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摘要　 目的　 观察不同浓度苯噻啶（Ｐｉｚｏｔｉｆｅｎ）对人肺腺癌

Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖、迁移与侵袭能力的影响，并初步探究

其机制。 方法　 取对数生长期的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞，分为对

照组（细胞对照组为培养基直接作用于细胞，溶剂对照组为

含有 ０. １％ ＤＭＳＯ 的培养基作用于细胞）和实验组（浓度分

别为 １０、２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的苯噻啶作用于细胞）。 ＣＣＫ⁃８
法检测人肺腺癌细胞的增殖能力，划痕实验和 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁
移实验检测其迁移能力，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验检测其侵袭能

力，ＥＬＩＳＡ 法检测 Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路蛋白、上皮 － 间

质转化（ＥＭＴ）相关蛋白 Ｅ⁃钙黏蛋白（Ｅ⁃ｃａｄ）和基质金属蛋

白酶⁃９（ＭＭＰ⁃９）的表达水平。 结果 　 与溶剂对照组相比：
ＣＣＫ⁃８ 结果显示，实验组 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞活力降低，出现不

同程度的增殖抑制现象，在 ２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度组有一定

的时间依赖性（Ｐ ＜ ０. ０５）；划痕实验结果表明，实验组划痕

愈合率小于对照组，苯噻啶浓度越高，划痕愈合率越低（Ｐ ＜
０. ０５）；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移和侵袭实验结果显示，实验组穿过小室

的肺腺癌细胞数量明显低于对照组，具有浓度依赖性（Ｐ ＜
０. ０５）；ＥＬＩＳＡ 结果显示，实验组细胞中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
ＭＭＰ⁃９ 蛋白浓度与对照组相比均显著降低，并且随着苯噻

啶浓度增加，Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＭＰ⁃９ 蛋白浓度逐渐降低（Ｐ
＜ ０. ０５）；实验组细胞中 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白浓度与对照组相比显著

增高，并且随着苯噻啶浓度增加，Ｅ⁃ｃａｄ 浓度逐渐增高（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论 　 在体外细胞实验中，苯噻啶对人肺腺癌

Ａ５４９、ＰＣ９ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力具有抑制作用，抑制

作用的强弱依赖于苯噻啶的浓度和作用时间。 其作用机制，
可能包括 Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 通路的阻断。
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　 　 肺癌是中国乃至全世界发病率和病死率均居首

位的恶性肿瘤［１］，其最常见的病理类型是肺腺癌。

５⁃羟色胺（５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ，５⁃ＨＴ），是由色氨酸

经过羟化和脱羧催化合成的单胺类神经递质，已被

证明是多种正常细胞和肿瘤细胞培养的促有丝分裂

因子，且特定的受体亚型与肿瘤的进展有关［２］。 而

苯噻啶是一种非选择性 ５⁃ＨＴ１、５⁃ＨＴ２Ａ 和 ５⁃ＨＴ２Ｃ
受体拮抗剂［３］，常用于预防和治疗复发性血管性头

痛。 近年研究发现苯噻啶对结肠癌［４］、胃癌［５］ 和肉

瘤［６］等有直接抑制作用，而苯噻啶对肺癌治疗的研

究未见报道。 上皮 － 间质转化（ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ⁃ｍｅｓｅｎｃｈｙ⁃
ｍａｌ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ， ＥＭＴ）是肺腺癌侵袭和转移的关键过

程［７］。 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是调节肺癌细胞增

殖、侵袭和迁移以及耐药的重要途径，可调节 ＥＭＴ
进程［８］。 该研究从增殖、迁移与侵袭三方面观察不

同浓度苯噻啶对人肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞的影

响，并初步探究其可能的作用机制是否与 Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 通路有关，以期为肺癌治疗研究的老药

