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犕犈犓／犈犚犓和犘犐３犓／犃犓犜信号通路抑制剂在诱导恶性

黑色素瘤细胞凋亡中的协同作用
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　　【摘要】　目的　通过联合抑制 ＭＥＫ和 ＡＫＴ信号通路关键靶点分子，探讨克服细胞耐药性的靶向治疗方法。

方法　体外培养和新鲜分离恶性黑色素瘤细胞株，分别在０．５％和５％血清浓度下单独或同时抑制靶点 ＭＥＫ

（Ｕ０１２６，２０μｍｏｌ
／Ｌ）和ＡＫＴ（ＬＹ２９４００２，２０μｍｏｌ

／Ｌ），ＭＴＴ法检测细胞增殖，ＰＩ染色流式细胞术检测细胞凋亡情

况。结果　当培养液血清浓度从０．５％提高到５％时，Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２对肿瘤细胞增殖的抑制效应明显降低。

ＬＹ２９４００２以抑制细胞增殖为主，Ｕ０１２６主要诱导细胞凋亡，二者作用效果与细胞是否具备该通路关键靶点活化变

异无关。联合用药时诱导细胞凋亡普遍增强，ＬＹ２９４００２和Ｕ０１２６具有协同效应。结论　联合抑制 ＭＥＫ／ＥＲＫ和

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路可较好地克服恶性黑色素瘤细胞的耐药性。

【关键词】　恶性黑色素细胞瘤　协同效应　ＭＥＫ／ＥＲＫ　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
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犉狅狉犲狀狊犻犮犕犲犱犻犮犻狀犲，犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００４１，Ｃｈｉｎａ；２．犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犉狅狉犲狀狊犻犮犌犲狀犲狋犻犮狊，犠犲狊狋犆犺犻狀犪

犛犮犺狅狅犾狅犳犘狉犲犮犾犻狀犻犮犪犾犪狀犱犉狅狉犲狀狊犻犮犕犲犱犻犮犻狀犲
，犛犻犮犺狌犪狀犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，Ｃｈｅｎｇｄｕ６１００４１，Ｃｈｉｎａ

△Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｐａｎｘｉａｏ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

【犃犫狊狋狉犪犮狋】　 犗犫犼犲犮狋犻狏犲　Ｔｈｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｆｍｅｔａｓｔａｔｉｃｍｅｌａｎｏｍａｂｙｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃａｇｅｎｔｓ

ｒｅｍａｉｎｓｕｎｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ．Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｗａｓｕｎｄｅｒｔａｋｅｎｔｏｒｅｖｅａｌｔｈｅｒｏｌｅｏｆｃｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｓｕｒｖｉｖａｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｐａｔｈｗａｙｓｉｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　 Ａｐａｎｅｌｏｆｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓａｎｄｆｒｅｓｈｍｅｌａｎｏｍａ

ｉｓｏｌａｔｅｓｗａｓａｓｓｅｓｓｅｄｆｏｒｔｈｅｉｒｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｔｈｅＭＥＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＵ０１２６ａｎｄ／ｏｒＡＫＴｉｎｈｉｂｉｔｏｒＬＹ２９４００２．Ｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｔｈｅｃｅｌｌｓｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅ

ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＥＲＫ１／２ａｎｄＡＫＴｗａｓｃｌｏｓｅｌｙｒｅｌａｔｅｄｔｏｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｅｒｕｍｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ

ｓｉｇｎａｌｓ）．ＴｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＭＥＫ／ＥＲＫｗａｓｎｏｔｃｏｒｒｅｌａｔｅｄｗｉｔｈ

ｔｈｅａｃｔｉｖｅＢＲＡＦ ｍｕｔａｔｉｏｎ （ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

）．Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ ＭＥＫ／ＥＲＫ ｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｗｈｅｒｅａｓ

ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆ ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ ｐｒｉｍａｒｉｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＭＥＫ／ＥＲＫ１／２ ａｎｄ ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃａｌｌｙｉｎｄｕｃｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓ．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　 Ｃｏｔａｒｇｅｔｉｎｇ ＭＥＫ／ＥＲＫａｎｄＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙｓｍａｙｆｕｒｔｈｅｒ

ｉｍｐｒｏｖｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｆｏｒｍｅｌａｎｏｍａ．

【犓犲狔狑狅狉犱狊】　　Ｍｅｌａｎｏｍａ　　Ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃｅｆｆｅｃｔ　　ＭＥＫ／ＥＲＫ　　ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ

　　恶性黑色素瘤是一种高度侵袭性肿瘤，恶性度

高，转移发生早，死亡率高，在我国和西方国家发病

率逐年上升。恶性黑色素瘤对目前临床普遍采用的

各种抗肿瘤治疗方法极不敏感
［１］

，化疗的金标准药

物达卡巴嗪的有效率也仅为８％～１２％，晚期和有

远处转移患者平均生存期限仅为６～１０个月
［２］

。

 国家理科人才培养基金———能力提高项目（Ｎｏ．Ｊ１１０３６０４）资

助

△ 通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｈｕａｎｇｐａｎｘｉａｏ＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　　目前晚期黑色素瘤治疗的一个主要的研究方向

