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［摘要］ 背景与目的：黑色素瘤是一种源于黑色素细胞的高度侵袭性恶性肿

瘤，严重威胁人类的生命健康，其发病率和死亡率近年来持续升高。而端粒酶

和自噬在细胞增殖、生存及应激反应中发挥关键作用。端粒酶通过延长染色体

末端的端粒来维持细胞的复制能力；自噬作为一种细胞自我降解机制，既能帮

助细胞清除受损成分以促进存活，也能在特定条件下诱导细胞死亡。在肿瘤微

环境中，端粒酶和自噬常被异常激活或调控失衡，参与包括黑色素瘤在内的多

种恶性肿瘤的发生、发展。本研究初步探究端粒酶和自噬在黑色素瘤发展中的

作用，并评估端粒酶抑制剂BIBR1532联合自噬抑制剂氯喹（chloroquine，CQ）

在治疗黑色素瘤中的潜在协同作用。方法：通过给予恶性黑色素瘤细胞A375端
粒酶抑制剂BIBR1532处理，利用细胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-
8）实验来评估细胞活力，并采用Annexin Ⅴ/碘化丙啶（propidium iodide，PI）
双染色来检测细胞凋亡情况。此外，通过蛋白质印迹法（Western blot）检测

自噬相关蛋白LC3-Ⅱ和p62的表达，利用自噬双标腺病毒转染技术来观察自噬

流的变化。在此基础上，进一步联合应用BIBR1532和自噬抑制剂CQ，分析细

胞增殖、凋亡率、线粒体膜电位变化和细胞周期分布，并通过克隆形成实验来

验证细胞增殖能力，从而全面地评估这种联合治疗策略的疗效。结果：端粒酶

抑制剂BIBR1532在50 μmol/L的浓度下能够显著抑制恶性黑色素瘤细胞A375的
生长，并诱导细胞发生凋亡。同样在这一浓度下，BIBR1532能够上调A375细
胞中自噬相关蛋白LC3-Ⅱ的表达，同时降低p62蛋白的表达。通过自噬双标腺

病毒转染A375细胞，观察到经BIBR1532处理后，自噬流显著增强。BIBR1532
（50 μmol/L）与自噬抑制剂CQ（20 μmol/L）的联合应用可显著促进A375细胞