新用提供新的思路。

１　 材料与方法

１． １ 　 细胞株与药物 　 人肺腺癌 ＰＣ９ 细胞（货号：
ＣＬ⁃０６６８）购自武汉普诺赛公司；人肺腺癌 Ａ５４９ 细

胞株由安徽医科大学第一附属医院中心实验室惠

赠。 苯噻啶（货号：ＨＹ⁃Ｂ１００５）购自美国 ＭＣＥ 公司，
纯度为 ９９. ７３％ ，规格为 １００ ｍｇ，精密称取 ２９. ５４４
ｍｇ 溶于 １ ｍｌ ＤＭＳＯ，配制成 ０. １ ｍｏｌ ／ Ｌ 浓度储备液，
于 － ２０ ℃保存，使用前室温溶解，稀释到所需浓度

即可，实验组混合溶液中 ＤＭＳＯ 浓度均不超过

０. １％ 。
１． ２ 　 主要试剂与仪器 　 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基和

ＤＭＥＭ 高糖培养基均购自美国 ＨｙＣｌｏｎｅ 公司；胎牛

血清（ＦＢＳ）购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；二甲基亚砜（ＤＭ⁃
ＳＯ）购自北京索莱宝公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂盒（Ｃ００３９）
购自上海碧云天公司；青霉素 ／链霉素 ／两性霉素 Ｂ
溶液（１００ × ） 、０. ２５％胰酶、ＲＩＰＡ 裂解液均购自山

东思科捷公司；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室（３４２２）购自美国 Ｃｏｒ⁃
ｎｉｎｇ 公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基质胶购自购自美国 ＢＤ 公司；
人 Ｗｎｔ⁃３ａ 蛋白（Ｗｎｔ３ａ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ ＪＬ１４１５９）、
人 β⁃蛋白（β⁃ｃａｔｅｎｉｎ） ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ ＪＬ１９２１７）、人
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Ｅ⁃钙黏 蛋 白 （ Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ， Ｅ⁃ｃａｄ ） ＥＬＩＳＡ 试 剂 盒

（ＪＬ１３１８５）、人基质金属蛋白酶 ９（ｍａｔｒｉｘ ｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎａｓｅ ９，ＭＭＰ⁃９）ＥＬＩＳＡ 试剂盒（ＪＬ２９６５０）均购自上

海江莱生物公司；酶标仪购自美国 Ｂｉｏｔｅｋ 公司。
１． ３　 方法　
１． ３． １　 细胞培养 　 取出冷冻保存的 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞，于 ３７ ℃水浴锅融化，用配好的 Ａ５４９ 细胞培

养基（ＤＭＥＭ 高糖培养基 ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ １％ 青链两

性霉素 Ｂ 混合液）和 ＰＣ９ 细胞培养基（ＲＰＭＩ⁃１６４０
培养基 ＋ １０％ ＦＢＳ ＋ １％ 青链两性霉素 Ｂ 混合液）
分别复苏于细胞瓶中，在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃的细胞培养

箱中培养。 视贴壁细胞的生长状态用 ０. ２５％ 胰酶

进行消化传代，选取对数生长期的细胞进行实验。
１． ３． ２　 ＣＣＫ⁃８ 增殖实验　 制备单细胞悬液并计数，
配成 １ × １０４ ／ ｍｌ 细胞悬液并混匀，每孔取 １００ μｌ 细
胞悬液，铺 ２ 块 ９６ 孔板。 细胞培养箱中过夜贴壁，
实验组分别用细胞培养基配制的不同浓度苯噻啶

（１０、２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）溶液进行换液，细胞对照组

和溶剂对照组分别用等量细胞培养基、含 ０. １％
ＤＭＳＯ 的细胞培养基进行换液，培养 ２４、４８ ｈ 后每

孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 试剂，继续在培养箱中孵育 １
ｈ，用酶标仪在波长 ４５０ ｎｍ 处进行吸光度（ ｏｐｔｉｃａｌ
ｄｅｎｓｉｔｙ， ＯＤ）值检测并计算各组细胞活力，实验重复

