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奥拉帕尼诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用
及其机制

王大伟１，郭晶１，边继春１，王莎莎２，卢美超２，张岱州１，２，贾玉萍１，２∗

（１． 山东中医药大学，济南　 ２５０３５５；２． 山东省药学科学院，济南　 ２５００９８）

　 　 【摘要】 　 目的　 研究奥拉帕尼（ｏｌａｐａｒｉｂ）诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用的表现及其相关分子水平作用机

制。 方法　 利用实时细胞分析（ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｃｅｌｌ ａｎａｌｙｓｉｓ，ＲＴＣＡ）技术实时动态检测抗增殖和抗迁移活性；应用衰老相

关 β⁃半乳糖苷酶（ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ）染色法观察诱导细胞衰老活性；通过 ｑＰＣＲ 分析奥

拉帕尼对衰老相关基因 ｐ１６、ｐ２１、Ｃ ／ ＥＢＰ 同源蛋白（Ｃ ／ ＥＢＰ ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎ，ＣＨＯＰ）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃
６、ＩＬ⁃８、纤溶酶原激活物抑制剂⁃１（ｐｌａｓｍｉｎｏｇｅｎ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ １，ＰＡＩ⁃１）、磷酸酶和张力蛋白同源物（ｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ
ａｎｄ ｔｅｎｓｉｎ ｈｏｍｏｌｏｇ ｄｅｌｅｔｅｄ ｏｎ ｃｈｒｏｍｏｓｏｍｅ １０，ＰＴＥＮ）、ｐ２７、视网膜母细胞瘤基因（ ｒｅｔｉｎｏｂｌａｓｔｏｍａ ｇｅｎｅ，ＲＢ１）、Ｋｉ６７ 和

Ｅ２Ｆ１ 表达的影响；根据 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 分析奥拉帕尼对衰老相关蛋白 ｐ２１、γＨ２ＡＸ、胰岛素样生长因子结合蛋白 ３
（ｉｎｓｕｌｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ３，ＩＧＦＢＰ３）、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 表达的影响。 结果　 奥拉帕尼能够抑制

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖、迁移并诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老；奥拉帕尼作用 ９６ ｈ 的 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、
ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的基因表达水平显著上调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ｋｉ６７ 和 Ｅ２Ｆ１ 的基因表达水平显著下

调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白的表达水平显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），
ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白的表达水平显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 结论　 奥拉帕尼能够通过抗增

殖、迁移和诱导细胞衰老产生抗乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞作用。
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７ ｃｅｌｌｓ． Ｌｏｎｇ⁃ｔｅｒｍ （９６ ｈ） ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｏｌａｐａｒｉｂ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐ１６， ｐ２１， ｐ２７，
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【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　 ｏｌａｐａｒｉｂ； ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ； ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
Ｃｏｎｆｌｉｃｔｓ ｏｆ Ｉｎｔｅｒｅｓｔ： Ｔｈｅ ａｕｔｈｏｒｓ ｄｅｃｌａｒｅ ｎｏ ｃｏｎｆｌｉｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｅｓｔ．

　 　 乳腺癌是女性最常发生的恶性肿瘤，是导致女

性死亡的主要原因之一。 聚腺苷二磷酸核糖聚合

酶（ｐｏｌｙ （ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｓ，ＰＡＲＰｓ）是具有

多功能酶的大家族，在 ＤＮＡ 修复中承担重要作用，
奥拉帕尼是一种小分子口服 ＰＡＲＰ 抑制剂，也是第

一个显示无进展生存期 （ ｐｒｏｇｒｅｓｓｉｏｎ⁃ｆｒｅｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ，
ＰＦＳ）优于标准疗法治疗乳腺癌基因（ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ
ｇｅｎｅ，ＢＲＣＡ）突变的 ＰＡＲＰ 抑制剂，２０１８ 年被美国

食品药品监督管理局（Ｆｏｏｄ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，
ＦＤＡ）批准用于治疗接受过蒽环类和紫杉烷类药物

