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■背景资料
J Z L 1 8 4 是 单 酰
基甘油酯脂肪酶
(monoacylglycerol 
lipase,  M A G L )
选 择 性 抑 制 剂 . 
MAGL是甘油三
酯代谢中关键酶, 
可将甘油三酯分
解为游离脂肪酸
并且MAGL是内
大麻素系统中2-
花生四烯酸水解
关键酶. MAGL通
过调控脂肪酸网
络或内大麻素系
统影响多种肿瘤
的恶性行为.
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Abstract
AIM: To investigate whether JZL184, a monoac-
ylglycerol lipase inhibitor, induces apoptosis 

of colorectal cancer cells and to explore the 
possible mechanism.

METHODS: SW480 and Lovo cells were 
treated with JZL184, JZL184 + 5-fluorouracil 
(5-Fu) or 5-Fu alone for 48 h. Apoptosis was 
assessed by flow cytometry. The protein levels 
of p-AKT, p-mTOR, pro-Caspase3 and pro-
Caspase8 were assessed by Western blot. 

RESULTS: Treatment with JZL184 + 5-Fu 
increased SW480 and Lovo cell apoptosis 
more significantly than 5-Fu alone (apoptosis 
increase in SW480 cells: JZL184 + 500 μmol/L 
5-Fu 13.91% ± 9.13%, JZL184 + 200 μmol/L 5-Fu 
26.34% ± 13.32%, JZL184 + 100 μmol 5-Fu 43.32% 
± 8.04%, JZL184 + 10 μmol 5-Fu 31.4% ± 5.82%; 
Lovo cells: JZL184 + 500 μmol/L 5-Fu 17.56% ± 
8.14%, JZL184 + 200 μmol/L 5-Fu 33.04% ± 9.49%, 
JZL184 + 100 μmol/L 5-Fu 36.91% ± 16.63%, 
JZL184 + 10 μmol/L 5-Fu 21.26% ± 11.03%). 
Treatment with JZL184 significantly decreased 
the protein levels of p-AKT, p-mTOR, pro-
Caspase3 and pro-Caspase8 in colorectal cancer 
SW480 and Lovo cells (P < 0.05).

CONCLUSION: JZL184 can inhibit the AKT-
mTOR pathway and promote pro-Caspase8 
and pro-Caspase3 activation to increase the 
apoptosis of SW480 and Lovo cells treated 
with 5-Fu. 

© 2015 Baishideng Publishing Group Inc. All rights 
reserved. 

Key Words: Monoacylglycerol lipase; JZL184; 
Colorectal cancer; AKT-mTOR; Caspase8; Caspase3

单酰基甘油脂肪酶抑制剂JZL184对结直肠癌细胞系凋
亡的影响及其机制

马牧原, 白 洁, 常伟龙, 陶凯雄

在线投稿: http://www.baishideng.com/wcjd/ch/index.aspx
帮助平台: http://www.wjgnet.com/esps/helpdesk.aspx
DOI: 10.11569/wcjd.v23.i14.2256

世界华人消化杂志 2015年5月18日; 23(14): 2256-2263
ISSN 1009-3079 (print) ISSN 2219-2859 (online)
© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 

研究快报 RAPID COMMUNICATION

®

■同行评议者
杜雅菊, 教授, 哈
尔滨医科大学附
属第二医院消化
内科



马牧原, 等. 单酰基甘油脂肪酶抑制剂JZL184对结直肠癌细胞系凋亡的影响及其机制

2015-05-18|Volume 23|Issue 14|WCJD|www.wjgnet.com 2257

■研发前沿
MAGL除了参与
脂代谢及内大麻
素 系 统 调 控 外 , 
近年来研究发现
MAGL与多种恶
性肿瘤的细胞增
殖、细胞凋亡及
侵袭能力等密切
相关. AKT-mTOR
通路是体内重要
的信号通路 ,  而
Caspase家族是细
胞凋亡过程重要
组成部分 ,  上述
两者一直是肿瘤
研究的热点. 
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摘要
目的: 研究JZL184对结直肠癌细胞系细胞凋
亡的影响及其可能的机制. 