的死亡，诱导细胞凋亡和线粒体膜电位的破坏，导致细胞周期在G2/M期停滞，

并显著抑制细胞的克隆形成能力。结论：端粒酶抑制剂BIBR1532不仅能抑制

恶性黑色素瘤细胞增殖，还能激活这些细胞的自噬过程，而通过应用自噬抑

制剂CQ抑制自噬反应则能增强恶性黑色素瘤细胞对端粒酶抑制剂BIBR1532的 
敏感性。

［关键词］ 黑色素瘤；端粒酶；端粒酶抑制剂；BIBR1532；自噬；自噬抑制

剂；氯喹；肿瘤治疗
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［Abstract］ Background and purpose: Melanoma is a highly invasive malignant tumor originating from melanocytes, which 
poses a great threat to human life and health around the world, and its morbidity and mortality have been rising continuously in 
recent years. Telomerase and autophagy play crucial roles in cell proliferation, survival and stress response. Telomerase maintains the 
replication ability of cells by prolonging telomeres at the ends of chromosomes, and autophagy, as a self-degradation mechanism of 
cells, can not only help cells remove damaged components to promote survival, but also induce cell death under certain conditions. 
In the tumor environment, they are often abnormally activated or out of balance, and participate in the occurrence and development 
of many cancers, including melanoma. This study investigated the roles of telomerase and autophagy in melanoma progression and 
evaluated the potential synergistic therapeutic effects of combined application of telomerase inhibitor BIBR1532 and autophagy 
inhibitor chloroquine (CQ) in melanoma treatment. Methods: Malignant melanoma cells A375 were treated with telomerase inhibitor 
BIBR1532. The cell viability was assessed using the cell counting kit-8 (CCK-8) assay, and the cell apoptosis was detected using 
the Annexin Ⅴ/propidium iodide (PI) double staining method. Additionally, the expressions of autophagy-related proteins LC3-Ⅱ 
and p62 were detected by Western blot, and the changes in autophagy flux were observed using dual-tagged adenovirus transfection 
technology. Based on these studies, BIBR1532 and the autophagy inhibitor CQ were further applied in combination to analyze cell 
proliferation, apoptotic rate, changes in mitochondrial membrane potential, and cell cycle distribution, and the cloning formation 
experiment was used to verify the cell's proliferative capacity, thereby comprehensively evaluating the efficacy of this combined 
treatment strategy. Results: Telomerase inhibitor BIBR1532 at a concentration of 50 μmol/L significantly inhibited the growth of 
malignant melanoma cells A375 and induced apoptosis. At the same concentration, BIBR1532 upregulated the expression of the 
autophagy-related protein LC3-Ⅱ in A375 cells, while downregulating the expression of p62 protein. By transducing A375 cells 
with a dual-tagged adenovirus, it was observed that autophagy flux was significantly enhanced after treatment with BIBR1532. 
Furthermore, the combined application of BIBR1532 (50 μmol/L) and the autophagy inhibitor CQ (20 μmol/L) significantly promoted 
the death of A375 cells, induced apoptosis and destruction of mitochondrial membrane potential, caused cell cycle arrest at the G2/
M phase, and significantly inhibited the cell’s clonogenic ability. Conclusion: Telomerase inhibitor BIBR1532 not only inhibits the 
proliferation of malignant melanoma cells but also activates the autophagy process in these cells, and inhibition of the autophagy 
response by autophagy inhibitor CQ can enhance the sensitivity of malignant melanoma cells to telomerase inhibitor BIBR1532.
［Key words］ Melanoma; Telomerase; Telomerase inhibitor; BIBR1532; Autophagy; Autophagy inhibitor; Chloroquine; Tumor 
therapy

