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摘要：目的探讨卡非佐米联合米托坦对人肾上腺皮质癌(ACC)细胞H295R、Swl3增殖及细胞周期的影响。

方法体外培养人Acc细胞H295R、swl3，采用MTT法确定米托坦作用H295R、swl3细胞48 h时的半数有效抑

制浓度(IC50)值分别为18．42、62．37斗moL／L，卡非佐米分别为3．86、11．62“moL／L。将两种对数生长期细胞随机分

为对照组、卡非佐米组、米托坦组及序贯给药的卡非佐米一米托坦组、卡非佐米+米托坦组、米托坦一卡非佐米组，

给药浓度分别为两种药物lc。值的1／8、1／4、l／2、1、2倍，检测各浓度干预48 h时各组细胞增殖抑制率。根据

chou-谢aly公式计算Ic。及2倍Ic∞作用下两种药物序贯给药时的联合指数(cI)。将两种对数生长期细胞随机分
为对照组、米托坦单药组(25、50斗moL／L)、卡非佐米单药组(1斗moL／L)、卡非佐米(1斗咖L／L)一米托坦(25、

50¨moL／L)组，药物干预48 h时检测细胞增殖抑制率。将两种对数生长期细胞随机分为空白组、米托坦组、卡非佐

米组、卡非佐米一米托坦组，后三组以Ic。药物浓度干预96 h，采用流式细胞仪检测细胞周期。结果H295R及

swl3细胞在I‰及2倍Ic，。浓度下，卡非佐米一米托坦组细胞增殖抑制率均高于米托坦一卡非佐米组及卡非佐米
+米托坦组，米托坦一卡非佐米组均高于卡非佐米+米托坦组，组间比较P均<0．05。H295R和swl3细胞在米

托坦、卡非佐米IC∞及2倍Ic。浓度条件下，卡非佐米一米托坦组和米托坦+卡非佐米组中两药的cI值均<1，且

卡非佐米一米托坦组两药的cI值均小于米托坦+卡非佐米组(P均<0．05)；米托坦一卡非佐米组中两药的cI值

均<1，且均高于卡非佐米一米托坦组和米托坦+卡非佐米组(P均<0．05)。1斗moL／L卡非佐米与25、50斗m彬L
米托坦联合的卡非佐米一米托坦组H295R及swl3增殖抑制率分别高于25、50“moL／L米托坦组(P均<0．05)。

四组G。、G：／M、S期细胞百分比比较差异均无统计学意义(P均>0．05)。结论卡非佐米联合米托坦对AcC细胞

存在序贯依赖性的协同抑制细胞增殖作用，给予卡非佐米后给予米托坦的抗增殖作用最佳，但两药联合对细胞周

期无明显影响。
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Abstmt：obj∞tive To investigate tlle e艉cts of carfilzomib combined with mitotane on the prolifbration and ceU cy—

cle ofhuman adrenocortical carcinoma(ACC)H295R aIld SWl3 cells．Methods Human ACC H295R锄d SWl3 ceUs

were cultured in vi呐．Using MrITll to dete砷ine the IC50 values of mitotane on H295R and SWl3 cells at 48 h，which were

18．42 and 62．37斗moL／L，respectively，and those 0f caT6lzomib were 3．86 and 11．62斗moL／L-These two ceU lines in the

log捌thmic gm卅h phase were randomly divided into the control group，carfilzomib group，mitotane gmup，and tlle carf_

ilzomib—}mitotane group，ca而lzomib+mitotane group，and the mitotane—}carfilzomib group(n啪ely according to tlle

sequential administration)．，I’}le concen咖tions of the two dmgs were l／8，1／4，1／2，1，2 times of IC50 values，respectiVe-

lv．The inhibitory rate“ceU prolifemtion was measured at 48 h．7Ihe combine index(CI)of the two drugs was calculated
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according to the Chou—Talalay fbmula． These two cells in the 109arithmic growth phase were mndomly diVided into the con—

tml group，mitotane monotherapy gmup(25 and 50斗mL／L)，carfilzomib monotherapy group(1斗moL／L)，c枷lzomib(1
¨moL／L)_+mitotane(25 and 50斗moL／L)group．r11le in}libitory mte of ceU pmliferation at 48 h血er dmg intervention

was detected． These two ceUs in the log撕thmic gmwth phase were砌domly divided into the blank gmup，mitotane group，

camlzomib gmup，camlzomib—}mitotae gmup，and the latter three gmups were intervened at the drug concentration of

