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低氧环境下甲酰肽受体 1拮抗剂Boc2对人肺腺癌细胞恶性生物学行为

的影响

黄波 a，丁洁 b，郭红荣 a[武汉大学附属同仁医院(武汉市第三医院) a.呼吸科; b.消化内科，湖北武汉 430070]

[摘 要] 目的：探讨低氧环境下甲酰肽受体1（formyl peptide receptor 1，FPR1）的拮抗剂Boc2对人肺腺癌细胞迁移、侵袭、增殖

及成瘤能力的影响。方法：采用Western blotting检测低氧诱导下人肺腺癌细胞A549中低氧诱导因子1α（hypoxia inducible fac-

tor 1α，HIF-1α）和FPR1蛋白的表达情况。以FPR1拮抗剂Boc2体外处理低氧诱导的A549细胞，按照随机数字表法分为3组：对

照组（常氧条件下培养）、低氧组和低氧+Boc2处理组。细胞划痕实验、Transwell细胞侵袭实验及MTT法分别用于检测各组细胞

的迁移、侵袭和增殖能力。接种A549细胞制备裸鼠移植瘤模型，同上分 3组，4周后处死裸鼠，分析各组间裸鼠移植瘤体积、质

量、成瘤率以及迁移相关蛋白E-钙黏素（E-cadherin，E-cad）和侵袭相关蛋白MMP-9表达量的差异性。结果：低氧诱导能促进

A549细胞FPR1蛋白的表达，且呈时间依赖性（P<0.05）。与对照组相比，低氧组细胞的迁移、侵袭及增殖能力均显著增强（P<

0.01），而相对低氧组，Boc2处理能显著抑制A549细胞的迁移、侵袭和增殖能力（P<0.05）。低氧组裸鼠成瘤率为100.0%（15/15），

对照组为 60.0%（9/15），低氧+Boc2处理组裸鼠成瘤率为 73.3%（11/15）；低氧组裸鼠移植瘤体积、质量均显著高于对照组（均P<

0.01）；而相对低氧组，低氧+Boc2处理组裸鼠肿瘤体积、质量均有显著降低（均P<0.01）。低氧组E-cad及MMP-9蛋白表达量显著

高于对照组（P<0.01），而与低氧组相比Boc2处理能显著降低E-cad及MMP-9蛋白表达量（P<0.05）。结论：FPR1拮抗剂Boc2能

显著抑制低氧诱导的人肺腺癌细胞A549的迁移、侵袭、增殖及成瘤能力，表明FPR1在人肺腺癌的发生发展过程中扮演着重要角

色，并有可能成为人肺腺癌治疗的潜在靶点。
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Effects of formyl peptide receptor 1 antagonist Boc2 on malignant biological be-
haviors of human lung adenocarcinoma cells under hypoxia conditions

HUANG Boa, DING Jieb，GUO Hongronga [a. Department of Respiration, b. Department of Gastroenterology, Ton-

gren Hospital of Wuhan University (Wuhan Third Hospital), Wuhan 430070, Hubei, China]

[Abstract] Objective: To investigate the effects of FPR1 (formyl peptide receptor 1) antagonist Boc2 on migration, invasion, prolifera-

tion and tumorigenicity of human lung adenocarcinoma cells under hypoxia conditions. Methods: The protein expressions of hypoxia

inducible factor 1α (HIF-1α) and FPR1 in human lung adenocarcinoma A549 cells induced by hypoxia was detected by Western blot-

ting. FPR1 antagonist Boc2 was used to treat the hypoxia-induced A549 cells in vitro. The cells were divided into three groups: control

group (cultured under normoxic condition), hypoxia group and hypoxia+Boc2 treatment group. Cell scratch test, transwell matrigel in-

vasion assay and MTT method were used to detect the migration, invasion and proliferation of each group of cells, respectively. The