黑色素瘤是一种源于黑色素细胞的高度侵袭

性恶性肿瘤，严重威胁人类的生命健康，其发病

率和死亡率近年来持续升高［1］。尽管医学领域

内针对黑色素瘤的研究已经取得了一些突破性进

展，例如基于mRNA疫苗联合溶瘤病毒和靶向治

疗的三联疗法以及免疫治疗［2］，但要攻克黑色素

瘤仍然是一个复杂而艰巨的挑战。多项研究［3-7］

表明，端粒酶的异常激活和细胞自噬在黑色素瘤

的发生、发展过程中扮演着关键角色。细胞自噬

是一种细胞内部的降解和回收过程，它在维持细

胞内环境稳定和应对应激条件中发挥重要作用。

既往研究认为自噬通过清除受损细胞成分发挥肿

瘤抑制作用，但最新研究［8-9］表明，在肿瘤进展

后期，自噬通路被激活以维持恶性增殖及代谢需

求。研究［10］显示，在良性痣中自噬增加以支持

癌基因诱导的衰老。然而，在恶性转化的早期阶

段，与良性痣相比，自噬减少［10-11］。在转移性

黑色素瘤中，自噬能力重新建立，通过支持癌细

胞的高代谢需求及适应应激性肿瘤微环境促进其

存活［12-15］。上述研究表明，黑色素瘤进展与自

噬体及促自噬蛋白数量的改变同步，支持自噬在

黑色素瘤进展中的动态作用。在黑色素瘤中，细

胞自噬的调节异常可能对肿瘤细胞的生存和适应

性至关重要［16-17］，而端粒酶是一种反转录酶，

负责延长染色体末端的端粒，其异常激活与黑色

素瘤细胞的永生特性密切相关［18］。本研究旨在

评估端粒酶抑制剂BIBR1532对恶性黑色素瘤细胞

生存的影响，并进一步探讨其对A375细胞自噬过

程的作用，同时分析端粒酶抑制剂BIBR1532联合

自噬抑制剂氯喹（chloroquine，CQ）在治疗黑色

素瘤中的潜在协同作用。希望通过本研究能够更

深入地理解端粒酶在恶性黑色素瘤中的作用及其

与自噬之间的关系，为确立新的治疗策略提供理

论基础，据此拟定新的联合治疗方案，改善黑色

素瘤患者的临床预后。

1 材料和方法

1.1 细胞培养与处理

人恶性黑色素瘤细胞系A375（BRAF V600E
突变）购自中国科学院典型培养物保藏委员会细

胞库。该细胞系在含有10%胎牛血清（fetal bovine 
serum，FBS）、100 U/mL青霉素、100 μg/mL链霉

素、0.2%抗支原体抗生素和1%丙酮酸钠的DMEM
完全培养基中培养，并置于37 ℃、CO2体积分数
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为5%的细胞培养箱中。

1.2 药品和试剂

二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，DMSO）

和FBS购自上海吉诺生物科技有限公司，端粒

酶抑制剂BIBR1532和自噬抑制剂CQ购自美国

Selleck公司，青霉素-链霉素、抗支原体抗生素

和0.25%胰蛋白酶均购自美国Gibco公司，丙酮酸

钠和DMEM培养基购自美国Invitrogen公司，细

胞计数试剂盒-8（cell counting kit-8，CCK-8）试

剂购自上海东仁化学科技有限公司，凋亡检测试

剂盒购自江苏凯基生物技术股份有限公司，二辛

可宁酸（bicinchoninic acid，BCA）检测试剂盒

购自上海碧云天生物技术股份有限公司，聚偏二

氟乙烯（polyvinylidene fluoride，PVDF）膜购自

美国Millipore公司。

1.3 仪  器

多功能酶标仪购自美国Thermo公司，倒置显

微镜购自日本Olympus公司，流式细胞仪购自美

国BD公司。

1.4 细胞活力及增殖检测（CCK-8法）

将对数生长期的A375细胞按照3×103个细 
胞/孔的密度接种于96孔板中，在37 ℃、CO2体

积分数为5%的恒温培养箱中培养24 h后换液。

设置3组：CON对照组（仅包含DMED完全培

养基）、DMSO对照组（添加含有0.1% DMSO
的DMEM完全培养基）和端粒酶抑制剂处理组

（使用终浓度为50 μmol/L的BIBR1532处理A375
细胞）。药物处理24 h后，向每个待测孔中加入 
10 μL的CCK-8试剂，并在37 ℃的恒温箱中温育

1~2 h。最后，使用酶标仪在450 nm波长处测定

吸光度（D）值，并保存数据。

1.5 细胞凋亡检测

培养结束后，通过离心（离心速率为

325×g，离心时间为5 min）收集各组处理后

的细胞，采用磷酸缓冲盐溶液（phospha t e -
buffered saline，PBS）清洗2次，将细胞密度调

整为1×106个细胞/mL重悬于缓冲液中，然后加

入5  μL Annexin Ⅴ-异硫氰酸荧光素（fluorescein 
isothiocyanate，FITC），并在4 ℃的避光条件

下温育30 min。加入5 μL碘化丙啶（propidium 
iodide，PI）和缓冲液在4 ℃避光条件下温育

15  min。最后，将样品上机进行流式细胞术检

测，保存数据，并使用FlowJo软件进行分析。

1.6 利用蛋白质印迹法（Western blot）分析细

胞中与自噬相关的蛋白表达水平

为了确定端粒酶抑制剂是否能够引起黑

色素瘤细胞中自噬相关蛋白表达的变化，采用

Western blot检测3组（CON对照组、DMSO对

照组和端粒酶抑制剂处理组）自噬相关蛋白

的表达水平。首先，样品被放射免疫沉淀法

（radioimmunoprecipitation assay，RIPA）裂解

缓冲液裂解。使用BCA检测试剂盒来测定蛋

白质浓度，并配制一系列梯度蛋白质浓度的标

准品（0.0~0.5 μg/mL）。随后，通过电泳分离

蛋白质，并将其电转移到PVDF膜上。用含有

2.5 g脱脂奶粉和50 mL含吐温-20磷酸缓冲盐溶

液（phosphate-buffered saline with Tween-20，
PBST）的封闭液封闭后，将膜与稀释至1/1  000
的一抗（GAPDH、LC3-Ⅱ、p62）一起在4 °C
下温育过夜。第2天，在室温下与相应的辣根

