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Abstract
AIM: To study the effect of bortezomib on 
growth arrest, proliferation and adhesive ability 
of HCT8 cells in vitro.

METHODS: The growth arrest by bortezomib 
at different concentration was determined using 
MTT. After exposure of HCT8 cells to a lower 
concentration of bortezomib (25 nmol/L) for 
48 h, cell cycle and the apoptosis were assessed 
by FCM; and the expressions of E-cadherin, 
β-catenin, cyclinD1 and NF-κB were detected us-
ing Western blot.

RESULTS: The inhibitory effect of bortezomib 
on the proliferation of HCT8 cells showed a 
time- and dose-dependent relationship. Com-
pared with control group, bortezomib induced 
apoptosis significantly after 48 h treatment at 
the concentration of 25 nmol/L, and the apop-

totic rate was 12.3% (P < 0.05); the expressions 
of E-cadherin and β-Catenin were increased, 
whereas the expressions of NF-κВ and cyclinD1 
were down-regulated.

CONCLUSION: Bortezomib inhibits the pro-
liferation of HCT8 cells, induces cell apoptosis, 
and increases cell-to-cell adhesion. The mecha-
nism may be related to its inhibition on the NF-
κB pathway.
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摘要
目的: 观察硼替佐米对HCT8细胞增殖、凋亡
及黏附能力的影响. 

方法: 不同浓度梯度(12.5-200 nmol/L)的硼
替佐米作用于HCT8细胞后, 用MTT检测细
胞增殖抑制作用; 25 nmol/L的硼替佐米作
用48 h后, 流式细胞仪检测细胞周期和凋亡
率; Western blot检测E-cadherin、β-catenin、
cyclinD1和NF-κB表达.  

结果: 硼替佐米对HCT8细胞的增殖抑制作用
有时间和浓度的依赖性. 25 nmol/L的硼替佐
米作用48 h诱导细胞的凋亡, 凋亡率为12.3%, 
显著高于对照组(P <0.05), 上调了E-cadherin 
和β-c a t e n i n蛋白的表达, 下降了N F-κ B和
cyclinD1蛋白的表达.

结论: 硼替佐米可以抑制HCT8细胞的增殖, 
诱导细胞凋亡. 抑制NF-κB通路的激活有可能
为其作用机制之一; 并有可能增加细胞之间
的黏附, 降低肿瘤的远处转移.

关键词: 硼替佐米; HCT8; 四甲基偶氮唑盐比色法; 

流式细胞仪; 细胞凋亡

陶海云, 李克, 樊青霞. 硼替佐米对HCT8细胞增殖、凋亡及黏附

能力的影响.  世界华人消化杂志  2009; 17(2): 190-193

http://www.wjgnet.com/1009-3079/17/190.asp

®

■背景资料
硼替佐米是一种
特异性选择26S蛋
白酶体的蛋白酶
体抑制剂, 可抑制
蛋白酶体的活性. 
主要用于多发性
骨髓瘤的治疗, 近
年已有将其用于
其他血液肿瘤或
实体瘤的报道, 但
用于治疗结肠癌
的研究很少.

■同行评议者
李瑗, 教授, 广西
肿瘤研究所
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0  引言

结肠癌严重威胁着人类的生命, 随着化疗方案

的改进, 结肠癌的缓解率虽然有所提高, 但晚期

结肠癌患者的预后仍然较差. 因此开发出新型

的抗肿瘤药物仍然十分必要. 目前有代表性的

是蛋白酶体抑制剂. 硼替佐米(万柯, 最初被命

名为PS-341)是一种蛋白酶体抑制剂, 主要用于

治疗多发性骨髓瘤[1], 有研究用于治疗实体瘤取

得了良好的疗效[2], 但硼替佐米对结肠癌作用的

研究文献却较少. 为此, 本研究通过选用不同浓

度梯度的硼替佐米作用于人结肠癌HCT8细胞

株, 观察其对HCT8细胞增殖、细胞周期、凋亡

率的影响, 并用Western blot检测与硼替佐米作

用机制相关的NF-κB分子、细胞周期蛋白分子

cyclinD1, 以及与细胞黏附、迁移相关且经泛素

化途径代谢的E-cadherin和β-catenin蛋白表达水

平的变化, 初步探讨了硼替佐米对结肠癌的作

用及其可能机制, 从而为今后硼替佐米对结肠

癌的临床应用奠定一定的理论基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 硼替佐米购自西安杨森制药公司, 用
生理盐水配制, 4℃保存不超过8 h. β-actin抗体