辅助治疗的 ＢＲＣＡ１ ／ ２ 突变和人类表皮生长因子受

体 ２ （ ｈｕｍａｎ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ２，
ＨＥＲ２）阴性转移性乳腺癌（ｍｅｔａｓｔａｔｉｃ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ，
ＭＢＣ）患者［１］，２０２２ 年被 ＦＤＡ 和欧洲药品管理局

（Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｍｅｄｉｃｉｎｅｓ Ａｇｅｎｃｙ，ＥＭＡ）批准用于治疗接

受过局部治疗和辅助化疗的 ＢＲＣＡ１ ／ ２ 突变和

ＨＥＲ２ 阴性高危早期乳腺癌患者［２］。
奥拉帕尼是靶向抑制 ＤＮＡ 修复酶 ＰＡＲＰ 的创

新药物，可阻止肿瘤细胞利用 ＰＡＲＰ 修复损伤

ＤＮＡ，促进 ＤＮＡ 双链断裂，从而导致肿瘤细胞的死

亡［３］，另外奥拉帕尼也可诱导肿瘤细胞自噬［４］，抑
制溶质载体家族成员 １１ （ ｓｏｌｕｔｅ ｃａｒｒｉｅｒ ｆａｍｉｌｙ ７
ｍｅｍｂｅｒ １１，ＳＬＣ７Ａ１１）而促进 ＢＲＣＡ 野生型卵巢癌

细胞的铁死亡［５］。
细胞衰老在肿瘤抑制中发挥着非常重要的作

用，衰老癌细胞的主要特征为增殖停滞，形态扁平

和 β⁃半 乳 糖 苷 酶 （ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃
ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ）活性增大［６］ 。 目前尚未见

奥拉帕尼诱导乳腺癌细胞衰老的相关研究报道，
本文通过对奥拉帕尼诱导乳腺癌细胞衰老的研

究，进一步明确奥拉帕尼通过诱导乳腺癌细胞衰

老抗乳腺癌的作用机制，为乳腺癌的治疗提供新

的思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞株

乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞购自中科院上海细胞库，用
ＤＭＥＭ 培养基培养（含 １０％胎牛血清，１ × 青霉素 ／
链霉素双抗溶液），在 ５％ ＣＯ２，３７ ℃条件下培养至

对数生长期后用于实验。
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂与仪器

奥拉帕尼（ｏｌａｐａｒｉｂ）购自 ＭＣＥ 公司；Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ
β⁃Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ 购自 ＣＳＴ 公司；ＤＭＥＭ
购自武汉塞维尔生物科技有限公司；胎牛血清购自

浙江天杭生物科技股份有限公司；胰蛋白酶⁃ＥＤＴＡ
消化液（不含酚红）、青链霉素混合液（１００ × ）和

Ｔｒｉｓ 购自北京索莱宝科技有限公司； ＳＰＡＲＫｅａｓｙ
Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｔｉｓｓｕｅ ／ Ｃｅｌｌ ＲＮＡ Ｋｉｔ、 ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ Ⅱ ＲＴ
Ｐｌｕｓ Ｋｉｔ （ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ） 和 ２ × ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ
ｑＰＣＲ Ｍｉｘ （Ｗｉｔｈ ＲＯＸ）购自山东思科捷生物技术有

限公司。 引物由生工生物工程（上海）股份有限公

司合成；兔抗 Ｋｉ６７ 单抗购自 Ａｂｃａｍ 公司；兔抗 ｐ２１、
γＨ２ＡＸ、ＩＧＦＢＰ３、ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ、ＧＡＰＤＨ 单抗和山

羊抗兔多抗（二抗）购自 ＣＳＴ 公司。
３１１１ 型水套式二氧化碳细胞培养箱（ Ｔｈｅｒｍｏ

Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ ｉ３ 型多功能酶标

仪（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｄｅｖｉｃｅｓ，美国），ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国），ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ １ 实时荧光

定量 ＰＣＲ 系统 （ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国），

９７３
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ＢＤＳ２００ 型倒置生物显微镜（重庆奥特光学仪器有

