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Abstract
AIM: To investigate the anti-tumor effect of bort-
ezomib, a proteasome inhibitor, on human gas-
tric cancer SGC7901 cells and to explore possible 
mechanism involved.

METHODS: Human gastric cancer SGC7901 
cells were cultured and treated with different 
concentrations of bortezomib (1-500 nmol/L) 
for 24-48 h. Cell viability was determined by 
MTT assay. Apoptosis was detected by flow 
cytometry. The cleavage of PARP and caspase-3 
and level of phosphor-Akt were determined by 
Western blot.

RESULTS: Bortezomib inhibited the viability 
of SGC7901 cells in a dose- and time-dependent 
manner. The IC50 value at 48 h was 67.39 nmol/L. 
Treatment with 60 or 180 nmol/L of bortezomib 
induced cell cycle arrest at G2/M phase at both 
24 and 48 h but induced apoptosis only at 48 h. 
The cleavage of caspase-3 and PARP was ob-
served in cells treated with 60 or 180 nmol/L of 
bortezomib for 48 h. Treatment with bortezomib 
for 48 h down-regulated the level of phosphor-
Akt in SGC7901 cells.

CONCLUSION: Bortezomib induced apoptosis 
and cell cycle arrest at G2/M phase by inhibiting 
the activity of the PI3K/Akt signaling pathway 
in human gastric cancer SGC7901 cells.
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摘要
目的: 研究蛋白酶体抑制剂硼替佐米对胃癌
SGC7901细胞凋亡及细胞周期分布的影响, 并
进一步探讨其作用机制.

方法: 1-500 nmol/L的硼替佐米作用于人胃癌
SGC7901细胞24-48 h, MTT法检测细胞存活率, 
流式细胞术PI染色检测细胞凋亡. Western blot
检测多聚ADP-核糖聚合酶(PARP)和caspase-3
裂解及p-Akt表达水平的变化.
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■背景资料
硼替佐米作为一
种新型蛋白酶体
抑制剂, 临床研究
结果提示单药或
与化疗联合对晚
期胃癌有较好的
疗效. 研究硼替佐
米对胃癌的抗肿
瘤作用机制, 对于
进一步提高硼替
佐米治疗胃癌的
疗效, 将其更好的
应用于临床具有
重要意义.

■同行评议者
陈其奎, 教授, 中
山大学附属第二
医院消化内科



结果: 硼替佐米以浓度和时间依赖方式抑
制SGC7901细胞增殖, 48 h的IC50值为67.39 
nmol/L. 细胞凋亡及周期分析显示, 硼替佐米
作用24、48 h均可诱导细胞发生G2/M期阻滞. 
硼替佐米作用细胞24 h时细胞凋亡不明显, 48 
h可见明显细胞凋亡. Western blot结果发现, 
60、180 nmol/L硼替佐米在24 h仅轻度裂解
caspase-3和PARP, 48 h时caspase-3和PARP明
显被裂解. 进一步研究发现, 硼替佐米作用细
胞48 h可明显抑制p-Akt水平.

结论: 硼替佐米可抑制SGC7901细胞增殖, 诱
导细胞凋亡及发生G2/M期阻滞, 其抗肿瘤活
性可能与抑制PI3K/Akt通路活性有关.

关键词: 硼替佐米; 胃癌; PI3K/Akt; 凋亡
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0  引言

