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[摘　 要] 　 目的　 探索达沙替尼对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)增殖、迁移和凋亡等生物学特性的影响ꎬ为完善其

临床应用提供资料ꎮ 方法　 实验分组:达沙替尼组(达沙替尼处理浓度为 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)、ＬＹ２９４００２ 组(ＰＩ３Ｋ 抑制剂ꎬ
处理浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ)、联合处理组(达沙替尼处理浓度为 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ、ＬＹ２９４００２ 处理浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ)及溶媒对

照组(ＤＭＳＯ 浓度为 ０.１％)ꎮ ＣＣＫ８ 法检测细胞活性ꎬ划痕法检测细胞迁移ꎬ流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期ꎬ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａｋｔ 和 ｐ￣Ａｋｔ 蛋白水平ꎮ 结果　 达沙替尼(１~ ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ)不仅抑制 ＨＵＶＥＣ 增殖ꎬ而且诱导其凋

亡、抑制其迁移、阻滞细胞周期 Ｇ１￣Ｓ 期转化ꎮ 随浓度的升高与处理时间的延长(５０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ２４ ｈ~９６ ｈ)达沙替尼对

细胞增殖抑制作用和诱导凋亡作用明显ꎬ同时 ＨＵＶＥＣ 的迁移能力随达沙替尼浓度(５０ ~ １００ ｎｍｏｌ / Ｌ)的升高而降

低ꎮ 达沙替尼和 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ 两者单独处理时均具有细胞增殖抑制作用ꎬ两者均明显抑制 Ａｋｔ 蛋白磷酸

化水平ꎻ两者联合处理时虽然细胞增殖抑制作用增强ꎬ但对 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平的影响与单独处理相比差异不明

显ꎮ 结论　 达沙替尼可通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路促进 ＨＵＶＥＣ 损伤ꎬ抑制 ＨＵＶＥＣ 增殖和迁移ꎬ改变细胞形态ꎬ阻滞 ＨＵ￣
ＶＥＣ Ｇ１￣Ｓ 期转化ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ
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ｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｋｔ ｗａｓ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｄａｓａｔｉｎｉｂ ａｎｄ ＬＹ２９４００２ꎬ ａｎｄ ＬＹ２９４００２ ｈａｄ ｍｏｒｅ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ｐ￣Ａｋｔ ｔｈａｎ ｄａｓａｔ￣
ｉｎｉｂ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｃｏｕｌｄ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｅｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｖｉａ ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ ｐａｔｈ￣
ｗａｙꎬ ｍａｉｎｌｙ ｔｏ ｓｕｐｐｒｅｓｓ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ａｌｔｅｒ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙꎬ ｂｌｏｃｋｅｄ ｔｈｅ Ｇ１￣Ｓ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ.