限责任公司，中国），ＪＷ⁃１０３２ 型低速离心机（安徽嘉

文仪器装备有限公司，中国），ＳＷ⁃ＣＪ⁃２ＦＸＳ 型超净

工作台（苏州净化设备有限公司，中国）。
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 ＲＴＣＡ 技术测定抗增殖活性

向 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板中加入 ５０ μＬ 培养基，然后放

入 ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ 中进行基线检

测。 取对数生长期 ＭＣＦ⁃７ 细胞用胰酶消化后计数，
按照每孔 ２ × １０４ ｃｅｌｌｓ 加入到 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板中，室
温放置 ３０ ｍｉｎ，然后放入 ｘＣＥＬＬｉｇｅｎｃｅ ＲＴＣＡ ＤＰ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ 中，在 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜。
取出 Ｅ⁃Ｐｌａｔｅ 检测板加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，放
回仪器中，设定程序每 ５ ｍｉｎ 采集 １ 次数据，观察不

同时间药物对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的影响，实验结束后

获得完整的细胞增殖曲线。
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＲＴＣＡ 技术测定抗迁移活性

向 ＣＩＭ⁃Ｐｌａｔｅ １６ 检测板中加入 ３０ μＬ 无血清培

养基，置于 ３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中平衡 １ ｈ。 取对

数生长期的 ＭＣＦ⁃７ 细胞用胰酶消化后计数，按照每

孔 １ × １０４ ｃｅｌｌｓ 加入到预处理好的 ＣＩＭ⁃Ｐｌａｔｅ １６ 板

中室温放置 ３０ ｍｉｎ 后，加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕

尼，然后放入 ＲＴＣＡ 仪器中，设定采集程序，每 ５ ｍｉｎ

检测 １ 次，实时动态检测细胞迁移情况。
１􀆰 ２􀆰 ３　 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色法测定诱导细胞衰老活性

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后按照每孔 ５ × １０３ ｃｅｌｌｓ 加入到 ９６ 孔板中置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜，然后加入 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，放回培养箱中连续培养 ９６ ｈ，
在 ４８ ｈ 换 液 １ 次， 然 后 根 据 Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ β⁃
Ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ Ｓｔａｉｎｉｎｇ Ｋｉｔ 说明书进行染色。
１􀆰 ２􀆰 ４　 ｑＰＣＲ 测定基因表达

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后，按照每孔 ２ × １０５ｃｅｌｌｓ 加到 ６ 孔板中置于

３７ ℃， ５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜， 然后加入

２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ９６ ｈ，设阴性对照孔。
收集 细 胞 按 照 ＳＰＡＲＫｅａｓｙ Ｉｍｐｒｏｖｅｄ Ｔｉｓｓｕｅ ／ Ｃｅｌｌ
ＲＮＡ Ｋｉｔ 说明书进行 ＲＮＡ 提取，按照 ＳＰＡＲＫｓｃｒｉｐｔ
Ⅱ ＲＴ Ｐｌｕｓ Ｋｉｔ （ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅｒ） 说明书制备

ｃＤＮＡ，然后用实时荧光定量 ＰＣＲ 系统行 ｑＰＣＲ 检

测，引物序列见 表 １。 扩增程序为： Ｈｏｌｄ Ｓｔａｇｅ：
Ｓｔｅｐ１： ＋ １􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９４ ℃ （２ ｍｉｎ）；ＰＣＲ Ｓｔａｇｅ（４０
ｃｙｃｌｅｓ）：Ｓｔｅｐ１： ＋ １􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９４ ℃ （１０ ｓ）；Ｓｔｅｐ２：－
１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→６０ ℃（３０ ｓ）；Ｍｅｌｔ Ｃｕｒｖｅ Ｓｔａｇｅ： Ｓｔｅｐ１： ＋
１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→９５ ℃（１５ ｓ）；Ｓｔｅｐ２：－１􀆰 ６ ℃ ／ ｓ→６０ ℃（１
ｍｉｎ）；Ｓｔｅｐ３： ＋ ０􀆰 １５ ℃ ／ ｓ→９５ ℃（１ ｓ）。