过氧化物酶标记的二抗温育1 h。最后，使用

Amersham Imager 600化学发光成像仪扫描膜，读

取目的蛋白条带，并保存数据。

1.7 通过双标腺病毒介导的转染来监测细胞自噬

流的变化

将生长状况良好的恶性黑色素瘤细胞A375
调整至1×104个细胞/mL的密度后，接种到96
孔板中，以保证病毒感染时细胞的铺板面积在

50%~70%之间。自噬双标腺病毒的原液浓度为

1 010个/mL，将其稀释10倍。根据预实验结果，

确定病毒感染复数（multiplicity of infection，
MOI）为600。将6 μL稀释后的腺病毒液与94 μL 
DMEM完全培养基混合，制成100 μL的病毒溶液

加入96孔板中，每个处理组均设有6个重复孔，

并感染细胞24 h。感染结束后，移除含病毒的培

养基。将感染后的细胞分为3组：CON对照组、

DMSO对照组和端粒酶抑制剂处理组，向CON对

照组中添加标准DMEM完全培养基，向DMSO对

照组中添加含有0.1% DMSO的DMEM完全培养

基，而端粒酶抑制剂处理组则添加50 μmol/L的

BIBR1532，并继续培养24 h。培养完成后，对细

胞进行固定和封片处理，然后在显微镜下拍照记

录，并保存数据。

1.8 联合用药实验

为了研究端粒酶抑制剂与自噬抑制剂联合

使用对A375细胞生存的影响，设计了5个实验

组：CON对照组、DMSO对照组、自噬抑制剂

处理组（20 μmol/L CQ）、端粒酶抑制剂处理组 
（50 μmol/ L BIBR1532）以及两者联合处理组

（50 μmol/L BIBR1532+20 μmol/L CQ）。各组处

理24 h后，分别进行CCK-8检测、Annexin Ⅴ/PI
双染色、JC-1线粒体膜电位测定、PI染色细胞周
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期分析及克隆形成实验，以全面评估联合用药的

效果。

1.9 统计学处理

所有实验均独立重复3次，剔除异常值后计

算平均值。使用SPSS 22.0统计软件对数据进行

统计分析。对于两组数据的均值比较，采用独立

样本t检验。多组之间的比较采用单因素方差分

析。P＜0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 A375细胞经BIBR1532处理24 h后的形态 
变化

