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摘要 目的 探索一种新的二代哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

( mTOＲ) 抑制剂 9-( 6-氨基-3-吡啶基) -1-［3-( 三氟甲基) 苯

基］苯并［H］-1，6-萘啶-2 ( 1H) -酮( Torin2 ) 对人甲状腺乳头

状癌( PTC) 细胞生物学行为的影响，以期为临床靶向治疗

PTC 提供新的理论依据。方法 对人 PCT 的 TPC-1 细胞株

和正常甲状腺 Nthy-ori-3 细胞株运用不同浓度 Torin2，分别

采用四甲基偶氮唑盐( MTT) 法检测细胞增殖能力，流式细胞

仪分析细胞周期、凋亡情况，划痕愈合实验分析细胞迁移能

力。结果 ① 与用药前相比，Nthy-ori-3 细胞株均无明显变

化;②各浓度( 100、200、400 nmol /L) Torin2 作用于 TPC-1 细

胞 24、48、72 h 后，细胞增殖抑制率上升，差异有统计学意义

( P ＜ 0. 001) ，且随作用时间延长( 24、48、72 h) 和浓度增加，

对细胞增殖抑制作用增强; ③各浓度( 100、200、400 nmol /L)

Torin2 作用于 TPC-1 细胞 24、48 h 后，G1 期细胞比例逐渐增

加，S 期细胞比例逐渐下降，且具有时间和浓度依赖性，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 001) ;④各浓度( 100、200、400 nmol /L)

Torin2 作用于 TPC-1 细胞 24、48 h 后，细胞的凋亡率亦上升，

呈现浓度依赖效应，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) ;⑤ 各浓

度( 100、200、400 nmol /L) Torin2 均可抑制 TPC-1 细胞的迁

移，且随浓度的增加抑制能力越强，差异有统计学意义( P ＜
0. 001) 。结论 Torin2 可抑制 TPC-1 细胞的增殖及迁移、阻
滞细胞周期、诱导细胞凋亡，并随着 Torin2 浓度的增加和作

用时间延长而增强。
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甲状腺癌( thyroid cancer，TC) 发病率逐年上升，

且以女性多见。2018 年数据显示，全球 TC 发病率

为 6. 7 /100 000，而 我 国 每 年 新 增 病 例 达 19 万

( 194 232例) ［1］。人甲状腺乳头状癌( papillary thy-
roid carcinoma，PTC) 是最常见的类型，约占 TC 的

90%以上［2］。手术是其主要治疗方法，但仍有 30%
病人术后出现复发和转移［3］。近年来，随着生物技

术的发展和相关研究的不断深入，分子靶向治疗已

逐渐成为一个研究热点［4］。雷帕霉素靶蛋白( mam-
malian target of rapamycin，mTOＲ) 是一种蛋白激酶，

位于 PI3K-Akt-mTOＲ 细胞信号通路的下游，与细胞

的转录、翻 译、增 殖、代 谢 和 转 移 等 行 为 密 切 相

关［5］。研究［6］表明 TC 中存在 mTOＲ 信号通路的过

度活化，而 9-( 6-氨基-3-吡啶基) -1-［3-( 三氟甲基)

苯基］苯并［H］-1，6-萘啶-2( 1H) -酮( Torin2) 作为一

种新的二代 mTOＲ 抑制剂［7］，对多种肿瘤细胞的生

长和转移均有抑制作用。该研究以人 PCT 的 TPC-1
细胞为研究对象，进一步探究 Torin2 对 PTC 细胞的

增殖、周期、凋亡、迁移的影响以期为今后靶向药物

治疗 PTC 提供理论依据。

1 材料与方法

1． 1 材料与试剂 TPC-1 细胞株、Nthy-ori-3 细胞

株购自上海复旦细胞库; Torin2、ＲPMI 1640 培养基、
胎牛血清( fetal bovine serum，FBS) 、四甲基偶氮唑

盐( methyl thiazolyl tetrazolium，MTT) 粉末购自美国

Sigma 公司; 细胞凋亡试剂盒 Annexin V FITC 购自

大连美仑生物技术有限公司。
1． 2 实验方法

1． 2． 1 细胞培养 Nthy-ori-3 细胞、TPC-1 细胞均

用含有 10% FBS、90% 的 ＲPMI 1640 培养基，于 37
℃、5% CO2、饱和湿度、无菌孵育箱培养。
1． 2． 2 MTT 比色分析法检测细胞增殖抑制率 实