IC砷for 96 h，and now cytometry was used to detect the ceU cycle．R郫lllts The pmlifemtion inhibitory rates of H295 R

and SWl 3 cells were signi6cantly higher in the camlzomib—+mitotane group than in the mitotane—÷camlzomib gmup and the

ca而lzomib+mitotane group at the concentmtions of IC50 and 2一fold IC50；the mitotane—+camlzomib group was higher than

the camlzomib+mitotane group；there were significant diHbrences between eVery two gmups(all P<0．05)．CI Value<1

was fbund in both the camlzomib—}mitotane gmup and the mitotane +carfilzomib group at the concentrations of IC50 and 2-

fbld ICsn in H295 R and SWl 3 cell lines，and the CI value in the camlzomib—+mitotane gmup was lower than that in the mi—

totane+carfilzomib gmup(aⅡP<0．05)；CI value>1 was found in the mitotane—+carfilzomib gmup，which was greater

than that of the ca而lzomib_斗mitotane gmup and the mitotane+carfilzomib gmup(all P<0．05)．The pmlifemtion inhibi-

tory rates of H295 R and swl 3 cells were significantly higller in the carfilzomib(1斗moL／L)-÷mitotane(25 aIld 50斗moL／

L)group than in the mitotane gmup(25 and 50斗moL／L)，respectiVely．There was no significant diH．erence in the percent-

age of cells in the Gl，G2／M，and S phases between these four groups(P>0．05)． Conclusion There are sequence。de‘

pendent antipmlifemtive effects of mitotane and carfilzomib on H295R aIld SWl3 ceU lines，and the sequential administm。

tion of camlzomib followed by mitotane exhibits the strongest anticancer actiVity，but the combination of these two d11lgs has

