游与迁移、侵袭

相关的蛋白表达量均下降(图2A)。qPCR检测发现, 
STAT3在mRNA转录水平也下降(图2B)。
2.3   CPX抑制SHG44细胞的迁移和侵袭

有文献表明, STAT3调控与迁移、侵袭相关的

基因表达, 如MMP9、Snail、E-Cadherin、N-Cadherin
等[16]。为了探究CPX对SHG44细胞的迁移和侵袭能

力是否也有一定的影响, 经梯度浓度的CPX处理后, 
我们利用Transwell小室检测SHG44细胞的迁移和侵

袭能力, 结果图3所示。无论是SHG44细胞的迁移能

力还是侵袭能力(图3A), 在CPX的作用下均显著被

抑制, 且具有统计学意义(图3B)。为了进一步明确

CPX对SHG44细胞迁移能力的影响, 我们又进行了

细胞划痕实验。结果表明, 随着CPX浓度的提高, 细
胞愈合能力下降(图3C), 且具有统计学意义(图3D)。
因此我们推测, CPX可能通过影响STAT3的表达从

而抑制SHG44细胞的迁移和侵袭。

2.4   CPX使SHG44细胞内活性氧累积

已有文献报道, 线粒体中的STAT3积累增加, 会
导致ROS积累减少, 从而起到抑制细胞凋亡的作用[14]。

上述结果表明, CPX抑制STAT3的表达, 那么, 是否

会对细胞内ROS的累积产生影响呢？我们检测了经

CPX处理48 h后SHG44细胞内ROS的产生量。如图

4A所示, 随着CPX浓度的提高, ROS在细胞内显著累
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A: MTT细胞毒性和细胞增殖试剂盒检测不同浓度的CPX处理SHG44细胞48 h后的IC50; B: SHG44细胞经梯度浓度的CPX处理后, 分别在0、1、2、
3、4天运用MTT试剂盒检测细胞增殖能力; C: 用结晶紫将不同浓度CPX处理的SHG44细胞的克隆集落染色后拍的克隆集落照片及数量统计柱

状图。***P<0.001, 与CPX 0 μmol/L处理组比较。

A: the MTT cell proliferation and cytotoxicity assay kit were used to detect IC50 of SHG44 cells treated with a gradient dose of CPX for 48 h. B: 
SHG44 cells were treated with 0, 5, 10, 20 μmol/L CPX for 4 days, and the relative cell proliferation curves were plotted by MTT cell proliferation and 
cytotoxicity assay kit. C: representative images and quantitative histograms of clonal formation assay of SHG44 cells with CPX for 48 h. ***P<0.001 
compared with the CPX 0 μmol/L treatment group.

图1   CPX对SHG44细胞增殖和克隆形成的影响

Fig.1   Effects of CPX on proliferation and clonal formation of SHG44 cells

A: 浓度梯度的CPX处理SHG44细胞48 h后, Western blot检测p-STAT3、STAT3、MMP9和Snail的蛋白表达, Actin作为内参; B: 浓度梯度的CPX
处理SHG44细胞48 h后qPCR检测STAT3的mRNA表达水平。

A: immunoblot detecting expression of p-STAT3, STAT3, MMP9 and Snail of SHG44 cells treated with CPX for 48 h; B: mRNA levels of STAT3 in 
SHG44 cells upon CPX treatment for 48 h.

图2   SHG44细胞经CPX处理后STAT3的表达情况

Fig.2   Expression of STAT3 in SHG44 cells treated with CPX

积。同时有研究证明, STAT3中半胱氨酸的氧化可

以作为电子清除剂, 使线粒体中ROS水平降低, 从而

保护线粒体结构的稳定[13]。所以, 我们又进一步的

检测了经CPX处理后线粒体中的活性氧产生量, 如
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A: 流式细胞仪检测SHG44细胞经CPX处理48 h后细胞内ROS水平; B: 流式细胞仪检测SHG44细胞经CPX处理48 h后线粒体内ROS水平。

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与CPX 0 μmol/L处理组比较。

A: CPX increases intracellular ROS production in SHG44 cells measured by ROS Assay Kit (DCFH-DA); B: mitochondrial ROS level of CPX treated 
with SHG44 cells, as measured by the MitoSOX Red mitochondrial superoxide indicator kit. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the CPX 
0 μmol/L treatment group.