是个体化分子靶向治疗，即针对不同患者的基因突

变类型，特异性地选定参与细胞癌变信号通路中的

关键酶进行靶向抑制
［３］

。目前已经有多种针对不同

信号通路的靶向抑制剂进入临床前期实验
［４］

。其中

研究得较多的是ＲＡＳ／ＭＡＰＫ和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ两条

生存信号通路
［５ ７］

。因此针对这２条通路开发靶向

药物有广泛的临床应用前景。如已经在临床上应用

的ＢＲＡＦ抑制剂ＲＧ７２０４有效率达５２．３％，肿瘤缩

小的患者占８１．８％
［８］

。虽然 ＲＧ７２０４有效率非常
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高，但维持时间较短，有些患者一两个月就出现耐药

情况。因此关于此类药物的耐药机制，以及如何逆

转耐药仍需深入研究，而联合用药以达到逆转耐药

将是一个有前景的研究方向。本研究拟通过在恶性

黑色素瘤细胞中分别抑制ＭＥＫ和ＡＫＴ通路，并与

同时抑制这两条生存通路相比较，观察其对细胞增

殖和凋亡的抑制作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂

ＡＫＴ抑制剂ＬＹ２９４００２（Ｃａｔ．Ｎｏ．９９０１）购自

ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＵＳ），ＭＥＫ抑制剂Ｕ０１２６

（Ｃａｔ．Ｎｏ．６６２００５）购自 Ｍｅｒｃｋ公司（ＮｅｗＪｅｒｓｅｙ，

ＵＳ）。抗体ｐＡＫＴ、ＡＫＴ、ｐＥＲＫ１／２和ＥＲＫ１／２购

自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ（Ｄａｎｖｅｒｓ，ＵＳ），βａｃｔｉｎ
及二抗购

自 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚｅ 公 司 （Ｔｅｘａｓ，ＵＳ）。Ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ

Ｉｏｄｉｄｅ（Ｃａｔ．Ｎｏ．Ｐ４１７０）及其它化学试剂均购自

Ｓｉｇｍａ。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　人恶性黑色素瘤细胞株（共９

株 ）ＭＭ２００、ＳｋＭｅｌ２８、ＭｅｌＲＭｕ、ＭｅｌＲＭ、

Ｍｅ４４０５、ＭｅｌＡＴ、ＩｇＲ３、ＭｅｌＣＶ、ＳｋＭｅｌ１１０获赠

于澳大利亚纽卡索大学ＰｅｔｅｒＨｅｒｓｅｙ实验室，其中

ＭＭ２００、ＳｋＭｅｌ２８、ＭｅｌＲＭｕ 为 ＢＲＡＦ 突变株

（ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

），其余６株为野生型；ＳｋＭｅｌ１１０为

ＰＴＥＮ突变株，其余８株为ＰＴＥＮ野生株。常规培

养于 ＤＭＥＭ 培养基〔含５％或０．５％胎牛血清

（ＦＢＳ），２ｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺〕，置于３７℃，５％ＣＯ２ 培

养箱中培养。

从２例患者的恶性黑色素瘤组织中新鲜分离恶

性黑色素瘤细胞，参照ＰｅｔｅｒＨｅｒｓｅｙ实验室分离方

法
［９］

。将新鲜组织用含抗生素的ＰＢＳ冲洗４次，在

无菌条件下将组织切成小于１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ

的组织块，加入胶原酶Ⅳ消化组织，４℃低速震荡过

夜。第２ｄ取出后，室温静置５ｍｉｎ，收集上清（内中

含单个细胞），离心获得细胞沉淀，ＰＢＳ洗２遍后计

数，培养于ＤＭＥＭ培养基（含１０％ＦＢＳ，２ｍｏｌ／Ｌ谷

氨酰胺），置于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养。待细

胞达到８０％～９０％融合后传代，第２～３代用于实

验。

１２２　实验设计　体外培养人恶性黑色素瘤细胞

株，根据不同细胞外信号强度分为０．５％和５％血清

组，检测细胞生存信号通路中ＥＲＫ１／２和 ＡＫＴ的

活化 以 及 对 靶 向 抑 制 剂 Ｕ０１２６（２０μｍｏｌ
／Ｌ）、

ＬＹ２９４００２（２０μｍｏｌ
／Ｌ）的敏感度，以及联合用药的

协同抑制效应。以细胞 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００为例，

明确 Ｕ０１２６（２０μｍｏｌ
／Ｌ）和ＬＹ２９４００２（２０μｍｏｌ

／

Ｌ）对细胞生长的抑制机制。

１．２．３　蛋白质免疫印迹分析　采用不同血清浓度

（５％或０．５％）的培养液培养９株细胞２４ｈ后，收集

实验各组细胞（１×１０
７

／样本）沉淀，ＲＩＰＥ裂解液裂

解获得全细胞蛋白，加入ＳＤＳ凝胶加样缓冲液后煮

沸５ｍｉｎ。ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳后，采用电转

移将蛋白质转移至ＰＶＤＦ膜上，０．０５ｇ／ｍＬ脱脂奶

粉封闭，加入检测蛋白特异抗体 ｐＥＲＫ１／２ （＃

９１０６），ＥＲＫ （＃９１０２），ｐＡＫＴ （＃４０５１），ＡＫＴ

（＃９２７２）。４℃摇床过夜。ＴＢＳ洗去未结合的抗

体，加入相应ＨＲＰ标记第二抗体（０．０５μｇ
／ｍＬ），室

温孵育２ｈ后，采用化学发光检测试剂盒显色，ＧＥ

图像分析仪成像。以
βａｃｔｉｎ

为内参照进行半定量

分析，目标蛋白和
βａｃｔｉｎ

条带灰度的比值作为目标

蛋白相对表达量。磷酸化蛋白的表达量代表其活化

程度。

１．２．４　细胞增殖活力检测　将细胞制成悬液，每孔

１×１０
４

细胞接种于９６孔板，每孔体积为２００μＬ
，置

于细胞培养箱中培养。待细胞贴壁后，按实验设计

给予药物，以Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２（均为２０μｍｏｌ
／Ｌ）

作用于 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００细胞，以未加药物处理

的细胞为对照组，分别在２４ｈ、４８ｈ、７２ｈ进行ＭＴＴ

测定。每孔加入５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２００μＬ
，３７℃

孵育４ｈ，终止培养，弃去孔内培养上清，每孔加入

５０μＬＤＭＳＯ
，振荡溶解后，在ＢｉｏＲａｄ５５０型酶联

免疫检测仪上测定在５７０ｎｍ 波长处的吸光度

（Ａ５７０）值。细胞存活率（％）＝药物处理组 Ａ５７０值／

对照组Ａ５７０值×１００％。

１．２．５　细胞凋亡检测　以每孔８×１０
４

细胞接种于

２４孔板中培养２４ｈ后，按照实验设计更换不同血

清浓度培养液或给予药物刺激。实验结束后进行

ＰＩ染色，通过流式细胞仪检测细胞亚二倍体峰

（ＳｕｂＧ１峰）荧光强度，作为细胞凋亡的指标。每孔

收集上清液，８０００ｒ／ｍｉｎ离心留沉淀。每孔加入

７５０μＬ
低渗ＰＩ缓冲液（ＰＩ５０μｇ

／ｍＬ，柠檬酸钠

１０ｍｇ／ｍＬ，Ｔｒｉｔｏｎ×１０００．１％），３７℃孵育２０ｍｉｎ，

用枪尖反复吹打后收集细胞悬液，与先前上清液离

心获得的细胞沉淀置于同一管中。４℃染色过夜，

流式细胞仪检测ＳｕｂＧ１期荧光强度，以ＰＩ荧光所

占面积与整体面积比例代表细胞凋亡率（％）。

１．３　统计学方法

６５３
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组间比较用单因素方差分析，犘＜０．０５为差异有

统计学意义。药物协同作用分析使用Ｃａｌｃｕｓｙｎ软件

（Ｂｉｏｓｏｆｔ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＵＫ；ｗｗｗ．ｂｉｏｓｏｆｔ．ｃｏｍ）计算联

