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摘要 目的 利用涎腺腺样囊性癌细胞系 ACC-M 细胞为模

型，研究不同浓度埃克替尼( icotinib) 对涎腺腺样囊性癌细

胞系 ACC-M 细胞凋亡的 影 响 以 及 线 粒 体 在 icotinib 诱 导

ACC-M 细胞凋亡中的作用。方法 icotinib 和 P53 抑制剂

(PFT)分别处理 ACC-M 细胞，应用噻唑蓝比色法检测细胞

活性，利用 Western blot 法检测 P53 和胞质内细胞色素 C

(Cyt C)蛋白的表达变化，用 Caspase-3 凋亡相关蛋白活力检

测 ACC-M 细胞的凋亡情况。结果 icotinib 可抑制 ACC-M

细胞的活性，增加胞质 Cyt C 蛋白的表达和 P53 在线粒体的

转位并诱导 ACC-M 细胞凋亡。用 PFT 预处理后，icotinib 诱

导 ACC-M 细胞的凋亡明显下降，线粒体蛋白 P53 的表达降

低，胞质内 Cyt C 表达减少，Caspase-3 凋亡相关蛋白活力下

降。结论 icotinib 可能通过诱导 P53 转位到线粒体进而促

进 ACC-M 细胞凋亡。
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埃克替尼( icotinib) 是一种新近出现的、对肿瘤

确有疗效的靶向表皮生长因子受体酪氨酸激酶抑制

剂，有学者发现 icotinib 可抑制人表皮细胞癌、胃腺

癌细胞的生长增殖
［1 － 2］。线粒体是细胞内能量产生

的细胞器，许多因素如抗癌药物、生长因子抑制剂等

可以导致线粒体损伤，诱导细胞凋亡
［3］。P53 是重

要的促凋亡转录因子，研究
［4］

表明 P53 蛋白能够从

胞质转位到线粒体，从而激活内源性线粒体途径，促

进凋亡。然而 icotinib 的抗肿瘤机制是否与线粒体

有关尚未见报道。该研究以 ACC-M 细胞为模型，探

讨线粒体在 icotinib 诱导的 ACC-M 细胞凋亡中的作

用，为腺样囊性癌的治疗提供理论基础。

1 材料与方法

1． 1 试剂及分组 icotinib 由浙江贝达药业有限公

司惠赠;P53 抑制剂(Pifithrin-α，PFT) 购自碧云天生

物技术研究所;MTT、Caspase-3 测定试剂盒购自美

国 Sigma 公司;兔抗 P53 一抗和兔抗细胞色素 C(cy-
tochrome C，Cyt C)一抗购自美国 Santa Cruz 公司;抗

兔二抗购自美国 KPL 公司;COX4 购自美国 Protein-
tech 公司;线粒体提取试剂盒购自北京索莱宝科技

有限公司。随机分为 6 组，不同干预因素处理 24 h:

① 对照 组;② icotinib 组 (10、20、40 μmol /L);③
PFT 组(终浓度为 50 μmol /L，预处理 1 h);④ PFT
+ icotinib 组(终浓度为 50 μmol /L，预处理 l h，然后

40 μmol /L 的 icotinib 处理 24 h)。
1． 2 细胞培养 将 ACC-M 细胞株置于 ＲPMI-1640
培养基(含 10% 小牛血清、2 mmol /L 谷氨酰胺、100
U /ml 青霉素、100 U /ml 链霉素)，在 37 ℃恒温培养

箱中进行培养。
1． 3 细胞线粒体和细胞质蛋白提取 参照线粒体

提取试剂盒的说明书进行。简述如下:收集细胞，加

入预冷的提取液重悬细胞并匀浆离心(1 000 r /min
离心 5 min)。取上清液，置入一新的离心管，4 ℃、
1 000 r /min 离心 5 min。重新取上清液，置入一新

的离心管，4 ℃、12 000 r /min 离心 10 min。离心后

的上清液包含胞质成分，可从中提取胞质蛋白，用于

胞质内 Cyt C 的检测。线粒体沉淀位于管底，加入

0． 2 ml 提取液重悬并离心 (12 000 r /min 离心 10
min)，弃上清液;全细胞蛋白裂解缓冲液重悬沉淀，

测蛋白浓度，保存备用，用于 P53 的检测。
1． 4 Western blot 法检测 提取后的蛋白用 BCA
法测定蛋白浓度，配置 5% 的浓缩胶和 10% 的分离

胶进行电泳，然后电转到 PVDF 膜，分别加入兔抗

P53 一抗和兔抗 Cyt C 一抗 4 ℃孵育过液，TBST 清

洗 10 min × 3 次，加入抗兔二抗，室温孵育 2 h，ECL
发光、显影及定影。用 COX4 作为线粒体蛋白电泳

的内参和 β-actin 作为胞质蛋白电泳的内参，成像分

析仪扫描并保存，待测蛋白的表达水平用待测蛋白

和内参灰度值的比值表示。
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1． 5 Caspase-3 凋亡相关蛋白活力检测 Caspase-3
凋亡相关蛋白的活力检测参照 Caspase-3 测定试剂