图4   CPX对SHG细胞总的ROS和线粒体内ROS的影响

Fig.4   Effects of CPX on total ROS and mitochondrial ROS in SHG44 cells

图4B所示, SHG44细胞线粒体中ROS显著增高。

2.5   CPX抑制SHG44细胞的氧化磷酸化

基于以上结果, 我们又进一步探究了CPX对

SHG44细胞耗氧量的影响。在肿瘤细胞生长过程中

能量代谢发挥着重要的作用, 线粒体是细胞物质代

谢与能量供应的中心, 我们应用Seahorse XF96 Flux 
Analysis分析仪对经梯度浓度CPX处理后的SHG44
细胞的耗氧率(oxygen comsumption rate, OCR)进行
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A: Transwell小室检测不同浓度的CPX处理SHG44细胞的迁移和侵袭能力, 标尺=50 μm; B: SHG44细胞经CPX处理48 h后迁徙和侵袭相对细胞

数量统计; C: 倒置显微镜下观察划痕愈合实验中CPX处理SHG44细胞24 h的迁移能力, 标尺=100 μm, 此为其中1次实验的图; D: 对C实验进行

统计分析。**P<0.01, ***P<0.001, 与CPX 0 μmol/L处理组比较。

A: representative images of transwell migration and invasion of SHG44 cells, bar=50 μm; B: the quantitative chart assay of SHG44 cells treated 
with CPX; C: migration ability in SHG44 cells treated with CPX for 24 h, detected by wound healing assay, bar=100 μm; D: statistical analysis of C. 
**P<0.01, ***P<0.001 compared with the CPX 0 μmol/L treatment group.

图3   SHG44细胞经CPX处理后的迁移和侵袭

Fig.3   Migration and invasion of SHG44 cells treated with CPX 
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了实时监测, 如图5A所示, 通过依次加入寡霉素(oli-
gomycin, Oligo)、羰基氰–对–三氟甲氧基本腙(carbon-
ylcyanide p-trifluoro methoxyphenylhydrazone, FCCP)、
抗霉素A(antimycin A, AA)和鱼藤酮(rotenone, Rot), 发
现随着CPX浓度的增加, 细胞整体OCR水平下降。

经统计分析发现, CPX处理细胞后其基础呼吸(basal 
respiration)、最大呼吸(maximal respiration)和ATP产
生量(ATP production)相较于对照组均发生显著的下

调(图5B~图5D)。这说明, CPX抑制SHG44细胞的线

粒体呼吸, 从而破坏线粒体功能的完整性, 且ATP产
生的降低会影响肿瘤细胞的生物功能, 如细胞的增

殖、迁移及侵袭等能力。之前的研究表明, ROS水
平过高会导致肿瘤细胞的氧化损伤, 进而影响线粒

体的功能。所以, 我们认为, CPX可能通过调控线粒

体的ROS水平损伤线粒体, 从而抑制胶质瘤细胞的

氧化磷酸化水平。

2.6   CPX引起SHG44细胞凋亡

已有研究证明, ROS的累积会引起线粒体功能

受损, ATP产生减少, 细胞凋亡增加[16]。为了进一步

探究CPX抑制线粒体氧化磷酸化后对SHG44细胞凋

亡的影响, 我们运用流式细胞仪检测了SHG44细胞

的凋亡水平。如图6A和图6B所示, 随着CPX浓度的

提高, 细胞的凋亡水平显著上升, 且基本是晚期凋

亡。为了更深入地了解其机制, 我们将CPX处理后

的SHG44细胞进行蛋白质分离, 检测凋亡相关蛋白

PARP及Caspase 3的蛋白质水平变化。结果表明, 随
CPX浓度的提高, PARP和Caspase 3的切割都明显增

加(图6C)。这说明, CPX可以促进SHG44细胞凋亡。

A: 梯度浓度的CPX处理SHG44细胞6 h后, 使用Seahorse XF96 Flux analysis分析仪实时监测细胞耗氧率(OCR)。依次加入寡霉素Oilgo(1 μmol/L)、
解偶联剂FCCP(1 μmol/L)、复合物III抑制剂抗霉素A(AA)和复合物I抑制剂鱼藤酮(Rot) 1 μmol/L; B~D: 统计分析SHG44细胞的基础呼吸(basal 
respiration)、ATP产生量(ATP production)和最大呼吸(maximal respiration)。*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, 与CPX 0 μmol/L处理组比较。

A: cellular OCR was monitored in real time using a Seahorse XF96 Flux analysis analyzer after treatment of SHG44 cells with gradient concentrations 
of CPX for 6 h. Add Oilgo (1 μmol/L), FCCP (1 μmol/L), complex III inhibitor antimycin A (AA) and complex I inhibitor rotenone (Rot) (1 μmol/L); B-D: 
statistical analysis of basal respiration, ATP production and maximum respiration of SHG44 cells. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 compared with the 
CPX 0 μmol/L treatment group.