A549 cells of each group were inoculated into nude mice to prepare xenograft model. After 4 weeks, the nude mice were sacrificed, and

the differences in average tumor volume and mass, tumor formation rate, the expression of migration-related protein-E-cadherin (E-cad)

and invasion-related protein-matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) were analyzed. Results: Hypoxia induction can promote the expres-

sion of FPR1 protein in A549 cells in a time-dependent manner (P<0.05). The results of cell experiments showed that the ability of mi-

gration, invasion and proliferation of cells in hypoxia group were significantly higher than those in control group (P<0.01); while com-

pared with hypoxia group, Boc2 treatment significantly inhibited the migration, invasion and proliferation of A549 cells (P<0.05). The
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results of nude mice experiments showed that the average volume and mass of nude mice in hypoxia group were significantly higher

than those in the control group (all P<0.01). But the mean volume and mass of nude mice in hypoxia+Boc2 treatment group were signif-

icantly lower than those in the hypoxia group (all P<0.01). The rate of tumor formation in nude mice of hypoxia group was 100.0% (15/

15), which was significantly higher than 60.0% (9/15) in the control group (χ2=7.500, P=0.006) and 73.3% (11/15) in the hypoxia +

Boc2 treatment group (χ2=4.615, P=0.032). The expression of E-cad and MMP-9 protein in hypoxia group was significantly higher than

that in control group (P<0.01), while Boc2 treatment significantly decreased the expression of E-cad and MMP-9 protein in hypoxia

group (P<0.05). Conclusions: FPR1 antagonist Boc2 can significantly inhibit the migration, invasion, proliferation and tumorigenicity

of hypoxia-induced human lung adenocarcinoma A549 cells, indicating that FPR1 plays an important role in the development and pro-

gression of human lung adenocarcinoma and may become a potential target of human lung adenocarcinoma treatment.

[Key words] lung adenocarcinoma; A549 cell；hypoxia; formyl peptide receptor 1（FPR1); migration; invasion; proliferation; tumori-

genicity

[Chin J Cancer Biother, 2018, 25(2): 125-131. DOI：10.3872/j.issn.1007-385X.2018.02.003]