为了评估BIBR1532对A375细胞形态的影

响，实验设置了CON对照组、DMSO对照组和

端粒酶抑制剂处理组。通过相差显微镜观察比较

A375细胞在BIBR1532处理24 h后与未经处理的

细胞形态的差异。结果显示，在CON对照组和

DMSO对照组中，细胞均保持正常的梭形或杆状

形态，DMSO对照组的细胞间距离略有增加。然

而，与对照组明显不同，BIBR1532处理后的细

胞体积减小，表面皱缩，透明度增加，形态变得

不规则，与周围细胞的界限更加清晰，且多呈

现为孤立或碎片化状态。这些观察结果表明，

BIBR1532显著改变了A375细胞的形态（图1）。

这一发现证实端粒酶抑制剂BIBR1532能够影响

恶性黑色素瘤A375细胞的生长形态，为其作为潜

在的抗肿瘤治疗药物提供了实验依据。

CON DMSO BIBR1532

图1  A375细胞经BIBR1532作用24 h后的形态变化

Fig. 1  Morphological changes of A375 cells exposed to BIBR1532 

for 24 h

2.2 端粒酶抑制剂BIBR1532可以诱导恶性黑色

素瘤细胞A375的死亡

CCK-8实验结果显示，CON对照组与DMSO
对照组之间没有显著差异，表明DMSO作为溶

剂并未对细胞产生额外影响，与CON对照组和

DMSO对照组相比，BIBR1532处理显著促进

了A375细胞的死亡（P＜0.05，图2A），证实

BIBR1532在抑制肿瘤细胞生长方面的有效性。

Annexin Ⅴ/PI双染色数据表明，CON对照组的

凋亡率为3.81%，DMSO对照组为6.14%，而

BIBR1532处理组的凋亡率显著升高至16.52%
（图2B）。这些结果表明，BIBR1532处理可

显著增加A375细胞的凋亡比例，进一步证实

BIBR1532在诱导恶性黑色素瘤细胞凋亡中的重

要作用。

2.3 端粒酶抑制剂可以诱导恶性黑色素瘤细胞

LC3-Ⅱ蛋白表达上调、p62蛋白表达下调

与对照组相比，端粒酶抑制剂处理组中

LC3-Ⅱ蛋白表达显著增加，而p62蛋白表达显

著减少（图3A）。这些发现表明，BIBR1532处
理能够激活A375细胞中的自噬过程。LC3-Ⅱ蛋

白的积累是自噬体形成增多的直接标志［19］，

而p62蛋白的减少则表明自噬流的通畅，能够

有效清除细胞内的蛋白质聚集体和损伤的细胞 
器［20, 21］。因此，这些结果共同支持端粒酶抑制

剂BIBR1532通过增强自噬活性，可能成为干预

黑色素瘤的有效策略。为进一步验证这一结果，

利用双标腺病毒对恶性黑色素瘤细胞进行转染。

结果显示，在BIBR1532处理的端粒酶抑制剂组

中，A375细胞显示出较多的点状黄色荧光，这些

荧光分布在细胞核外的细胞质区域，而在CON对

照组和DMSO对照组中，这种点状荧光的出现较

少（图3B）。这一结果进一步证实端粒酶抑制剂

能够诱导恶性黑色素瘤细胞自噬的激活。

图2  BIBR1532显著促进恶性黑色素瘤细胞A375的死亡及其凋亡过程

Fig. 2  BIBR1532 significantly promotes the death and apoptosis of malignant melanoma cell A375

A: BIBR1532 treatment significantly promoted the death of malignant melanoma cell A375; B: BIBR1532 significantly promoted the apoptosis of 
malignant melanoma cell A375. *: P＜0.05, assessed by two independent-sample t test.
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2.4 端粒酶抑制剂联合自噬抑制剂能显著促进恶

性黑色素瘤细胞A375死亡及凋亡

通过CCK-8检测评估细胞活力，发现自噬抑

制剂处理组的细胞死亡较少，端粒酶抑制剂处理

组的细胞死亡明显，而联合处理组的细胞死亡

数量显著高于单药处理组。单因素方差分析结果

显示，各组间A375细胞活力存在显著差异（图

4A，P ＜0.05）。此外，通过Annexin Ⅴ/PI双染

色和流式细胞术检测不同处理24 h后A375细胞的

凋亡情况。结果显示，CON对照组的凋亡率为

2.86%，DMSO对照组为4.62%，自噬抑制剂处理

组为6.83%，端粒酶抑制剂处理组为16.85%，而

两者联合处理组的凋亡率显著升高至34.11%，通

过单因素方差分析对凋亡率进行分析进一步证实

了两者联合处理组的凋亡率明显高于单药处理组

（图4B，P ＜0.05）。这些结果表明，与单独使

用BIBR1532相比，BIBR1532联合自噬抑制剂CQ
能显著促进恶性黑色素瘤细胞A375的凋亡。

2.5 端粒酶抑制剂联合自噬抑制剂会显著破坏恶

性黑色素瘤细胞A375的线粒体膜电位

实验结果显示，CON对照组的早期凋亡率为

3.60%，DMSO对照组为5.54%，自噬抑制剂处理

组为13.1%，端粒酶抑制剂处理组为28.7%，两者

联合处理组的早期凋亡率显著增加至40.6%，单

因素方差分析证实其差异有统计学意义（图5，
P＜0.05）。与单独使用BIBR1532或CQ相比，

BIBR1532与自噬抑制剂CQ的联合使用显著增加

了A375细胞的早期凋亡率，表明这种联合治疗策

略能够有效地促进恶性黑色素瘤细胞A375的早期

凋亡。

图3  BIBR1532促进恶性黑色素瘤细胞A375自噬活性的增强

Fig. 3  BIBR1532 promotes the enhancement of autophagy activity of malignant melanoma cell A375

A: BIBR1532 leads to the increase of LC3-Ⅱ protein expression and the decrease of p62 protein expression in malignant melanoma cell A375; B: 
BIBR1532 promotes the enhancement of autophagy flow labeled by autophagy double-labeled adenovirus in malignant melanoma cell A375; GFP: 
Green fluorescent protein; mRFP: Monomeric red fluorescent protein..