验分组: 100、200、400 nmol /L Torin2 组、空白对照

组。取对数期的 2 种细胞胰蛋白酶消化、收集、计

数，按每孔 100 μl 培养基含 2 × 104 个细胞均匀铺

96 孔板，贴壁后弃上清液加入各浓度 Torin2，每组设

6 个复孔; 分别于 24、48、72 h 在各孔加入 20 μl MTT
溶液( 5 g /L) ，37 ℃下孵育 4 h; 弃培养基，向各孔加

入 150 μl 二 甲 基 亚 砜，在 振 荡 器 上 低 速 振 荡 10
min; 用酶标仪检测 490 nm 处各孔吸光度 ( optical
density，OD) 值并计算细胞的增殖抑制率 = ( 对照组

OD 值 － 实验组 OD 值) /对照组 OD 值 × 100%。试
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验重复 3 次。
1． 2． 3 流式细胞仪检测细胞周期 实验分组同上，

取对数期的 2 种细胞消化、收集，按每孔 2 ml 培养

基以 1 × 106 个细胞均匀铺 6 孔板，贴壁后分别加入

各浓度 Torin2，培养 24、48 h; 消化、收集细胞，加入

预冷 70%乙醇在 － 20 ℃固定过夜; 离心、收集细胞，

PBS 洗涤，加终浓度为 1 g /L 的 ＲNaseA，置于 37 ℃
水浴 30 min; 加终浓度为 0. 05 mg /L 的 PI 染料溶

液，室温下黑暗反应 30 min; 流式细胞仪分析 488
nm 处激发波长荧光强度。试验重复 3 次。
1． 2． 4 流式细胞仪检测细胞凋亡 细胞接种、实验

分组、培养时间均同周期，收集细胞，依次加入 5 μl
AnnexinV-FITC、5 μl PI，轻 轻 混 匀，室 温 ( 20 ～ 25
℃ ) 下避光孵育 10 ～ 15 min; 随即上机检测。
1． 2． 5 划痕愈合试验检测细胞迁移能力 取对数

期的 TPC-1 细胞，细胞接种、实验分组均同周期，细

胞贴壁后弃上清液，用 200 μl 的移液枪头在在预定

的直线位置划“一”字划痕; 用无血清培养基洗涤各

孔; 加入各浓度 Torin2，培养 24 h; 分别在 0、24 h 拍

摄并测量划痕区域面积，计算细胞划痕愈合率( % )

= ( 1 － 24 h 的划痕区域面积 /0 h 的划痕区域面积)

× 100%。试验重复 3 次。
1． 3 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 统计软件进行

数据分析，符合正态分布的计量资料的描述采用 珋x
± s 表示，多组间资料比较采用单因素方差分析，并

应用最小显著差数法进行两两比较，应用 FlowJo 软

件进行流式细胞图形分析，Image J 软件分析图像，

Graphypad Prism 7. 0 软件绘制图表，以 P ＜ 0. 05 为

差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 不同浓度 Torin2 对人正常甲状腺 Nthy-ori-3
细胞系 增 殖 的 影 响 用 不 同 浓 度 ( 100、200、400
nmol /L) 的 Torin2 处理 Nthy-ori-3 细胞 24、48、72 h
后，与用药前空白对照组( 0 nmol /L Torin2) 相比，增

殖抑制率无变化，差异无统计学意义。
2． 2 不同浓度 Torin2 对人 PTC 的 TPC-1 细胞增

殖的影响 与空白对照组相比，随着 Torin2 浓度的

增加，作用时间的延长，对 TPC-1 细胞增殖的抑制率

增高，抑制细胞增殖的能力增强; 当处理时间一定

时，TPC-1 细胞的增殖抑制率随着 Torin2 浓度的增

加而逐渐增高，各加药组组间比较差异有统计学意

义( F = 180. 019，P ＜ 0. 001; F = 163. 924，P ＜ 0. 001;