方法: 分别用JZL184, JZL184联合不同浓度
5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)及单用5-Fu
干预SW480和Lovo 48 h, 流式细胞仪检测
结直肠癌细胞系SW480和Lovo细胞凋亡率
变化. Western blot检测JZL184干预SW480
及L o v o 48 h后p-A K T、p-m TO R、p r o-
Caspase3和pro-Caspase8蛋白水平的变化. 

结果: 在结直肠癌细胞系SW480及Lovo中, 
JZL184联合5-Fu与单用5-Fu组相比细胞凋
亡不同程度增加(在SW480中凋亡率提升分
别为: JZL184+500 μmol/L 5-Fu 13.91%±

9.13%, JZL184+200 μmol/L 5-Fu 26.34%±

13.32%, JZL184+100 μmol/L 5-Fu 43.32%
±8.04%, JZL184+10 μmol/L 5-Fu 31.4%
±5.82%; 在L o v o中凋亡率提升分别为 : 
JZL184+500 μmol/L 5-Fu 17.56%±8.14%, 
JZL184+200 μmol/L 5-Fu 33.04%±9.49%, 
JZL184+100 μmol/L 5-Fu 36.91%±16.63%, 
JZL184+10 μmol/L 5-Fu 21.26%±11.03%. 
与对照组相比, 10 μmol/L JZL184可不同
程度抑制结直肠癌细胞系S W480及L o v o 
p-AKT、p-mTOR、pro-Caspase3、pro-
Caspase8蛋白水平(P <0.05). 

结论: JZL184抑制AKT-mTOR通路及促进
pro-Caspase8和pro-Caspase3裂解活化从
而增强5-F u诱导结直肠癌细胞系S W480, 
L o v o细胞凋亡 ,  提高结直肠癌细胞系对
5-Fu敏感性. 

© 2015年版权归百世登出版集团有限公司所有. 
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核心提示: 单酰基甘油脂肪酶脂肪酶抑制剂

JZL184可通过活化pro-Caspase8和pro-Caspase 
3及抑制A K T-m T O R通路促进5-氟尿嘧啶

(5-fluorouracil)诱导结直肠癌细胞系细胞凋亡

增多, 提高结直肠癌细胞系对化疗药物敏感性, 

因此单酰基甘油脂肪酶脂肪酶是治疗结直肠癌

潜在靶点而JZL184可能成为结直肠癌新的治

疗手段.

马牧原, 白洁, 常伟龙, 陶凯雄. 单酰基甘油脂肪酶抑制剂

J Z L184对结直肠癌细胞系凋亡的影响及其机制.  世界华

人消化杂志  2015; 23(14): 2256-2263 URL: http://www.
wjgnet.com/1009-3079/23/2256.asp DOI: http://dx.doi.
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0  引言

单酰基甘油脂肪酶(monoacylglycerol lipase, 
M A G L)是一种将三酰甘油分解为游离脂肪

酸和甘油的丝氨酸水解酶 [1]. 在神经系统中, 
MAGL是2-花生四烯酸(2-arachidonylglycerol, 
2-AG)水解的关键酶[2]. 而2-AG是内源性大麻

素系统组成部分, 之前研究[3,4]发现内源性大

麻素与机体脑损伤保护, 免疫应答, 炎症反应

等有关. JZL184是MAGL高选择性抑制剂, 已
有研究[5]证明, JZL184可有效抑制MAGL活性, 
并且有效地升高颅内2-AG水平. 基于此, 对于