图5   CPX对SHG44细胞氧耗率的影响

Fig.5   Effects of CPX on oxygen consumption rate of SHG44 cells

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



940 ·  研究论文 ·

CPX (µmol/L)

CPX (µmol/L)

PARP

Caspase 3 (FL)

Caspase 3 (CL)

Actin

A
po

pt
os

is
 ra

te
 (%

)

PI

0 µmol/L

0.25% 1.31%

97.40% 1.03%

0.23% 5.62%

3.27%90.90%

0.18% 6.69%

2.91%90.10%

1.08% 26.40%

2.43%70.10%

5 µmol/L

32

24

16

8

0

FITC

10 µmol/L 20 µmol/L
(A)

(B) (C)

0 5 10 20

***

******

201050

3   讨论
近年来老药新用在肿瘤治疗研究中日渐增多, 

CPX是一种广谱的抗真菌药物, 其化学本质是一种

铁螯合剂, 在体内过氧化物降解过程中发挥重要作

用[2]。虽然研究表明, CPX可以诱导多种肿瘤细胞的

死亡, 但是对胶质瘤细胞的作用鲜有报道, 且对其作

用机制的研究仍在起步阶段。通过我们的研究发现, 
CPX能够抑制胶质瘤细胞SHG44的增殖、克隆形成、

迁移、侵袭和线粒体氧化磷酸化, 同时促进SHG44
细胞凋亡。

为了探究CPX引起SHG44细胞生物学功能改变

的内在原因, 我们查阅相关文献了解到, 在胶质瘤中

STAT3异常激活[17]。并且STAT3已成为肿瘤治疗的

靶点[10], 阻断STAT3后足以抑制某些疾病的恶性转

化[11-12]。STAT3作为转录因子主要定位在细胞核中, 
调控下游与细胞迁移和侵袭相关的基因表达。同时

STAT3也可定位在线粒体中, 清除过度累积的ROS, 

A: SHG44细胞在梯度浓度的CPX处理48 h后, 收集细胞。采用凋亡试剂盒以FITC、PE双染色, 在流式细胞仪上检测细胞死亡情况; B: 细胞凋亡

数据采用SPSS 16.0和GraphPad软件进行分析, ***P<0.001, 与CPX 0 μmol/L处理组比较; C: Western blot分析CPX处理后的SHG44细胞中PARP
和Caspase 3蛋白质表达情况。

A: SHG44 cells were treated with a gradient concentration of CPX. Cell apoptosis was detected by flow cytometry using apoptotic kit with FITC and 
PE double staining; B: apoptosis data were analyzed using SPSS 16.0 and GraphPad software, ***P<0.001 compared with the CPX 0 μmol/L treatment 
group; C: Western blot analysis of PARP and Caspase 3 protein expression in SHG44 cells treated with CPX.

图6   CPX对SHG44细胞凋亡的影响

Fig.6   Effects of CPX on apoptosis of SHG44 cells

从而保护线粒体功能。CPX是否能以STAT3为分子

靶点, 发挥抗胶质瘤细胞SHG44生长的生理作用。

我们用梯度浓度的CPX处理SHG44细胞后提取RNA
和蛋白发现, STAT3在mRNA和蛋白水平均下降。这

说明, CPX可能是以STAT3为分子靶点发挥抗胶质

瘤细胞SHG44生长的作用。

STAT3可以介导下游MMP9、Snail、E-Cadherin、
N-Cadherin等与迁移、侵袭相关的基因表达[18]。胶

质瘤具有高度侵入性的特点, 经常浸润周围正常脑

组织, 从而无法完全手术切除。同时已有研究证明, 
STAT3抑制剂在体外可以降低胶质母细胞瘤细胞的

迁移能力[19]。我们通过Transwell小室检测细胞的迁

移和侵袭能力, 可以清楚地看到CPX处理SHG44细
胞后, 其迁移和侵袭能力均下降。结合我们的研究

结果, STAT3可能可以成为抑制胶质瘤迁移和侵袭

的潜在靶点, CPX有望成为抑制胶质瘤迁移和侵袭

的治疗药物。虽然STAT3主要定位在核中发挥转
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录和调控作用, 但已有文献报道, STAT3也可以定

位在线粒体中, 发挥重要的生物学功能。当线粒体

中的STAT3积累增加, 会使ROS产生减少, 从而起

到抑制细胞凋亡的作用[14]。ROS如同一把双刃剑, 
在不同状态下发挥着两种截然相反的作用, 缓慢

增加的ROS可以通过某些信号通路的激活促进肿

瘤生长, 而过量或急性增加的ROS会加快细胞氧化

损伤而抑制肿瘤生长, 促进细胞的凋亡和自噬[19-21]。

当线粒体中ROS产生过多时, STAT3中半胱氨酸的

氧化可以作为电子清除剂, 使ROS水平降低, 从而

保护线粒体结构的稳定[13]。线粒体作为细胞ATP
的主要来源, 对细胞生长和代谢都起着至关重要的

作用。结合我们的研究结果, CPX能够引起STAT3
表达量下降, 造成ROS累积, 从而使线粒体功能损

伤, 氧化磷酸化水平下降, 进而影响细胞的生物学功

能, 如增殖、迁移、侵袭等, 同时促进细胞凋亡, 抑
制肿瘤细胞的生长和存活。我们在接下来的实验

中会深入探究CPX对STAT3的作用机制, 同时通过

裸鼠异种移植瘤模型检测CPX在体内抑制肿瘤的效

果。

综上所述, CPX能够以STAT3为分子靶点, 抑制

胶质瘤细胞SHG44的生长, 有望成为临床上治疗胶

质瘤的药物。
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