F = 65. 882，P ＜ 0. 001) ; 在同一浓度组，细胞增殖抑

制率随时间延长逐渐增加，各加药组组间比较差异

有 统 计 学 意 义 ( F = 135. 918，P ＜ 0. 001; F =
277. 068，P ＜0. 001; F =1 013. 334，P ＜0. 001) ，实验显

示 Torin2 可抑制 TPC-1 细胞的增殖。见表 1、图 1。

表 1 不同浓度 Torin2 对

TPC-1 细胞增殖抑制率影响( % ，n = 3，珋x ± s)

Torin2 浓度

( nmol /L)
24 h 48 h 72 h

0 0 0 0
100 29． 75 ± 1． 14＊＊＊ 40． 84 ± 2． 85＊＊＊ 50． 78 ± 1． 28＊＊＊

200 50． 38 ± 2． 24＊＊＊ 61． 63 ± 2． 02＊＊＊ 70． 27 ± 1． 35＊＊＊

400 60． 64 ± 5． 14＊＊＊ 71． 54 ± 1． 94＊＊＊ 81． 99 ± 0． 97＊＊＊

与空白对照组比较: ＊＊＊P ＜0. 001

图 1 不同浓度 Torin2 对 TPC －1 细胞株作用

不同时间的抑制率的影响

A: 100 nmol /L Torin2 组; B: 200 nmol /L Torin2 组; C: 400 nmol /L

Torin2 组; 与 100 nmol /L Torin2 组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001; 与 200 nmol /

L Torin2 组比较: ###P ＜ 0. 001; 与 24 h 比较: ＆＆＆ P ＜ 0. 001 ; 与 48 h

比较: △△△P ＜ 0. 001

2． 3 不同浓度的 Torin2 对人正常甲状腺 Nthy-ori-
3 细胞系周期的影响 经不同浓度 Torin2 对 Nthy-
ori-3 细胞作用不同时间后，与对照组( 0 nmol /L) 相

比，细胞各个时期 DNA 含量几乎无差异。此结果提

示 Torin2 对细胞的周期无显著影响。
2． 4 不同浓度 Torin2 对人 PTC 的 TPC-1 细胞周

期的影响 经不同浓度 Torin2 处理 TPC-1 细胞作用
24、48 h 后，与对照组相比，G1 期细胞比例逐渐增加
( F = 150. 141，P ＜ 0. 001; F = 128. 909，P ＜ 0. 001) ，S
期细胞比例逐渐减少( F = 140. 625，P ＜ 0. 001; F =
92. 961，P ＜ 0. 001 ) ，差异有统计学意义，而 G2 期，

Torin2 并未对其有影响( F = 1. 032，P = 0. 429; F =
2. 071，P = 0. 183) ; 同一浓度作用下，随着作用时间

的延长，G1 期 DNA 含量逐渐增加( F = 60. 522，P =
0. 001) ，S 期 的 含 量 逐 渐 下 降 ( F = 105. 991，P =
0. 001) ，差 异 有 统 计 学 意 义 ; 3 种 浓 度 相 比，400
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表 2 不同浓度 Torin2 作用不同时间对人 PTC 的 TPC-1 细胞周期影响( % ，n = 3，珋x ± s)

时间( h)

浓度( nmol /L)

24 h
G1 期 S 期 G2 期

48 h
G1 期 S 期 G2 期

0 31． 18 ± 2． 01 57． 25 ± 2． 22 11． 57 ± 1． 81 42． 59 ± 2． 44 60． 42 ± 0． 85 9． 51 ± 0． 95
100 40． 23 ± 1． 48＊＊＊ 47． 69 ± 0． 93＊＊＊ 12． 08 ± 1． 70 56． 73 ± 2． 86＊＊＊ 34． 42 ± 4． 50＊＊＊ 11． 25 ± 2． 65
200 53． 71 ± 1． 65＊＊＊ 36． 61 ± 3． 24＊＊＊ 9． 68 ± 1． 91 71． 00 ± 1． 97＊＊＊ 18． 50 ± 1． 69＊＊＊ 8． 68 ± 0． 65
400 63． 15 ± 2． 67＊＊＊ 24． 83 ± 0． 68＊＊＊ 12． 02 ± 2． 25 80． 07 ± 2． 66＊＊＊ 8． 61 ± 1． 13＊＊＊ 8． 63 ± 0． 61

