
学 报
ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（５）：５９４－５９９

　收稿日期　２０１５０２０９　　通信作者　Ｔｅｌ：１３７７０９１３７９０　Ｅｍａｉｌ：ｈｅｓｈｕｙｉｎｇ９２＠１２６ｃｏｍ

基金项目　江苏省自然科学基金资助项目（ＮｏＢＫ２０１０４３６）

ＣｏｍｂｒｅｔａｓｔａｔｉｎＡ４氨基糖类衍生物 ＣＰＵＸＴ００８抑制血管
内皮细胞增殖的分子机制

何书英
１
，熊　蕊１

，刘　坤２
，徐云根

２

（中国药科大学　１生命科学与技术学院；２药物化学教研室，南京 ２１０００９）

摘　要　以人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）为模拟肿瘤血管内皮细胞的实验模型，研究ｃｏｍｂｒｅｔａｓｔａｔｉｎＡ４（ＣＡ４）的氨基
糖类衍生物ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ的增殖、周期分布、微管蛋白聚合以及关键周期调控蛋白表达的影响。采用 ＭＴＴ法检
测ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ增殖的影响；采用流式细胞仪检测 ＣＰＵＸＴ００８对 ＨＵＶＥＣ周期分布的影响；采用免疫荧光染色
检测ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ凋亡及βｔｕｂｕｌｉｎ微管蛋白的聚合变化；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＣＰＵＸＴ００８对周期蛋白 Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１，Ｃｄｃ２和微管蛋白βｔｕｂｕｌｉｎ的影响。结果表明，ＣＰＵＸＴ００８能以微管蛋白为靶点抑制 βｔｕｂｕｌｉｎ微管蛋白聚合，通过上
调ＨＵＶＥＣ的细胞周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１水平表达，下调细胞周期依赖性激酶Ｃｄｃ２蛋白水平的表达从而引发细胞Ｇ２／Ｍ期阻
滞，抑制细胞增殖并诱导细胞凋亡。
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　　ＣｏｍｂｒｅｔａｓｔａｔｉｎＡ４（ＣＡ４）是从南非灌木柳树
皮Ｃｏｍｂｒｅｔｕｍｃａｆｆｒｕｍ树干中提取分离得到的顺式
二苯乙烯类化合物，是目前已知微管蛋白抑制剂中

活性最强的化合物之一，但也存在着众多缺陷，如

水溶性差、难以保持顺式构型等，因此 ＣＡ４衍生
物的研究成为近几年热点［１］。通过偶联 ＣＡ４与
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１氨基葡萄糖得到一种ＣＡ４衍生物 ＣＰＵＸＴ００８，
其具有的氨基糖结构可以模拟肝素的功能，因此提

高分子靶向性和生物相容性。

微管由微管蛋白聚合而成，在有丝分裂、信号

传导、细胞骨架及细胞迁移等多种细胞功能中发挥

重要作用［２］。ＣＡ４具有抗肿瘤血管生成和抑制微
管蛋白聚合的作用，主要通过与微管蛋白的秋水仙

碱位点结合，抑制微管的聚合，影响了有丝分裂中

纺锤体的形成从而中断有丝分裂进程，引起细胞凋

亡，抑制肿瘤血管内皮细胞增殖［３］。研究发现，

ＣＡ４类药物的一个显著的特点是引起细胞的
Ｇ２／Ｍ期阻滞，而这一过程受到多种蛋白的调节，其
中，细胞周期依赖性激酶 Ｃｄｃ２与细胞周期蛋白
ＣｙｃｌｉｎＢ１形成的复合物在调控细胞从 Ｇ２期进入
Ｍ期中发挥重要作用［４］。因此，本研究从微管蛋

白和细胞周期两个方面入手，开展 ＣＰＵＸＴ００８对
ＨＵＶＥＣ作用机制的研究。

!