no signmcant e艉ct on the cell cycle．

Key、阳rds：adrenocortical carcinoma；camlzomib；mitotane；cell pmlifemtion；ceU cycle

肾上腺皮质癌(ACC)是来源于肾上腺皮质的

恶性肿瘤，I临床罕见，年发病率为o．7／100万～

2．0／100万¨j。临床对ACC患者多采用手术治疗，

术后给予米托坦单药或联合细胞毒药物辅助治

疗悼1；但患者5年生存率只有16％～47％，已发生

肿瘤转移者5年生存率不足10％一j。米托坦可特

异性抑制肾上腺SOATl酶活性，使游离胆固醇和游

离脂肪酸在细胞内堆积，诱发内质网应激，导致细胞

凋亡”J。卡非佐米是新一代高度选择性不可逆蛋

白酶体抑制剂，可阻断细胞内泛素一蛋白酶体蛋白

降解途径，导致大量泛素化蛋白在细胞内堆积，引起

细胞内质网应激，激活未折叠蛋白反应(UPR)，导

致细胞死亡L6 J。上述两种药物均主要通过内质网

应激来发挥抗肿瘤作用，两者联用可能存在协同抗

肿瘤作用。2016年6～12月我们进行本研究，探讨

卡非佐米联合米托坦对人ACC细胞H295R、Swl3

增殖及细胞周期的影响。

1 材料

ACC细胞株SWl3、H295R分别购自中国科学

院上海细胞库及北纳创联生物技术研究院。卡非佐

米和米托坦粉剂均购自大连美仑生物技术有限公

司，DMEM高糖培养基购自美国Hyclone公司，M1Tr

购自上海碧云天生物技术研究所。细胞周期与细胞

凋亡检测试剂盒购自BestBio公司。

2方法与结果

2．1 统计学方法采用SPSSl7．0统计软件。计量

24

资料以戈±s表示，组间比较采用￡检验。P<0．05

为差异有统计学意义。

2．2细胞培养将Swl3及H295R细胞置于含有

10％FBS的F12／DMEM 1：1完全培养液中，于温度

37℃、湿度90％、5％c0：培养箱内培养，定期观察

细胞形态及生长状况，取对数生长期细胞进行实验。

2．3 卡非佐米、米托坦对Swl3及H295R细胞的

半数有效抑制浓度(IC钔)确定 取对数生长期

SWl3及H295R细胞，分别以4×103个／孔接种于

96孑L板，培养12 h，待细胞完全贴壁生长后以不同

浓度的卡非佐米(0．5、1、2、4、8、16、32¨mol／L)或

米托坦(2、4、8、16、32、64¨moL／L)分别处理，每个

浓度设6个复孔。药物干预48 h时，各孔加入M，ITll

20斗L，置于培养箱继续培养4 h；小心吸去上清液，

加入DMSO 200斗L，置于摇床振荡混匀10 min；采用

酶标仪检测各孔在570 nm波长处的光密度(OD)

值，计算细胞增殖抑制率。细胞增殖抑制率=(1一

实验组0D值／对照组OD值)×100％。实验重复3

次，取平均值。采用GraphPad蹦sIn5．o软件计算卡

非佐米、米托坦分别对H295R及Swl3细胞的ICm

结果显示，米托坦对H295R和swl3细胞的Ic∞值

分别为18．42、62．37汕moL／L，卡非佐米分别为

3．86、11．62斗moL／L。

2．4卡非佐米联合米托坦对H295R和SWl3细胞

增殖的影响 取对数生长期SWl3及H295R细胞，

分别以4×103个／孑L接种于96孔板，随机分为对照
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组、卡非佐米组、米托坦组及序贯给药组卡非佐米联

合米托坦组(联合组)。对照组正常培养液培养
96 h。卡非佐米组：先给予卡非佐米干预48 h，然后

将培养液吸出，加入少量PBs将卡非佐米洗去，加

入不含药物的完全培养液继续培养48 h。米托坦

组：先给予米托坦干预48 h，然后将培养液吸出，加

入少量PBS将米托坦洗去，加人不含药物的完全培

养液继续培养48 h。联合组根据给药方式分为如下

组别：①先给予卡非佐米后给予米托坦组(卡非佐

米_÷米托坦组)：先给予卡非佐米干预48 h，然后将

培养液吸出，加入少量PBS将卡非佐米洗去，再用

米托坦继续干预48 h。②卡非佐米与米托坦同期组

(卡非佐米+米托坦组)：先给予卡非佐米和米托坦

共同干预48 h，然后将培养液吸出，加入少量PBs

将药物洗去，然后加入不含药物的完全培养液继续

培养48 h。③先给予米托坦后给予卡非佐米组(米

托坦_÷卡非佐米组)：先给予米托坦干预48 h，然后

将培养液吸出，加入少量PBs将米托坦洗去，再用

卡非佐米干预48 h。各组药物浓度分别设置为两种

药物Ic，。值的1／8、1／4、1／2、1、2倍。参照2．3方法

检测上述各组细胞增殖抑制率。结果显示，在Ic舶

及2倍IC；。浓度下，两种细胞的卡非佐米_米托坦组

细胞增殖抑制率均高于米托坦一卡非佐米组及卡非

佐米+米托坦组，米托坦一卡非佐米组均高于卡非

佐米+米托坦组，组间比较P均<o．05；其余浓度

组问比较差异均无统计学意义(尸均>0．05)。见

表1。

表1 各组H295R、SWl3细胞在IC靳及2倍IC鼬浓度下

增殖抑制率比较(i±s)

组别—_面者咝型塑三

注：与同种细胞同浓度米托坦+卡非佐米组比较，△P<0．05；与

同种细胞同浓度米托坦组比较，。P<0．05；与同种细胞同浓度卡非

佐米组比较，。P<O．05。

2．5两种药物间作用的联合指数(cI)检测采用

CompuSyn软件以chou．TaJaly公式‘81根据Ic∞及2倍

Ic卯计算联合组三种给药方式下两药作用的联合指数

(cI)。cI值>1、=1、<1分别表示两种药物之间存

在拮抗、叠加、协同效应；CI值越小，表示协同效应越

大。结果显示，在IC，。及2倍IC加浓度下，两种细胞的

卡非佐米-÷米托坦组和米托坦+卡非佐米组CI值均

<1，即存在药效的协同作用，且卡非佐米_米托坦组

两药的cI值均小于协米托坦+卡非佐米组(P均<

O．05)；米托坦_+卡非佐米组中两药的cI值均>1，且

均高于卡非佐米一米托坦组和米托坦+卡非佐米组

(JP均<0．05)，即两药存在拮抗作用。见表2。
表2 11295R及swl3细胞根据Ic鼬及2倍Ic靳计算

所得的Cl值比较(i±s)