合指数（ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ，ＣＩ），ＣＩ大于１为两药物无

相互作用，等于１为相加作用，小于１为协同作用，小

于０．３为强协同作用。协同作用半数有效量（５０％

ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｄｏｓｅ，ＥＤ５０）计算采用相同的软件构建ＥＤ５０

等效应图，ＥＤ５０值以附加线下的点表示，代表协同作

用，越靠近纵坐标轴提示协同效应越强。

２　结果

２．１　不同 犉犅犛浓度对恶性黑色素瘤细胞株中

犈犚犓１／２和犃犓犜活化的影响

９株恶性黑色素瘤细胞系中ＥＲＫ１／２活化水平

并不相同（图１Ａ）。在ＦＢＳ浓度为５％的条件下，

ＥＲＫ１／２磷酸化水平为ＦＢＳ浓度为０．５％的培养液

的１．９倍（犘＜０．０５）。

在培养的恶性黑色素瘤细胞中，ＩｇＲ３细胞系是

野生型的ＢＲＡＦ，却具有高水平的ＥＲＫ１／２活化，甚

至在不含血清的培养液中培养２４ｈ也能检测到较

强的 ＥＲＫ１／２的活化（结果未显示）；但同样为

ＢＲＡＦ野生型细胞的ＳｋＭｅｌ１１０和 ＭｅｌＣＶ在５％

ＦＢＳ 的 培 养 液 中 ＥＲＫ１／２ 活 化 程 度 却 很 低。

ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

细胞株 ＭＭ２００也没有明显ＥＲＫ１／２的

活化。因此，ＥＲＫ１／２活化与是否存在ＢＲＡＦ变异

并不相关。

如图１Ｂ所示，细胞培养在含不同浓度ＦＢＳ的

培养液中，ＡＫＴ活化的水平也不一致。与ＥＲＫ１／２

活化相似，ＡＫＴ在恶性黑色素瘤细胞中的活化水平

在５％ＦＢＳ浓度培养液中高于０．５％ＦＢＳ浓度培养

液，但与细胞是否有ＰＴＥＮ突变无关，含有变异的

图１　恶性黑色素瘤细胞在０．５％和５％犉犅犛浓度培养基中犈犚犓１／２

（犃）和犃犓犜（犅）持续活化状态

犉犻犵１　犆狅狀犱犻狋犻狅狀狅犳犮狅狀狊狋犻狋狌狋犻狏犲犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀狅犳犈犚犓１／２（犃）犪狀犱犃犓犜

（犅）犻狀犿犲犾狅狀狅犿犪犮犲犾犾狊狑犻狋犺５％犪狀犱０．５％犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳

犳犲狋犪犾犫狅狏犻狀犲狊犲狉狌犿（犉犅犛）犻狀狋犺犲犮狌犾狋狌狉犲犿犲犱犻狌犿

ＰＴＥＮ的ＳｋＭｅｌ１１０细胞在０．５％ＦＢＳ浓度培养

液中并没有检测到ＡＫＴ的活化。

２．２　在恶性黑色素瘤细胞中抑制 犕犈犓 通路和

犃犓犜通路对细胞增殖和凋亡的影响

图２显示，与对照组相比，用Ｕ０１２６作用于５％

血清培养的细胞７２ｈ后，ＭｅｌＲＭ 细胞变成长梭

形，部分细胞变圆浮起；而 ＭＭ２００细胞并没有明显

的形态学变化。而用ＬＹ２９４００２作用于这两株细胞

后，仅有少量细胞变圆浮起，大部分细胞并没有发生

形态学变化。

图２　犝０１２６作用７２犺后犕犲犾犚犕和犕犕２００的形态学变化。×１００

犉犻犵２　犆犺犪狀犵犲狅犳犕犲犾犚犕 犪狀犱 犕犕２００ 犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔犪犳狋犲狉犝０１２６

狋狉犲犪狋犿犲狀狋．×１００

　　由图３可见，Ｕ０１２６作用 ＭｅｌＲＭ 细胞株７２ｈ

后仅有１０％的细胞生存。但 Ｕ０１２６对 ＭＭ２００细

胞株的增殖活力并没有明显的抑制作用，作用７２ｈ

后仍有９０％细胞存活。ＬＹ２９４００２可以抑制 Ｍｅｌ

ＲＭ和 ＭＭ２００的增殖活性，作用于细胞７２ｈ后，

ＭｅｌＲＭ细胞仅有４２％存活，而 ＭＭ２００细胞有

６０％存活。

图３　犝０１２６（犃）和犔犢２９４００２（犅）对 犕犲犾犚犕 和 犕犕２００细胞存活

率影响

犉犻犵３　犝０１２６（犃）犪狀犱犔犢２９４００２（犅）犻狀犱狌犮犲犱犵狉狅狑狋犺犻狀犺犻犫犻狋犻狅狀犻狀

犕犲犾犚犕犪狀犱犕犕２００犮犲犾犾狊

７５３
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　　由图４可见，Ｕ０１２６诱导 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００

细胞凋亡，其时间凋亡百分率曲线和 ＭＴＴ方法检

测到的细胞增殖抑制曲线趋势基本一致。Ｕ０１２６

作用７２ｈ后，７０％ ＭｅｌＲＭ 细胞发生凋亡，但是在

ＭＭ２００只检测到 ５％ 细胞发生凋亡。当使用

ＬＹ２９４００２作用 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００细胞时，只有

很少量的细胞发生凋亡，ＬＹ２９４００２作用７２ｈ后在

ＭｅｌＲＭ检测到少量细胞发生凋亡，而 ＭＭ２００仅

有５％。说明在恶性黑色素瘤细胞中ＡＫＴ抑制剂

ＬＹ２９４００２主要抑制细胞增殖而 ＭＥＫ 抑制剂

Ｕ０１２６主要诱导细胞凋亡。

图４　犝０１２６（犃）和犔犢２９４００２（犅）对 犕犲犾犚犕 和 犕犕２００细胞凋亡

率的影响

犉犻犵４　犝０１２６（犃）犪狀犱犔犢２９４００２（犅）犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犕犲犾犚犕

