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【 摘 ( 要】 目 的：研 究 过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体 !
（DDST!）激动剂罗格列酮对人乳腺癌细胞 G@S#GP#$*! 体外

生长影响，以评价其在人乳腺癌治疗上的应用潜力, 方法：噻

唑蓝（G--）法检测罗格列酮对 G@S#GP#$*! 细胞体外生长抑

制作用；应用 DDST! 拮抗剂 VW&))$，分析罗格列酮对 G@S#
GP#$*! 细胞增殖影响与 DDST! 受体关系；流式细胞仪分析

细胞周期，S>>.;4> \#^Q-F 和 -IX1N 法检测细胞凋亡, 结果：

罗格列酮干预下 G@S#GP#$*! 细胞 V" Y V! 期比例上升，而 L
期比例下降，呈量#效关系抑制其生长，QF+" _ +, $ #29/ Y N,
DDST! 拮抗剂 VW&))$ 可部分逆转罗格列酮对 G@S#GP#$*!
细胞增殖抑制作用（8 ‘ ", "+）；!"" #29/ Y N 罗格列酮还可诱

导 G@S#GP#$*! 细胞凋亡，-IX1N 法检测的凋亡率（!0, ’ Z
*, !）[ 与 S>>.;4> \#^Q-F 法 检 测 的 结 果 一 致［（ !), ) Z
$, %）[］（8 ] ", "+）, 结论：罗格列酮通过 DDST! 介导，使

G@S#GP#$*! 细胞 V! 期阻滞而抑制其增殖，高浓度时还可诱

导其发生凋亡，罗格列酮有望成为治疗乳腺癌的有效药物,
【关键词】过氧化物酶体增殖物激活受体 !；罗格列酮；抗肿

瘤药；乳腺肿瘤；G@S#GP#$*! 细胞
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IJ 引言

由罗格列酮、吡格列酮和环格列酮等组成的噻唑

烷二酮类（ ?84379/4H4>.H49>.，-a@）人工合成过氧化物

酶体增殖物激活受体!（A.B9;4K92. AB9/4C.B3?9B#35?4J3#
?.H B.5.A?9B !，DDST!）激动剂已被广泛应用于糖尿

病的临床治疗当中［!］, 近年来的研究显示，-a@ 等

DDST! 激动剂可抑制多种肿瘤细胞的增殖并促进其

凋亡，激活 DDST! 受体极有希望成为治疗多种恶性

肿瘤的新途径［$］, 但目前为止，尚无罗格列酮对人

G@S#GP#$*! 乳腺癌细胞体外抗肿瘤的系统研究报

道, 鉴于此，我们就细胞增殖、细胞周期和细胞凋亡等

方面探讨罗格列酮对 G@S#GP#$*! 细胞的体外生物
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学效应，为未来临床抗肿瘤应用提供理论依据!

!" 材料和方法

!! !" 材料" "#$%"&%’() 人乳腺癌细胞株购自中科

院上海细胞库! 罗格列酮购自重庆康尔威药业公司

（批 号：’**+%)，纯 度 , *! --）；四 甲 基 偶 氮 唑 蓝

（"..）、//$0! 受体拮抗剂 12-33’ 购自 45678 公

司；.9:;< 细胞凋亡原位检测试剂盒购自南京凯基

生物；$==>?5= @%AB.C D5E 为 &>FG78= CHIJE>K 公司产

品；0/"B%)3L* 培养基、小牛血清购自 MNCJH=> 公司；

其它试剂均为分析纯! CHIJE>K FHI=E>K 细胞计数仪

（&>FG78= CHIJE>K 公司）；48O5K> 全波长酶标仪（.;%
C$: 公司）；A$C4 C8J5PIK 流式细胞仪（&>FEH=%#5FG%
5=QH= 公司）! 由于罗格列酮和 12-33’ 难溶于水，用

#"4R 制成 *! ) 7HJ S < 的母液，T’*U冰箱保存备用!
!! #" 方法

)! ’! )V 细胞培养V "#$%"&%’() 细胞培养于含 )**
7< S < 小牛血清的 0/"B )3L* 培养基中，常规加入青

霉素（)*+ 9 S <）与链霉素（)** 76 S <），于 (WU，+*
7< S < CR’ 培养箱中培养!
)! ’! ’V ".. 检测细胞增殖抑制率 V 取对数生长期