肺癌是全球癌症致死人群中最为常见的肿瘤之

一，全球每年大约有 100万人死于肺癌，而肺腺癌是

肺癌最为常见的一种组织学类型[1]。最近研究[2]显

示，分子靶向治疗对那些肿瘤中存在被激活致癌基

因的患者疗效显著，如表皮生长因子受体 1（epider-

mal growth factor receptor 1，EGFR-1)基因。然而在

肺腺癌中却缺少能够被识别的致癌基因，因此只能

采用常规的化疗方法进行治疗，无法缓解患者的痛

苦。为了开发更有效的肺腺癌治疗途径，对肿瘤细

胞迁移、侵袭、增殖的特征研究便显得十分重要。随

着对肿瘤研究的不断深入，缺氧被认为是肿瘤生物

学行为的重要决定因素[3]。体内外研究[4-5]表明，肿瘤

缺氧与局部复发、远处转移的可能性增加以及抗放

射治疗和某些类型的化疗紧密相关。甲酰肽受体 1

（formyl peptide receptor 1，FPR1）是最初在吞噬白细

胞中鉴定得到的G蛋白偶联受体[6]，并参与各种肿瘤

细胞广泛的生理病理过程，如胶质瘤细胞的迁移、侵

袭和致瘤性均被证明与 FPR1的作用密不可分[7]；而

FPR1在肿瘤发生中的作用离不开特异性的环境，其

高表达与胃癌的晚期和低存活率有关[8]。目前对于

FPR1在肺腺癌中作用的研究还比较少见，因此，本研

究构建了肺腺癌A549细胞的体内体外缺氧模型，检

测在缺氧条件下FPR1的表达以及FPR1拮抗剂对肺

腺癌细胞的迁移、侵袭以及成瘤能力的影响，旨在寻

求人肺腺癌分子治疗的新靶标，为肺腺癌的临床治

疗提供科学可靠的实验依据。

1 材料与方法

1.1 实验细胞与动物

人肺腺癌细胞株A549购自昆明动物研究所，复

苏、培养至一定条件下进行实验。BALB/c 裸鼠 45

只，体质量 21~23 g，购自重庆医科大学，动物证号：

SCXK（渝）2016-0039。自由暂养 1周后开始动物实

验。

1.2 主要试剂和仪器

RPMI 1640细胞培养基、胎牛血清及青霉素-链

霉素（Invitrogen 公司 美国），FPR1 特异性拮抗剂

Boc2（上海楚肽生物科技有限公司），全蛋白提取试

剂盒、BCA蛋白浓度检测试剂盒、高灵敏ECL化学放

光试剂盒（上海碧云天生物技术有限公司），Transwell

小室（Chemicon 公司 日本），Matrigel 基质胶（美国

B&D公司），兔抗人一抗 FPR1（货号 ab113531；稀释

比1∶1 000）、兔抗人一抗E-cadherin（货号ab15148；稀

释比 1∶500）、兔抗人一抗MMP-9（货号 ab137867；稀

释比1∶1 000）、兔抗人一抗β-actin（货号ab8227；稀释

比 1∶400）以及山羊抗兔二抗 IgG（货号 ab6734；稀释

比 1∶5 000）均购自美国Abcam公司；其他试剂均由

上海国药试剂分析纯配制。 3111 型 CO2 培养箱

（Thermo公司，美国），酶标仪（Bio-Tek，美国），培养

裸鼠用孵化器（Grumbach 公司，德国），倒置显微镜

（尼康公司，日本），Tanon-5200全自动化学发光分析

仪（天能公司，上海），凝胶处理分析系统（ABI公司，

美国），低温冷冻离心机（Eppendorf公司，德国）。

1.3 细胞株的培养

将购买的人肺腺癌细胞株A549依次进行复苏、

传代和分化后，再进行接种、同步化培养，培养条件

为：含 10%胎牛血清的RPMI 1640细胞培养液；培养

环境为：37 ℃、5% CO2的培养箱中培养 24 h，具体操

作按细胞生长状态作相应调整，随后进行蛋白提取

及相关实验检测。

1.4 Western blotting检测人肺腺癌细胞A549中HIF-

1α和FPR1蛋白的表达水平

取生长状态良好的细胞，再次置于 37 ℃、5%

CO2、5%～7% O2的潮湿培养箱分别培养 0、12、24和

48 h。在各个培养时间段结束后，收集细胞分别进行

蛋白提取；后用BCA蛋白浓度检测试剂盒对所提蛋

白进行浓度检测；取20 μg蛋白和4 μl 2×SDS上样缓

冲液混合均匀，100 ℃变性 10 min；上样，12% SDS-

PAGE分离后转至PVDF 膜上；用 5% 脱脂牛奶封闭

1 h；PBS 洗膜 ；PBS 洗膜后分别加入一抗（HIF-1α，
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1∶1 000；FPR1，1∶1 000；β-actin，1∶400）在 4 ℃下，孵