　材　料

１１　试　剂
化合物ＣＰＵＸＴ００８（纯度大于９５％，中国药

科大学药物化学实验室合成）；ＤＭＥＭ培养基、新
生牛血清和胰蛋白酶（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；四甲基偶
氮唑盐（ＭＴＴ）和二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）（美国 Ｓｉｇｍａ
Ａｌｄｒｉｃｈ公司）；兔抗人 Ｃｄｃ２、ＣｙｃｌｉｎＢ１和 βｔｕｂｕｌｉｎ
抗体（武汉博士德生物工程有限公司）；兔抗人

βａｃｔｉｎ抗体、羊抗兔ＩｇＧＨＲＰ、ＦＩＴＣ荧光标记的二
抗（美国 Ｂｉｏｗｏｒｌｄ公司）；碘化丙啶（ＰＩ）、４′，６二
脒基２苯基吲哚（ＤＡＰＩ）（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１２　仪　器

ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国 ＢｅｃｋｔｏｎＤｉｃｋ
ｉｎｓｏｎ公司）；荧光倒置显微镜（厦门 Ｍｏｔｉｃ公司）；
化学发光成像系统（美国ＢｉｏＲａｄ公司）；低温高速
离心机（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１３　细胞株

人脐静脉内皮细胞株（ＨＵＶＥＣｓ）由中国药科
大学生命科学与技术学院徐寒梅教授提供。

"

　方　法

２１　细胞培养
人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）用含１０％的新

生牛血清的 ＤＭＥＭ培养液培养，培养条件为

３７℃、饱和湿度、５％ ＣＯ２，当细胞长至９０％～９５％
时即可进行传代。

２２　ＭＴＴ法检测 ＣＰＵＸＴ００８对 ＨＵＶＥＣ增殖的
影响

将生长近融合的 ＨＵＶＥＣ用０２５％胰酶消化
后接种于 ９６孔培养板。培养 ２４ｈ待细胞贴壁
后，将细胞分为对照组（含 ＤＭＳＯ的培养基，
ＤＭＳＯ浓度小于０１％）和加药组（分别含００１，
０１，１，１０μｍｏｌ／ＬＣＰＵＸＴ００８的培养基），继续
孵育 ２４ｈ。然后每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液
２０μＬ，３７℃孵育 ４ｈ。小心吸出培养液，每孔加
入ＤＭＳＯ１５０μＬ溶解结晶，振荡混匀后于５７０ｎｍ
处测定各孔的吸收度。

２３　流式细胞仪检测 ＣＰＵＸＴ００８对 ＨＵＶＥＣ细
胞周期分布的影响

将每毫升含 ｌ×１０５个细胞的细胞悬液种植细
胞于六孔板中，每孔２ｍＬ，贴壁后用０，００１，０１，
１，１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣＰＵＸＴ００８处理细胞，继续培养
１８ｈ。收集细胞培养液到一离心管内备用，胰酶消
化细胞，加入前面收集的细胞培养液，吹打下所有

的贴壁细胞，并吹散收集至离心管，１０００ｒ／ｍｉｎ离
心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤，加入预冷的 ７０％乙醇 １ｍＬ
中，轻轻吹打混匀，４℃固定过夜，１０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，预冷ＰＢＳ洗涤，每管加入配制好的碘化丙啶
染色液０５ｍＬ，重悬细胞，３７℃避光温育３０ｍｉｎ，
流式细胞仪上测定细胞周期分布。

２４　免疫荧光染色检测人脐静脉内皮细胞凋亡及
微管蛋白的聚合变化

将每毫升含 ｌ×１０５个细胞的细胞悬液种植细
胞于六孔板中，每孔２ｍＬ，贴壁后用０，００１，０１，
１，１０μｍｏｌ／Ｌ浓度的 ＣＰＵＸＴ００８处理细胞，继续
培养２４ｈ。室温下ＰＢＳ洗３次，每孔加入４％多聚
甲醛固定３０ｍｉｎ，０３％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理２０ｍｉｎ，
５％ＢＳＡ湿盒内封闭３０ｍｉｎ，滴加 βｔｕｂｕｌｉｎ一抗稀
释液，湿盒内 ４℃孵育过夜，ＰＢＳ洗 ３次，滴加
ＦＩＴＣ标记的二抗，室温避光孵育１ｈ，ＰＢＳ洗３次，
滴加ＤＡＰＩ染色２ｍｉｎ，５０％甘油封片，用荧光显微
镜进行观察。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测周期蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１，Ｃｄｃ２
和微管蛋白βｔｕｂｕｌｉｎ的变化

