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  [摘 要] 目的 探讨糖原合成酶激酶-3(GSK-3)抑制剂———Laduviglusib通过趋化因子(C-X-C基元)配

体6(CXCL6)对食管癌细胞侵袭和迁移的影响。方法 采用细胞计数试剂盒-8探究Laduviglusib对食管癌细

胞增殖的影响;使用迁移实验和侵袭实验研究Laduviglusib对食管癌细胞迁移和侵袭能力的影响;查阅数据

库,了解CXCL6在食管癌中的表达情况;应用蛋白免疫印迹实验验证Laduviglusib对
 

CXCL6蛋白的影响。结

果 在食管癌中CXCL6蛋白高表达;Laduviglusib抑制了食管癌细胞的增殖、侵袭和迁移能力,使CXCL6蛋

白表达减弱。结论 Laduviglusib减少CXCL6表达,抑制食管癌细胞侵袭和迁移。
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[Abstract] Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

the
 

glycogen
 

synthase
 

kinase-3(GSK-3)
 

inhibitor-
Laduviglusib

 

on
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells
 

through
 

the
 

chemokine(C-X-C
 

motif)
 

ligand
 

6(CXCL6).Methods The
 

proliferation
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells
 

was
 

investigated
 

using
 

the
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8;the
 

migration
 

and
 

invasion
 

abilities
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells
 

were
 

studied
 

using
 

migration
 

and
 

invasion
 

assays;the
 

expression
 

of
 

CXCL6
 

in
 

esophageal
 

cancer
 

was
 

investigated
 

by
 

database
 

search;the
 

effect
 

of
 

Laduviglusib
 

on
 

the
 

CXCL6
 

protein
 

was
 

verified
 

by
 

Western
 

blotting.Results The
 

CXCL6
 

protein
 

was
 

highly
 

expressed
 

in
 

esophageal
 

cancer;Laduviglusib
 

inhibited
 

the
 

proliferation,invasion
 

and
 

migration
 

a-
bilities

 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells,and
 

weakened
 

the
 

expression
 

of
 

CXCL6
 

protein.Conclusion Laduviglusib
 

reduces
 

the
 

expression
 

of
 

CXCL6
 

and
 

inhibits
 

the
 

invasion
 

and
 

migration
 

of
 

esophageal
 

cancer
 

cells.
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  食管癌是消化系统常见恶性肿瘤,发病率、死亡

率均排在全球前列,生存率仅为1/5[1]。根据上皮组

织来源不同,主要分为食管鳞状细胞癌(ESCC)和食

管腺癌两种病理亚型,ESCC占大多数,占每年病例的

90%以上[2]。虽然通过术前放化疗联合免疫疗法,

ESCC
 

的治疗取得了明显进展,但只有小部分患者能

从现有的治疗中获益,而大多数患者对治疗的反应不

佳[3-5]。此外,由于肿瘤的异质性和复杂性,肿瘤增

殖、转移、耐药性、免疫抑制的机制仍不清楚。因此,
阐明肿瘤发生和进展的分子机制以有效控制和管理
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肿瘤发展至关重要。
越来越明显的是,仅针对ESCC细胞抑制肿瘤进

展或提高疗效的策略效果有限。肿瘤组织内存在非

肿瘤细胞,对肿瘤的发展也至关重要[6]。因此,将治

疗重点转向肿瘤微环境中的其他成分可能成为未来

治疗肿瘤的一项重要策略。
Laduviglusib(CHIR-99021)是一种强效、高选择

性的糖原合成酶激酶-3(GSK-3)α/β抑制剂,在神经

退行性疾病、癌症、代谢紊乱三大领域均处于活跃的

前沿研究阶段,目前尚未上市[7]。有研究表明,在肿

瘤方面,Laduviglusib通过促进自噬抑制肿瘤细胞的

增殖[8];诱导 Wnt/β-联蛋白(β-catenin)信号通路,使迁

移/侵袭能力下降,以及凋亡增加[9-10];与其他抗肿瘤药

联合可增强药物敏感性,用于治疗白血病[11]。Ladu-
viglusib在食管癌中的应用仍处于临床前研究阶段。

趋化因子(C-X-C基元)配体6(CXCL6)也称为粒

细胞趋化蛋白-2,是谷氨酸-亮氨酸-精氨酸阳性(ELR
+)的CXC趋化因子家族成员,长度为77个氨基酸,
是 中 性 粒 细 胞 趋 化 因 子,通 过 趋 化 因 子 受 体