注：与卡非佐米一米托坦组比较，‘P<0．05。

2．6 低浓度卡非佐米联合米托坦对H295R及

Swl3细胞增殖的影响 取对数生长期Swl3及

H295R细胞，分别以4×103个／孔接种于96孔板，

随机分为四组，对照组(仅含细胞和培养基)、米托

坦组(25、50斗moL／L)、卡非佐米组(1斗m彬L)、卡

非佐米(1斗moL／L)一米托坦(25、50斗moL／L)组。

给药方法同2．4，药物干预48 h后按1．3方法检测

细胞增殖抑制率。结果显示，1斗moL／L卡非佐米与

25、50斗moL／L米托坦联合的卡非佐米_米托坦组

H295R及sWl3细胞增殖抑制率分别高于25、

50¨moL／L米托坦组(P均<0．05)。见表3。

表3各组H295R、swl3细胞增殖抑制率比较(i±s)

组别
细胞增殖抑制率(％)

卡非佐米组 4．3±1．2 1．8±1．5

米托坦组

25 LLmoL／L 60．9±3．5▲ 5．3±3．6▲

50 LLmoL／L 81．4±3．1▲ 53．7±5．6▲

卡非佐米一米托坦组

1斗moL／L—也5斗moL／L 71．6±2．9△▲ 40．6±3．1△▲

!些翌!Z生=堕!世竺!Z三： !!：!：!：!全± !!：i主兰：!竺!

注：与同种细胞同浓度米托坦组比较，△P<0．05；与同种细胞卡

非佐米组比较，▲P<O．05。

2．7 细胞周期检测 取对数生长期SWl3及

H295R细胞，分别以2×105个／孔接种于6孔板，置

于培养箱内培养12 h，待细胞完全贴壁生长后随机

分为空白组、米托坦组、卡非佐米组、卡非佐米_米

托坦组。空白组仅给予培养液培养，米托坦组、卡非

佐米组、卡非佐米一米托坦组均以IC，。药物浓度干

25
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预96 h，给药方法同2．4。采用流式细胞仪检测细 胞的各组G。、G：／M、S期细胞百分比比较差异均无

胞周期，步骤参照试剂盒说明书。结果显示，两种细 统计学意义(P均>0．05)。见表4。
表4各组不同周期细胞百分比比较(％。i±s)