表 １　 引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ
基因名称
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

上游引物（５’－３’）
Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

下游引物（５’－３’）
Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ（５’－３’）

ｐ１６ ＣＴＡＣＴＧＡＧＧＡＧＣＣＡＧＣＧＴＣＴＡＧＧ ＡＧＡＧＴＧＧＣＧＧＧＧＴＣＧＧＣＧＣＡＧＴＴ
ｐ２１ ＣＴＧＧＡＧＡＣＴＣＴＣＡＧＧＧＴＣＧＡＡ ＣＣＡＧＧＡＣＴＧＣＡＧＧＣＴＴＣＣＴ

ＣＨＯＰ ＣＡＧＡＡＣＣＡＧＣＡＧＡＧＧＴＣＡＣＡ ＧＣＴＧＴＧＣＣＡＣＴＴＴＣＣＴＴＴＣ
ＩＬ⁃６ ＣＣＣＣＴＧＡＣＣＣＡＡＣＣＡＣＡＡＡＴ ＧＣＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＧＴＴＴＣＴＧ
ＩＬ⁃８ ＧＧＴＧＣＡＧＴＴＴＴＧＣＣＡＡＧＧＡＧ ＴＴＣＣＴＴＧＧＧＧＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡ
ＰＡＩ⁃１ ＡＣＣＧＣＡＡＣＧＴＧＧＴＴＴＴＣＴＣＡ ＴＴＧＡＡＴＣＣＣＡＴＡＧＣＴＧＣＴＴＧＡＡＴ
ＰＴＥＮ ＴＴＴＧＡＡＧＡＣＣＡＴＡＡＣＣＣＡＣＣＡＣ ＡＴＴＡＣＡＣＣＡＧＴＴＣＧＴＣＣＣＴＴＴＣ
ｐ２７ ＣＣＧＧＴＧＧＡＣＣＡＣＧＡＡＧＡＧＴ ＧＣＴＣＧＣＣＴＣＴＴＣＣＡＴＧＴＣＴＣ
ＲＢ１ ＣＴＣＴＣＧＴＣＡＧＧＣＴＴＧＡＧＴＴＴＧ ＧＡＣＡＴＣＴＣＡＴＣＴＡＧＧＴＣＡＡＣＴＧＣ
Ｋｉ６７ ＡＣＧＣＣＴＧＧＴＴＡＣＴＡＴＣＡＡＡＡＧＧ ＣＡＧＡＣＣＣＡＴＴＴＡＣＴＴＧＴＧＴＴＧＧＡ
Ｅ２Ｆ１ ＣＡＴＣＣＣＡＧＧＡＧＧＴＣＡＣＴＴＣＴＧ ＧＡＣＡＡＣＡＧＣＧＧＴＴＣＴＴＧＣＴＣ
ＧＡＰＤＨ ＡＧＣＣＡＣＡＴＣＧＣＴＣＡＧＡＣＡＣ ＧＣＣＣＡＡＴＡＣＧＡＣＣＡＡＡＴＣＣ

１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 测定蛋白表达

ＭＣＦ⁃７ 细胞用 ＤＭＥＭ 培养基培养至对数生长

期后，按照每孔 ２ × １０５ ｃｅｌｌｓ 加入到 ６ 孔板中置于

３７ ℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养过夜，然后加入 ２０
μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ９６ ｈ，设阴性对照孔。 收集

细胞提取蛋白后进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，然后转印于

ＰＶＤＦ 膜，室温下封闭 ２ ｈ 后分别加入一抗 ｐ２１（１ ∶
１０００）、 γＨ２ＡＸ （ １ ∶ １０００ ）、 ＩＧＦＢＰ３ （ １ ∶ １０００ ）、

ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１ （１ ∶ １０００）、 ｐＲＢ （１ ∶ １０００）、Ｋｉ６７ （ １ ∶
５０００）和 ＧＡＰＤＨ（１ ∶ １０００）进行孵育过夜，然后用