将生长近融合的 ＨＵＶＥＣ分为对照组和加药
组（００１，０１，１，１０μｍｏｌ／Ｌ），分别用不同浓度

５９５



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１５，４６（５）：５９４－５９９ 第４６卷

ＣＰＵＸＴ００８处理２４ｈ后收集细胞，用预冷的 ＰＢＳ
清洗两遍，加入细胞裂解液３００μＬ（同时加入蛋白
酶抑制剂 ＰＭＳＦ），提取总蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定总
蛋白的浓度并定量，经１２％ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋
白，湿转法恒流 ２５０ｍＡ，９０ｍｉｎ将蛋白转移到
ＰＶＤＦ膜上。１０％脱脂奶粉室温封闭 １ｈ，Ｃｄｃ２、
ｐＣｄｃ２、ＣｙｃｌｉｎＢ１和βｔｕｂｕｌｉｎ一抗（１∶５００）４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ室温洗（１０ｍｉｎ×３）。辣根过氧化物
酶标记二抗（１∶５０００）３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳＴ室温洗
（１０ｍｉｎ×３）。ＥＣＬ化学发光法显影，ＢｉｏＲａｄ成像
系统拍照，结果分析采用吸收度表示，以目标条带

与内参的比值来表示。

#

　结　果

３１　ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ增殖的影响
采用ＭＴＴ法检测ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ增殖

的影响，结果如图１所示，与空白组相比，ＣＰＵＸＴ
００８能明显抑制ＨＵＶＥＣ细胞的增殖（Ｐ＜００１），并
且随药物浓度的增加，抑制作用逐渐增强。

３２　ＣＰＵＸＴ００８对ＨＵＶＥＣ细胞周期分布的影响
采用流式细胞仪检测 ＣＰＵＸＴ００８对 ＨＵＶＥＣ

细胞周期分布的影响。结果如图 ２、表 １所示，
ＣＰＵＸＴ００８作用于 ＨＵＶＥＣ细胞 １８ｈ后，处于
Ｇ２／Ｍ期细胞所占比率均随着药物浓度的递增而

逐渐增加，处于Ｇ１期细胞所占比率随着药物浓度
递增而递减，并有统计学差异，同时出现部分细胞

的凋亡，结果表明，ＣＰＵＸＴ００８能明显引发细胞周
期阻滞于Ｇ２／Ｍ期。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵ
ＶＥＣ）ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｂｙｃｏｍｂｒｅｔａｓｔａｔｉｎＡ４ａｍｉｎｏｓｕｇａｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅＣＰＵ
ＸＴ００８（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｔａｂｌｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＰＵＸＴ００８ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨＵ
ＶＥＣｓａｆｔｅｒ１８ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
ｃ／（μｍｏｌ／Ｌ） Ｇ１／％ Ｓ／％ Ｇ２／％
Ｃｏｎｔｒｏｌ ７８５３±２５ １８８７±１７ ２６±２２
００１ ４６８４±１６ ３５８９±１３ １７２６±１６

０１ ２４５３±１８ ４５３１±２５ ３０１６±１９

１０ ６６５±３７ ４６２２±２３ ４７１３±２１

１００ ３０４±１２ ３８３３±２０ ５８６３±１７
Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＰＵＸＴ００８ｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＨＵＶＥＣｓａｆｔｅｒ１８ｈｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＣＰＵＸＴ００８（００１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＣＰＵＸＴ００８（０１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：ＣＰＵＸＴ００８（１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｅ：ＣＰＵＸＴ００８（１０μｍｏｌ／Ｌ）
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３３　免疫荧光检测人脐静脉内皮细胞凋亡及微管
蛋白聚合变化

３３１　ＤＡＰＩ核染色观察ＣＰＵＸＴ００８对人脐静脉
内皮细胞凋亡的影响　００１，０１，１，１０μｍｏｌ／Ｌ
ＣＰＵＸＴ００８分别作用于 ＨＵＶＥＣ细胞 ２４ｈ后，