硼替佐米(bortezomib)是一种新型蛋白酶体抑

制剂, 可通过抑制26S蛋白酶体功能, 阻止蛋白

质经泛素-蛋白酶体途径降解, 调控多种细胞的

生理及病理过程[1]. 既往研究结果提示硼替佐米

对多种肿瘤细胞有很好的抗肿瘤活性[2-4]. 目前

硼替佐米已被美国食品与药品管理局批准用于

多发性骨髓瘤和套细胞淋巴瘤的治疗[5]. 除多发

性骨髓瘤和淋巴瘤外, 硼替佐米单独或与化疗

药联合治疗晚期胃癌的Ⅱ期临床试验结果也显

示出较好的疗效[6,7]. 我们之前的研究发现低剂

量的硼替佐米可增强胃癌细胞对肿瘤坏死因子

相关凋亡诱导配体(tumor necrosis factor -related 
apoptosis-inducing ligand, TRAIL)诱导凋亡的敏

感性, 逆转耐药[8,9]. 但关于硼替佐米单独对胃癌

细胞的抗肿瘤作用及机制国内尚无报道. 本研

究探讨了硼替佐米对胃癌SGC7901细胞增殖、

凋亡及细胞周期分布的影响, 并探讨了对PI3K/
Akt通路活性的影响, 进而探讨硼替佐米诱导胃

癌细胞凋亡的机制.

1  材料和方法

1.1 材料 硼替佐米购自Millennium Pharmaceu-
ticals公司, RPMI 1640培养基购自Gibco公司; 
胎牛血清购自天津血液研究所; 碘化丙啶(P I)
购自Sigma-Aldrich公司; RNaseA购自Amresco
公司; 抗caspase-3、PARP及p-Akt抗体购自Cell 
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signaling公司, 抗Akt及actin抗体购自Santa Cruz
公司 .  辣根过氧化物酶标记的二抗购于北京

中杉金桥生物技术有限公司; ECL试剂盒购于

PIERCE公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 人胃癌SGC7901细胞株为本实

验室常规传代培养, 生长于含有100 mL/L灭活

胎牛血清, 青霉素(100 kU/L)和链霉素(100 g/L)
的RPMI 1640培养基中, 于37 ℃, 50 mL/L CO2, 
饱和湿度的培养箱内培养. 细胞常规每2-3 d传
代1次, 采用对数生长期细胞用于实验.
1.2.2 MTT法测定细胞活力: 取对数生长期细胞, 
常规胰酶消化成单个细胞悬液, 将细胞浓度调

至5×107/L, 接种于96孔板, 于培养箱内孵育过

夜后, 每孔加入不同浓度的硼替佐米孵育24或48 
h, 之后加入20 μL MTT(5 g/L), 继续孵育4 h. 吸
走上清, 每孔加入200 μL DMSO, 振荡摇匀. 用
酶标仪于570 nm波长测定吸光度(A )值. 按照下

列公式计算细胞活力: 细胞活力(%) = (实验组A
值/对照组A值)×100%.
1.2.3 流式细胞术检测细胞凋亡: 细胞以2×105

个/孔的密度接种于6孔板, 孵育过夜后加入不同

浓度的硼替佐米, 孵育24或48 h后收集细胞, 冷
PBS洗2次, 700 mL/L冷乙醇固定过夜. 之后再用

PBS洗两次, 加入20 mg/L RNaseA, 37 ℃孵育30 
min, 之后加入10 mg/L PI, 避光孵育30 min. 使
用流式细胞术进行检测, FL2-A代表DNA含量, 
WinMDI软件进行数据分析.
1.2.4 Western blot检测蛋白表达变化: 收集细

胞, PBS洗2次, 加入1% Triton裂解液[1% Triton 
X-100, 50 mmol/L Tris-Cl(pH7.4), 150 mmol/L 
NaCl, 10 mmol/L EDTA, 100 mmol/L NaF, 1 
mmol/L Na3VO4, 1 mmol/L PMSF, 2 mg/L apro-
tinin], 冰上裂解30 min, 之后高速离心(15 000 
g )30 min, 取上清, Lowry法进行蛋白定量. 将
样品与3×样品缓冲液混合后, 煮沸5 min, 于
10%-12%的S D S-聚丙烯凝胶中进行电泳, 之
后电转移至PVDF膜上, 5%脱脂牛奶封闭1 h, 
加入一抗4 ℃孵育过夜. TBST[10 mmol/L Tris 
(pH7.4), 150 mmol/L NaCl, 0.1% Tween 20]洗4次
后, 加入辣根过氧化物酶标记的二抗, 室温下孵

育30 min, TBST洗后, ECL法显色.
统计学处理 采用SPSS13.0统计软件进行统

计学分析. 所有数据均为3次独立实验结果, 以
mean±SD表示. 两组间差异采用t检验, P <0.05 
认为有统计学意义.
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■研发前沿
近年来的研究表
明, 抑制蛋白酶体
功能可抑制肿瘤
细胞增殖、诱导
凋亡, 蛋白酶体抑
制剂因此成为抗
肿瘤药物研发的
热点.