育过夜；PBS洗膜；加入辣根过氧化物酶标记的二抗

羊抗兔 IgG（1∶5 000）孵育0.5 h；PBS洗膜；用ECL化

学放光进行显色。以β-actin为内参蛋白，后采用Image

J图像分析软件进行分析。

1.5 细胞划痕实验检测人肺腺癌细胞株A549的迁移

能力

取生长状态良好的细胞，分为 3组，均在CO2培

养箱中进行培养观察，其中对照组（正常培养基）通

入正常空气（约含 21% O2），使细胞在常氧条件下培

养，而低氧组（正常培养基）和低氧+Boc2处理组（含

1 µmol/L Boc2的培养基）通入含 5%～7%O2的湿化

空气，使细胞在低氧条件下培养。采用细胞划痕实

验来检测细胞的迁移能力，具体操作如下：细胞消化

后接种于含 10%胎牛血清的RPMI 1640培养基的 6

孔板中，数量以贴壁后铺满板底为宜；细胞铺满板底

后，用1 ml枪头垂直于孔板制造细胞划痕，尽量保证

各个划痕宽度一致；吸去细胞培养液，用PBS冲洗 3

次，洗去划痕产生的细胞碎片；加入无血清培养基，

各组细胞按不同培养条件继续培养 24 h后，拍照记

录；通过愈合情况，分析各组细胞的迁移能力变化。

1.6 Transwell实验检测人肺腺癌细胞株A549细胞的

侵袭能力

取生长状态良好的细胞，离心除去培养基，用1×PBS

重悬制成细胞悬液；取100 µl细胞悬液置于铺有Matrigel

基质胶的Transwell小室的上室，再取500 µl的含10%

的胎牛血清的RPMI 1640培养基加入下室；将Transwell

的6孔板转入不同培养条件下进行培养（对照组:常氧

条件下培养；低氧组和低氧+Boc2处理组:含5%～7%的

O2、37℃、5% CO2的培养箱中培养），24 h后取出 6孔

Transwell板；将Transwell上室的细胞用棉签小心地擦

除，用1×PBS冲洗反复3次，每次5 min，洗净上室内部

的细胞；将Transwell下室迁移的细胞用4%多聚甲醛固

定30 min，0.2%的Triton X-100通透15 min，固定穿出

小室的细胞，用 1×PBS冲洗反复 3次，每次 5 min；将

Transwell小室浸泡在0.1％结晶紫溶液中5 min，用1×

PBS冲洗反复3次，每次2 min，将小室翻转后置于倒置

显微镜下进行细胞计数；实验重复3次，均数作为这个

小室的侵袭细胞数。

1.7 MTT法检测人肺腺癌细胞株A549的增殖能力

将生长状态良好的各组细胞转入不同培养条件

下进行培养，每隔 24 h 在每孔（含 3 组细胞）加入 5

mg/ml的MTT溶液20 µl，继续孵育4 h，终止培养，小

心吸弃孔内培养上清液，后每孔加 150 µl的DMSO，

置摇床低速振荡10 min，使结晶物充分溶解。于酶标

仪上测量 490 nm波长下的光密度（D）值，绘制细胞

增殖曲线。

1.8观察各组裸鼠肺腺癌细胞株A549成瘤能力

成瘤方法：取适应性饲养一周后的裸鼠45只，按

照数字表法将裸鼠随机分为对照组、低氧组和低氧+

Boc2处理组，每组 15只。肺腺癌A549细胞 1.0×105/

ml悬液皮下注射裸鼠，500 µl/只，构建A549细胞裸

鼠皮下成瘤模型。对照组裸鼠在通有含约20% O2的

湿化空气的孵化器内（保持温度在 25 ℃）培养，低氧

组和低氧+Boc2处理组裸鼠每天给予1次为期2 h的

低氧处理（通有含5%～7% O2的湿化空气，空气流量

保持在3～6 L/min，保持温度在25 ℃）；在此同时，低

氧+Boc2处理组裸鼠每日进行Boc2（50 µg/kg）滴注，

而对照组和低氧组裸鼠每日进行等量的生理盐水处

理，直至实验结束。从细胞注射开始，每天观察裸鼠

的生长状态及成瘤情况，至 4周后处死各组裸鼠，取

肿瘤测量体积、体质量，并记录实验过程中各组成瘤

裸鼠数，计算、比较各组裸鼠成瘤率，采用 Western

blotting检测各组裸鼠肿瘤组织中迁移相关蛋白 E-

cad和侵袭相关蛋白MMP-9的表达水平（具体操作参

照1.4）。

1.9 统计学处理

采用SPSS 19.0统计学软件，计数资料以百分率

（%）表示，组间比较采用 χ2检验；计量资料以 x̄±s表

示，组间比较采用 t检验，多组间比较采用单因素方

差分析。以 P<0.05 或 P<0.01 表示差异有统计学意

义。

2 结 果