与空白对照组比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

图 2 不同浓度 Torin2 对 PTC 的 TPC-1 细胞作用不同时间细胞周期的分布图

A: 空白对照组( 0 nmol /L Torin2) ; B: 100 nmol /L Torin2 组; C: 200 nmol /L Torin2 组; D: 400 nmol /L Torin2 组; 1: 24 h; 2: 48 h

nmol /L 的 Torin2 G1 期细胞比例最高，S 期细胞比例

较低，差异有统计学意义( P ＜ 0. 001) 。以上结果提

示用 Torin2 处理后，TPC-1 细胞的细胞分裂周期在
G1 期被阻断，此时 TPC-1 细胞的存活、生长受到抑

制，这种抑制作用随 Torin2 浓度的增加而增强，400
nmol /L 的 Torin2 对 TPC-1 细胞周期的阻滞作用最

强，呈时间和浓度依赖性。见表 2、图 2、图 3。
2． 5 不同浓度的 Torin2 对人正常甲状腺 Nthy-ori-
3 细胞系凋亡的影响 经不同浓度的 Torin2 处理

Nthy-ori-3 细胞 24、48 h 后，与对照组( 0 nmol /L) 相

比，凋亡率无明显不同( F = 0. 098，P = 0. 959; F =
1. 345，P = 0. 325) 。
2． 6 不同浓度 Torin2 对人 PTC 的 TPC-1 细胞凋

亡影响 与对照组 ( 0 nmol /L) 相比，不同浓度的
Torin2 作用于人乳头状甲状腺癌 TPC-1 细胞 24、48
h，细胞凋亡率均上升，且随浓度的增加凋亡率逐渐

上升 ( F = 385. 736，P ＜ 0. 001; F = 429. 731，P ＜
0. 001) ，差异有统计学意义，但随着时间的延长，凋

亡率并无增加( P ＞ 0. 05) 。见表 3、图 4、图 5。
2 ． 7 不同浓度的Torin2对人PTC的TPC-1细胞

表 3 人 PTC 的 TPC-1 细胞在不同浓度 Torin2 作用下的凋亡率

( % ，n = 3，珋x ± s)

Torin2 浓度( nmol /L) 24 h 48 h

0 5． 34 ± 0． 27 4． 58 ± 0． 18

100 7． 61 ± 0． 26＊＊＊ 6． 73 ± 0． 16＊＊＊

200 9． 83 ± 0． 10＊＊＊ 9． 45 ± 0． 39＊＊＊

400 11． 86 ± 0． 31＊＊＊ 12． 67 ± 0． 37＊＊＊

与空白对照组( 0 nmol /L Torin2) 比较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

迁移的影响 统计各浓度 Torin2 处理 TPC-1 细胞

24 h 划痕愈合率分别为( 38. 48 ± 1. 77 ) %、( 26. 65
± 0. 59 ) %、( 15. 98 ± 1. 55 ) %，与对照组( 49. 82 ±
2. 14% ) 相比差异有统计学意义( F = 245. 272，P ＜
0. 001) ，且随着 Torin2 浓度增加，划痕愈合率逐渐

降低，此结果提示 Torin2 对细胞迁移能力的抑制越

来越强。见图 6、7。

3 讨论

PI3K /Akt /mTOＲ 信号通路已被发现在多种肿

瘤细胞中异常激活，是癌症发生发展中重要的基因

信号通路。mTOＲ位于该通路的下游，活化后通过
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图 3 不同浓度 Torin2 对 TPC-1 细胞作用不同时间细胞周期的百分比