二抗（１ ∶ ２０００）孵育，用 ＥＣＬ 显色液检测目的蛋白

表达。
１􀆰 ３　 统计学分析

细胞增殖、迁移数据用 ＲＴＣＡ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐｒｏ ２􀆰 ８􀆰 ０
软件分析，ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 阳性率用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２􀆰 １４􀆰 ０ 软件

分析， ｑＰＣＲ 数据由 ＱｕａｎｔＳｔｕｄｉｏ Ｄｅｓｉｇｎ ＆ Ａｎａｌｙｓｉｓ

０８３
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ｓｏｆｔｗａｒｅ １􀆰 ５􀆰 １ 分析，Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 结果用 Ｉｍａｇｅ Ｊ
２􀆰 １４􀆰 ０ 软件分析。 计量资料以平均值±标准差（􀭰ｘ ±
ｓ）表示。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示差异具有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞增殖的影响

ＲＴＣＡ 技术检测奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖的

实时动态影响如图 １ 所示。 奥拉帕尼在加入 Ｅ⁃
Ｐｌａｔｅ 检测板前，细胞增殖无明显变化；细胞增殖 １８ ｈ
后，给药组加入 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼，对照组加入

等体积的培养基后放入仪器中连续观察至 １２０ ｈ。
加入药物后开始一段时间药物对细胞的增殖无明

显影响，加入药物 ４８ ｈ 后，药物对细胞增殖的抑制

作用逐渐增加，到实验结束时，与对照组相比，奥拉

帕尼组细胞的增殖能力明显降低。

图 １　 ＭＣＦ⁃７ 细胞在奥拉帕尼作用后不同时间的增殖曲线

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｏｌａｐａｒｉｂ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

注：Ａ：ＭＣＦ⁃７ 细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色；Ｂ：ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 阳性率分析；与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ３　 奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用

Ｎｏｔｅ． Ａ． ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｎ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ． Ｂ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒａｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｏｆ ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ

２􀆰 ２　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞迁移的影响

利用 ＲＴＣＡ 技术研究了奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７ 细

胞迁移的实时动态影响，结果如图 ２ 所示。 奥拉帕

尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞后，细胞迁移率低于对照组迁移

率，在 １５ ｈ 之后迁移率明显降低，而对照组迁移率

随着时间的延长逐渐增加。 该结果表明，奥拉帕尼

能够抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞的迁移，且随着时间的延长对

细胞迁移的抑制作用逐渐增强。

图 ２　 奥拉帕尼作用不同时间对 ＭＣＦ⁃７ 细胞迁移的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｌａｐａｒｉｂ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＭＣＦ⁃７ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ

２􀆰 ３　 奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７细胞衰老

ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色结果显示，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥拉帕尼

作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ９６ ｈ 后，与阴性对照组相比，奥拉

帕尼组细胞形态体积变大、细胞核增大且形状不规

则，细胞数目低于对照组，见图 ３Ａ。 对照组 ＳＡ⁃β⁃
ｇａｌ 染色阳性率为 １０􀆰 ７％，２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 奥拉帕尼处理
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组 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性率为 ６５􀆰 ３％，见图 ３Ｂ。 该结果

说明 ２０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞 ９６ ｈ
能够显著诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。
２􀆰 ４　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞基因表达的影响

ｑＰＣＲ 检测结果如图 ４ 显示， ｐ１６、 ｐ２１、 ｐ２７、
ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的基因表达

水平明显上调，显著高于对照组相对应基因的表达

水平（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）；Ｋｉ６７ 和 Ｅ２Ｆ１ 基因表达水平明显

下调，显著低于对照组相对应基因的表达水平（Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 该结果表明奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞后促

进了衰老相关基因 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ＣＨＯＰ、ＩＬ⁃６、ＩＬ⁃８、
ＰＡＩ⁃１、ＰＴＥＮ 和 ＲＢ１ 的高表达，降低了细胞增殖活

性指标核蛋白 Ｋｉ６７ 基因和细胞周期相关基因 Ｅ２Ｆ１
的表达，从而促进 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老。

注：与对照组相比，∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。 （下图同）

图 ４　 ｑＰＣＲ 分析不同基因表达

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． （Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ｆｉｇｕｒｅｓ）