2.1 低氧诱导能提高A549细胞中HIF-1α、FPR1蛋白

的表达水平

Western blotting检测结果（图 1）显示，HIF-1α和

FPR1蛋白的表达水平随着低氧培养时间的延长而提

高（P<0.05或P<0.01），表明低氧诱导能促进A549细

胞FPR1蛋白的表达，且呈一定程度时间依赖性。

2.2 低氧环境下Boc2处理能抑制A549细胞的迁移

能力

细胞划痕实验结果（图 2）显示，与对照组相比，

低氧组划痕出现明显愈合，说明该组细胞迁移能力

较强；而Boc2处理的低氧组划痕愈合受到一定的抑

制，明显慢于低氧组，表明Boc2处理能抑制细胞的迁

移能力。

2.3 低氧环境下Boc2处理能显著抑制A549细胞的

侵袭能力

Transwell侵袭实验结果（图3）显示，与对照组相

比，低氧组细胞数目显著增多（P<0.01）；而相对低氧

组，Boc2处理能显著抑制A549细胞的侵袭能力，细
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胞数目显著减少（P<0.01）。

*P<0.05, **P<0.01 vs 0 h group

A: Expression of HIF-1α protein; B: Expression of FPR1 protein

图1 低氧条件下不同培养时间段HIF-1α和FPR1蛋白的表达

Fig. 1 Expression of HIF-1α and FPR1 protein in A549 cells induced by hypoxia for different time period

图2 细胞划痕实验检测细胞迁移能力（（×10））

Fig. 2 The detection of cell migration ability by cell scratch test (×10)

2.4 低氧环境下Boc2处理能显著抑制A549细胞的

增殖能力

MTT检测结果（图 4）显示，培养 48 h后，与对照

组相比，低氧组细胞增殖较快，D 值明显增大（P<

0.05），而低氧+Boc2处理组与低氧组相比，细胞增殖

较缓慢，D值明显减小（P<0.05）；培养72 h后，与对照

组相比，低氧组细胞D值增大更加显著（P<0.01），而

低氧+Boc2处理组与低氧组相比，细胞D值减小更加

明显（P<0.01）。

2.5 低氧环境下Boc2处理能显著降低裸鼠移植瘤体

积和质量

实验过程中未出现裸鼠死亡状况。低氧组裸鼠

成瘤率为 100.0%（15/15），对照组为 60.0%（9/15），而

低氧+Boc2处理组裸鼠成瘤率为 73.3%（11/15）。裸

鼠成瘤实验结果（图5）显示，低氧组裸鼠肿瘤平均体

积、平均质量均显著高于对照组（均P<0.01），而相对

低氧组，低氧+Boc2处理组裸鼠肿瘤平均体积、平均

质量均出现了显著降低（均P<0.01）。

2.6 低氧环境下Boc2处理能显著降低E-cad及MMP-

9蛋白表达水平

Western blotting检测结果（图 6）显示，低氧组迁

移相关蛋白E-cad及侵袭相关蛋白MMP-9蛋白的表

达量均显著高于对照组（P<0.01）；而与低氧组相比，

Boc2处理能显著降低E-cad及MMP-9蛋白表达量（P

<0.05）。

3 讨 论

随着对肿瘤研究的不断深入，越来越多的证

据[9-11]表明，肿瘤细胞迁移和侵袭能力受到众多微环

境因素的影响，如细胞外基质的组成、缺乏营养物质

和氧气可用性的变化等。尤其是低氧压或者缺氧，

不仅与肿瘤患者的预后差相关，而且可以刺激肿瘤

血管的生成与侵袭力的增强，从而促进肿瘤的转

移[12-13]。然而缺氧影响肿瘤转移的分子机制尚不太

清楚。已有报道[14]显示，FPR1参与各种肿瘤细胞迁

移，侵袭和致瘤性的过程,如N-甲酰基甲硫氨酸-亮氨
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酰-苯丙氨酸（N-formylmethionyl-leucyl-phenyl-ala-

nine，fMLP）作为FPR1的特异性激动剂，可以以剂量

**P<0.01 vs Control group or Hypoxia+Boc2 group

A: Result of transwell invasive experiment (×100);