　 　 达沙替尼作为第二代酪氨酸激酶抑制剂的代

表药物ꎬ具有全新的分子结构ꎬ不仅能结合多种构

象的 ＢＣＲ￣ＡＢＬꎬ而且可抑制 Ｓｒｃ 家族激酶[１]ꎬ是一

种抗肿瘤靶向药物ꎮ 达沙替尼不仅适用于甲磺酸

伊马替尼耐药或不能耐受的所有病期的慢性骨髓

性白血病的成人患者ꎬ而且对其他疗法耐药或不能

耐受的费城染色体阳性的急性淋巴细胞性白血病

成人患者也可适用ꎮ 虽然达沙替尼在白血病的治

疗中有很好的作用ꎬ但是其在治疗时也伴随着一定

的副作用[２￣４]ꎬ其中体液潴留和出血与毛细血管特

性的改变有关ꎮ 内皮细胞是血液与血管壁之间的

屏障ꎬ在心血管系统中起着至关重要的作用:止血、
抗凝和选择性渗透ꎬ参与炎症反应ꎬ影响血管的发

生和体液平衡等ꎮ 因此ꎬ本研究将探索达沙替尼对

正常人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＵＶＥＣ)增殖、迁移及凋亡等生物学行

为的影响以及参与调控的潜在信号通路ꎬ以评估达

沙替尼在临床应用时对正常内皮细胞的影响ꎬ为完

善达沙替尼在临床中的治疗提供基础资料ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

达沙替尼购自美国 ＡｐｅｘＢｉｏ 公司ꎬ溶于 ＤＭＳＯꎬ
储存浓度为 ２０ μｍｏｌ / ＬꎻＨＵＶＥＣ 株(编号为 Ｃ￣００３￣
５Ｃꎬ购自中国科学院细胞生物学研究所上海细胞

库)ꎻＲＰＭＩ１６４０ 培养基(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎻ胎牛血

清(浙江天杭生物科技股份有限公司)ꎻＣＣＫ８(日本

同仁化学研究所)ꎻ凋亡试剂盒和细胞周期试剂盒

(南京凯基生物科技发展有限公司)ꎻＰＩ３Ｋ 抑制剂

ＬＹ２９４００２(美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司)ꎻＲＩＰＡ 细胞裂解液

(上海碧云天生物技术有限公司)ꎻＥＣＬ 化学发光试

剂盒(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎻ鼠抗人 ＧＡＰＤＨ 单

抗(美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ 公司)ꎻ兔抗人 Ａｋｔ 抗体、鼠抗人

ｐ￣Ａｋｔ 抗体以及辣根过氧化物酶标记的羊抗鼠 ＩｇＧ
和羊抗兔 ＩｇＧ(美国 ＣＳＴ 公司)ꎮ
１.２　 ＣＣＫ８ 法检测细胞增殖

将 ＨＵＶＥＣ 接种于 ９６ 孔板中(３０００ 个 / 孔)ꎬ含
１０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中过夜后换成含 ３％

血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基并加入达沙替尼(终浓度

为: ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 １ ｎｍｏｌ / Ｌ、 １０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ、
１００ ｎｍｏｌ / Ｌ、２００ ｎｍｏｌ / Ｌ 和 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ达沙替尼

终浓度为０ ｎｍｏｌ / Ｌ组加入等量的 ＤＭＳＯ 溶剂ꎬ在

３７℃、５％ＣＯ２ 且饱和湿度的细胞培养箱中培养 ４８ ｈ
后进行 ＣＣＫ８ 检测ꎬ测定波长为 ４５０ ｎｍꎮ 在观察达

沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 增殖的时间￣效应关系时ꎬ选择的

浓度为５０ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ细胞接种密度为 １０００ 个 / 孔ꎬ检
测时间点包括 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ和 ９６ ｈꎮ 为了验证达

沙替尼通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路调控内皮细胞的增殖和

迁移等生物学行为ꎬ采用 ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２
(２０ μｍｏｌ / Ｌ)和达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)分别单独或

者联合处理内皮细胞 ４８ ｈꎬ并设置溶媒对照组ꎬ然后

进行 ＣＣＫ８ 检测ꎮ
１.３　 划痕法测定细胞迁移

将 ＨＵＶＥＣ 接种于 ６ 孔板中ꎬ培养基的血清含

量为 １０％ꎬ待细胞贴壁生长至融合ꎬ使用无菌的

２００ μＬ枪头垂直 ６ 孔板均匀地划 ４ 条互相垂直的横

线ꎬＰＢＳ 洗去脱落的细胞ꎻ然后在含不同浓度达沙替

尼 ( ０ ｎｍｏｌ / Ｌ、 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 和 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ ) 的

ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中(含 ３％血清)继续培养ꎬ分别于

０ ｈ、１２ ｈ、２４ ｈ、３６ ｈ、４８ ｈ、６０ ｈ和 ７２ ｈ 在带有拍照

系统的倒置显微镜(德国 Ｌｅｉｃａ 公司)下观察拍照ꎬ
然后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对各组在不同时间点的划痕