的 "#$%"&%’() 细胞，计数并调整密度为 )! ’ X )*Y S
<，以每孔 )** "< 接种于 -3 孔板中培养，)+ Z 后更换

培养基，设置对照组和不同浓度药物组（ 罗格列酮

) X )* TY，) X )* TW，) X )* T3，) X )* T+，) X )* TL 7HJ S
<），每组设 Y 个复孔! 继续培养 ’L Z 后，加入 )* "<
"..（+ 6 S <），继续孵育 L Z，弃上清，每孔加入 )** "<
#"4R，振荡 )* 75= 待结晶溶解，于酶标仪上测定 +W*
=7 波长的 ! 值，计算不同浓度罗格列酮对 "#$%"&%
’() 细胞的生长抑制率：细胞抑制率（[）\［) T 试验

组 !+W* =7 S 对照组 !+W* =7］X )**[ ! 将药物浓度的对数

值和抑制率拟合后计算出 BC+* ! 试验重复 ( 次!
)! ’! (V 细胞增殖能力检测V 取对数生长期细胞，细

胞计数并调整密度为 + X )*W S <，以每孔 ) 7< 接种于

3 孔板中培养! 第 ’ 日更换含不同药物组合的新鲜培

养基，包 括 ) 7< S < #"4R，) "7HJ S < 罗 格 列 酮、+
"7HJ S < 12-33’ 以及 ) "7HJ S < 罗格列酮与 + "7HJ S
< 12-33’ 联用共 L 个组，每 LY Z 更换含相应药物的

新鲜培养基! 分别于用药后第 ’，L，3 日收集细胞计

数，每组计 ( 个复孔，求其平均值! 试验重复 ( 次!
)! ’! LV 细胞周期分析V 取对数生长期细胞，调整密

度为 ( X )*Y S <，以每孔 ) 7< 接种于 3 孔板中培养!
第 ’ 日更换含不同浓度罗格列酮（) X )* T3，) X )* T+，

) X )* TL 7HJ S <）的新鲜培养基，继续培养 ’L Z 后消化

收集细胞，/&4 洗涤一次，W+* 7< S < 乙醇固定，L U

冰箱保存! 检测前用 /&4 洗 ’ 次，/B 染色，流式细胞

仪（AC"）检测群体细胞中 1* S 1)，4，1’ S " 各期细

胞百分比! 每个药物浓度做 ( 个复孔，同时设不加药

物的对照组!
)! ’! +V $==>?5= @ S /B 法流式细胞仪检测细胞凋亡V
细胞接种密度及用药同细胞周期检测! 罗格列酮作用

’L Z 后消化收集细胞，/&4 洗 ’ 遍，用 )** "< 结合缓

冲液重悬细胞，加 + "< $==>?5= @%AB.C 和 ’! + "<
/B，混均，避光于冰上孵育 )* 75=，/&4 洗 ) 次，L**
"< 结合缓冲液重悬细胞，细胞样品逐一上机检测，同

一浓度设 ( 个复孔，试验同时设置不加药物的空白对

照组!
)! ’! 3V .9:;< 法检测细胞凋亡 V 将预铺多聚赖氨

酸的盖玻片放入 3 孔培养板中，每孔接种 ( X )*+ 个

细胞，第 ’ 日更换为含 ) X )* T3，) X )* T+，) X )* TL

7HJ S < ( 种不同浓度罗格列酮的新鲜培养基! 药物作

用 (3 Z 后弃培养液，/&4 洗 ) 次，L* 6 S < 多聚甲醛室

温固定 ’+ 75=，按照原位检测试剂盒说明操作，最后

以 #$& 显色、甲基绿衬染，每个浓度作 ’ 个复孔! 在

高倍镜（ X ’**）视野下，随机选取 )* 个视野，以凋亡

细胞在全部细胞中所占的比例计算凋亡率!
统计学处理：实验数据以 " # $ 表示，用 4/44

)(! * 软件包对实验数据进行单因素方差分析（H=>%]8N
$:R@$），并用 <4#%% 检验进行均数间的多重比较!