ＤＡＰＩ核染色结果如图３所示空白对照组细胞核呈
均匀分布，核大且核膜清晰可辨，加药组ＤＮＡ核形
状变得不规则，甚至裂解为碎片，荧光强度减弱，且

随药物浓度增大而愈发明显，此结果表明ＣＰＵＸＴ
００８可呈浓度依赖性诱导ＨＵＶＥＣ细胞调亡。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＰＵＸＴ００８ｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣｓｂｙＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＣＰＵＸＴ００８（００１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＣＰＵＸＴ００８（０１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：ＣＰＵＸＴ００８（１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｅ：ＣＰＵＸＴ００８（１０μｍｏｌ／Ｌ）

３３２　免疫荧光检测 ＣＰＵＸＴ００８对 ＨＵＶＥＣ微
管蛋白聚合的影响　ＦＩＴＣ在４９５ｎｍ激发，在５２５
ｎｍ发射荧光，呈绿色荧光。羊抗兔 ＩｇＧＦＩＴＣ检测
βｔｕｂｕｌｉｎ在细胞核区和细胞质区的分布情况。如
图４所示，以空白组作为对照，观察到 ＨＵＶＥＣ细
胞核内微管呈致密的网状分布，荧光染色清晰，荧

光强度高，细胞立体感强。经过 ＣＰＵＸＴ００８
（００１，０１，１，１０μｍｏｌ／Ｌ）作用于 ＨＵＶＥＣ细胞
２４ｈ后，随浓度的增加细胞核区微管明显解聚，呈
弥散状分布，荧光强度明显减弱，细胞核周围细胞

质区域荧光强度相对增强，且具有一定的浓度依赖

性，此结果表明ＣＰＵＸＴ００８能影响βｔｕｂｕｌｉｎ在细
胞核区和细胞质区的分布。

３４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＰＵＸＴ００８对人脐静脉内
皮细胞 ＣｙｃｌｉｎＢ１，Ｃｄｃ２和 βｔｕｂｕｌｉｎ蛋白表达的
影响

００１，０１，１，１０μｍｏｌ／ＬＣＰＵＸＴ００８分别作用
于ＨＵＶＥＣ细胞 ２４ｈ后，分析 ＣｙｃｌｉｎＢ１，Ｃｄｃ２，ｐ
Ｃｄｃ２和βｔｕｂｕｌｉｎ蛋白表达变化，如图５所示，ＣＰＵ
ＸＴ００８呈浓度依赖性上调 ＨＵＶＥＣ细胞 ＣｙｃｌｉｎＢ１
蛋白水平表达，下调Ｃｄｃ２蛋白水平的表达，具有统
计学差异（Ｐ＜００５）。ＣＰＵＸＴ００８对 βｔｕｂｕｌｉｎ蛋
白水平表达无影响。此结果表明，ＣＰＵＸＴ００８通过

上调细胞周期Ｇ２／Ｍ期的关键调节蛋白ＣｙｃｌｉｎＢ１，
下调Ｃｄｃ２，ｐＣｄｃ２蛋白表达，阻滞细胞周期于Ｇ２／Ｍ
期。而ＣＰＵＸＴ００８作为微管蛋白抑制剂，并不影响
微管蛋白βｔｕｂｕｌｉｎ总蛋白水平的表达。

$

　讨　论

ＣＡ４是针对肿瘤血管而发展的新一代抗肿瘤
药，能特异性靶向肿瘤血管，破坏已生成的肿瘤血

管，同时，ＣＡ４具有与秋水仙碱相似的化学结构，
可以通过和内皮细胞微管蛋白β亚单位结合，导
致微管解聚、破坏内皮细胞骨架，从而降低血流，达

到血管阻断的目的。故 ＣＡ４作为微管蛋白抑制
剂可以选择性地阻断肿瘤血管，达到靶向治疗的目

的［５］。本课题组前期研究表明，ＣＰＵＸＴ００８同类
衍生物 ＣＰＵＸＴ００６的抗血管活性主要是通过抑
制ＨＵＶＥＣ的增殖、迁移，促进细胞凋亡，减少有关
促血管生长因子 ＶＥＧＦ、ＦＧＦ２等蛋白的表达［６］。