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 ｑＰＣＲ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ５　 奥拉帕尼对 ＭＣＦ⁃７细胞蛋白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测结果如图 ５ 所示，奥拉帕尼组

的 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白表达明显升高，相对

表达量显著高于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；Ｐ ＜
０􀆰 ０５）；ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白表达明显降低，

相对表达量显著低于对照组（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５；Ｐ ＜ ０􀆰 ０１；
Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。 该结果表明奥拉帕尼作用 ＭＣＦ⁃７ 细胞

后上调了 ｐ２１、γＨ２ＡＸ 和 ＩＧＦＢＰ３ 蛋白的表达，同时

下调 ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ 和 Ｋｉ６７ 蛋白的表达而促进 ＭＣＦ⁃
７ 细胞的衰老，达到抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞生长的作用。

注：Ａ：不同蛋白表达情况；Ｂ：蛋白相对表达量分析；与对照组相比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５。

图 ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测不同蛋白表达情况

Ｎｏｔｅ． Ａ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｂ． Ｐｒｏｔｅｉｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ， ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５．

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

３　 讨论

ＰＡＲＰ 抑制剂奥拉帕尼是首个利用合成致死理

念设计获批并在临床上成功用于治疗乳腺癌、卵巢

癌的化合物［７］。 诱导肿瘤细胞衰老是抗肿瘤研究

领域的热点之一，本文研究了奥拉帕尼诱导乳腺癌

细胞衰老的作用及其可能的作用机制，为临床乳腺

癌的治疗提供一种新策略，即通过诱导肿瘤细胞衰
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老后再清除衰老肿瘤细胞进行乳腺癌的治疗。
本文利用 ＲＴＣＡ 技术研究了奥拉帕尼作用乳腺

癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞后对细胞增殖和迁移的实时动态情

况，结果表明奥拉帕尼具有抑制 ＭＣＦ⁃７ 细胞增殖和

迁移作用，并随时间的推移而逐渐增强。 根据此结

果，选取 ９６ ｈ 作为测定奥拉帕尼诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰

老作用的最佳时间。
细胞衰老具有代谢紊乱、大分子损伤、细胞周

期停滞和衰老相关分泌表型（ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＡＳＰ）等主要特征［８］。 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ
是目前应用最为广泛的细胞衰老标志物之一。 ＳＡ⁃
β⁃ｇａｌ 主要贮存于细胞溶酶体，正常细胞内 ｐＨ ＝ ４
时具有最大活性，而在衰老细胞中，ｐＨ ＝ ６ 时活性

最强，且在细胞中大量积累，溶酶体膨胀，故常常将

细胞 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色阳性作为细胞衰老阳性标志［９］。
本文 ＳＡ⁃β⁃ｇａｌ 染色结果表明奥拉帕尼处理细胞

９６ ｈ 后能够显著诱导乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老。
奥拉帕尼能够抑制肿瘤细胞内的 ＰＡＲＰ，使与

ＰＡＲＰ 相关的 ＤＮＡ 修复途径无法发挥修复作用，最
终导致肿瘤细胞因难以修复自身受损的 ＤＮＡ 而死

亡。 细胞 ＤＮＡ 双链断裂后，组蛋白 Ｈ２ＡＸ 的第 １３９
位丝氨酸会发生磷酸化修饰形成 γＨ２ＡＸ，是 ＤＮＡ
双链断裂损伤的标志物［１０］，先前研究显示奥拉帕尼

作用后乳腺癌 ＭＤＡ⁃ＭＢ⁃２３１ 细胞中 γＨ２ＡＸ 的表达

量显著升高［１１］。 ＣＨＯＰ 介导内质网应激和氧化应

激［１２］，衰老细胞中 ＣＨＯＰ 的表达水平显著升高［１３］。
本文研究中，奥拉帕尼作用乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞后