MAGL的研究主要集中在水解2-AG及其对内

大麻素系统影响[6]. 2010年, Nomura等[7]研究

发现, MAGL在一些高侵袭性肿瘤中高表达, 
并且MAGL可以通过调控脂肪酸代谢网络影

响肿瘤侵袭及转移. 本科室之前的研究[8]发现

MAGL在大肠癌中高表达, 而且MAGL表达水

平与患者BMI相关. 利用siRNA及JZL184干扰

大肠癌细胞系中MAGL表达, 肿瘤细胞系凋亡

增多, Cyclin D1和Bcl-2表达量降低, 但是抑制

MAGL活性与肿瘤凋亡的关系尚不清楚. 本研

究使用JZL184抑制MAGL活性, 检测JZL184联
合5-氟尿嘧啶(5-fluorouracil, 5-Fu)对结直肠癌

细胞系凋亡影响, 探讨JZL184对结直肠癌凋亡

的作用及与相关凋亡蛋白之间的关系, 以寻找

结直肠癌治疗新的靶点及措施. 

1  材料和方法

1.1 材料 DMEM高糖培养基购自美国Hyclone
公司 ;  10%胎牛血清购自美国G i b c o公司 ; 
二甲基亚砜(dimethyl sulphoxide, DMSO); 
5-F u及G A P D H一抗购自美国S i g m a公司 ; 
Annexin-V FITC/PI试剂盒购自南京凯基公

司; p-AKT(Ser473)、p-mTOR(Ser2448)、pro-
Caspase3及pro-Caspase8一抗购自美国Cell 
Signal Technology公司; 过氧化物酶标记羊抗
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■相关报道
N o m u r a 等发现
MAGL调控脂肪
酸网络增加多种
恶性肿瘤侵袭性, 
Ye 等 研 究 发 现
MAGL在结直肠
癌中高表达 ,  抑
制MAGL 基因表
达可降低结直肠
癌细胞系增殖能
力、促使细胞周
期阻滞及诱导肿
瘤细胞凋亡.

兔二抗购自武汉博士德公司. 
1.2 方法

1.2.1 细胞培养: 结直肠癌细胞系S W480及
Lovo由武汉协和医院胃肠外科实验室存放, 培
养条件10%胎牛血清, DMEM培养基, 在37 ℃, 
50 mL/L CO2培养箱中培养. 
1.2.2 AnnexinV-FITC/PI双标法检测细胞凋

亡: JZL184溶解在DMSO中, 使用10 μmol/L 
JZL184分别联合500、200、100、10 μmol/L
的5-Fu处理结直肠癌细胞系SW480, Lovo, 对
照组为单用不同浓度5-Fu. 干预48 h后, 胰酶

消化收集各组细胞后, 按照AnnexinV-FITC/PI
试剂盒说明书加入相应试剂. 凋亡率 = 右下

象限细胞数量/上机总细胞数量. 实验重复3次. 
凋亡提升率(%) = (实验组凋亡率-对照组凋亡

率)/对照组凋亡率. 
1.2.3 Western blot检测p-AKT、p-mTOR、pro-
Caspase3、pro-Caspase8蛋白水平: 10 μmol/L 
JZL184干预结直肠癌细胞系SW480及Lovo, 48 h
后提取蛋白, BCA法测定蛋白浓度. 取等量蛋

白样品, 依据蛋白质分子量大小分别选用6%
及10%SDS-PAGE分离, 电泳后转膜, 室温封闭

2 h后, 分别加入p-AKT/p-mTOR/pro-Caspase3/
pro-Caspase8一抗4 ℃孵育过夜, 二抗室温孵育

1 h, ECL发光剂发光, Bio-Red凝胶成像分析仪

器扫描图像, 并利用Image Lab分析图片条带灰

度. 结果以GAPDH作为内参, 采用相对于对照

组蛋白表达量的倍数表示. 
统 计 学 处 理  所有实验重复3次 ,  采用

SPSS18.0软件进行统计学分析, 计量资料用

mean±SD表示, 组间均数比较采用单因素方

差分析及t检验, P <0.05为差异有统计学意义. 

