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　　以口腔上皮鳞状细胞癌（oral squamous cell 

carcinoma，OSCC）为主的口腔癌是常见的肿瘤之

一，2015年中国新增病例约48 100例，死亡约22 

100例［1］。虽然近年来手术、化疗和放疗等治疗

手段发展迅速，但效果不甚满意，患者5年生存率

约60%［2］。化疗抵抗、不良反应及肿瘤细胞的扩

散转移使得现有化疗药物远不能满足临床需求。

因此，针对OSCC，开发效果显著、不良反应轻微

的新型治疗药物，是药物研发领域的重点。

　　微管是由α-微管蛋白和β-微管蛋白组成的异

二聚体，是细胞骨架的重要组成部分［3］。微管

蛋白与微管之间聚集-解聚的动态平衡对维持细

胞形态、细胞分裂、信号转导和物质运输等方面

都具有十分重要的作用［4-5］，已成为抗肿瘤药物

研究领域的重要靶点之一，如临床上常用的抗肿

瘤药物紫杉醇能抑制微管解聚成微管蛋白，长春

新碱则能抑制微管蛋白聚集形成微管。

　　化合物ZP-20f（图1）是一种结构新颖的新

型二芳基-β-内酰胺类化合物，可以抑制微管蛋

白聚集形成微管，从而抑制细胞有丝分裂，体

外、体内研究表明，其对卵巢癌、宫颈癌等肿

瘤细胞的生长具有较好的抑制作用［6］。为了研

究ZP-20f对OSCC的抗肿瘤作用，拓展其抗肿瘤

谱，本文在体外研究了该化合物对OSCC细胞系

CAL-27、SCC-9增殖的抑制作用及机制。

图 1  ZP-20f的化学结构

Fig. 1  The chemical structure of ZP-20f

ZP-20f对口腔鳞癌的抑制作用及机制研究

孙学丽，曹钟义

南昌大学第一附属医院口腔颌面外科，江西 南昌 330000

［关键词］ ZP-20f；口腔鳞癌；作用机制

DOI: 10.19401/j.cnki.1007-3639.2018.11.010

中图分类号：R739.8  　文献标志码：A　　文章编号：1007-3639(2018)11-0858-05

Effect of ZP-20f on oral squamous cell carcinoma and its mechanism  SUN Xueli, CAO Zhongyi  (Department of 
Oral and Maxillofacial Surgery, First Affiliated Hospital of Nanchang University, Nanchang 330000, Jiangxi Province, 
China)
Correspondence to: CAO Zhongyi  E-mail: caozygw@163.com
［Key words］ ZP-20f; Oral squamous cell carcinoma; Effect and mechanism

1  材料和方法

1.1  主要试剂

　　人舌鳞状细胞癌细胞株CAL-27、SCC-9购自

上海富衡生物科技有限公司，ZP-20f由复旦大学
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药学院王洋教授惠赠，DMEM培养基、双抗和胰蛋