本实验进一步探讨了 ＣＰＵＸＴ００８的作用机制。
首先运用流式细胞仪检测 ＣＰＵＸＴ００８在不同浓
度对ＨＵＶＥＣ细胞周期分布影响，检测结果表明
ＣＰＵＸＴ００８引发 ＨＵＶＥＣ细胞 Ｇ２／Ｍ期阻滞。采
用免疫荧光法检测 ＣＰＵＸＴ００８对细胞内微管蛋
白βｔｕｂｕｌｉｎ分布的影响，结果显示与对照组比较，
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ＣＰＵＸＴ００８使细胞核荧光减弱，细胞质区荧光强度
增加，而 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示细胞内总 βｔｕｂｕｌｉｎ
蛋白表达水平无变化，这表明 ＣＰＵＸＴ００８能阻滞

微管蛋白βｔｕｂｕｌｉｎ从细胞质入细胞核区组装成纺
锤体或者促进细胞核内纺锤体解聚成微管蛋白而

出核。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＣＰＵＸＴ００８ｃｈａｎｇｅｓｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆβｔｕｂｕｌｉｎｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓａｎｄｃｙｔｏｐｌａｓｍ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌ；Ｂ：ＣＰＵＸＴ００８（００１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｃ：ＣＰＵＸＴ００８（０１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：ＣＰＵＸＴ００８（１μｍｏｌ／Ｌ）；Ｅ：ＣＰＵＸＴ００８（１０μｍｏｌ／Ｌ）

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆＣＰＵＸＴ００６ｏｎＣｙｃｌｉｎＢ１，Ｃｄｃ２，ｐＣｄｃ２ａｎｄβｔｕｂｕｌｉｎｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎＨＵＶＥＣａｎａｌｙｚｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｓｓａｙ；Ｂ：Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｉｎｓｔａｋｉｎｇβａｃｔｉｎａｓｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
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　　真核细胞从 Ｇ２期向 Ｍ期推进的过程中受到
多种蛋白的调节，其中最重要的是细胞周期依赖性

激酶 Ｃｄｃ２与细胞周期蛋白 ＣｙｃｌｉｎＢ１［７］。Ｃｙｃｌｉｎ
Ｂ１与 Ｃｄｃ２形成复合物，即细胞促分裂因子
（ＭＰＦ），促使细胞Ｇ２／Ｍ期转变。

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果表明，ＣＰＵＸＴ００８作用２４ｈ
后，ＨＵＶＥＣ细胞中 Ｃｄｃ２的表达显著降低，这直接
导致ＣｙｃｌｉｎＢ１Ｃｄｃ２复合物的形成显著减少，进而
导致具有蛋白激酶活性的 ＭＰＦ减少，从而诱导细
胞停滞于 Ｇ２／Ｍ期。而 Ｃｄｃ２的活性受抑制时，
ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白降解受阻，从而使 ＣｙｃｌｉｎＢ１积累而
蛋白水平升高。另外，纺锤体形成受阻时，纺锤体

形成检测点通过识别未结合的染色单体而活化抑

制ＡＰＣ介导的泛素化而抑制 ＣｙｃｌｉｎＢ１降解，也会
造成ＣｙｃｌｉｎＢ１表达上调。

综上所述，ＣＰＵＸＴ００８作为微管蛋白抑制剂
抗肿瘤可能的机制是通过与微管蛋白 βｔｕｂｕｌｉｎ结
合，影响βｔｕｂｕｌｉｎ在胞质和胞核区域的分布，阻止
微管蛋白 βｔｕｂｕｌｉｎ入胞核而抑制纺锤体的形成，
或者促进细胞核内纺锤体的解聚，造成细胞分裂中

断，导致Ｃｄｃ２，ｐＣｄｃ２蛋白表达下调，ＭＰＦ活性下
降，进而导致ＣｙｃｌｉｎＢ１蛋白降解受阻，细胞周期阻
滞于Ｇ２／Ｍ期，并诱导细胞调亡。
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