2  结果

2.1 J Z L184在结直肠癌细胞系中促进5-F u
细胞凋亡作用 与单用5-F u组相比, J Z L184
联合用药组细胞凋亡率不同程度的提升. 在
S W480中凋亡率提升分别为: J Z L184+500 
μmol/L 5-Fu 13.91%±9.13%, JZL184+200 
μmol/L 5-Fu 26.34%±13.32%, JZL184+100 
μmol 5-Fu 43.32%±8.04%, JZL184+10 μmol 
5-Fu 31.4%±5.82%; 在Lovo中凋亡率提升

分别为: JZL184+500 μmol/L 5-Fu 17.56%±

8.14%, JZL184+200 μmol/L 5-Fu 33.04%±

9.49%, JZL184+100 μmol/L 5-Fu 36.91%±

16.63%, JZL184+10 μmol/L 5-Fu 21.26%±

11.03%(图1, 2).
2.2 JZL184抑制结直肠癌细胞系中p-AKT和

p-mTOR的蛋白水平 10 μmol/L JZL184干预

结直肠癌细胞系SW480和Lovo, 与对照组相

比, p-AKT蛋白相对表达量在SW480及Lovo
细胞系均明显下降(P <0.05), p-mTOR蛋白相

对表达量S W480及L o v o细胞系均明显下降

(P <0.05)(图3). 
2.3 JZL184抑制结肠癌细胞系中pro-Caspase3
及pro-Caspase8的蛋白水平 10 μmol/L JZL184
干预结直肠癌细胞系S W480和L o v o, 与对

照组相比, p ro-Caspase3蛋白相对表达量在

SW480及Lovo细胞系均明显下降(P <0.05), pro-
Caspase8蛋白相对表达量SW480及Lovo细胞

系均明显下降(P <0.05)(图4). 

3  讨论

MAGL作为2-AG水解关键酶, 通过影响内大

麻素系统从而在外周组织及中枢神经系统发

挥重要作用. 最新的研究[9-11]表明, 内大麻素

系统在部分肿瘤中可以抑制癌细胞增殖, 诱
导肿瘤细胞凋亡, 在肿瘤生长中影响肿瘤血

管生成. Nomura等[7]发现MAGL通过MAGL-
F FA通路影响脂肪酸代谢, 从而导致一系列

的脂质信号分子改变 ,  如溶血磷脂酰胆碱

(lysoph-osphatidylcholine, LPC), 溶血磷脂酸乙

醇胺(lysophosphatidylethanolamine, LPE), 溶
血磷脂酸(lysophosphatidic, LPA)和前列腺素

E2(prostaglandin E2, PGE2), 特别是PGE2和
LPA在已有的研究[12]中发现与肿瘤增殖和转移

密切相关. 并且Nomura等[13]还发现在雄激素依

赖的前列腺癌中, MAGL通过大麻素系统和脂

肪酸网络同时影响肿瘤细胞增殖和转移. 
AKT-mTOR分子通路是细胞信号分子通

路的重要部分, AKT属于PI3K下游[14], 具有两

个磷酸化位点丝氨酸蛋白(Ser473)及苏氨酸

蛋白(Thr308)[15]. AKT在肿瘤细胞中作用广泛, 
大肠癌中磷酸化AKT激活下游靶蛋白, 从而

抑制大肠癌凋亡及促进血管生成等 [16], 并且

抑制AKT磷酸化可增加结肠癌对化疗药物敏

感性[17]. mTOR与AKT同样属于丝氨酸苏氨酸

蛋白家族激酶, 调控细胞生长及增殖[18]. AKT-
mTOR通路异常激活可以减少大肠癌细胞凋

亡, 促进肿瘤细胞转移和侵袭[19,20], 并且大肠癌
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■创新盘点
本实验中JZL184
可 提 高 结 直
肠 癌 细 胞 系
对 5 - 氟 尿 嘧 啶
(5-fluorouracil, 
5-Fu)敏感性, 提
高5-Fu诱导肿瘤
细胞凋亡的能力, 
并 发 现 J Z L 1 8 4
抑制AKT-mTOR
通路并活化pro-
Caspase8及pro-
Caspase3, 揭示
MAGL与结直肠
癌凋亡及肿瘤耐
药间的相关机制.