３ 次。
１． ３． ３　 细胞划痕实验　 在 ６ 孔板背面划 ６ 条水平

直线（每孔均匀分布 ３ 条直线），将细胞均匀接种于

６ 孔板中。 待细胞融合度达 ９０％ 以上时，用移液枪

枪头在每孔中均匀划出与背面直线相垂直的两条划

痕，ＰＢＳ 清洗干净后，实验组分别加入等量含有不同

浓度苯噻啶（１０、２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）的无 ＦＢＳ 细胞

基础培养基，细胞对照组和溶剂对照组分别加入等

量无 ＦＢＳ 细胞培养基、含 ０. １％ ＤＭＳＯ 的无 ＦＢＳ 细

胞培养基。 ０ ｈ 和 ２４ ｈ 后在显微镜下观察和拍照，
用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件测定划痕面积并计算划痕愈合率，实
验重复 ３ 次。
１． ３． ４　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验 　 将细胞均匀接种于 ６
孔板中，待细胞融合度达 ８０％ 时，实验组分别用细

胞培养基配制的不同浓度苯噻啶 （１０、２０、３０、４０
μｍｏｌ ／ Ｌ）溶液进行换液，溶剂对照组用含 ０. １％ ＤＭ⁃
ＳＯ 的细胞培养基进行换液。 置于培养箱中 ２４ ｈ 后

分别收集每孔细胞并计数，用无 ＦＢＳ 细胞培养基重

悬为 ５ × １０３ ／ ｍｌ 的细胞悬液。 取出 ２４ 孔板中的小

室，在下室加入 ５００ μｌ 含 １５％ ＦＢＳ 的细胞培养基，
上室放回 ６ 孔再各接种 ２００ μｌ 细胞悬液，置于培养

箱 ２４ ｈ 后取出小室，经 ＰＢＳ 洗涤、４％多聚甲醛溶液

固定和 ０. １％结晶紫溶液染色后，用棉签拭去上室

残留的细胞，在显微镜下随机选取 ５ 个视野拍照并

计算穿过小室的细胞数量，实验重复 ３ 次。
１． ３． ５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验 　 在冰上将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ 基
质胶和无 ＦＢＳ 细胞培养基按 １ ∶ ８ 稀释，取 ５０ μｌ 稀
释液加入小室并均匀铺满，置于细胞培养箱凝固后

再用无 ＦＢＳ 细胞培养基水化备用，其余方法同

１. ３. ４，实验重复 ３ 次。
１． ３． ６　 ＥＬＩＳＡ 检测相关蛋白表达水平 　 将细胞均

匀接种于 ６ 孔板中（３ × １０５ ／孔），待细胞融合度达

８０％时，实验组分别用细胞培养基配制的不同浓度

苯噻啶（１０、２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ）溶液进行换液，溶剂

对照组用含 ０. １％ ＤＭＳＯ 的细胞培养基进行换液。
置于培养箱中 ２４ ｈ 后分开收集每孔细胞并计数，用
无 ＦＢＳ 细胞培养基混匀稀释各管细胞含量为 １ ×
１０６ 个，经 ＰＢＳ 重悬后加入 １００ μｌ 细胞裂解液（ＲＩ⁃
ＰＡ ∶ ＰＭＳＦ ＝ １００ ∶ １ ），４ ℃ 裂解 ３０ ｍｉｎ，１２ ０００
ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ 后吸取上清液，分装冻于 － ８０ ℃
冰箱备用。 按照 ＥＬＩＳＡ 试剂盒说明书对空白组、标
准组和待测组（溶剂对照组和实验组）加样和处理，
用酶标仪在波长 ４５０ ｎｍ 处进行 ＯＤ 值检测。 采用