犪狀犱犕犕２００犮犲犾犾狊

２．３　犉犅犛浓度及犅犚犃犉活化变异对犝０１２６诱导恶

性黑色素瘤细胞凋亡的影响

图５Ａ显示 Ｕ０１２６诱导后，５％ＦＢＳ中的细胞

比０．５％ＦＢＳ中的细胞凋亡率更低，抗凋亡作用更

强（犘＜０．０５），说明培养液中的血清浓度影响了

Ｕ０１２６促细胞凋亡的作用。

我们用含０．５％ＦＢＳ的培养液培养９株恶性黑

色素瘤细胞，进一步检测不同细胞株中对 Ｕ０１２６诱

导细胞凋亡的敏感性。在细胞系 ＭｅｌＲＭ、ＭｅｌＡＴ

和ＳｋＭｅｌ２８ 超过 ４０％ 的细胞发生凋亡，而在

ＭＭ２００、ＳｋＭｅｌ１１０和 ＭｅｌＣＶ 细胞系少于２０％

的细胞发 生 凋 亡 （图 ５Ｂ）。如 前 所 述，细 胞 株

ＭＭ２００、ＳＫＭｅｌ２８和ＭｅｌＲＭｕ具有ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

活

化变异，由此推测，ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

活化变异与细胞对

Ｕ０１２６诱导凋亡的敏感性并没有关系。

２．４　联合应用犝０１２６和犔犢２９５００２对诱导恶性黑

色素瘤细胞凋亡的影响

　　虽然单独使用２０μｍｏｌ
／ＬＵ０１２６或２０μｍｏｌ

／Ｌ

ＬＹ２９４００２作用于ＭＭ２００的细胞时诱导凋亡效果

图５　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６在不同犉犅犛浓度培养液中对 犕犲犾犚犕 细胞

（犃）及在０５％犉犅犛培养液中对９株恶性黑色素细胞（犅）凋亡

的影响

犉犻犵５　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊

狅犳犉犅犛（犃）犪狀犱犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犾狅狀狅犿犪犮犲犾犾狊（犅）

图６　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６和２０μ犿狅犾

／犔犔犢２９４００２联合作用对 犕犲犾犚犕（犃）和 犕犕２００（犅）细胞凋亡的影响及协同效应犈犇５０等效应图（犆）

犉犻犵６　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６犪狀犱２０μ犿狅犾

／犔犔犢２９４００２犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犕犲犾犚犕（犃）犪狀犱犕犕２００（犅）犮犲犾犾狊犪狀犱狋犺犲犻狉狊狔狀犲狉犵犻犲狊犲犳犳犲犮狋犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔

犆犪犾犮狌狊狔狀狊狅犳狋狑犪狉犲（犆）

８５３
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差，但是联合用药４８ｈ细胞凋亡百分率超过２５％，

在７２ｈ超过５０％（图６），说明联合使用 Ｕ０１２６和

ＬＹ２９４００２可以提高 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００细胞的凋

亡率。我们又检测了同时抑制 ＭＥＫ和 ＡＫＴ能否

促进在相对较高血清浓度下培养的细胞发生凋亡，

结果表明，同时使用 Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２也可以促

进培养在５％ＦＢＳ的培养液中 ＭｅｌＲＭ 和 ＭＭ２００

发生凋亡，凋亡百分率与０．５％ＦＢＳ培养的细胞基

本一致。在其余恶性黑色素瘤细胞株中，联合应用

抑制 ＭＥＫ和ＡＫＴ抑制剂也可以提高多数细胞的

凋亡率（图７）。

　　如附表所示，除了 Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２作用于

ＭＭ２００细胞２４ｈ的ＣＩ＞１外，其余各组的ＣＩ均＜

１，提示 Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２在诱导细胞凋亡方面

具有 协 同 效 应，其 中，用 ２０μｍｏｌ
／Ｌ Ｕ０１２６ 和

２０μｍｏｌ
／ＬＬＹ２９４００２作用于 ＭｅｌＲＭ２４ｈ可以观

察到很强的协同效应（ＣＩ＜０．３），ＭＭ２００细胞系在

联合用药４８ｈ和７２ｈ有强协同效应（ＣＩ＜０．３）。

２．５　在新鲜分离的恶性黑色素瘤细胞中犝０１２６和

犔犢２９４００２协同诱导细胞凋亡的结果

由图８可见，新鲜分离的恶性黑色素瘤细胞对

２０μｍｏｌ
／ＬＬＹ２９４００２或２０μｍｏｌ

／ＬＵ０１２６单独诱

导的凋亡相对抵抗，但在 Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２联合

作用后，细胞凋亡的百分率高于单独用药（犘＜

０．００１）。

　　２０μｍｏｌ
／ＬＵ０１２６和２０μｍｏｌ

／ＬＬＹ２９４００２同

时作用于新鲜分离细胞４８ｈ后，ＥＤ５０等效应图结

果提示Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２具有协同效应（图９）。

图７　犝０１２６和犔犢２９４００２分别及联合作用对恶性黑色素瘤细胞凋

亡影响

犉犻犵７　犝０１２６犪狀犱犔犢２９４００２犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犿犲犾狅狀狅犿犪犮犲犾犾狊