B: Cell invasion ability histogram of 3 groups

图3 Transwell实验检测A549细胞的侵袭能力

Fig. 3 The invasion ability of A549 cells detected by

Transwell assay

依赖的方式增强小鼠胶质瘤细胞 BV-2 的迁移，而

FPR1拮抗剂Boc2可以抑制 fMLP的变化。在卵巢癌

的研究[12]中发现，FPR1通过与亮氨酸-37的相互作用

增强了卵巢癌的侵袭能力。除此之外，FPR1还可以

介导人类肝癌细胞和成神经细胞瘤细胞的致瘤性，

在成神经细胞瘤细胞及其肿瘤组织中采用RT-PCR、

免疫印迹、免疫组化及免疫荧光均证明了FPR1的高

表达，且FPR1 shRNA抑制了成神经细胞瘤细胞的成

瘤能力，其具体作用机制可能与FPR1对MAPK/Erk、

PI3K / Akt 和 P38 - MAPK 信号通路的调节密切相

关[15-17]，暗示对 FPR1活性进行调节可能影响肿瘤细

胞的转移和由缺氧介导的肿瘤生长促进。

*P<0.05, **P<0.01 vs Control group; △P<0.05, △△P<0.01 vs

Hypoxia group

图4 MTT检测A549细胞的增殖能力

Fig. 4 Detection of proliferation ability of A549 cells by MTT

**P<0.01 vs Control group or Hypoxia+Boc2 group

A: Comparison of tumor volume; B: Comparison of average tumor mass; C: Solid tumor resected from nude mice

图5 各组裸鼠肿瘤的平均体积和平均质量比较

Fig. 5 The comparison of average volume and mass of tumors in nude mice of each group

HIF-1α被认为是低氧转录反应的主要调节剂，

在人类癌症肿瘤组织中其经常处于过表达状态，并

且调控几种与肿瘤发生和发展相关基因的表达[18]。

因此在本研究中，笔者首先检查了缺氧处理后A549

细胞中 HIF-1α、FPR1 的表达，结果表明，HIF-1α、

FPR1在蛋白质水平的表达呈时间依赖性增加，表明

A549细胞的缺氧模型成功构建。随后，进一步研究

了缺氧处理后A549细胞的迁移和侵袭能力，结果表

明，缺氧促进A549细胞的迁移、侵袭和迁移，而FPR1

活性抑制剂Boc2抑制了A549细胞的迁移、侵袭和迁
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移。最后，通过用A549细胞植入建立了裸鼠肺腺癌

缺氧模型，研究了A549细胞的致瘤性，结果表明，低

氧处理下裸鼠的肿瘤体积和重量显着高于常氧处理

的裸鼠，而FPR1活性抑制剂显著抑制了低氧对小鼠

肿瘤的影响，且有效降低了裸鼠的成瘤率。此外，

FPR1活性抑制剂能显著降低低氧诱导的迁移和侵袭

相关蛋白（E-cad和MMP-9）的表达。而近些年随着

对各种癌症的研究[19]深入，FPR1亦可作为某些癌症

的抑制子，如在FPR1基因敲除老鼠的肝脏组织中发

现上皮细胞的内稳态被破坏，炎症反应明显加强，肝

损伤更加严重。在胃癌[20- 21]相关研究中也发现，FPR1

通过利用炎症反应的解决途径来抑制肿瘤新生血管

的发生与生长，而 shFPR1又能显著增加血管密度以

及促进细胞增殖。因此，FPR1在各种癌症中呈多态

性表达趋势，而具体到某一种癌症，FPR1的表达及作

用机制仍需被透彻了解才能进一步被应用于临床治

疗研究。

*P<0.05 vs hypoxia+Boc2 group, **P<0.01 vs Control group

A: E-cad and MMP-9 expressions detected by Western blotting; B: The expression level of E-cad protein;

C:The expression level of MMP-9 protein

图6 各组裸鼠肿瘤组织中E-cad和MMP-9蛋白表达量比较

Fig. 6 The comparison of protein expressions of E-cad and MMP-9 in tumor tissues of nude mice of each group

综上所述，缺氧诱导促进了 FPR1的表达，增强

了肺腺癌细胞的迁移、侵袭和增殖能力，促进肿瘤的

生长。FPR1的抑制剂Boc2导致瘤细胞体外迁移、侵

袭、增殖能力及体内肿瘤生长的抑制。因此，FPR1的

抑制对治疗肺腺癌具有极大潜力，增强FPR1的抑制

强度可以为临床治疗肺腺癌提供可靠的依据，但其

具体机制仍需进一步的实验验证。
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代谢产物右旋羟戊二酸抑制FTO/m6A/Myc/CEBPA通路的抗肿瘤作用