ＥＬＩＳＡ 法检测并计算细胞中 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＭＰ⁃
９ 和 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白表达量，实验重复 ３ 次。
１． ４　 统计学处理　 采用 ＳＰＳＳ１８. ０ 软件进行统计，计
量资料用 �ｘ ± ｓ 表示。 两组间比较用 ｔ 检验，多组间比

较采用方差分析，以 Ｐ ＜０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 苯噻啶抑制肺腺癌 Ａ５４９、ＰＣ９ 细胞的增殖能

力　 与溶剂对照组相比，实验组细胞活力均下降，出
现不同程度的增殖抑制现象。 检测结果显示，苯噻

啶作用 ２４ ｈ（Ａ５４９：Ｆ ＝ ２１０. ７；ＰＣ９：Ｆ ＝ １７７. ２）、４８ ｈ
（Ａ５４９：Ｆ ＝ １３２. ３；ＰＣ９：Ｆ ＝ ６３１. ３）对 Ａ５４９ 和 ＰＣ９
细胞增殖均具有抑制作用，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）。 与 ２４ ｈ 相比，２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ 浓度组处理

４８ ｈ 的抑制作用更显著，差异有统计学意义（Ｐ ＜
０. ０５）；与细胞对照组相比，溶剂对照组未出现增殖

抑制现象，差异无统计学意义。 见图 １。
２． ２　 苯噻啶抑制肺腺癌 Ａ５４９、ＰＣ９ 细胞的迁移能

力　 与溶剂对照组相比，划痕实验组中不同浓度苯

噻啶处理肺腺癌细胞 ２４ ｈ（Ａ５４９：Ｆ ＝ ８６８. ９；ＰＣ９：Ｆ
＝９２１. ０）后，划痕愈合率下降，且呈浓度依赖性，差
异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）；与细胞对照组相比，溶
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剂对照组对划痕愈合率影响的组间差异无统计学意

义；与溶剂对照组相比，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验组中不同浓度

苯噻啶处理肺腺癌细胞 ２４ ｈ（Ａ５４９：Ｆ ＝ ４７４. ２；ＰＣ９：
Ｆ ＝ ７８４. ６）后，迁移至下室的细胞减少，且呈浓度依

赖性，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ２。
２． ３　 苯噻啶抑制肺腺癌 Ａ５４９、ＰＣ９ 细胞的侵袭能

力　 与溶剂对照组相比，实验组中不同浓度苯噻啶

处理肺腺癌细胞 ２４ ｈ（Ａ５４９：Ｆ ＝ ３５４. ０；ＰＣ９：Ｆ ＝
１９３. ２）后，侵袭至下室的细胞减少，且呈浓度依赖

性，差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见图 ３。
２． ４　 苯噻啶对肺腺癌 Ａ５４９、ＰＣ９ 细胞中Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 通路相关蛋白含量的影响　 ＥＬＩＳＡ 法

检测结果显示，苯噻啶显著降低 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞

中 Ｗｎｔ３ａ （ Ａ５４９： Ｆ ＝ ５３４. ６２， Ｐ ＜ ０. ０５； ＰＣ９： Ｆ ＝
５３４. ０８，Ｐ ＜ ０. ０５）和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ（Ａ５４９：Ｆ ＝ １２４. ５１，Ｐ
＜０. ０５；ＰＣ９：Ｆ ＝ ２１２. ２２，Ｐ ＜ ０. ０５）的表达。 苯噻啶

作用于 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 ２４ ｈ 后，上皮标志物 Ｅ⁃ｃａｄ

（Ａ５４９：Ｆ ＝ ２２４. ９８，Ｐ ＜ ０. ０５；ＰＣ９：Ｆ ＝ ５３４. ０８，Ｐ ＜
０. ０５） 蛋白表达显著上调，而金属基质酶 ＭＭＰ⁃９
（Ａ５４９：Ｆ ＝ ２１５. ９６，Ｐ ＜ ０. ０５；ＰＣ９：Ｆ ＝ ３５５. ４８，Ｐ ＜
０. ０５） 表达显著下调，差异有统计学意义 （ Ｐ ＜
０. ０５）。 表明苯噻啶可以抑制 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞中