附表　联合抑制 犕犈犓／犈犚犓１／２和犘犐３犓／犃犓犜信号通路可协同抑制细胞凋亡

犜犪犫犾犲　犛狔狀犲狉犵犻狊狋犻犮犲犳犳犲犮狋狅犳犮狅犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀狅犳犕犈犓／犈犚犓１／２犪狀犱犘犐３犓／犃犓犜狅狀犮犲犾犾犪狆狅狆狋狅狊犻狊

Ｕ０１２６（
μ
ｍｏｌ／Ｌ） ＬＹ２９４００２（

μ
ｍｏｌ／Ｌ）

ＭｅｌＲＭ

Ｆａ
２

ＣＩ

ＭＭ２００

Ｆａ
２

ＣＩ

２４ｈ ５ ５ ０．０８９ ０．５６０ ０．０３３ ＞１

１０ １０ ０．１５０ ０．４０８ ０．０３８ ＞１

２０ ２０ ０．３６７ ０．１１８ ０．０４５ ＞１

４８ｈ ５ ５ ０．３４０ ０．５２８ ０．０４ ０．１９３

１０ １０ ０．５７０ ０．４５３ ０．０７８ ０．１２０

２０ ２０ ０．６６８ ０．６２３ ０．２６６ ０．０２２

７２ｈ ５ ５ ０．３４１ ０．８８４ ０．１２０ ０．１７５

１０ １０ ０．６４２ ０．７３１ ０．１６３ ０．２３７

２０ ２０ ０．８２１ ０．７５５ ０．５３１ ０．０７２

　　ＣＩ：Ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｉｎｄｅｘ

图８　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６和２０μ犿狅犾

／犔犔犢２９４００２作用４８犺对新鲜分离的的恶性黑色素瘤细胞凋亡率影响

犉犻犵８　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６犪狀犱２０μ犿狅犾

／犔犔犢２９４００２犻狀犱狌犮犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犳狉犲狊犺犻狊狅犾犪狋犲犱犿犲犾狅狀狅犿犪犮犲犾犾狊狅狀４８犺

犘＜０．００１，ｖｓ．ｏｔｈｅｒｇｒｏｕｐｓ

９５３
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图９　２０μ犿狅犾
／犔犝０１２６和２０μ犿狅犾

／犔犔犢２９４００２对新鲜分离黑色素

瘤细胞协同效应的犈犇５０等效应图

犉犻犵９　犛狔狀犲狉犵犻犲狊犲犳犳犲犮狋狅犳２０ μ犿狅犾
／犔 犝０１２６ 犪狀犱２０ μ犿狅犾

／犔

犔犢２９４００２犻狀犱狌犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犳狉犲狊犺犻狊狅犾犪狋犲犱犿犲犾狅狀狅犿犪犮犲犾犾狊