CXCR1/2启动趋化性[12-13]。在肿瘤微环境中CXCL-
6可通过激活其受体CXCR1/2激活下游丝裂原活化

蛋白激酶(MAPK)、磷酸肌醇-3激酶/蛋白激酶B等

信号通路,促进上皮-间质转化,增强肿瘤细胞迁移能

力[14]。同时,CXCL6还可通过诱导基质金属蛋白酶

表达,降解细胞外基质,促进肿瘤侵袭[15]。单细胞测

序研究揭示,CXCL6主要由肿瘤相关巨噬细胞、癌相

关成纤维细胞、部分肿瘤细胞自身表达,通过旁分泌

或自 分 泌 信 号 影 响 肿 瘤 进 程,如 结 直 肠 癌[14]、肝
癌[16]、胆管癌[17]、胰腺癌[18]、骨肉瘤[15]、乳腺癌、前列

腺癌[19]等。有研究表明,CXCL6通过激活信号传导

子与转录激活子3(STAT3)通路上调程序性死亡配

体-1(PD-L1),促进食管鳞癌细胞生长、转移[20],但目

前尚罕有研究直接证实食管癌细胞中 GSK-3抑制

剂———Laduviglusib对CXCL6的调控作用。本研究

探讨了Laduviglusib通过CXCL6对食管癌细胞侵袭

和迁移的影响,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料 人源食管癌细胞系Eca-109、TE-1来源

于中国科学院细胞库;细胞计数试剂盒-8(CCK-8)试
剂购自碧云天生物技术(上海)有限公司;细胞培养

液、胎牛血清均购自武汉普诺赛生命科技有限公司;
Transewell小室购自美国Corning公司;兔抗人甘油

醛-3-磷酸脱氢酶(GAPDH)单抗、兔抗人CXCL6多

抗、辣根过氧化物酶(HRP)-标记山羊抗兔/小鼠免疫

球蛋白G
 

二抗均购自上海埃必威生物技术公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞增殖实验(CCK-8方法) 选择对数生长

细胞接种于96孔板(通常每孔5
 

000个细胞),培养

24
 

h后加药处理。加药的质量浓度分别为0、25、50、

100、150、200
 

μmol/L,继续培养,加药24、36、48、72
 

h
后分别加CCK-8试剂(每孔5

 

μL
 

),37
 

℃孵育1
 

h。
测光密度(OD480)值。
1.2.2 划痕实验 选择对数生长的细胞接种于6孔

板,每孔接种5×105~1×106 个/细胞,细胞培养24
 

h
待细胞完全贴壁后用200

 

μmol/L枪头垂直于培养

板,显微镜拍照,然后加药继续培养,药物浓度为100
 

μmol/L,培养48
 

h后再次显微镜拍照。
1.2.3 侵袭实验 选择对数生长细胞消化后无血清

重悬,密度为每亳升5×105 个细胞,在小室内加入

200
 

μL细胞重悬液,小室下面加入每孔600
 

μL,20%
胎牛血清(FBS)完全培养基培养24

 

h后,丢弃小室上

方的培养基换成含有100
 

μmol/L药物培养基继续培

养24
 

h,培养结束后取出小室用4%多聚甲醛固定,15
 

min。0.1%结晶紫染10~20
 

min,自来水冲净浮色,
晾干。每个侵袭小室随机选取至少5个不重叠视野

(200×)进行拍照,由2名研究者独立计数穿过微孔

的细胞数,取平均值作为最终数据。
1.2.4 蛋白免疫印记实验 制胶方法为分离胶10%
(30×103~100×103 通用),浓缩胶5%,插梳后静置

20
 

min。上样样品10
 

μL。电泳80
 

V、30
 

min(压线),
随后转为120

 

V、60
 

min(溴酚蓝跑到底即可)。转膜

液预冷(4
 

℃或-20
 

℃
 

甲醇
 

200
 

mL+800
 

mL转膜

液)。聚偏二氟乙烯(PVDF)膜用甲醇浸泡15
 

s,用转

膜夹固定胶,转膜夹内物包括黑夹(负极)、海绵、滤
纸、胶、膜、滤纸、海绵、红夹(正极),排尽气泡。转膜

参数为恒流250
 

mA,60
 

min冰浴。结束后用5%脱

脂牛 奶 (TBST)室 温 1
 

h、摇 床 60
 

r/min 封 闭。
1∶1

 