■相关报道
既往研究报道低
剂量硼替佐米可
增强肿瘤坏死因
子相关凋亡诱导
配体(TRAIL)对胃
癌细胞的抗肿瘤
作用, 但硼替佐米
单药对胃癌细胞
的影响尚不清楚. 
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2  结果

2.1 硼替佐米对SGC7901细胞活力的影响 1-500 
nmol/L硼替佐米作用于SGC7901细胞24、48 h, 
随着药物浓度的增大, 细胞活力逐渐下降, 作用

24 h细胞活力抑制率未达到50%, 作用48 h的IC50

值为67.39 nmol/L(图1). 这些数据提示硼替佐米

以剂量及时间依赖方式抑制SGC7901细胞增殖.
2.2 硼替佐米对SGC7901细胞凋亡及细胞周期

的影响 采用60、180 nmol/L硼替佐米分别作用

细胞24、48 h, 在24 h时凋亡细胞百分比无明显

升高, 48 h 的细胞凋亡率分别为29.13±2.71%
和62.71%±2.27%, 明显高于对照组(P <0.05或
P <0.01, 图2). 60及180 nmol/L硼替佐米分别作用

细胞24 h后, G2/M期细胞比例明显升高(P <0.01
或<0.05). 60 nmol/L硼替佐米作用细胞48 h, G2/
M期细胞比例也明显高于对照组(P <0.01); 180 
nmol/L硼替佐米作用48 h后, G2/M期细胞比例低

于正常对照组(P <0.05).
2.3 硼替佐米对PARP及caspase-3裂解的影响 
60、180 nmol/L硼替佐米作用细胞24 h, cas-
pase-3和PARP无明显裂解, caspase-3前体无明显

变化. 药物作用细胞48 h后, caspase-3和PARP明
显被裂解, 同时caspase-3及PARP前体明显减少

(图3). 这些数据提示硼替佐米可诱导SGC7901
细胞凋亡.
2.4 硼替佐米对PI3K/Akt通路活性的影响 60及
180 nmol/L硼替佐米作用细胞24及48 h, 在24 h
时p-Akt水平无明显变化, 48 h时p-Akt水平明显

下降(图4), 提示Akt通路活性受抑. 