犱犲狋犲犮狋犲犱犫狔犆犪犾犮狌狊狔狀狊狅犳狋狑犪狉犲

３　讨论

凋亡是保持生命稳态的一个重要生理过程，也

是多种治疗手段杀伤肿瘤细胞的主要机制。肿瘤细

胞的一个基本特征就是能够在各种诱导凋亡的因子

作用下生存，肿瘤细胞通过激活某些促进生存和增

殖的信号传导通路获得强大的生存能力。ＲＡＳ和

ＲＡＦ家族成员活化变异普遍存在于恶性黑色素瘤

中，而抑制ＡＫＴ活化的调节因子ＰＴＥＮ的变异也

出现在一些恶性黑色素瘤中
［１０，１１］

。

研究证实ＥＲＫ１／２在多种恶性黑色素瘤细胞

系和体内的肿瘤中持续活化。ＢＲＡＦ活化变异存在

于近７０％的恶性黑色素瘤中
［１２］

，这可能是在大多数

恶性黑色素瘤细胞中存在持续的ＥＲＫ１／２活化的

原因，也为靶向抑制 ＲＡＦＭＥＫＥＲＫ信号通路提

供了依据。虽然有研究结果报道，恶性黑色素瘤对

抑制 ＭＥＫ／ＥＲＫ 信号通路的敏感性与是否存在

ＢＲＡＦ活化变异高度相关
［１３］

，ＢＲＡＦ变异可以作为

恶性黑色素瘤对抑制 ＭＥＫ敏感程度的指标。然而

在前期临床试验中，单独使用 ＲＡＦ激酶抑制剂

ＢＡＹ４３９００６并没用达到预期的治疗效果，只有联

合使用其它化疗药物如Ｔａｘｏｌ才有确定的疗效
［３］

。

而且对ＢＡＹ４３９００６有临床反应的恶性黑色素瘤病

例与ＢＲＡＦ变异并没有相关性
［１４］

。本研究中检测

了９株体外培养的恶性黑色素瘤细胞株，ＥＲＫ１／２

有不同程度的活化，但与是否具有ＢＲＡＦ变异没有

关系。而且细胞对 ＭＥＫ抑制剂的敏感性与是否具

有ＢＲＡＦ变异也不相关。因此ＢＲＡＦ
Ｖ６００Ｅ

不能作为

临床上使用 ＭＥＫ／ＥＲＫ信号通路抑制剂的治疗方

案确定的依据。

除了ＢＲＡＦ变异，还有一小部分恶性黑色素瘤

存在 ＮＲＡＳ活化变异
［１５］

，可能是这部分肿瘤中

ＥＲＫ１／２持续活化的原因。然而，ＲＡＳＲＡＦＭＥＫ

ＥＲＫ信号传导通路也能够被许多其它的细胞外信

号因子活化，如整合素
β３
／粘附作用因子

［１６］

，通过酪

氨酸激酶受体发挥作用的ａｕｔｏｃｒｉｎｅ生长因子
［１７］

，

如ＩＬ６、胰岛素生长因子、成纤维生长因子（ｂａｓｉｃ

ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ｂＦＧＦ）、肝细胞生长因子

（ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＨＧＦ）。因此ＥＲＫ的活

化受多条信号通路活化的影响。在本研究中，改变

培养液的血清浓度后，ＥＲＫ１／２活化水平与血清浓

度正相关。而且降低培养液血清浓度，可以显著提

高细胞对ＥＲＫ１／２信号通路抑制剂的敏感性，说明

ＲＡＳＲＡＦＭＥＫＥＲＫ信号传导通路受胞外信号调

节多于信号通路内靶点分子的变异。

ＰＩ３ＫＡＫＴ细胞生存信号通路在维持恶性黑

色素瘤细胞生存优势同样具有重要地位
［６］

。ＡＫＴ

家族包括３个家族成员，ＡＫＴ１、ＡＫＴ２和 ＡＫＴ３。

在恶性黑色素瘤中ＡＫＴ３存在广泛上调
［１８］

。ＡＫＴ

在大部分恶性黑色素瘤细胞系中持续活化，但是活

化的机制不明。ＲＡＳＲＡＦＭＥＫＥＲＫ信号通路也

可导致ＰＩ３ＫＡＫＴ通路的活化
［７］

。尽管大多数研

究着重于ＰＴＥＮ在恶性黑色素瘤中的表达情况，但

是ＰＴＥＮ的变异在恶性黑色素瘤中频率很低
［１９］

，因

此并不能解释ＰＩ３ＫＡＫＴ通路在大部分恶性黑色

素瘤中活化的原因。在我们培养的恶性黑色素瘤细

胞中，ＡＫＴ活化情况与ＰＴＥＮ变异并不一致，而是

培养液中血清浓度成正相关。

不论是临床病人还是体外培养恶性黑色素瘤细

胞对ＥＲＫ和ＡＫＴ抑制剂的敏感性个体差异都很

大
［２０，２１］

。基于ＥＲＫ和 ＡＫＴ的活化以及抑制剂的

效果与ＢＲＡＦ、ＮＲＡＳ以及ＰＴＥＮ都没有显著相关

性
［２２，２３］

，所以目前还没有一个可以作为临床个性化

用药的分子标准。当我们同时抑制 ＭＥＫ／ＥＲＫ

（Ｕ０１２６）和ＡＫＴ（ＬＹ２９４００２）通路后，在９株细胞

中检测到不同程度的凋亡，而且联合用药的细胞凋

亡率明显高于单独用药。联合用药诱导的细胞凋亡

与培养液中血清的浓度并没有相关性，这一结果提

示，联合用药有效抑制了细胞外信号对这两个生存

通路的激活作用。当联合使用不同浓度 Ｕ０１２６和

ＬＹ２９４００２（５、１０和２０μｍｏｌ
／Ｌ）分别作用细胞不同

时间后，使用Ｃａｌｃｕｓｙｎ软件分析细胞凋亡率，分析

０６３
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结果提示联合用药４８ｈ甚至更长时间后，无论在敏

感细胞株（ＭｅｌＲＭ）还是抵抗细胞株（ＭＭ２００），

Ｕ０１２６和ＬＹ２９４００２可以协同诱导细胞凋亡。这一

结果提示，ＭＥＫ／ＥＲＫ和 ＡＫＴ这两条生存通路同

时在恶性黑色素瘤细胞中活化，并介导了恶性黑色

素瘤耐受化学药物诱导的细胞凋亡，两条通路相对

独立。这可能是临床治疗中患者针对单一通路靶点

治疗效果差的原因。因此我们的结果提示同时抑制

ＭＥＫＥＲＫ信号通路和ＰＩ３ＫＡＫＴ通路在治疗恶

性黑色素瘤中可能更有效，并且有可能提高恶性黑

色素细胞对其它化疗药物的敏感性。
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ｓｏｒａｆｅｎｉｂｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃｍｅｌａｎｏｍａｗｉｔｈｔｉｓｓｕｅｃｏｒｒｅｌａｔｅｓ．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１０；５（１２）：ｅ１５５８８．