(兔抗人多克隆抗体)、E-cadherin抗体(兔抗人多

克隆抗体)、β-catenin抗体(小鼠抗人多克隆抗

体)、cyclinD1抗体(兔抗人多克隆抗体)及辣根

过氧化物酶标记的二抗均购自Santa Cruz公司,  
NF-kB抗体(小鼠抗人多克隆抗体)购自美国Cell 
Signaling公司. 人结肠腺癌HCT8细胞系由本院

肿瘤中心提供.
1.2 方法 
1.2.1 MTT试验: 实验分为四组: 对照组、12.5 
nmol/L组、25 nmol/L组、100 nmol/L组、200 
nmol/L组. 方法参见文献[3], 在酶标仪上测定

570 nm吸光度值.
1.2.2 流式细胞仪检测: 分别收集空白对照组及

25 nmol/L硼替佐米作用48 h后HCT8细胞, 70 
mL/L冷乙醇固定, RNase消化, 碘化丙锭(PI)染
色, 流式细胞仪检测.
1.2.3 Western blot: 取35 μg细胞总蛋白, 用10% 
SDS-PAGE分离胶分离. 将蛋白转移至硝酸纤

维膜. 用5%脱脂奶粉的TBS-T封闭膜, 然后加

入用封闭液稀释的一抗, 4℃震荡过夜, TBST
洗膜, 加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温

结合1 h. TBST洗膜后, 加发光剂Immobi lon 
WesternTM(Millipore)作用1 min后, 曝光. 

统计学处理 采用SPSS10.0医学统计软件的

c2检验和概率分析. 检验水准为α = 0.05, P <0.05
为差异显著.

2  结果

2.1 硼替佐米对HCT8细胞的增殖抑制作用 随着

时间及药物浓度的增加, 硼替佐米对HCT8细胞

的增殖抑制作用就越明显(P <0.05, 图1). 硼替佐

米作用48 h和72 h的IC50值分别为33 nmol/L和28 
nmol/L.
2.2 硼替佐米对细胞周期的影响 48 h后, 对照组

G0/G1期、S期和G2/M期细胞比例分别为38.21%, 
23.42%, 38.37%, 细胞无明显的凋亡峰; 而25 
nmol/L组G0/G1期、S期和G2/M期细胞比例分别

为24.18%, 62.60%,和13.22%, 出现了明显的凋

亡峰, 凋亡率为12.3%(P <0.05, 图2).
2.3 硼替佐米对不同蛋白分子水平的影响 25 
nmol/L硼替佐米作用于HCT8细胞48 h后, 上调

了E-cadherin和β-catenin蛋白表达, 下调了NF-
κB和cyclinD1蛋白的表达(图3).

3  讨论

硼替佐米是第一个被美国食品及药物管理局

(F D A)批准用于临床治疗的蛋白酶体抑制剂, 
主要通过干扰泛素-蛋白酶体通路(ubiqu i t in-
proteasome pathway, UPP), 促进多种与肿瘤细胞

增殖、分化、存活和凋亡相关的蛋白代谢发生

紊乱, 诱导肿瘤细胞的凋亡. 
N F-κ B是一种分布和作用十分广泛的真

核细胞转录因子, 在机体的免疫应答、炎性反

应、细胞生长分化和凋亡等方面的重要作用

已经被广泛接受. 在静息状态下, NF-κB通常与

NF-κB抑制因子IκB(inhibitory protein of NF-κB)
结合成三聚体, 并覆盖了核定位信号, 使NF-κB
锚定于胞质中, 处于失活状态. 近年来研究发现

NF-κB的激活与肿瘤的发生、发展和浸润转移

有关[4-6]. 目前为止, NF-κB激活途径有两种: 有

■创新盘点
本文首先观察了
硼替佐米对HCT8
细胞增殖、凋亡
的影响, 然后又检
测了硼替佐米作
用 前 后 H C T 8 细
胞中E-cadherin、
β -ca tenin、NF-
κB和cyclinD1蛋
白表达的改变, 并
对硼替佐米影响
HCT8凋亡的可能
分子机制进行了
初步探讨.