白酶购自美国GE公司，胎牛血清购自美国GENIMI

公司，细胞凋亡及周期检测试剂盒购自美国BD 

公司。

1.2  细胞培养

　　人舌癌细胞株CAL-27和SCC-9于37 ℃、CO2

体积分数为5%、饱和湿度的条件下，在含有10%

胎牛血清、1%双抗的DMEM培养基中培养，细

胞生长至约85%汇合时，用0.25%胰蛋白酶消化 

传代。

1.3  四甲基偶氮唑盐实验

　　取对数期生长细胞，按4×103个/孔接种于96

孔板，培养24 h，加入不同浓度的受试样品继续

培养48 h后，每孔加入20 μL 5 mg/L的四甲基偶氮

唑盐溶液继续培养4 h后，弃去培养基，再加入

150 μL/孔DMSO，振荡溶解15 min，酶标仪检测

波长570 nm时各孔吸光度（D）。每次试验设置3

个复孔，独立重复3次，计算受试样品的IC50。

1.4  细胞周期检测

　　取对数生长的细胞，按5×105个/皿接种于

60  mm细胞培养皿，培养24 h后加入不同浓度的

受试样品，继续培养48 h后，胰蛋白酶消化，

收集各皿中贴壁细胞，75%乙醇固定后，加入

RNase和碘化丙啶（propidium iodide，PI）充分

混匀后，室温避光温育20 min，采用流式细胞术 

检测。

1.5  细胞凋亡检测

　　取对数生长的细胞，按5×105个/皿接种于

60 mm细胞培养皿，培养24 h后加入不同浓度的

受试样品，继续培养72 h后，胰蛋白酶消化，收

集细胞，采用磷酸盐缓冲液（phosphate-buffered 

saline，PBS）洗涤后，用结合液重悬，分别加

入Annexin Ⅴ-FITC和PI染色，室温避光温育

20  min，上机检测。

1.6  平板克隆实验

　　取对数生长期细胞，胰蛋白酶消化后，充分

吹打成单个细胞，以1 500个/皿接种于6孔板中

培养24 h后，加入不同浓度的受试样品培养48 h

后，更换新鲜培养基继续培养2周，弃去培养基

用无水甲醇固定，结晶紫染色后计数。

1.7  蛋白质印迹法（Western blot）检测

　　取对数生长期细胞，经受试样品处理后，胰

蛋白酶消化，离心收集沉淀，使用细胞裂解液裂

解细胞，用BCA蛋白定量试剂盒测定总蛋白浓度

后，聚丙烯酰胺凝胶电泳，转膜，室温封闭，一

抗二抗温育后，采用ECL显影液曝光。

2 结  果

2.1  化合物ZP-20f显著抑制OSCC细胞增殖

　　化合物ZP-20f对OSCC细胞株SCC-9和CAL-

27的增殖具有较好的体外抑制作用，具有浓度依

赖性，IC50分别达到7.66和9.62  nmol/L（表1），

与阳性对照药物CA-4活性相当。克隆形成实验

结果也显示，化合物ZP-20f对两种肿瘤细胞的克

隆形成具有显著的抑制作用（图2）。

图 2  化合物ZP-20f抑制OSCC细胞SCC-9和CAL-27集落的 

形成并具有浓度依赖性

Fig. 2  Compound ZP-20f inhibited SCC-9 and CAL-27 colony 

formation in a dose-dependent manner

表 1  化合物ZP-20f、CA-4抑制OSCC细胞SCC-9和CAL-27 

增殖的IC50

Tab. 1  The IC50 values of ZP-20f, CA-4 against SCC-9 and CAL-

27

Compound
IC50 cB/(nmol·L-1)

SCC-9 CAL-27

ZP-20f 7.66 9.62

CA4 7.21 14.21

2.2  ZP-20f可在G2/M期阻滞细胞周期

　　为研究ZP-20f对OSCC细胞周期的影响，我

们用受试样品处理细胞后，进行PI染色，并采用

流式细胞术分析细胞中DNA含量，结果表明，

ZP-20f可以显著诱导G2/M细胞周期阻滞，受试化
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图 3  ZP-20f诱导OSCC细胞SCC-9和CAL-27细胞G2/M期阻滞并具有浓度依赖性

Fig. 3  ZP-20f induced SCC-9 and CAL-27 cell cycle arrest at G2/M phase in a dose-dependent manner