盒说明书进行，简述如下:处理后的细胞用 500 μl
裂解液冰上裂解并孵育 30 min，然后 16 000 r /min 4
℃离心 10 min。收集的上清液用底物(acetyl -Asp-
Glu-Val-Asp-p-nitroanilide)37 ℃ 孵育 90 min。405
nm 分光光度法测定 Caspase-3 凋亡相关蛋白的活

力。分别测定 3 次，取平均值。结果以对照组的相

对百分值表示。为检测 P53 是否参与了 icotinib 诱

导的 ACC-M 细胞凋亡，用 PFT 50 μmol /L 预处理

ACC-M 细胞 1 h，然后加入 icotinib 40 μmol /L，24 h
后收集细胞，用 Caspase-3 凋亡相关蛋白活力检测细

胞的凋亡情况。
1． 6 统计学处理 采用 SPSS 16． 0 统计软件进行

分析，数据以 珋x ± s 表示。各组间比较采用 One-way
ANOVA 方差分析，处理组之间均数两两比较用 LSD
检验法。

2 结果

2． 1 icotinib 对 Tca8113 细胞活性和细胞凋亡的影

响 不同浓度的 icotinib 分别作用 ACC-M 细胞 24 h
后，利用 MTT 法观察 icotinib 对 ACC-M 细胞活性影

响。结果显示:与对照组相比，不同浓度的 icotinib
组的 ACC-M 细胞的活性降低，差异有统计学意义

(F = 17. 438，P ＜ 0. 05);加入 50 μmol /L 的 PFT 预

处理 ACC-M 细胞 1 h，然后用 40 μmo1 /L 的 icotinib
处理 24 h 组的 ACC-M 细胞活性与单纯 icotinib 40
μmol /L 处理组相比，细胞活性明显升高，差异有统

计学意义(P ＜ 0. 05)，见表 1。结果显示:与对照组

相比，不同浓度的 icotinib 组可诱导 ACC-M 细胞的

Caspase-3 凋亡相关蛋白活力表达明显增高，差异有

统计学意义(F = 10. 824，P ＜ 0. 05)。与 40 μmol /L
的 icotinib 组相比，PFT + icotinib 组的 ACC-M 细胞

Caspase-3 凋亡相关蛋白活力明显降低，表明 PFT 逆

转了 icotinib 对 Caspase-3 凋亡相关蛋白的影响，见

表 1。
2． 2 icotinib 可诱导 P53 向线粒体转位及 Cyt C 向

胞质的释放 Western blot 法结果显示，与对照组相

比，icotinib 组的 P53 蛋白表达在线粒体蛋白成分中

增多，差异有统计学意义(F = 12. 311，P ＜ 0. 05);与

对照组相比，icotinib 组的 P53 蛋白表达在胞质蛋白

成分 中 减 少，差 异 有 统 计 学 意 义 (F = 4. 65，P ＜
0. 05);与 40 μmol /L 的 icotinib 组相比，PFT + icotin-
ib 组的 P53 蛋白在线粒体表达明显降低，而 P53 蛋

表 1 icotinib 对 ACC-M 细胞活性及 Caspase-3 凋亡

相关蛋白的影响(n = 5，珋x ± s)

组别 细胞活性(% ) Caspase-3(% )

对照 100． 00 ± 10． 32 100． 00 ± 16． 56
icotinib(μmol /L)

10 63． 80 ± 6． 53* 132． 40 ± 11． 57*

20 61． 80 ± 9． 23* 136． 60 ± 13． 87*

40 62． 60 ± 12． 30* 137． 20 ± 9． 07*

PFT 50 μmol /L 96． 40 ± 9． 37 100． 40 ± 10． 41
PFT + icotinib

(50 μmol /L + 40 μmol /L)
99． 60 ± 14． 01△ 101． 20 ± 12． 13△

与对照组比较:* P ＜ 0. 05;与 icotinib 组(40 μmol /L) 比较:△P

＜ 0． 05

白在 胞 质 表 达 增 加，差 异 有 统 计 学 意 义 ( F =
22. 942，P ＜ 0. 05);与对照组相比，不同浓度 icotinib
组的 Cyt C 蛋白表达在胞质增多而在线粒体减少;

与 40 μmol /L 的 icotinib 组相比，PFT + icotinib 组的

Cyt C 蛋白表达在胞质明显降低而在线粒体增加，差

异有统计学意义(F = 6. 481，P ＜ 0. 05)。见图 1、2，

表 2、3。

图 1 Western blot 法检测 icotinib 对 ACC-M 细胞线粒体

P53 和胞质 Cyt C 的影响

1:对照组;2:icotinib(10 μmol /L) 组;3:icotinib(20 μmol /L) 组;