的 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 信号通路。 见表 １、２。

３　 讨论

　 　 肺腺癌约占肺癌的 ４０％ ，起源于小气道上皮细

胞，患者被诊断时已多为晚期、发生多处转移，表现

为咳嗽、咯血、胸痛和呼吸困难等症状，其治疗手段

包括早期的肺叶切除术、化疗、免疫治疗和靶向治疗

等。 苯噻啶作为镇痛药，价格低廉且毒性小，是 ５⁃
ＨＴ 受体拮抗剂，且有抗组胺、抗色胺和抗毒蕈碱作

用，可用于呕吐、焦虑、荨麻疹、早搏等多种病症。 近

两年研究发现苯噻啶对肿瘤细胞具有抑制作用：
Ｐｉａｏ ｅｔ ａｌ［４］研究表明苯噻啶可通过下调 Ｗｎｔ 信号通

图 １　 不同浓度苯噻啶对人肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞增殖能力的影响

　 　 ａ：细胞对照组；ｂ：溶剂对照组；与 ２４ ｈ 溶剂对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ４８ ｈ 溶剂对照组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与同一浓度 ２４ ｈ 比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

表 １　 不同浓度苯噻啶对肺腺癌 Ａ５４９ 细胞 Ｗｎｔ３ａ、β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄ、ＭＭＰ⁃９ 表达量的影响（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

Ａ５４９
浓度（μｍｏｌ ／ Ｌ）

０ １０ ２０ ３０ ４０
Ｗｎｔ３ａ（ｎｇ ／ ｍｌ） ６． ４０ ± ０． １２ ５． ３１ ± ０． ０９∗ ４． ７２ ± ０． ０９∗ ４． ００ ± ０． ０８∗ ２． ９８ ± ０． １０∗

β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ（ｐｇ ／ ｍｌ） ８１０． ２９ ± ２４． ４９ ７７９． ６０ ± １６． ９１∗ ６８１． ３３ ± １９． ７２∗ ６００． ３０ ± １９． ６０∗ ４６３． ４１ ± ２７． ０２∗

Ｅ⁃ｃａｄ（ｎｇ ／ ｍｌ） ３３３． ３４ ± １５． ８３ ４５６． ０６ ± ２２． ９１∗ ５２２． ５６ ± ２１． ０８∗ ６１０． １６ ± １８． ０６∗ ７８６． ０８ ± １９． ４８∗

ＭＭＰ⁃９（ｎｇ ／ ｍｌ） ３７． ０７ ± ０． ８５ ３１． ５２ ± １． １９∗ ２７． ５３ ± ０． ７３∗ ２４． ８８ ± ０． ７９∗ １７． ７３ ± ０． ６７∗

　 　 苯噻啶作用 ２４ｈ 与溶剂对照组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５

表 ２　 不同浓度苯噻啶对肺腺癌 ＰＣ９ 细胞 Ｗｎｔ３ａ、β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ、Ｅ⁃ｃａｄ、ＭＭＰ⁃９ 表达量的影响（ｎ ＝ ３，�ｘ ± ｓ）

ＰＣ９
浓度（μｍｏｌ ／ Ｌ）

０ １０ ２０ ３０ ４０
Ｗｎｔ３ａ（ｎｇ ／ ｍｌ） ６． ７９ ± ０． ０８ ５． ７０ ± ０． ０９∗ ５． １３ ± ０． ０９∗ ４． ４１ ± ０． １４∗ ２． ９６ ± ０． １２∗

β⁃Ｃａｔｅｎｉｎ（ｐｇ ／ ｍｌ） ８４５． ６９ ± ２２． ０６ ７６１． ４４ ± ２１． ０２∗ ５８０． ９４ ± １８． ２５∗ ５２３． １４ ± ２５． ３３∗ ４０９． ６７ ± １７． ９８∗