合物浓度的增加，G2/M期细胞比例随之增加，呈

浓度依赖性（图3）。

2.3  ZP-20f可诱导细胞凋亡

　　作用于微管-微管蛋白的抗肿瘤药物主要通

过诱导肿瘤细胞凋亡发挥抗肿瘤作用。为检测

ZP-20f诱导细胞凋亡的作用，我们用受试样品处

理细胞后，采用PI-Annexin V双染色法染色后，

用流式细胞术检测凋亡细胞比例。结果显示，

ZP-20f可以显著诱导CAL-27和SCC-9细胞株凋

亡，且具有浓度依赖性（图4）。

2.4  ZP-20f调控细胞周期凋亡相关蛋白变化

　　为进一步研究ZP-20f抗肿瘤作用机制，我们

采用Western blot检测了细胞周期和凋亡相关蛋

白的变化情况。结果显示，ZP-20f浓度依赖的诱

导组蛋白3（histone 3）磷酸化的上调、cyclin B1

表达的上调和多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶［poly

（ADP-ribose）polymerase，PARP］的切割，且

具有浓度依赖性（图5）。

图 4  ZP-20f诱导OSCC细胞SCC-9和CAL-27细胞凋亡并具有浓度依赖性

Fig. 4  ZP-20f induced SCC-9 and CAL-27 cellular apoptosis in a dose-dependent manner
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图 5  ZP-20f调节OSCC细胞SCC-9和CAL-27细胞周期和凋亡相关蛋白表达

Fig. 5  ZP-20f regulated SCC-9 and CAL-27 cell cycle and apoptosis-related protein

3 讨  论

　　化疗是临床治疗OSCC的主要手段之一，特

别是对于已经发生转移、失去手术机会的患者来

说，化疗几乎是唯一的治疗手段，临床研究表

明，许多化疗药物可以改善预后，延长患者生存

期［5，7］。但肿瘤耐药性的出现和化疗药物引起

的不良反应使得现有化疗药物远不能满足临床需

求。由于在细胞有丝分裂中的重要作用，微管和

微管蛋白现已成为研究抗肿瘤化合物的重要作用

靶点。微管蛋白与小分子药物结合位点有3个，

分别是紫杉醇结合位点、长春碱结合位点和秋水

仙碱结合位点。紫杉醇、埃博霉素等结合于紫杉

醇结合位点，抑制微管解聚成微管蛋白。长春

碱、长春新碱结合于长春碱结合位点，抑制微管

蛋白聚集形成微管。这两类药物在临床上作为抗

肿瘤药物已有广泛应用。作用于秋水仙碱结合

位点尚未有上市的抗肿瘤药物，CA-4、BNC105

等 作 为 抗 肿 瘤 药 物 目 前 正 在 临 床 试 验 阶 段 。

ZP-20f是根据CA-4结构改造获得的小分子化合

物，与CA-4相比具有水溶性好、结构稳定等特

点。本研究表明，ZP-20f对口腔鳞癌细胞SCC-9

和CAL-27具有较强的体外抑制活性，IC50为7~ 

10 nmol/L，与CA-4作用相当。与CA-4、紫杉醇

等药物类似，ZP-20f可以诱导细胞周期阻滞于 

G2/M期，主要与其抑制微管形成从而干扰细胞有

丝分裂中纺锤体的形成有关［8-9］。此外，ZP-20f

可以上调组蛋白3的磷酸化水平和cyclin B1的表

达。研究表明，cyclin B1在细胞中合成于S期，

G2期含量达到最大值，M期被降解［10］。因此 

G2/M期细胞中cyclin B1含量比正常周期的细胞

多。组蛋白3是染色质中主要的蛋白组分，组蛋

白3的磷酸化是高度保守的，起始于G2期晚期，

在染色质凝聚时扩散到整个染色体，在有丝分裂

结束时发生脱磷酸化。因此磷酸化的组蛋白3在

G2/M期阻滞的细胞中表达量较高［11］。此外，细

胞发生凋亡时，凋亡核心成员caspase 3被激活，细

胞内的PARP被切割成cleaved-PARP而失去酶活

力。因此细胞中cleaved-PARP量增加可以证明细

胞凋亡的发生［12］。

　　综上所述，本研究表明微管蛋白聚集抑制剂

ZP-20f在体外对OSCC细胞的增殖具有良好的抑

制作用，且具有浓度依赖性，能阻滞细胞周期于

G2/M，诱导细胞凋亡。研究结果为开发这类化

合物作为治疗口腔上皮鳞癌的化疗药物提供了 

依据。
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