宽度进行相对定量测量ꎮ
１.４　 流式细胞术检测细胞凋亡和细胞周期

将 ＨＵＶＥＣ 接种于 ６ 孔板中(５００００ 个 / 孔)ꎬ置
于含 １０％血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基中过夜后加入达

沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬ并设置溶媒对照组ꎻ在 ３７℃、
５％ＣＯ２ 且饱和湿度的细胞培养箱中培养 ４８ ｈꎬ于倒

置显微镜下拍照观察ꎻ然后收集所有的细胞进行凋

亡染色(Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ / ＰＩ 双染)和周期染色(ＰＩ
单染)ꎬ处理过程参考试剂盒上提供的方法ꎬ于流式

细胞仪(美国 ＡＣＥＡ 公司)上检测ꎬ使用 ＭｕｌｔｉＣｙｃｌｅ
ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ 软件进行分析ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ａｋｔ 和 ｐ￣Ａｋｔ 的表达

将 ＨＵＶＥＣ 接种至 ２５Ｔ 的细胞培养瓶中ꎬ待细

胞长至 ７０％汇合时ꎬ加入达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)和

ＬＹ２９４００２(２０ μｍｏｌ / Ｌ)单独或者联合处理ꎬ并设置

６５６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



溶媒对照组ꎻ在 ３７℃、５％ＣＯ２ 且饱和湿度的细胞培

养箱中培养 ２４ ｈꎬ收集所有细胞ꎬＲＩＰＡ 裂解法提取

细胞总蛋白ꎬＢＣＡ 法进行蛋白定量ꎬ然后进行常规

电泳、转膜、封闭、洗膜、孵一抗、洗膜、孵二抗和 ＥＣＬ
发光ꎬ最后于全自动化学发光和荧光凝胶成像系统

(英国 Ｕｖｉｔｅｃ 公司)下显影ꎬ拍摄的照片用 Ｇｅｌ￣Ｐｒｏ
ａｎａｌｙｚｅｒ ６.０ 软件进行分析ꎮ
１.６　 统计学方法

所有的实验均重复 ３ 次ꎬ实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ
应用 ＳＰＳＳ ２２. ０ 统 计 软 件 进 行 统 计 学 分 析ꎬ
ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ７.００ 进行统计绘图ꎻ两组间比较采

用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣ｔ 检 验ꎻ 多 组 间 比 较 采 用 ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡꎬ组间多重比较采用 ＬＳＤ 法ꎻＰ<０.０５ 为差异

有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响

达沙替尼 ( １ ｎｍｏｌ / Ｌ) 处理 ４８ ｈ 明显抑制

ＨＵＶＥＣ 增殖ꎬ且随着药物浓度的升高(１ ｎｍｏｌ / Ｌ ~
１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)ꎬＨＵＶＥＣ 活性逐渐下降ꎮ 当浓度为

５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ＨＵＶＥＣ 活 性 为 溶 媒 对 照 组 的

５４ ６２％ꎻ当浓度为 ４００ ｎｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＨＵＶＥＣ 活性只

有溶媒对照组的 ４.１７％ꎮ 因此在随后的研究中选择

的浓度为 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌꎮ ＨＵＶＥＣ 活性随着达沙替尼

(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)处理时间的延长而逐渐降低ꎬ２４ ｈ 时即

显示明显的抑制作用ꎬ９６ ｈ 时 ＨＵＶＥＣ 活性受到严

重抑制ꎬ只有溶媒对照组的 ２５.２５％ꎮ 表明达沙替尼

以浓度和时间依赖性的方式抑制 ＨＵＶＥＣ 活性ꎮ
此外ꎬ用达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)与 ＰＩ３Ｋ 抑制剂

ＬＹ２９４００２(２０ μｍｏｌ / Ｌ)分别处理 ＨＵＶＥＣꎬ结果发现

两者对 ＨＵＶＥＣ 活性均有显著抑制作用ꎬ但两者之

间没有显著的差别ꎻ两者联合处理时细胞增殖抑制

作用增强 (图 １)ꎮ 提示达沙替尼可能通过调节

ＰＩ３Ｋ 的活性而对 ＨＵＶＥＣ 的细胞学行为进行调控ꎮ
２.２　 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 迁移的影响