Ｅ⁃ｃａｄ（ｎｇ ／ ｍｌ） ２４２． ０１ ± １５． ２１ ３６２． ５１ ± ９． ７５∗ ４４６． ７５ ± １４． ４８∗ ５７７． ７１ ± １６． ９３∗ ６８８． ９０ ± １４． ７４∗

ＭＭＰ⁃９（ｎｇ ／ ｍｌ） ４２． ９５ ± ０． ６４ ３６． ３５ ± ０． ９８∗ ２９． ３０ ± １． １０∗ ２６． ３０ ± ０． ８４０∗ １５． ７７ ± １． １０∗

　 　 苯噻啶作用 ２４ｈ 与溶剂对照组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５
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图 ２　 不同浓度苯噻啶对肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞迁移能力的影响

　 　 Ａ：Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞划痕实验 × ２００；Ｂ：Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞划痕愈合率柱；Ｃ：Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 迁移实验 结晶紫染色 × ２００；Ｄ：
Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 迁移细胞数；ａ：细胞对照组；ｂ：溶剂对照组；１０ ～ ４０：实验组苯噻啶浓度为 １０、２０、３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ；与溶剂对照组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与

１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５；与 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；与 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：▲Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 不同浓度苯噻啶对肺腺癌 Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞侵袭能力的影响

　 　 Ａ：Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 侵袭实验 结晶紫染色 ×２００；Ｂ：Ａ５４９ 和 ＰＣ９ 侵袭细胞数；ｂ：溶剂对照组；１０ ～ ４０：实验组苯噻啶浓度为 １０、２０、
３０、４０ μｍｏｌ ／ Ｌ；与溶剂对照组比较：∗Ｐ ＜０. ０５；与 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：＃Ｐ ＜０. ０５；与 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：＆Ｐ ＜０. ０５；与 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ 组比较：▲Ｐ ＜０. ０５

路来抑制结肠癌 ＨＣＴ１１６ 细胞的增殖和迁移能力；
Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ［５］ 研究表明苯噻啶可通过阻断 Ｗｎｔ ／ β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 信号通路来抑制胃癌 ＭＮＫ４５ 和 ＡＧＳ
细胞的生长、迁移和侵袭能力，诱导细胞凋亡；Ｌｉｕ ｅｔ
ａｌ［６］ 发 现 苯 噻 啶 可 通 过 ５⁃羟 色 胺 受 体 １Ａ （ ５⁃
ＨＴＲ１Ａ）基因在肉瘤中发挥药物作用。 综上，苯噻