１５ ＰｏｙｎｔｅｒＪＮ，ＥｌｄｅｒＪＴ，ＦｕｌｌｅｎＤＲ，犲狋犪犾．ＢＲＡＦａｎｄＮＲＡＳ

ｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｎｍｅｌａｎｏｍａａｎｄｍｅｌａｎｏｃｙｔｉｃｎｅｖｉ．ＭｅｌａｎｏｍａＲｅｓ，

２００６；１６（４）：２６７２７３．

１６ ＡｂｄａｌａＶａｌｅｎｃｉａ Ｈ， Ｂｅｒｄｎｉｋｏｖｓ Ｓ， ＣｏｏｋＭｉｌｌｓ ＪＭ．

Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｆｏｒｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１ａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆ

ＥＲＫ１／２ｄｕｒｉｎｇｌｅｕｋｏｃｙｔｅｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｍｉｇｒａｔｉｏｎ．ＰＬｏＳ

Ｏｎｅ，２０１１；６（１０）：ｅ２６７０６．

１７ ＰｒａｔｓｉｎｉｓＨ，ＣｏｎｓｔａｎｔｉｎｏｕＶ，ＰａｖｌａｋｉｓＫ，犲狋犪犾．Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓ

ａｎｄａｕｔｏｃｒｉｎｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒｓｓｔｉｍｕｌａｔｅｈｕｍａｎｉｎｔｅｒｖｅｒｔｅｂｒａｌ

ｄｉｓｃｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｖｉａｔｈｅＥＲＫａｎｄＡｋｔｐａｔｈｗａｙｓ．ＪＯｒｔｈｏｐ

Ｒｅｓ，２０１２；３０（６）：９５８９６４．

１８ ＳｈａｏＹ，ＡｐｌｉｎＡＥ．Ａｋｔ３ｍｅｄｉａｔｅｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎＢ

ＲＡＦ!ｔａｒｇｅｔｅｄｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｓ．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２０１０；７０（１６）：

６６７０６６８１．

１９ ＡｇｕｉｓｓａＴｏｕｒéＡＨ，ＬｉＧ．ＧｅｎｅｔｉｃａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓｏｆＰＴＥＮｉｎ

ｈｕｍａｎｍｅｌａｎｏｍａ．ＣｅｌｌＭｏｌＬｉｆｅＳｃｉ，２０１２；６９（９）：１４７５１４９１．

２０ ＭｉｔｓｉａｄｅｓＮ，ＣｈｅｗＳＡ，ＨｅＢ，犲狋犪犾．Ｇｅｎｏｔｙｐｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ

ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆｕｖｅａｌｍｅｌａｎｏｍａｃｅｌｌｌｉｎｅｓｔｏｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＢＲａｆ，

ＭＥＫ，ａｎｄＡｋｔｋｉｎａｓｅｓ：ｒａｔｉｏｎａｌｅｆｏｒｐｅｒｓｏｎａｌｉｚｅｄｔｈｅｒａｐｙ．

ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０１１；５２（１０）：７２４８７２５５．

２１ ＶａｎＡｌｌｅｎ ＥＭ，Ｗａｇｌｅ Ｎ，ＳｕｃｋｅｒＡ，犲狋犪犾．Ｔｈｅｇｅｎｅｔｉｃ

ｌａｎｄｓｃａｐｅｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＲＡＦｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃ

ｍｅｌａｎｏｍａ．ＣａｎｃｅｒＤｉｓｃｏｖ，２０１４；４（１）：９４１０９．

２２ Ｄａｖｉｅｓ ＭＡ，ＳｔｅｍｋｅＨａｌｅ Ｋ，Ｌｉｎ Ｅ，犲狋犪犾．Ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ

ｍｏｌｅｃｕｌａｒａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＡＫＴａｃｔｉｖａｔｉｏｎｉｎｍｅｔａｓｔａｔｉｃ

ｍｅｌａｎｏｍａ．ＣｌｉｎＣａｎｃｅｒＲｅｓ，２００９；１５（２４）：７５３８７５４６．

２３ ＬｉＹ，ＴａｋａｈａｓｈｉＭ，ＳｔｏｒｋＰＪ．Ｒａｓｍｕｔａｎｔｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｄｉｓｐｌａｙ

ＢＲａｆｂｉｎｄｉｎｇ ｔｏ Ｒａｓｔｈａｔ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｉｇｎａｌ

ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｋｉｎａｓｅ ａｎｄ ｉｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ａ

ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ．ＪＢｉｏｌＣｈｅｍ，２０１３；２８８（３８）：２７６４６２７６５７．

（２０１３ １０ ０９收稿，２０１３ １２ ２８修回）
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