图4  BIBR1532联合CQ显著增强恶性黑色素瘤细胞A375的死亡及凋亡

Fig. 4  The combination of BIBR1532 and CQ significantly enhanced the process of death and apoptosis of malignant melanoma cell A375

A: BIBR1532 combined with CQ significantly promoted the death of malignant melanoma cells A375; B: The combination of BIBR1532 and CQ 
significantly promoted the apoptosis of malignant melanoma cell A375. *: P＜0.05, assessed by two independent-sample t test.

94.00

3.17

1.34

1.52

0

105

104

103

102

0

103 104 105

Comp-FITC-A

CON

C
om

p-
PI

-A

93.90

1.49

2.05

2.57

0

105

104

103

102

0

103 104 105

Comp-FITC-A

DMSO

C
om

p-
PI

-A

91.40

1.76

3.65

3.18

0

105

104

103

102

0

103 104 105

Comp-FITC-A

CQ

C
om

p-
PI

-A

79.80

3.39

10.80

6.05

0

105

104

103

102

0

103 104 105

Comp-FITC-A

BIBR1532

C
om

p-
PI

-A

64.60

1.30

24.30

9.81

0

105

104

103

102

0

103 104 105

Comp-FITC-A

BIBR1532+CQ

C
om

p-
PI

-A

A B
120

100

80

60

40

20

0

C
el

l v
ia

bi
lit

y/
%

BIB
R15

32
+CQ

BIB
R15

32CQ
DMSO

CON

*

*

A

LC3-Ⅱ

p62

GAPDH

CON DMSO BIBR1532

B

CON

DMSO

BIBR1532

GFP dots mRFP dots Merge



436 龚卫华，等  端粒酶抑制剂BIBR1532联合自噬抑制剂CQ抑制黑色素瘤细胞生存的机制研究

800

600

400

200

0

N
um

be
r

0 60 12030 90 150

DMSO
Channels (PI-A)

G0/G1: 63.74%
G2/M: 9.36%
S-phase: 26.90% 800

600

400

200

0

N
um

be
r

0 60 12030 90 150

CQ
Channels (PI-A)

G0/G1: 65.97%
G2/M: 13.51%
S-phase: 20.52%

600

400

200

0

N
um

be
r

0 60 12030 90 150

CON
Channels (PI-A)

G0/G1: 63.84%
G2/M: 9.05%
S-phase: 27.10%

800

600

400

200

0

N
um

be
r

0 60 10020 40 80 120

BIBR1532

Channels (PI-A)

G0/G1: 29.94%
G2/M: 20.03%
S-phase: 50.03% 800

600

400

200

0

N
um

be
r

0 8040 120 160

BIBR1532+CQ

Channels (PI-A)

G0/G1: 20.01%
G2/M: 32.73%
S-phase: 47.26%

图5  BIBR1532联合CQ会显著降低恶性黑色素瘤细胞A375的线粒体膜电位

Fig. 5  The combination of BIBR1532 and CQ significantly decreased the mitochondrial membrane potential of malignant melanoma cell A375

图6  BIBR1532联合CQ可以显著阻断恶性黑色素瘤A375细胞于G2/M期的细胞周期

Fig. 6  The combination of BIBR1532 and CQ significantly blocked the cell cycle of malignant melanoma A375 cells in G2/M phase

*: P＜0.05, assessed by one-way ANOVA.