γＨ２ＡＸ 蛋白表达水平显著增加，ＣＨＯＰ 基因表达水

平显著上调，提示奥拉帕尼促进了 ＤＮＡ 的双链断

裂，通过 ＣＨＯＰ 介导的内质网应激和氧化应激途径

诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞的衰老。
在细胞周期进程中，细胞周期蛋白（ ｃｙｃｌｉｎｓ）家

族各成员分别激活对应的细胞周期蛋白依赖性激

酶（ｃｙｃｌｉｎ⁃ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｋｉｎａｓｅｓ，ＣＤＫｓ）家族成员，进而

使 ＲＢ 蛋白磷酸化为 ｐＲＢ 而解除其对转录因子

Ｅ２Ｆｓ 的抑制，使 Ｅ２Ｆｓ 发挥作用而维持细胞周期的

进程［１４］。 ｐ１６ 和 ｐ２１ 是细胞周期的负调节因子，分
别通过不同的调控路径调节细胞周期进程，具体表

现为对 ＣＤＫｓ 不同成员的抑制， 其中 ｐ１６ 抑制

ＣＤＫ４ ／ ６，ｐ２１ 和 ｐ２７ 则抑制 ＣＤＫ２，进而抑制下游通

路而抑制细胞周期［１５－１６］，ＰＴＥＮ 对细胞周期的抑制

作用与 ｐ２７ 密切相关。 本文研究结果表明，奥拉帕

尼处理后乳腺癌 ＭＣＦ⁃７ 细胞中 ｐ１６、ｐ２１、ｐ２７、ＲＢ１

和 ＰＴＥＮ 基因表达显著上调，Ｅ２Ｆ１ 和 Ｋｉ６７ 基因表

达显著下调；ｐ２１ 蛋白表达显著升高，ｃｙｃｌｉｎ Ｄ１、ｐＲＢ
和 Ｋｉ６７ 蛋白表达显著降低，提示奥拉帕尼可通过阻

滞细胞周期进程诱导 ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老。
ＳＡＳＰ 包含生长因子、基质金属蛋白酶、炎症细

胞因子和趋化因子等，在衰老细胞中表达升高，
ＩＧＦＢＰ３、ＰＡＩ⁃１、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 等是 ＳＡＳＰ 的典型成

分［８］，本文研究结果表明奥拉帕尼诱导的衰老细胞

中 ＰＡＩ⁃１、 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃８ 基因表达水平显著上调，
ＩＧＦＢＰ３ 蛋白表达水平显著升高。

本文研究结果表明，奥拉帕尼具有诱导乳腺癌

ＭＣＦ⁃７ 细胞衰老作用，同时阐明了一部分相关的作

用机制，为 ＰＡＲＰ 抑制剂通过诱导乳腺癌细胞衰老

作用治疗乳腺癌的研究提供了新的思路。
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［ ９ ］ 　 ＶＡＬＩＥＶＡ Ｙ， ＩＶＡＮＯＶＡ Ｅ， ＦＡＹＺＵＬＬＩＮ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ⁃
ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ β⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄａｓｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐａｔｈｏｌｏｇｙ ［ Ｊ ］ ．
Ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｓ， ２０２２， １２（１０）： ２３０９．

［１０］ 　 ＫＩＮＮＥＲ Ａ， ＷＵ Ｗ， ＳＴＡＵＤＴ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｇａｍｍａ⁃Ｈ２ＡＸ ｉｎ
ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｏｆ ＤＮＡ ｄｏｕｂｌｅ⁃ｓｔｒａｎｄ ｂｒｅａｋｓ ｉｎ ｔｈｅ

３８３



中国实验动物学报 ２０２４ 年 ３ 月第 ３２ 卷第 ３ 期　 Ａｃｔａ Ｌａｂ Ａｎｉｍ Ｓｃｉ Ｓｉｎ，Ｍａｒｃｈ ２０２４，Ｖｏｌ． ３２， Ｎｏ． ３

ｃｏｎｔｅｘｔ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ， ２００８， ３６（１７）：
５６７８－５６９４．