在划痕实验中ꎬ溶媒对照组的划痕逐渐愈合

(０ ｈ~ ２４ ｈ)ꎻ达沙替尼 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 组和达沙替尼

１００ ｎｍｏｌ / Ｌ组的划痕宽度也在不断地减小(０ ｈ ~
７２ ｈ)ꎮ 由于溶媒对照组在 ２４ ｈ 时划痕基本愈合ꎬ
所以后面的观察只有达沙替尼 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 组和达沙

替尼 １００ ｎｍｏｌ / Ｌ 组的数据ꎮ 溶媒对照组划痕愈合

最快ꎬ 达 沙 替 尼 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 组 次 之ꎬ 达 沙 替 尼

１００ ｎｍｏｌ / Ｌ组最慢ꎮ 提示达沙替尼以剂量依赖性的

方式抑制 ＨＵＶＥＣ 迁移(图 ２)ꎮ
２.３　 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 凋亡及其形态学的影响

５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 达沙替尼处理 ４８ ｈꎬＨＵＶＥＣ 的凋亡

率( ７. ７８％ ± ０. ２４％) 明 显 上 升ꎬ 与 溶 媒 对 照 组

(１.０６％±０.１２％)相比有显著差异(Ｐ<０.０１ꎻ图 ３)ꎮ
证实达沙替尼可诱导 ＨＵＶＥＣ 凋亡ꎮ 另外ꎬ细胞形

态也发生了显著的变化:细胞生长分布呈破碎的岛

样ꎬ细胞回缩ꎬ不再呈现出典型的卵圆形或三角形

(图 ４)ꎬ提示达沙替尼破坏了细胞间的联系ꎮ
２.４　 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 细胞周期的影响

与溶媒对照组相比ꎬ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 达沙替尼处理

４８ ｈ 后ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞数量显著增加ꎬＳ 期细胞数量

显著减少(Ｐ<０.０５)ꎻ两组 Ｇ２ / Ｍ 期细胞数量没有显

著差异(图 ５)ꎮ 提示达沙替尼可诱导 ＨＵＶＥＣ 细胞

周期阻滞ꎮ

图 １. 达沙替尼以剂量和时间依赖性的方式抑制 ＨＵＶＥＣ 增殖(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３) 　 　 Ａ 为不同剂量的达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响ꎬＢ
为达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)处理不同时间对 ＨＵＶＥＣ 增殖的影响ꎬＣ 为达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)和 ＬＹ２９４００２(２０ μｍｏｌ / Ｌ)单独或联合处理对 ＨＵＶＥＣ
增殖的影响ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ０ ｎｍｏｌ / Ｌ 达沙替尼组或达沙替尼处理 ０ ｈ 组或溶媒对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与联合处理组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｉｎ ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ａｎｄ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ
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图 ２. 不同浓度的达沙替尼对ＨＵＶＥＣ 迁移的影响(５０×)　 　 Ａ 为不同浓度的达沙替尼作用 ０ ｈ~２４ ｈ 对ＨＵＶＥＣ 迁移的影响ꎬＢ 为不同

浓度的达沙替尼作用 ３６ ｈ~７２ ｈ 对 ＨＵＶＥＣ 迁移的影响ꎬＣ 为各组不同时间点划痕宽度的相对定量测量(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与溶媒对照

组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与达沙替尼 ５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｏｎ ＨＵＶＥＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ(５０×)

图 ３. 达沙替尼诱导 ＨＵＶＥＣ 凋亡(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与溶媒对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｉｎｄｕｃｅｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)

图 ４. 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 形态的影响(５０×ꎬ ｎ＝ ３)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｏｎ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ(５０×ꎬ ｎ＝ ３)