2.6 端粒酶抑制剂联合自噬抑制剂可以明显阻滞

恶性黑色素瘤A375细胞周期G2/M期

C O N对照组中6 3 . 8 4 %的细胞处于G 0/ G 1

期，9.05%处于G2/M期，DMSO对照组分别为

63.74%和9.36%，自噬抑制剂处理组为65.97%
和13.51%，端粒酶抑制剂处理组为29.94%和

20.03%，而两者联合处理组为20.01%和32.73%。

与单药处理组相比，联合用药组中G0/G1期的细

胞比例显著降低，而G2/M期的细胞比例显著升

高（图6，P＜0.05），这些数据通过单因素方差

分析得到了统计学验证，进一步证实了联合处

理组与单独处理组之间的显著性差异。这表明

BIBR1532与自噬抑制剂CQ的联合使用对恶性黑

色素瘤A375细胞有明显的G2/M期阻滞效应。
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2.7 端粒酶抑制剂联合自噬抑制剂可以明显抑制

恶性黑色素瘤细胞A375的克隆形成

实验结果显示，CON对照组、DMSO对照

组及自噬抑制剂处理组均能观察到明显的克隆形

成，而端粒酶抑制剂处理组的克隆形成数量有所

下降，两者联合处理组则进一步显著减少了克隆

的形成（图7A）。通过计算克隆形成率，发现

端粒酶抑制剂处理组与各对照组之间存在显著差

异（图7B，P＜0.05），而两者联合处理组与端

粒酶抑制剂处理组相比，克隆形成率也显著降低

（图7B，P＜0.05）。这些结果表明，端粒酶抑

制剂BIBR1532联合噬抑制剂CQ能够显著抑制恶

性黑色素瘤细胞A375的克隆形成能力。
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Fig. 7  The combination therapy of BIBR1532 and CQ 

significantly inhibited the clonal formation of malignant melanoma 

A375 cells

A: The combination therapy of BIBR1532 and CQ significantly 
inhibited the clonal formation ability of malignant melanoma A375 
cells; B: The results of one-way ANOVA on the number of clones 
formed in each group are provided. *: P＜0.05, assessed by One-way 
ANOVA.