#" 结果

#$ !" 对 %&’(%)(#*! 细胞体外增殖的影响" 对细

胞生长的抑制作用随药物浓度增加而加剧，呈明显的

量%效关系，除 ) X )* TY和 ) X )* TW 7HJ S < ’ 个浓度间

的抑制率比较无统计学差异外［（))! ’ ^ ’! *）[，

（)+! + ^ ’! +）[，& , *! *+］，其余各组之间均存在统

计学 差 异［（ (’! ) ^ (! ’）[，（ 3’! * ^ +! )）[，

（WL! - ^ 3! L）[，& 均 _ *! *)）! BC+*为 +! ’ "7HJ S <!
#$ #" 对 %&’(%)(#*! 细胞周期的影响" 随着罗格

列酮浓度的增高，1* S 1) 期细胞在细胞周期中所占的

比例逐步上升，而 4 期细胞比例逐渐降低（表 )）!
#$ * " 罗 格 列 酮 抑 制 %&’(%)(#*! 细 胞 增 殖 与

++’,! 受体的关系 " 给药后第 ’，L，3 日，罗格列

酮（) "7HJ S <）组细胞计数（ 起始接种细胞数为 + X
)*L 个 S 孔）分 别 为（)! *3 ^ *! )L）X )*+，（(! Y+ ^
*! 3-）X )*+ 和（W! L+ ^ )! (*）X )*+ 个 S 孔，与 ) 7< S <
#"4R 对照组（’! L3 ^ *! LL）X )*+，（)W! )* ^ )! 3-）X
)*+ 和（’Y! Y’ ^ ’! W-）X )*+ 个 S 孔比较，两组差异具

有统计学意义（& 均 _ *! *)）；而 //$0! 受体拮抗剂

12-33’（+ "7HJ S <）与罗格列酮（) "7HJ S <）联用组
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的细胞计数分别为（!" #$ % &" $&）’ !&(，（)" )* %
&" (+）’ !&( 和（!!" ,& % !" $!）’ !&( 个 - 孔，高于罗格

列酮组（! 均 . &" &(）" /0,))$（( !123 - 4）组的细胞

计数结果与 ! 14 - 4 5678 对照组比较，差异无统计

学意义（! 均 9 &" &(）"

表 !: 罗格列酮对 65;<6=<$*! 细胞周期分布的影响

（" > *，?，# $ %）

组别 /& - /! 7 /$ - 6

对照 )!" ! % @" , $+" # % *" @ !&" $ % !" #

罗格列酮（123 - 4）

: ! ’ !& A) )," ( % )" @ $!" + % $" *B +" # % !" !

: ! ’ !& A( B #," , % )" ) !(" + % !" + @" * % &" )

: ! ’ !& A@ B ,@" # % *" # *" ( % &" ) !" + % &" $

B! . &" &! &% 对照"

!" #$ 罗格列酮诱导 %&’(%)(!*+ 细胞凋亡$ 对照

组细胞的凋亡发生率为（&" ) % &" $）?，而 !& A@ 123 - 4
罗格 列 酮 处 理 $@ C 后 细 胞 凋 亡 发 生 率 上 升 至

（!)" ) %$" #）?（! . &" &!，图 !）" DEFG4 法检测的

结果表明（图 $），! ’ !& A)，! ’ !& A(，! ’ !& A@ 123 - 4 *
种不同浓度罗格列酮作用细胞 *) C 后，仅 !& A@ 123 -
4 浓度可出现形态皱圆、细胞核呈棕黄色的凋亡细

胞，其凋亡发生率为（!+" @ % *" !）?，与上述流式细

胞检测的凋亡结果无统计学差异（! 9 &" &(）"

;：对照；=：! ’ !& A) 123 - 4；H：! ’ !& A( 123 - 4；5：! ’ !& A@ 123 - 4"

图 !: 流式细胞术分析罗格列酮对 65;<6=<$*! 细胞凋亡的

影响

*$ 讨论

近年来发现，包括 DI5 在内的一些 JJ;K" 激动

剂能抑制多种肿瘤细胞的增殖，其抗肿瘤机制还不甚

明了，可能涉及肿瘤细胞增殖、细胞凋亡和细胞分化

;：! ’ !& A@ 123 - 4 罗格列酮处理 *) C；=：阴性对照组（ 不加 DLD

酶）"