A: TPC-1 24 h; B: TPC-1 48 h

图 4 不同浓度 Torin2 作用不同时间的 TPC-1 细胞凋亡率的分布图

A: 空白对照组; B: 100 nmol /L Torin2 组; C: 200 nmol /L Torin2 组; D: 400 nmol /L Torin2 组; 1: 24 h; 2: 48 h; Q1 ( Annexin V － ，PI + ) : 机械损

伤、坏死细胞群; Q2( Annexin V + ，PI + ) : 晚期调亡细胞群; Q3( Annexin V + ，PI － ) 正常活细胞群; Q4( Annexin V + ，PI － ) : 早期调亡细胞群; 细胞

的总凋亡率 = 早期凋亡率( Q4) + 晚期凋亡率( Q2)

图 5 不同浓度 Torin2 作用不同时间

对 TPC-1 细胞凋亡率的影响

A: 空白对照组; B: 100 nmol /L Torin2 组; C: 200 nmol /L Torin2

组; D: 400 nmol /L Torin2 组; 与 0 nmol /L Torin2 组比较: ＊＊＊ P ＜

0. 001

介导下游重要信号分子而影响细胞增殖、凋亡、代谢

等生理活动，mTOＲ 通路的过度激活是许多肿瘤重

要的致瘤机制之一。所以此信号通路将极可能成为

治疗 PTC 的一个有效的靶点。mTOＲ 抑制剂不仅可

以抑制癌细胞增殖、生长，还可以抑制肿瘤转移，减

少肿瘤血管新生成［8 － 9］，其主要包括雷帕霉素及相

关类似物( 如西罗莫司、依维莫司等) 、ATP 竞争性

抑制剂、能同时抑制 PI3K 和 mTOＲC1 /2 的双重抑

制剂［10］。研究［7，11 － 12］表明，Torin2 作为一种新型的

第二代 ATP 竞争性抑制剂，其对 mTOＲ 具有强效和

选择性，在细胞生长抑制方面表现出比雷帕霉素更

大的效力，其药代动力学特性优于以前的抑制剂，已

成为研究的一个热点方向，是一种很有前景的肿瘤

靶 向治疗药物。本研究通过MTT实验检测了不同
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图 6 不同浓度 Torin2 处理人甲状腺乳头状癌 TPC-1 细胞 24 h 的划痕分布

A: 空白对照组( 0 nmol /L Torin2) ; B: 100 nmol /L Torin2 组; C: 200 nmol /L Torin2 组; D: 400 nmol /L Torin2 组

图 7 不同浓度 Torin2 对人甲状腺乳头状癌

TPC-1 细胞迁移的影响

A: 空白对照组( 0 nmol /L Torin2 ) ; B: 100 nmol /L Torin2 组; C:

200 nmol /L Torin2 组; D: 400 nmol /L Torin2 组; 与 空 白 对 照 组 比

较: ＊＊＊P ＜ 0. 001

浓度的 Torin2 对 TPC-1 细胞系和 Nthy-ori-3 细胞系

的作用。结果显示，Torin2 对 Nthy-ori-3 细胞的增殖

无明显抑制作用; 但用不同浓度 Torin2 处理TPC-1
细胞 24、48、72 h 后，对其生长具有明显的抑制效

应，且具有浓度和时间依赖性，与 Wang et al［13］对肝

癌细胞的研究中发现 Torin2 可抑制细胞增殖并诱

导凋亡结果相类似。因此推断 Torin2 作用于 TPC-1
细胞株可以抑制 mTOＲ 信号通路，可以使肿瘤细胞

的生长受到抑制，癌细胞生存率降低。
该研究为进一步探索 Torin2 抑制 TPC-1 细胞生

长的作用机制，进行了流式细胞分析，细胞周期结果

显示: 应用 Torin2 后对 Nthy-ori-3 细胞周期无影响;

相反，在 TPC-1 细胞中，随着 Torin2 浓度的增加和作

用时间( 24、48 h) 的延长，G1 期的细胞比例逐渐增

加，S 期的比例逐渐下降。结果表明，Torin2 可将

TPC-1 细胞周期阻滞于 G1 期( 即 DAN 合成的前期)