２.５　 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 蛋白的表达和磷酸

化的影响

与溶媒对照组相比ꎬ达沙替尼组、ＬＹ２９４００２ 组

Ａｋｔ 蛋白的表达量没有显著的变化ꎮ 此外ꎬ达沙替

尼组和 ＬＹ２９４００２ 组 ｐ￣Ａｋｔ / Ａｋｔ 比值显著小于溶媒

对照组(Ｐ<０.０１)ꎬ这表明达沙替尼(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)和

８５６ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ７ꎬ２０１７



ＰＩ３Ｋ 抑 制 剂 ＬＹ２９４００２ ( ２０ μｍｏｌ / Ｌ ) 均 抑 制 了

ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 蛋白的磷酸化ꎮ 但与达沙替尼组相

比ꎬＬＹ２９４００２ 的作用更强烈(Ｐ<０.０５)ꎬ两者联合处

理对 Ａｋｔ 蛋白磷酸化水平的影响与 ＬＹ２９４００２ 单独

处理相比差异不明显ꎮ 这些结果表明达沙替尼可

抑制 ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 蛋白的磷酸化(图 ６)ꎮ

图 ５. 达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 细胞周期的影响(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与溶剂对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)

图 ６. 达沙替尼抑制 ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 蛋白磷酸化(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为不同处理后 ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 和 ｐ￣Ａｋｔ 的表达ꎬＢ 为各组 Ａｋｔ 蛋白表

达的相对定量测量ꎬＣ 为各组 ｐ￣Ａｋｔ / Ａｋｔ 比值ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与溶媒对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与达沙替尼组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｄａｓａｔｉｎｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｓ Ａｋｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬ ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

达沙替尼是一种抗肿瘤靶向药物ꎬ对肿瘤细胞

具有增殖抑制作用[５￣６]ꎮ 过去研究者主要关注达沙

替尼对肿瘤细胞的影响ꎬ但是其对正常细胞增殖的

影响却未曾探索ꎮ 本研究观察了达沙替尼对

ＨＵＶＥＣ 增殖、迁移、细胞周期和凋亡的影响以及参

与这些过程的潜在信号通路ꎬ结果表明达沙替尼对

正常的 ＨＵＶＥＣ 也具有抑制作用:达沙替尼以浓度

和时间依赖性的方式抑制 ＨＵＶＥＣ 的增殖活性ꎬ并
诱导其凋亡ꎮ

Ｓｒｃ 激酶功能的异常活化会促进肿瘤细胞的迁

移和浸润[７]ꎮ 由于达沙替尼属于酪氨酸激酶抑制

剂ꎬ所以达沙替尼能够抑制肿瘤细胞的迁移ꎮ 而且

Ｓｒｃ 激酶广泛地表达于各种组织细胞中ꎬ所以本研

究观察了达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 迁移的影响ꎮ 溶媒对

照组的划痕在 ２４ ｈ 时基本愈合ꎬ但是在这段时间内

达沙替尼组的划痕宽度变化比较小ꎬ尤其是高浓度

的达沙替尼(１００ ｎｍｏｌ / Ｌ)严重抑制 ＨＵＶＥＣ 迁移ꎬ
而达沙替尼的临床相关浓度可高达 ３００ ｎｍｏｌ / Ｌ[８]ꎮ
随后更长的观察时间内(２４ ｈ ~ ７２ ｈ)ꎬ达沙替尼组

的划痕最终也未愈合ꎻ而且达沙替尼的浓度愈高ꎬ
划痕的愈合速度愈慢ꎮ 所以ꎬ我们得出推论:达沙

替尼以浓度依赖性的方式抑制 ＨＵＶＥＣ 迁移ꎮ
达沙替尼不仅抑制肿瘤细胞的增殖ꎬ还诱导肿

瘤细胞的凋亡和细胞周期的阻滞ꎮ 所以ꎬ本研究观

察了达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 凋亡和细胞周期的影响ꎮ
５０ ｎｍｏｌ / Ｌ 达沙替尼处理 ４８ ｈꎬ经流式细胞仪检测发