3 讨  论

端粒酶是一种关键的核糖核蛋白复合物，

它通过在染色体末端添加DNA序列来维持染色

体的稳定性，防止细胞衰老［22-23］。端粒缩短会

限制细胞的增殖潜力，并且已有研究［18］表明肿

瘤细胞可通过扩展端粒来增加其复制能力。虽

然端粒酶的激活可能是癌症发展的早期事件，

但它并不是所有类型癌症发生的必需条件［24］。

恶性黑色素瘤全基因组测序数据的分析结果显

示，在检查的19例患者中，有17例（89%）存在

两种体细胞端粒酶反转录酶（telomerase reverse 
transcriptase，TERT）编码基因启动子突变［25］。

Huang等［26］的研究在检查的70例黑色素瘤中有

50例（71%）观察到这些TERT启动子突变。多

项研究［18，26-27］表明，TERT启动子中的体细胞

突变是黑色素瘤中最常见的可识别机制，TERT
作为端粒酶的催化成分，能实现端粒的延伸和永

生化。因此端粒酶通过保持端粒在一定长度以上

来促进肿瘤的发展。针对端粒酶的治疗方法包括

免疫疗法、小分子抑制剂或寡核苷酸直接抑制

端粒酶活性，以及间接破坏端粒酶调节或功能

的策略［28］。可调控人类TERT（human TERT，

hTERT）的miR-138-5p在许多类型的癌症中起着

核心作用，Tarazón等［29］通过实验证明miR-138-
5p能够阻断hTERT翻译，显著降低hTERT蛋白

表达。靶向HTERT的miRNA介导转录后基因沉

默，诱导翻译抑制或mRNA降解，均可抑制癌细

胞异常的自我更新能力［30-31］。除此之外，Wang
等［32］在5-甲基四氢叶酸缺陷的黑色素瘤细胞

A375中观察到异常的端粒长度伸长。

靶向端粒酶的寡核苷酸和免疫疗法研究进

展迅速，小分子抑制剂如BIBR1532也显示出有

希望的临床前效果［28， 33］。BIBR1532是一种非

竞争性的端粒酶小分子抑制剂，能够导致癌细胞

端粒缩短和复制性衰老［28，33］。本研究系统性地

研究了BIBR1532对恶性黑色素瘤细胞A375的影

响，以及其对细胞自噬活性的潜在调节作用。结

果显示，与对照组相比，BIBR1532处理显著增

加了LC3-Ⅱ蛋白的表达，并降低了p62蛋白的表

达，表明BIBR1532能够激活A375细胞的自噬过

程。LC3-Ⅱ蛋白的积累和p62蛋白的减少是自噬

体膜形成的关键指标，直接反映自噬激活的程 
度［8，19，34］，表明BIBR1532处理后，细胞内自噬

体的生成显著增加，即端粒酶抑制触发了自噬反

应作为一种应激机制。此外，p62蛋白的减少不

仅进一步证实自噬活性的增强，而且表明自噬流

的通畅［8］，自噬系统能够有效地清除细胞内的

代谢废物和损伤结构，维持细胞内环境的稳态。

通 过 双 标 腺 病 毒 转 染 实 验 ， 观 察 到
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BIBR1532处理的A375细胞中出现了丰富的点状

黄色荧光，主要分布在细胞质区域，这与自噬体

标志物的特征相符［4］，直观证实了端粒酶抑制

剂诱导的自噬激活现象。相比之下，对照组细

胞中的此类荧光信号较少，进一步支持了上述 
结论。

总的来说，本研究不仅证实了BIBR1532作
为单一治疗手段在抑制恶性黑色素瘤细胞生长、

促进凋亡和激活自噬方面的潜力，而且通过联合

治疗实验发现与自噬抑制剂CQ联用时能够显著

增强抗肿瘤活性。这些发现不仅增进了对端粒酶

抑制剂作用机制的理解，也为恶性黑色素瘤的治

疗提供了新的研究方向。

本研究存在一定的局限性。首先，虽然观察

到BIBR1532诱导自噬和凋亡，但未研究其具体

的诱导机制；此外，本研究缺乏相应的体内实验

证明其联合药物治疗的效果和安全性。

因此，未来的研究应进一步探索BIBR1532
诱导自噬和凋亡的具体分子机制，评估联合治疗

在动物模型中的疗效与安全性，为进一步开展临

床试验提供参考。
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《中国癌症杂志》稿件摘要的写作要求
　　《中国癌症杂志》稿件摘要的写作要求如下：

　　⑴ 论著类稿件的摘要需按照结构式摘要的模式写作。文章摘要写作需要以长摘要格式，中文摘要字数在

800~1000字，一般不超过1000字。英文摘要的内容应与中文摘要一致。《中国癌症杂志》要求的结构式摘要

包括：背景与目的（Background and purpose）、方法（Methods）、结果（Results）及结论（Conclusion）4个
部分。① 背景与目的：由背景和目的两部分组成，应先介绍本研究基于何背景开展，然后阐述本研究的目的

（本研究旨在……）。② 方法：实验研究应包含本文所用的各项研究方法；临床研究应先说明临床研究的具

体类型，如队列研究、随机对照研究等，其次应说明患者收集的时间和资料来源，再次说明临床研究的具体

方法，如随机方法、分组、检查方法、治疗经过、是否应用统计学方法等；其他类型的观察性研究应将具体

采用的方法在本节进行介绍（包括数据库及检索策略、偏倚分析）。结果部分应有统计学数据。③ 结果：本

部分内容与方法部分一一对应。④ 结论：对文章研究内容进行总结并得出结论。应注意结论部分不是结果内

容的重复叙述。

　　⑵ 综述类稿件的摘要需写成报道式摘要。综述的摘要应包括最新的具体的研究进展、会议报道、研究方

向的总结，应注意综述文章的长摘要不是文章内容的复制，摘要最后应有总结和展望的内容。建议普通综述

文章的执笔作者也能够按照系统综述及meta分析的写作要求对数据库进行文献检索，保证综述内容的全面、

新颖。

　　其他方面写作要点请访问《中国癌症杂志》网站（www.china-oncology.com）“作者中心”。
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