无法继续进行细胞分裂，从而影响癌细胞增殖。

该研究还进行了凋亡的检测，用不同浓度的

Torin2 处理甲状腺细胞株，结果显示 Nthy-ori-3 细胞

的凋亡率无明显变化; 在 TPC-1 细胞中，随着 Torin2
作用浓度的增加，TPC-1 细胞的凋亡率亦明显上升，

呈现浓度依赖效应。然而，随着作用时间( 24、48 h)

的延长，凋亡率没有明显增加，进一步证实，Torin2
可促进 TPC-1 细胞的凋亡。此外，该研究结果还显

示，Torin2 可抑制 TPC-1 细胞的迁移，且随着浓度的

增加，抑制能力越强，说明 Torin2 可通过抑制癌细

胞的转移而起到抗肿瘤的作用。
以上结果均与皮国成［14］的研究结果一致。而

且 Sadowski et al［15］曾在未分化甲状腺癌的小鼠模

型中使用 Torin2 后显示其抑制肿瘤生长和转移并

显著延长总体存活率，此结果提示 Torin2 对 mTOＲ
具有强效和选择性，具有强大的抗肿瘤作用。
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Effect of Torin2 on biological
behavior of human papillary thyroid carcinoma cell line

Sun Hongli，Wei Feng，Liang Shuqing，et al
( Dept of Endocrinology，the First Affiliated Hospital of Baotou Medical College，

Inner Mongolia University of Science and Technology，Baotou 014010)

Abstract Objective To explore a new second-generation mammalian target of rapamycin( mTOＲ) inhibitor 9-( 6-
amino-3-pyridyl) -1-［3-( trifluoromethyl) phenyl］benzo［H］-1，6-naphthyridine-2 ( 1H) -one( Torin2 ) on the bio-
logical behavior of human papillary thyroid carcinoma( PTC) cells，so as to provide a new theoretical basis for clini-
cal targeted treatment of PTC． Methods Human PTC cell line TPC-1 and human normal thyroid cell line Nthy-ori-
3 were treated with different concentrations of Torin2． MTT colorimetry was used to detect cell proliferation，cell cy-
cle and apoptosis were analyzed by flow cytometry，and cell migration was analyzed by scratching healing experi-
ment． Ｒesults ① Compared with that before administration，no significant change was observed in the human nor-
mal thyroid Nthy-ori-3 cell line; ② different concentrations Torin2 ( 100，200，400 nmol /L) after acting on TPC-1
cells 24，48 and 72 h，cell proliferation inhibition rate gradually increased，and there was significant difference ( P
＜ 0. 001) ． And with the extension of action time ( 24，48，72 h) and the increase of concentration，the inhibition
effect on cell proliferation was enhanced; ③different concentrations Torin2 ( 100，200，400 nmol /L) after acting on
TPC-1 cells 24 and 48 h，the proportion of G1 phase cells gradually increased，while the proportion of S-phase cells
gradually decreased，and there was significant difference ( P ＜ 0. 001) ，indicating significant time and concentra-
tion dependence; ④ different concentrations Torin2 ( 100，200，400 nmol /L) after acting on TPC-1 cells 24 and 48
h，the apoptosis rate increased significantly and showed a concentration-dependent effect，and there was significant
difference ( P ＜ 0. 001) ; ⑤ different concentrations Torin2 ( 100，200，400 nmol /L) at each concentration could
inhibit the migration of TPC-1 cells，and with the increase of the concentration，the inhibition ability was stronger，
and there was significant difference ( P ＜ 0. 001) ． Conclusion Torin2 can significantly inhibit the proliferation and
migration of human PTC TPC-1 cells，block cell cycle，induce apoptosis，and enhance its anti-tumor effect with the
increase of Torin2 concentration and the prolongation of action time．
Key words Torin2; papillary thyroid carcinoma cell line TPC-1; cell proliferation; cell cycle; apoptosis; migra-
tion
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