现ꎬ达沙替尼组细胞凋亡率明显上升ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细

胞数量增加ꎬＳ 期细胞数量减少ꎬ而且达沙替尼组细

胞形态发生明显的变化ꎬ细胞的生长分布异常ꎮ Ｓｒｃ
激酶是黏着斑复合物的一部分ꎬ该复合物又可将整
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联蛋白连接到细胞骨架上ꎬ对细胞间的连接和黏着

有至关重要的作用ꎮ 所以推测达沙替尼可能破坏

了细胞间以及细胞与外基质间的黏着ꎬ并且阻滞细

胞 Ｇ１￣Ｓ 期的转化ꎬ诱导细胞凋亡ꎮ 这些结果与

Ｊｏｈｎｓｏｎ 等[９]在研究达沙替尼对肿瘤细胞的影响时

的研究结果一致ꎮ
为了验证达沙替尼通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 通路调控内

皮细胞增殖和迁移等生物学行为ꎬ本研究分别用

ＰＩ３Ｋ 抑制剂 ＬＹ２９４００２ ( ２０ μｍｏｌ / Ｌ) 和达沙替尼

(５０ ｎｍｏｌ / Ｌ)单独以及两者者联合处理 ＨＵＶＥＣꎬ然
后检测 ＨＵＶＥＣ 的增殖活性和胞内 Ａｋｔ 蛋白的表达

和磷酸化情况ꎮ ＰＩ３Ｋ 发挥激酶活性除了需要被磷

酸化ꎬ还需要 ＡＴＰ 的参与ꎬ而 ＬＹ２９４００２ 可与 ＡＴＰ
竞争性地结合 ＰＩ３Ｋꎬ从而抑制 ＰＩ３Ｋ 的激酶活

性[１０]ꎮ 此外ꎬ细胞内一些蛋白的磷酸化修饰ꎬ比如

Ａｋｔ 和 ＳＴＡＴ３ꎬ也受 Ｓｒｃ 激酶活化的正向调节[４]ꎮ
Ａｋｔ 又称蛋白激酶 Ｂꎬ是一种丝氨酸 /苏氨酸蛋白激

酶ꎬ参与多个细胞生命过程ꎬ像糖代谢、细胞增殖、
细胞周期、细胞凋亡[１１]以及细胞迁移等ꎮ 已有研究

表明在多种肿瘤细胞中ꎬＡｋｔ 信号通路也参与达沙

替尼对肿瘤细胞的抑制作用[１２￣１５]ꎮ 本研究结果表

明达沙替尼和 ＬＹ２９４００２ 均抑制 ＨＵＶＥＣ 的增殖活

性ꎬ两者联合处理抑制作用增强ꎮ 此外ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
结果显示达沙替尼抑制 ＨＵＶＥＣ 内 Ａｋｔ 蛋白的磷酸

化ꎬ但其对于 Ａｋｔ 磷酸化的抑制作用不如 ＬＹ２９４００２
强烈ꎮ 这些结果提示达沙替尼可抑制 ＰＩ３Ｋ 激酶活

性ꎬ抑制 Ａｋｔ 蛋白磷酸化ꎮ 所以可得出推论:达沙替

尼可通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信号通路调控 ＨＵＶＥＣ 的增殖、
迁移和凋亡及细胞周期等生物学行为ꎮ

本研究结果证明达沙替尼可通过 ＰＩ３Ｋ / Ａｋｔ 信
号通路促进正常 ＨＵＶＥＣ 损伤ꎮ 达沙替尼是治疗白

血病的良药ꎬ但是在其治疗肿瘤时所引起的不良影

响也不能忽视ꎮ 本研究结果可对其临床应用提供

参考ꎬ从而采取相关的手段降低其对正常内皮细胞

的损伤ꎮ 此外ꎬ本研究主要做的体外实验ꎬ还需要

体内实验进一步研究达沙替尼对 ＨＵＶＥＣ 的影响ꎮ
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