3  讨论

泛素-蛋白酶体通路是细胞内蛋白质降解的主要途

径, 细胞内80%以上的蛋白质经此途径降解[10]. 在
泛素分子和酶的作用下, 细胞周期调控因子、

转录因子、细胞表面受体以及突变或受损蛋白

质等均可发生多聚泛素化, 经蛋白酶体降解[10]. 
近年来的研究表明, 抑制蛋白酶体功能可抑制

肿瘤细胞增殖、诱导凋亡, 蛋白酶体抑制剂因

此成为抗肿瘤药物研发的热点[11-14]. 目前开发出

来的蛋白酶体抑制剂从结构上大致可分为5类, 
包括: 醛基肽类(peptide aldehydes)、乙烯砜肽类

(peptide vinyl sulfones)、硼酸肽类(peptide boro-
nates)、环氧酮肽类及β-内酯类[15]. 硼替佐米属

于硼酸肽类化合物, 可选择性作用于26S蛋白酶

体, 可逆性地抑制蛋白酶体活性, 阻断多种蛋白

的降解过程, 最终影响细胞周期进程, 诱导细胞

凋亡[16-18]. 除单独作用以外, 硼替佐米还可与其

他抗肿瘤药联用, 增强药物的抗肿瘤活性[19-23]. 
但是有关硼替佐米对胃癌细胞的抗肿瘤作用研

究较少. 在本研究中, 我们报道了硼替佐米对胃

癌SGC7901细胞有明显的抗肿瘤作用, 提示硼替

佐米很可能成为胃癌的有效治疗药物.
有报道揭示, 硼替佐米主要通过诱导细胞

凋亡和周期阻滞发挥抗肿瘤作用[24,25]. 有报道称, 
硼替佐米可抑制神经母细胞瘤和胶质瘤细胞增

殖, 诱导细胞凋亡和G2/M期阻滞[26,27]. 本研究中

60及180 nmol/L硼替佐米作用细胞24 h时, 细胞

活力仅轻度下降, 细胞凋亡不明显, 以G2/M期阻

滞为主; 继续作用至48 h, 细胞活力明显受抑, 低
剂量(60 nmol/L)硼替佐米可同时诱导G2/M期阻

滞和凋亡, 而高剂量(180 nmol/L)硼替佐米作用

下大多数细胞发生凋亡, 因此G2/M期细胞比例

减少, 周期阻滞消失. 这些研究结果提示, 在胃

癌细胞中硼替佐米诱导的G2/M期阻滞是凋亡发

生的前提条件, 短时间作用下细胞以周期阻滞

为主, 随着作用时间的延长, 发生周期阻滞的细

胞逐渐走向凋亡. 
虽然硼替佐米的抗肿瘤作用已经在多种

肿瘤细胞中证实 ,  但是其作用机制非常复杂 , 
在不同的细胞中可能涉及不同的分子机制 [28]. 
既往研究认为硼替佐米主要通过抑制核因子

-κB(nuclear factor-kappa B, NF-κB)通路活性, 发
挥其抗肿瘤作用[29,30]. 近年来的研究表明, 除NF-
κB通路之外, PI3K/Akt通路也参与了硼替佐米

的抗肿瘤过程[31,32]. PI3K/Akt通路是细胞内调控

增殖及凋亡的重要信号传导通路, 该通路的过

度活化可导致细胞对抗肿瘤药物诱导的凋亡耐

药[33]. 有报道表明, 硼替佐米可以通过抑制细胞

内Akt通路活性, 诱导肝癌细胞凋亡, 提示Akt可

120

100

80

60

40

20

0
1                   10                  100               1 000

硼替佐米(nmol/L)

细
胞

存
活

率
(%

)

图  1  硼替佐米对SGC7901细胞活力的影响.
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■创新盘点
本研究首次报道
了硼替佐米可诱
导胃癌SGC7901
细胞凋亡及细胞
周 期 阻 滞 ,  并 对
PI3K/Akt通路活
性有抑制作用, 提
示PI3K/Akt通路
参与了硼替佐米
对胃癌细胞的抗
肿瘤过程.
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能是硼替佐米的作用靶点之一[34,35]. 本研究中静

息状态下的胃癌细胞内可检测到的Akt的磷酸

化, 硼替佐米作用24 h磷酸化Akt水平变化不明

显, 此时细胞凋亡也不明显; 继续作用至48 h后, 
Akt的磷酸化水平被明显抑制, 同时细胞凋亡明

显增加. 这些结果强烈提示硼替佐米可能通过抑

制胃癌细胞内PI3K/Akt通路活性, 诱导细胞凋亡.
总之, 我们的研究证实了在胃癌SGC7901细

胞中, 硼替佐米可抑制细胞增殖, 诱导细胞发生

G2/M期阻滞, 进而诱导细胞凋亡. 这种抗肿瘤作

用可能与其抑制PI3K/Akt通路活性有关. 本研究

结果为进一步明确硼替佐米的抗肿瘤作用机制  
提供理论依据, 并有可能为晚期胃癌提供新的

治疗手段.
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■应用要点
本研究结果为硼
替佐米治疗胃癌
提供新的理论基
础, 为将硼替佐米
更好的用于胃癌
的临床治疗提供
依据. 
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■同行评价
本文选题恰当, 内
容详实, 具有较好
的理论价值.