啶作为毒副反应明确、成本低、可及性高的临床常用

药，在肿瘤治疗上的新应用具有较大的潜在价值。
　 　 苯噻啶对肿瘤细胞的抑制作用，可能源于它是

一种 ５⁃ＨＴ 受体拮抗剂。 ５⁃ＨＴ 作为能影响情绪、认
知和行为的单胺类神经递质可以发挥多种生物学作

用，包括细胞分化和血小板聚集，其中信息传递是最

重要的功能，且 ５⁃ＨＴ 作为多种肿瘤细胞的生长因

子，可促进多种癌细胞的增殖［９］。 多项研究发现 ５⁃
ＨＴ 及受体对肺腺癌细胞生长发挥作用：５⁃ＨＴ３ 受体

拮抗剂作为肺癌围手术期的常用止吐药对患者预后

有正面作用，５⁃ＨＴ３ 受体拮抗剂还可以抑制 Ａ５４９ 细

胞增殖、迁移和集落形成，其作用机制与 ＥＲＫ 激酶

途径介导的细胞自噬死亡有关，故可将其作为肺癌

手术患者的首选止吐药［１０］；５⁃ＨＴ７ 受体对肺腺癌

Ａ５４９ 细胞的迁移和侵袭能力具有正向调节作用，其
机制与上调 Ｐ３８ ／ ＭＭＰ⁃９ 轴通路有关，促进肺腺癌

Ｈ１２９９ 细胞的迁移和侵袭则与 ＳＲＣ ／ ＭＭＰ⁃９ 轴通路

有关［１１］；Ｔｏｎｅ ｅｔ ａｌ［１２］ 研究表明肺腺癌中 ５⁃ＨＴＲ３Ａ
高表达，且与增殖标志物 Ｋｉ⁃６７ 表达阳性密切相关，
与血清素结合介导肺腺癌细胞的促增殖作用，敲除

５⁃ＨＴＲ３Ａ 和使用 ５⁃ＨＴ３ 受体拮抗剂托吡司琼可抑

制肺腺癌细胞的增殖。
　 　 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路是调节细胞增殖、侵袭

和迁移以及肿瘤耐药的重要途径，是肺癌生长的重

要调控通路，Ｗｎｔ 和 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 主要都在肺癌细胞胞

质中表达［１３］，除调控细胞增殖、迁移和侵袭外，β⁃
ｃａｔｅｎｉｎ 还诱导人肺腺癌的 ＥＭＴ 进程［８］。 Ｅ⁃ｃａｄ 是

Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 通路的下游分子，与 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 结合形

成复合物，维持细胞极性和黏附，下调 Ｅ⁃ｃａｄ 表达与

肿瘤转移有关［１４］。 Ｅ⁃ｃａｄ 不仅是 Ｗｎｔ 信号通路的

重要成员，也是 ＥＭＴ 关键的上皮标志物。 ＥＭＴ 进

程中，Ｅ⁃ｃａｄ 丢失导致 β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 的核易位，细胞进行

肌动蛋白重组，并通过分泌基质金属蛋白酶去除基

底膜附着， β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 再 诱 导 ＭＭＰ⁃９ 合 成， 然 后

ＭＭＰ⁃９ 完成间质胶原的切割，促使癌细胞扩散［１５］。
　 　 本研究以细胞培养基稀释苯噻啶再作用于肺腺

癌 ５４９ 和 ＰＣ９ 细胞，实验结果揭示，苯噻啶能明显

抑制肺腺癌细胞的增殖、迁移与侵袭行为，这种抑制

效应与苯噻啶的作用浓度和作用时间有关；进一步

研究显示苯噻啶给药可增加 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白的表达，降
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低 Ｗｎｔ３ａ、β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、ＭＭＰ⁃９ 蛋白的表达：β⁃ｃａｔｅｎｉｎ、
Ｗｎｔ３ａ 是 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ 信号通路中的主要蛋白表

达，二者均下降表明苯噻啶可以下调 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路；而 Ｅ⁃ｃａｄ 蛋白和 ＭＭＰ⁃９ 蛋白是 ＥＭＴ 的

标志蛋白，Ｅ⁃ｃａｄ 高表达而 ＭＭＰ⁃９ 低表达表明苯噻

啶可以抑制肺腺癌细胞的 ＥＭＴ 进程；Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ
信号通路可以介导 ＥＭＴ 进程，ＥＭＴ 进程是迁移和

侵袭必需的细胞学形态转变，所以苯噻啶可能是通

过阻断 Ｗｎｔ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 通路来抑制肺腺癌细胞

的恶性生物学行为。
　 　 综上，在体外实验中，苯噻啶对人肺腺癌 Ａ５４９、
ＰＣ９ 细胞的增殖、迁移和侵袭能力具有抑制作用，抑
制作用的强弱依赖于苯噻啶的浓度和作用时间。 其

作用机制，可能包括 Ｗｎｔ３ａ ／ β⁃ｃａｔｅｎｉｎ⁃ＥＭＴ 通路的

阻断。 本研究仅为体外细胞实验和作用机制的初步

探讨，其具体机制和靶向蛋白及交互作用还有待进

一步研究。
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