4:icotinib(40 μmol /L)组;5:PFT (50 μmol /L)组;6:PFT + icotinib 组

图 2 Western blot 法检测 icotinib 对 ACC-M 细胞胞质 P53

和线粒体 Cyt C 的影响

1:对照组;2:icotinib 组;3:PFT 组;4:PFT + icotinib 组

3 讨论

icotinib 是中国自主研发的靶向表皮生长因子

受体酪氨酸激酶抑制剂，可抑制人表皮细胞癌等肿
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表 2 icotinib 对 ACC-M 细胞线粒体蛋白 P53 和

胞质蛋白 Cyt C 的影响(n = 5，珋x ± s)

组别 线粒体蛋白 P53 胞质蛋白 Cyt C
对照 1． 00 ± 0． 15 1． 00 ± 0． 11
icotinib(μmol /L)

10 1． 36 ± 0． 14* 1． 42 ± 0． 11*

20 1． 38 ± 0． 17* 1． 37 ± 0． 15*

40 1． 48 ± 0． 11* 1． 52 ± 0． 12*

PFT 50 μmol /L 0． 99 ± 0． 07 0． 92 ± 0． 13
PFT + icotinib

(50 μmol /L + 40 μmol /L)
1． 03 ± 0． 19△ 0． 94 ± 0． 14△

与对照组比较:* P ＜ 0． 05;与 icotinib 组(40 μmol /L) 比较:△P

＜ 0. 05

表 3 icotinib 对 ACC-M 细胞胞质蛋白 P53 和

线粒体蛋白 Cyt C 的影响(n = 5，珋x ± s)

组别 胞质蛋白 P53 线粒体蛋白 Cyt C
对照 1． 00 ± 0． 11 1． 00 ± 0． 13
icotinib 40 μmol /L 0． 75 ± 0． 15* 0． 73 ± 0． 10*

PFT 50 μmol /L 0． 99 ± 0． 12 0． 97 ± 0． 11
PFT + icotinib

(50 μmol /L + 40 μmol /L)
1． 02 ± 0． 15△ 0． 96 ± 0． 09△

与对照组比较:* P ＜ 0． 05;与 icotinib (40 μmol /L) 组比较:△P

＜ 0. 05

瘤细胞的生长增殖
［5 － 6］，但对 ACC-M 细胞的作用及

机制 是 否 与 线 粒 体 有 关 尚 未 见 报 道。本 研 究 用

MTT 法检测不同浓度 icotinib 对 ACC-M 细胞的活性

影响。结果显示: icotinib 在较低浓度时即可抑制

ACC-M 细胞的活性。线粒体凋亡通路是机体细胞

凋亡的重要途径之一，各种凋亡刺激信号引起线粒

体通透性增加，线粒体膜通透性转运孔道开放，从而

使线粒体膜间隙的小分子蛋白物质被释放出来，包

括 Cyt C、Smac 等细胞凋亡诱导因子。P53 是重要

的抑癌基因，调控着细胞周期及凋亡信号通路，与凋

亡发生密切相关
［7 － 8］。为了证明 icotinib 能否诱导

P53 的线粒体转位，在 icotinib 作用 24 h 后收集细

胞，提取线粒体蛋白进行 Western blot 法检测，结果

显示，icotinib 作用后，P53 蛋白在线粒体表达增加，

呈剂量效应关系。同时分析 Cyt C 的定位，提取胞

质蛋白，检测胞质 Cyt C 的表达情况。结果显示 ico-
tinib 导致胞质蛋白 Cyt C 的表达增加，表明 icotinib
引起了 Cyt C 从线粒体的释放。

Caspase 在细胞凋亡过程中发挥着重要的作用。
许多凋亡刺激能诱导线粒体释放 Cyt C，释放到胞质

中的 Cyt C 与 APaf-1 结 合 从 而 激 活 Caspase 家

族
［9 － 10］。本研究结果显示，不同浓度的 icotinib 能

诱导 ACC-M 细胞 Caspase-3 活力增加，表明细胞的

凋亡增加。
为进一步分析 P53 的线粒体转位是否介导了线

粒体凋亡通路，本研究用 PFT 预处理细胞，加入 ico-
tinib 作 用 24 h 后 提 取 胞 质 蛋 白 和 线 粒 体 蛋 白，

Western blot 法分析 PFT 对 icotinib 引起的 P53 和

Cyt C 释放的影响，结果显示 PFT 抑制了 icotinib 诱

导的 P53 线粒体转位，同时也抑制了 icotinib 诱导的

线粒体 Cyt C 的释放。本研究结果同时显示，icotin-
ib 引起的 Caspases-3 活力的激活被 PFT 逆转。这些

结果表明 icotinib 诱导 P53 转位到线粒体，转位到线

粒体的 P53 引起了线粒体功能异常，Cyt C 释放增

加，从而引起细胞凋亡。
综上所述，icotinib 能诱导 P53 激活并转位到线

粒体，从而引起 Cyt C 从线粒体释放到胞质，以及

Caspases 的激活，线粒体凋亡通路参与了 icotinib 诱

导的 ACC-M 细胞凋亡。
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Effect of mitochondrion mediated apoptosis induced by icotinib in
human salivary adenoid cystic carcinoma cell line ACC-M