0 nmol/L
12.5 nmol/L
25 nmol/L
50 nmol/L
100 nmol/L
200 nmol/L

1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0.0

48                                  72
t /h

33.0 nmol/L 28.0 nmol/LIC50

图  1  不同浓度梯度的硼替佐米作用于HCT8细胞的MTT结
果及IC50值.
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经典途径和替代途径. 我们了解较多的是经典

的NF-κB途径的促肿瘤作用. 当细胞外有刺激因

素(如肿瘤坏死因子、细胞因子以及病毒感染

等)存在时, 可激活IκB激酶(IKK)复合物, 从而导

致IκB磷酸化、泛素化, IκB的泛素化修饰触发

26S蛋白酶体快速降解IκB, 从而暴露了NF-κB
核定位序列, NF-κB进入细胞核中与靶基因结 
合[7], 启动这些基因的转录, 抑制细胞的凋亡, 刺
激肿瘤细胞的增生, 促进血管的生成和浸润转

移[4]. 最近的动物学实验也提供了直接的遗传学

证据, 支持NF-κB在促进肿瘤发展中所扮演的关

键角色[8]. 反之, 如果抑制NF-κB的激活可抑制

肿瘤的持续增生状态, 诱导细胞的凋亡. 本研究

中, 用Western blot检测硼替佐米可以下调NF-κB
蛋白的表达, 从而提示: 在人结肠癌细胞系中, 
硼替佐米可能通过下调NF-κB的表达, 抑制NF-
κB通路的激活, 进而促进肿瘤细胞的凋亡. 

细胞的增生依赖于细胞周期的顺利进行. 而
真核生物细胞周期进程由周期素(cyclin)和周期

素依赖性激酶(cyclin dependent kinase, Cdks)共
同驱动, 当某一时相表达充分后可适时转入下

一个时相. 目前研究证实了UPP介导的蛋白降解

是调控细胞周期基础的普遍机制, 周期素及周

期素抑制物都是通过泛素化降解的. 有研究表

明cyclinD1在结肠癌中的表达高于正常的结肠

组织. 起初, 研究细胞株的专家不认为cyclinD1
是结直肠癌发病的重要因素, 但最近的研究发

现他的过表达不仅是肿瘤进展中的重要事件, 
而且cyclinD1的表达与结肠癌临床分期和淋巴

结的转移有关. 本研究中硼替佐米改变肿瘤细

胞周期的分布, 促进肿瘤细胞的凋亡, 有可能与

硼替佐米下调了cyclinD1蛋白表达有关. 
恶性肿瘤的侵袭、转移是肿瘤治疗的难

点之一, 肿瘤的侵袭转移是一个十分复杂的生

物学现象 ,  包括肿瘤细胞黏附于基质-蛋白水

解酶降解基质-肿瘤细胞移行等过程; 其关键

步骤是癌细胞脱离原发灶并附着转移部位, 细
胞黏附分子(cell adhesion molecules, CAM)是
黏附功能的执行者. CAM又分为钙黏蛋白家族

(cadherin)、整合素蛋白家族(integrins)、免疫

球蛋白超家族和选择素家族等四大类[9]. 其中上

皮钙黏连素E-cadherin普遍存在于各类上皮细

胞中, 介导同种细胞间黏附. E-cadherin通常与

连接蛋白(β-catenin)形成E-钙黏附蛋白/连接蛋

白复合体, 由β-catenin与细胞骨架的肌动蛋白

分子相连接[10], 从而介导上皮细胞间的黏附. 当
E-cadherin及β-catenin表达减低或缺失会破坏

粘着连接, 使肿瘤细胞间的黏附性减弱, 易于脱

离和迁移, 侵入周围组织和血管[11]. 我们知道而

E-cadherin和β-catenin均通过泛素化途径降解. 
近来有研究显示, 硼替佐米可以增加细胞间的

■应用要点
本文对硼替佐米
作用于人结肠癌
H C T 8 细 胞 株 进
行了研究, 发现硼
替佐米可以抑制
H C T 8 细 胞 的 增
殖, 诱导细胞的凋
亡, 为以后的临床
研究提供理论基
础.

0                        25 nmol/L
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b-catenin
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b-actin
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图  3  25 nmol/L硼替佐米作用于HCT8细胞48 h后对不同分
子表达水平的影响.

图  2  25 nmol/L硼替佐米作用48 h的DNA含量分析(%). A: 空白对照; B: 25 nmol/L硼替佐米.
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黏附性. 本研究中, Western blot检测发现硼替佐

米可以上调E-cadherin和β-catenin的表达, 提示

硼替佐米可能通过抑制蛋白酶体对E-cadherin和
β-catenin的降解, 从而增加细胞之间的黏附性. 

总之, 本研究显示, 硼替佐米可以抑制HCT8
细胞的增殖, 诱导其凋亡, 其可能的作用机制

为下调NF-kB和cyclinD1蛋白的表达; 上调了

E-cadherin和β-catenin蛋白的表达, 有可能通过增

加细胞之间的黏附, 而降低结肠癌的远处转移. 
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