［１１］ 　 ＣＨＵＡＮＧ Ｈ Ｃ， ＫＡＰＵＲＩＹＡ Ｎ， ＫＵＬＰ Ｓ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ａｎｔｉ⁃ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｐｏｌｙ （ ＡＤＰ⁃ｒｉｂｏｓｅ ） ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
（ＰＡＲＰ） ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ ｉｎ ｔｒｉｐｌｅ⁃ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｒｅａｓｔ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ［ Ｊ］ ．
Ｂｒｅａｓｔ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ Ｔｒｅａｔ， ２０１２， １３４（２）： ６４９－６５９．

［１２］ 　 ＭＡＲＣＩＮＩＡＫ Ｓ Ｊ， ＹＵＮ Ｃ Ｙ， ＯＹＡＤＯＭＡＲＩ Ｓ， ｅｔ ａｌ． ＣＨＯＰ
ｉｎｄｕｃｅｓ ｄｅａｔｈ ｂｙ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｈｅ
ｓｔｒｅｓｓｅｄ ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃ ｒｅｔｉｃｕｌｕｍ ［ Ｊ ］ ． Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖ， ２００４， １８
（２４）： ３０６６－３０７７．

［１３］ 　 ＩＫＥＹＡＭＡ Ｓ， ＷＡＮＧ Ｘ Ｔ， ＬＩ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏ⁃
ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｇｅｎｅ ｇａｄｄ１５３ ／ ｃｈｏｐ ｉｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ ｗｉｔｈ ａｇｉｎｇ ａｎｄ

ｓｅｎｓｉｔｉｚｅｓ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｊｕｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｂｉｏｌ Ｃｈｅｍ， ２００３， ２７８
（１９）： １６７２６－１６７３１．

［１４］ 　 ＫＵＭＡＲＩ Ｒ， ＪＡＴ Ｐ． Ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｏｆ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ： ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ａｒｒｅｓｔ ａｎｄ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ［ Ｊ］ ．
Ｆｒｏｎｔ Ｃｅｌｌ Ｄｅｖ Ｂｉｏｌ， ２０２１， ９： ６４５５９３．

［１５］ 　 ＺＨＡＯ Ｒ， ＣＨＯＩ Ｂ Ｙ， ＬＥＥ Ｍ Ｈ， ｅｔ ａｌ． Ｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇｅｎｅｔｉｃ
ａｎｄ ｅｐｉｇｅｎｅｔｉｃ ａｌｔｅｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ＣＤＫＮ２Ａ （ ｐ１６ＩＮＫ４ａ ） ｉｎ ｃａｎｃｅｒ
［Ｊ］ ． ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１６， ８： ３０－３９．

［１６］ 　 ＥＮＧＥＬＡＮＤ Ｋ． Ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ： ｐ５３⁃ｐ２１⁃ＲＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
［Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｄｅａｔｈ Ｄｉｆｆｅｒ， ２０２２， ２９（５）： ９４６－９６０．

［收稿日期］ 　 ２０２３－１０－１９

《中国比较医学杂志》再次入编《中文核心期刊要目总览》

　 　 依据文献计量学的原理和方法，经研究人员对相关文献的检

索、统计和分析，以及学科专家评审，《中国比较医学杂志》再次入

编《中文核心期刊要目总览》２０２３ 年版（即第 １０ 版）综合性医药卫

生类的核心期刊！
《中文核心期刊要目总览》采用定量评价和定性评的学术水平

和学术影响进行综合评价，受到学术界的广泛认同。
目前，本刊为中国学术期刊综合评价数据库来源期刊、中国学

术期刊综合评价数据库（ＣＡＪＣＥＤ）统计源期刊、《中国学术期刊文

摘》来源期刊；被中国生物学文献数据库、《中国核心期刊（遴选）数
据库》、《中国科技论文统计源期刊》（中国科技核心期刊）、《中文核

心期刊要目总览》等数据库收录。
感谢编委、专家们的帮助与支持，感谢广大作者和读者朋友们

的厚爱与信任。 本刊编辑部将始终坚守办刊宗旨，不忘初心，严谨

办刊，开拓进取，不断创新，向世界一流期刊看齐。
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