组织中, p-AKT及mTOR过表达与肿瘤分期及

预后有着密切的关系[21,22]. 
肿瘤发生发展与细胞凋亡之间的关系密

不可分, 而Caspase家族在细胞凋亡中发挥重要

作用. 这其中Caspase3作为重要凋亡执行因子, 
处在凋亡级联反应下游, 他的活化可以导致细

胞凋亡不可逆转[23]. 研究[24]表明Caspase3活化

异常与大肠癌分化程度等密切相关, 除此之

外, 有研究[25]表明在耐药细胞中Caspase3活性

降低与肿瘤耐药有重要作用. 非活化形式pro-
Caspase3存在于细胞中, 上游凋亡蛋白如非活

化形式的pro-Caspase8自我活化后会激活其下

500 μmol/L 5-Fu

200 μmol/L 5-Fu

100 μmol/L 5-Fu
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图  1  与单用5-Fu相比, 10 μmol/L JZL184联合5-Fu诱导SW480细胞系凋亡增多. A: AnnexinV-FITC/PI双标法检测细胞凋

亡; B: 与单用5-Fu相比, JZL184联合用药组对SW480细胞凋亡提升率. 1: 10 μmo/L JZL184+500 μmol/L 5-Fu; 2: 10 μmo/L 

JZL184+200 μmol/L 5-Fu; 3: 10 μmo/L JZL184+100 μmol/L 5-Fu; 4: 10 μmo/L JZL184+10 μmol/L 5-Fu. 5-Fu: 5-氟尿

嘧啶. 
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■应用要点
目前MAGL与多
种肿瘤相关但其
机制仍缺乏详细
的研究 .  本研究
发现JZL184与结
直肠癌化疗药物
敏感性的关系及
其 中 可 能 机 制 , 
为MAGL与结直
肠 癌 关 系 提 供
新的思路 ,  并为
MAGL及JZL184
成为结直肠癌化
疗耐药性治疗的
分子靶点及治疗
药物提供了一定
的理论基础.

游Caspase3, 使得pro-Caspase3裂解为有催化活

性的功能体, 导致细胞凋亡[24]. 
本科室之前的研究 [ 8 ]表明 ,  s i R N A及

JZL184干扰MAGL表达或活性会导致结直肠

癌细胞系凋亡增多, 细胞增殖能力下降. 在本

研究中, 我们发现, 10 μmol/L JZL184联合不同

浓度5-Fu相对于单用5-Fu组, 可以导致结直肠

癌细胞系肿瘤凋亡率的不同程度提高, 这提示

JZL184亦可增加结直肠癌细胞系对5-Fu的敏

感性. 此外, 我们首次发现10 μmol/L JZL184干
预后的结直肠癌细胞系, 其p-AKT及p-mTOR
蛋白水平下降, 表明J Z L184可能通过A K T-
mTOR通路影响肿瘤生长及细胞凋亡并提高结

直肠癌细胞对化疗药物敏感性. 并且与细胞凋
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图  2  与单用5-Fu相比, 10 μmol/L JZL184联合5-Fu诱导Lovo细胞系凋亡增多. A: AnnexinV-FITC/PI双标法检测细胞凋

亡; B: 与单用5-Fu相比, JZL184联合用药组对Lovo细胞凋亡提升率. 1: 10 μmo/L JZL184+500 μmol/L 5-Fu; 2: 10 μmo/L 

JZL184+200 μmol/L 5-Fu; 3: 10 μmo/L JZL184+100 μmol/L 5-Fu; 4: 10 μmo/L JZL184+10 μmol/L 5-Fu. 5-Fu: 5-氟尿嘧啶.
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■名词解释
Caspase8: 在体
内 以 无 活 性 的
酶 原 形 式 ( p r o -
Caspase8)存在于
成人及除胎儿脑
组织外的各种组
织中, 能启动死亡
受体介导的凋亡; 
Caspase3: 是细
胞凋亡重要的执
行分子 ,  在上游
凋 亡 信 号 作 用
下, Caspase3由非
活化形式的pro-
Caspase3裂解为
活性片段 ,  作用
于下游底物从而
导致细胞凋亡. 