贝克曼研究所陈建军教授、芝加哥大学生化研究所何川教授、浙江大学附属第一医院血液科金洁教授及其研究团队合作发

现：异柠檬酸脱氢酶（ISOdehydrogenase，IDH）突变造成的代谢产物右旋羟戊二酸(R-2-hydroxyglutarate，R-2HG)通过抑制FTO/

m6A/Myc/CEBPA信号发挥抗白血病的作用。2011年，何川教授实验室证实肥胖相关蛋白(obesity-associated protein,FTO)是m6A

去甲基转移酶。m6A是一种广泛存在的RNA修饰，参与RNA的剪接、转位、衰减、翻译等过程，参与维持机体稳态，并与疾病的

发生发展密切相关，如肿瘤、炎症相关疾病等。FTO调节肿瘤的具体机制需要进一步被揭示。

陈建军、何川、金洁教授及其研究团队发现，27株不具备 IDH突变的白血病细胞株在 IDH突变代谢产物R-2HG的刺激下，增

殖的反应性存在差异。研究人员将27株细胞分为了R-2HG敏感型细胞以及R-2HG耐受型细胞两大类。R-2HG敏感型细胞在

R-2HG的刺激下细胞增殖能力显著降低，而耐受型细胞的增殖未发生明显变化。体内荷瘤实验也得到了同样的结论。

RNA-seq研究发现，R-2HG敏感型细胞的转录本中的FTO的表达量以及Myc信号通路相关基因的表达量显著高于耐受型细胞

株。在R-2HG的刺激下，敏感型细胞中的FTO表达量及Myc信号通路相关基因表达量显著降低。提示细胞对R-2HG的敏感性

很可能跟FTO以Myc信号有关。通过m6A blot以及检测蛋白相互作用的方法发现R-2HG能与FTO直接结合，抑制FTO的去甲

基转移酶功能，提升细胞中的整体m6A水平。对Myc进行单独检测，发现R-2HG刺激以及干扰FTO都能增加Myc的m6A水平。

报告基因实验证实Myc受FTO直接调控，受R-2HG间接调控。干扰FTO以及干扰Myc都能显著抑制R-2HG的抗肿瘤增殖作用，

从而确定R-2HG通过FTO/m6A/Myc发挥抗肿瘤作用。

深入研究发现，R-2HG是先抑制FTO的去甲基转移酶活性，再抑制FTO的表达量。通过分析TCGA等数据库中的转录因子

表达情况，发现CEBPA是既与FTO表达量呈明显正相关，且在R-2HG刺激下m6A水平显著增加的转录因子。报告基因实验证

明干扰CEBPA能降低FTO的转录水平，降低FTO的表达量。干扰CEBPA也能抑制R-2HG诱导的抗肿瘤增殖的效应，从而研究

人员得出结论，R-2HG通过抑制FTO/m6A/Myc信号降低了CEBPA的表达水平，进一步正反馈降低FTO水平，放大R-2HG的抗肿

瘤效果。

除了揭示R-2HG抗肿瘤的作用机制之外，研究团队还通过体内动物模型发现R-2HG与化疗药物地西他滨或者道诺霉素联

合用药能显著延长荷瘤小鼠的生存期。进一步体外实验证实，R-2HG只有对FTO及Myc的表达量均适中的敏感型细胞有效，对

Myc高表达及FTO低表达的耐受型细胞无效。这些实验结果为临床治疗白血病的用药提供了新的靶点。

[朱哈摘译，刘娟 审阅 . Su R, Dong L, Li C, et al. R-2HG exhibits anti-tumor activity by targeting

FTO/m6A/MYC/CEBPA signaling[J]. Cell,2018 ,172(1/2):90-105. DOI:10.1016/j.cell.2017.11.031]
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