图 $: DEFG4 法检测罗格列酮诱导 65;<6=<$*! 细胞凋亡:
’ $&&

等多方面的调节机制" 曲格列酮可诱导肝癌细胞周期

素依赖蛋白激酶（H5M）抑制因子 J$! 的表达，使细

胞出现 /! 期阻滞［*］" 在对大鼠 H) 神经胶质瘤细胞

的研究中发现，JJ;K" 激动剂环格列酮和 J/<N$ 可

使促凋亡蛋白 =;O 和 =;5 表达上调，通过细胞色素

H 的释放和随后激活几种 PQRSQRTR 蛋白而引发细胞

凋亡［@］"
研究表明，小鼠和人乳腺组织以及人乳腺癌细胞

系均表达 JJ;K"，我们的研究也证实 65;<6=<$*!
人乳腺癌细胞表达 JJ;K" " UVW 等［(］报道，曲格列酮

可下调人乳腺癌 6HX<# 细胞 PYP3VW 5! 的表达，致使

KB 蛋白磷酸化受阻，引发细胞周期的捕获，/! 期细

胞比例增加，从而抑制细胞增殖" 本研究表明，! ’
!& A) 123 - 4 的罗格列酮即可显著抑制 65;<6=<$*!
细胞 的 增 殖，随 着 药 物 浓 度 的 增 高，罗 格 列 酮 对

65;<6=<$*! 细胞的生长抑制效应增强，量<效关系

明显；并且 /& - /! 期细胞比例也随药物浓度的增加

而增高，说明罗格列酮可通过细胞周期捕获而抑制

65;<6=<$*! 细胞增殖"
65;<6=<$*! 为雌激素受体阴性乳腺癌细胞，对

激素治疗不敏感，治疗效果不佳，寻找新的治疗策略

和药物显得尤为迫切" 目前为止，有关 DI5 对 65;<
6=<$*! 的作用研究还极为欠缺" 由于曲格列酮肝毒

性发生率高，采用曲格列酮治疗乳腺癌的#期临床实

验也因此被终止［)］" 罗格列酮是 JJ;K" 高亲和性配

体，可 抑 制 6MF@( 人 胃 癌 细 胞 在 裸 鼠 体 内 的 生

长［#］" 在对甲状腺癌细胞的研究中，罗格列酮可增加

其 J$!，J$# 的表达，并减少 PYP3VW 5! 的表达，导致细

胞周期捕获从而抑制细胞增殖，并降低 BP3<O4 表达，

激活 PQRSQRT<*，# 而诱导细胞凋亡［+］" 在多种类型肿
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瘤患者的药物安全性检测!期临床实验中，罗格列酮

显示良好的耐受性，而无毒副作用［!］" #$%& 等［’(］在

)((* 年美 国 癌 症 协 会 年 会 上 报 道 了 罗 格 列 酮 对

#+,-#.-)/’ 细胞增殖的抑制作用" 我们不仅进一

步证实了罗格列酮通过细胞周期捕获抑制 #+,-#.-
)/’ 细胞增殖，同时还发现，高浓度罗格列酮（’ 0
’( 12 3$4 5 6）可诱导 #+,-#.-)/’ 细胞凋亡，这为罗

格列酮的临床应用提供了新的实验依据"
由于一些肿瘤细胞对 78+ 诱导的生长抑制敏感

性与其 99,:" 受体蛋白表达水平不相关［’’］，加之

99,:" 受 体 激 动 剂 诱 导 肿 瘤 细 胞 凋 亡 与 激 活

99,:" 受体无必然联系，因此，有学者认为 99,:"
受体激动剂抗肿瘤作用与激动 99,:" 受体无关［’)］"
然而本研究中 99,:" 拮抗剂 ;<!==) 可部分逆转罗

格列酮对 #+,-#.-)/’ 细胞增殖抑制作用，因此，至

少可以认为，罗格列酮抑制 #+,-#.-)/’ 细胞增殖

的机制与激动 99,:" 受体有关"
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