亡密切相关的pro-Caspase3和pro-Caspase8蛋
白水平下降, 表明JZL184可诱导pro-Caspase8
活化从而分解为活性片段, 导致pro-Caspase8
蛋白水平下降; pro-Caspase8裂解后进一步激

活pro-Caspase3裂解活化, 使得pro-Caspase3
蛋白水平下降, pro-Caspase3裂解后的活性片

段最终导致细胞凋亡. 而有研究[25-29]报道证实

AKT磷酸化过程可以影响Caspase8活化, 并且

AKT通路可以调控与Caspase8密切相关的Fas
介导细胞凋亡途径, 因此JZL184可能通过AKT
磷酸化水平影响pro-Caspase8活化从而调控

pro-Caspase3裂解活化来影响结直肠癌细胞系

细胞凋亡及肿瘤耐药性. 

MAGL对于肿瘤生长的影响, 一方面可通

过MAGL-FFA通路调控下游与肿瘤发生发展

密切相关的脂质信号分子表达; 另外也可以

通过水解2-AG来调控内大麻素系统从而影响

肿瘤生长及侵袭等. JZL184是否通过上述两

种调控机制来抑制肿瘤生长目前仍不清楚, 并
且AKT/mTOR及pro-Caspase8/pro-Caspase3与
MAGL-FFA及内大麻素系统之间关系尚不明

确, 这些都是我们下一步研究需要解决的问题. 
总之, 本研究证明JZL184联合5-Fu可诱导

结直肠癌细胞系细胞凋亡增多, 提高肿瘤细胞

系对5-Fu敏感性, JZL184可能通过抑制AKT-
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图  3  10 μmol/L JZL184抑制SW480及Lovo中p-AKT及
p-mTOR蛋白表达. A: Western blot; B: 各组蛋白中p-AKT

蛋白相对表达量; C: 各组蛋白中p-mTOR蛋白相对表达

量. aP<0.05 vs  SW480空白对照组; cP<0.05 vs  Lovo空白对

照组. 1: 10 μmol/L JZL184干预SW480; 2: SW480空白对照

组; 3: 10 μmol/L JZL184干预Lovo; 4: Lovo空白对照组. 
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图  4  10 μmol/L JZL184抑制SW480及Lovo中pro-Caspase3
及pro-Caspase8蛋白表达. A: Western blot; B: 各组蛋

白中pro-Caspase3蛋白相对表达量; C: 各组蛋白中pro-

Caspase8蛋白相对表达量. aP <0.05 vs  SW480空白对照组; 
cP <0.05 vs  Lovo空白对照组. 1: 10 μmol/L JZL184干预

SW480; 2: SW480空白对照组; 3: 10 μmol/L JZL184干预

Lovo; 4: Lovo空白对照组. 
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■同行评价
本文探讨JZL184
联合常规化疗药
物5-Fu对结直肠
癌细胞的影响及
机制, 为结直肠癌
的联合治疗方案
提供理论基础, 故
本文的完成具有
一定的临床意义. 

mTOR通路及活化pro-Caspase8和pro-Caspase3
进而诱导结直肠癌细胞系细胞凋亡及抑制肿

瘤耐药性. 这些结果表明JZL184可能会成为治

疗结直肠癌新的治疗药物, 并且MAGL可能成

为结直肠癌治疗的潜在靶点. 
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