Yang Cailing1，Cui Weigang2，Zhang Yinghua2，et al
( 1Dept of Oral and Maxillofacial Surgery，The First Affiliated Hospital of Xinxiang Medical University，

Xinxiang 453100;2Dept of Human Anatomy，Xinxiang Medical University，Xinxiang 453003)

Abstract Objective To investigate the role of mitochondrion in the induction of the apoptosis in human salivary
adenoid cystic carcinoma cells through icotinib and to observe the effect of different concentrations of icotinib on the
apoptosis． Methods The ACC-M cells were exposed to icotinib and (or) the P53 inhibitor PFT． The cell viability
of ACC-M was measured by MTT assay． Expression of P53 and Cyt C was determined by Western blot analysis．
The apoptosis of ACC-M cells was measured by Caspase-3 apoptosis related protein activity． Ｒesults icotinib inhib-
ited the viability in ACC-M． icotinib significantly increased the protein levels of P53 in mitochondrion and Cyt C in
cytoplasm and induced apoptosis in ACC-M． However，pretreatment with P53 inhibitor(PFT)，the inhibitory effect
of icotinib on ACC-M cells was significantly reversed． The level of the Caspase-3 apoptosis related protein activity
and the expression of P53 in mitochondrion and Cyt C in cytoplasm were also decreased significantly． Conclusion
icotinib may induce apoptosis of ACC-M through the P53 mitochondrial translocation．
Key words icotinib; adenoid cystic carcinoma cell; mitochondrion; apoptosis

人通用转录因子 GTFIIF2 表达与定位
赵 健，耿慧武，乔 正，李春雨，李克娟，刘晓颖，范礼斌

摘要 目的 构建不同标签的人通用转录因子 IIF 多肽 2
(GTFIIF2)表达载体，观察其细胞内的表达和定位。方法

设计 GTFIIF2 的引物，以全长 cDNA 序列为模板，利用聚合

酶链式反应技术扩增 GTFIIF2 全长序列，构建 pcDNA3． 1-
FLAG-GTFIIF2 和 pCDGFP-GTFIIF2 质粒，利用 Western blot
法和免疫荧光法检测其在细胞表达与定位;构建 GST-GTFI-
IF2 质粒，转化到 BL21 菌株，用 IPTG 诱导剂诱导融合蛋白

表达，用 SDS-PAGE 分析诱导表达情况。结果 免疫荧光法

检测 GTFIIF2 蛋白集中分布在 COS7 细胞核中，在细胞质没

有分布;pcDNA3． 1-FLAG-GTFIIF2 和 pCDGFP-GTFIIF2 质粒
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能够在 HEK293T 细胞中有效表达;GST-GTFIIF2 在 BL21 菌

株中 很 好 的 诱 导 表 达。结 论 GTFIIF2 在 COS7 细 胞、
HEK293T 细胞和 BL21 感受态细胞中能有效表达，为更好地

了解 GTFIIF2 蛋白在细胞内的功能提供一定的研究基础。
关键词 GTFIIF2;基因表达;蛋白定位; BL21
中图分类号 Ｒ 341; Ｒ 394． 2
文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492(2014)10 － 1382 － 05

通用转录因子 IIF(GTFIIF) 参与基因转录的起

始、启动子清除、延伸过程，是由通用转录因子 IIF
多肽 2(general transcription factor IIF subunit 2，GT-
FIIF2 或 ＲAP30)和 GTFIIF1 两种亚基组成的四聚体

分子
［1 － 3］。GTFIIF2 定位于人染色体其 13q14，广泛

表达于大部分的组织、器官中，特别是肝、肾、肺。该

基因 cDNA 全长 750 bp，包含 8 个外显子 7 个内含

子，编码的 GTFIIF2 蛋白由 249 个氨基酸残基组成，

相对分子质量约为 28 380 ku 的蛋白质。其 N-末端

与 GTFIIF1 相联系，GTFIIF1 与 GTFIIF2 两者形成的

通用转录因子 GTFIIF 四聚体复合物。GTFIIF2 中

间部分通过 ＲPB5 结合到 ＲNA 聚合酶 II，对转录延
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