3讨论

泛素蛋白酶体途径是细胞内蛋白降解的主要途

径。与正常细胞相比，肿瘤细胞可无限增殖，其细胞

周期及基因表达紊乱，促凋亡蛋白和抗凋亡蛋白表

达失调，进而抑制蛋白酶体降解途径，细胞毒作用增

强。蛋白酶体抑制剂可特异性地诱导肿瘤细胞发生

毒性反应，具有广泛的抗肿瘤活性№，9J。Nilub01

等[1叫采用定量高通量筛选技术为人AcC细胞株

H295R筛选敏感药物，发现该细胞对蛋白酶体抑制

剂硼替佐米敏感，且硼替佐米对H295R的IC∞为

0．34¨moL／L，略高于临床应用硼替佐米体内可达到

的最高血药浓度0．31斗moL／L。目前，关于其他类

型的蛋白酶体抑制剂，特别是新一代蛋白酶体抑制

剂卡非佐米对ACC影响的研究尚未见报道。本研

究将蛋白酶体抑制剂卡非佐米体外作用于人Acc

细胞株swl3及H295R，结果显示卡非佐米可显著

抑制SWl3及H295R细胞增殖，且具有时间和剂量

依赖性。卡非佐米对H295R细胞和SWl3细胞作

用48 h的Ic铀均高于既往报道¨1|，提示卡非佐米对

swl3及H295R细胞敏感性较低，卡非佐米单药治

疗ACC效果可能不佳。我们进一步以1斗moL／L卡

非佐米联合米托坦处理ACC细胞，结果显示，对于

H295R细胞，联合给药组(卡非佐米1斗moL／L_÷米

托坦50斗moL／L)细胞增殖抑制率可达(93．0±

2．1)％，较50¨moL／L米托坦单药组显著提高；对于

Swl3细胞，联合给药组细胞增殖抑制率为(72．O±

4．3)％，亦较米托坦单药组提高。说明低剂量

(1斗moL／L)的卡非佐米可以作为增敏剂提高米托

坦对ACC细胞的增殖抑制作用。

内质网应激反应是细胞的一种适应性应答方

式。内质网应激可产生两种截然不同的结局，适当

的内质网应激促进细胞存活，剧烈、持续的内质网应

激则促进细胞坏死-7’12 J。米托坦是目前治疗ACC

最常用的药物，内质网应激是其抗肿瘤作用的机制

之一【4J。本研究发现，米托坦可呈浓度依赖性抑制

人ACC细胞SWl3及H295R增殖，H295R细胞对

米托坦较SWl3细胞更敏感。作用48 h时米托坦
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对H295R和swl3细胞的IC铀(分别为

18．42斗moL／L和62．37斗moL／L)均在临床推荐的血

药浓度范围(43．75—87．5¨moL／L)内。13I，与其他研

究结果相似¨4|。卡非佐米和米托坦抗肿瘤作用的

机制均包括内质网应激，因此推测二者联用可能增

加米托坦的抗肿瘤作用。本研究中卡非佐米和米托

坦联合应用对H295R和sWl3细胞存在序贯依赖

性的协同作用。以卡非佐米+米托坦、卡非佐米_÷

米托坦及米托坦_卡非佐米三种给药方式处理

H295R和SWl3细胞48 h，MTT检测结果显示，在

IC；。和2倍IC劬浓度条件下，卡非佐米+米托坦及卡

非佐米一米托坦两种给药方式均可明显抑制

H295R和Swl3细胞增殖，但后者的抑制作用更显

著；两种给药方式下两药的cI值均<l，提示存在药

效的协同作用。

目前关于抗肿瘤药物序贯依赖性的抗增殖作用

机制尚不完全清楚，干扰细胞周期分布可能与其有

关。两种药物序贯给药时，若前一种将细胞阻滞在

G，期，则将影响接下来细胞周期特异性毒性药物的

作用¨5|。有文献报道，卡非佐米可以将甲状腺癌细

胞周期阻滞在G：／M期，与其他抗肿瘤药物联合应

用时不同给药方案可能产生不同的效果H 6。。本研

究发现，给予IC，。浓度的卡非佐米和米托坦单药或

序贯联合处理swl3、H295R细胞，G，、G，／M、s期细

胞百分比比较差异均无统计学意义。说明卡非佐米

和米托坦序贯用药对细胞增殖抑制作用的差异可能

并不是通过影响细胞周期来实现的。Kmiss等¨川

研究发现，卡非佐米可以通过增加IREl磷酸化，引

起其下游通路xBPl裂解。xBPI是一种转录因子，

其可进入细胞核启动应激反应基因如cHOP、

GRP78等转录，进而完成内质网应激反应。米托坦

则可以同时增加eIF2d和IREl磷酸化，导致促凋亡

蛋白如Noxa、cHoP、DR5等表达增加，引起细胞凋

亡。但本研究卡非佐米联合50“moL／L米托坦处理

H295R细胞时，内质网应激蛋白CHOP蛋白表达和

xBPl裂解均较联合25¨moL／L米托坦时减少，这可

能是不同的序贯用药顺序对细胞增殖抑制作用差异
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的主要原因。

综上所述，卡非佐米联合米托坦对ACC细胞存

在序贯依赖性的协同抑制细胞增殖的作用，先给予

卡非佐米后给予米托坦的给药方式的抗增殖作用最

佳，但两药联合对细胞周期无明显影响。
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