000封闭 一 抗,4
 

℃
 

摇 床 过 夜(>12
 

h)。用

TBST洗膜3次,每次5
 

min。加入二抗1∶5
 

000,室
温封闭1

 

h。TBST洗膜3次,每次5
 

min。配置增强

型化学发光(ECL)混合液
 

A∶B
 

=
 

1∶1,膜正面朝下

浸润30
 

s。放入化学发光仪,自动曝光。
1.3 统计学处理 应用SPSS27.0统计软件、Graph-
padPrism9.0软件进行数据分析,计量资料以x±s
表示,采用方差分析、t检验等。借助Gepia2数据库

(http://gepia2.cancer-pku.cn/)对182例食管癌组

织和286例配对正常组织进行差异表达分析,采用

Wilcoxon配对样本非参数检验。P<0.05为差异有

统计学意义。
2 结  果

2.1 Laduviglusib抑制食管癌细胞(Eca-109、TE-1)
增殖 与未加药组比较,不同质量浓度加药组食管癌

细胞均被抑制增殖,以72
 

h为例,Eca-109未加药组

OD 值为3.12±0.15,100
 

μmol/L组降至1.17±
0.17,200

 

μmol/L组进一步降至0.44±0.01;TE-1
未加药组为2.14±0.06,200

 

μmol/L组降至0.65±
0.08。各药物质量浓度组与未加药组比较,差异均有

统计学意义(P<0.05)。见表1、2。
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表1  Eca-109不同质量浓度加药组细胞增殖

   能力比较(x±s)

组别 n
细胞增死率(OD 值)

24
 

h 48
 

h 72
 

h

0
  

μmol/L组 3 0.76±0.01 2.23±0.24 3.12±0.15

25
 

μmol/L组 3 0.73±0.02 1.68±0.07 2.25±0.13

50
 

μmol/L组 3 0.64±0.01 1.59±0.01 2.01±0.13

100
 

μmol/L组 3 0.61±0.01 0.98±0.03 1.17±0.17

150
 

μmol/L组 3 0.36±0.01 0.53±0.01 0.59±0.01

200
 

μmol/L组 3 0.36±0.02 0.41±0.01 0.44±0.01

F - 396.245 109.354 44.747

P - <0.05 <0.05 <0.05

  注:-表示无此项。

2.2 Laduviglusib抑制食管癌细胞(Eca-109、TE-1)
侵袭和迁移 Eca-109细胞100

 

μmol/L
 

Laduviglusib
作用48

 

h后迁移速率由0.94±0.01降至0.55±
0.05,TE-1细胞由0.76±0.00降至0.62±0.04,差
异均 有 统 计 学 意 义(t=-12.445、-6.006,P<

0.05);Eca-109穿膜细胞数从86.67±8.02减少至

26.33±6.03,TE-1细 胞 从72.00±4.36 减 少 至

38.67±3.51,差 异 均 有 统 计 学 意 义(t=10.415、
6.831,P<0.05)。见图1、2。

表2  TE-1不同质量浓度加药组细胞增殖

   能力比较(x±s)

组别 n
细胞增死率(OD 值)

24
 

h 48
 

h 72
 

h

0
  

μmol/L组 3 0.99±0.03 1.57±0.08 2.14±0.06

25
 

μmol/L组 3 0.83±0.04 1.67±0.04 1.78±0.08

50
 

μmol/L组 3 0.70±0.04 1.34±0.04 1.50±0.08

100
 

μmol/L组 3 0.64±0.03 0.93±0.08 1.37±0.01

150
 

μmol/L组 3 0.48±0.01 0.80±0.01 0.93±0.05

200
 

μmol/L组 3 0.45±0.02 0.58±0.07 0.65±0.08

F - 109.354 29.773 44.747

P - <0.05 <0.05 <0.05

  注:-表示无此项。

图1  Laduviglusib对食管癌细胞侵袭的影响

图2  Laduviglusib对食管癌细胞迁移的影响

2.3 在食管癌中CXCL6表达增高 采用Gepia2数

据库,CXCL6在癌组织中表达明显升高,差异有统计

学意义(P<0.05)。见图3。

  注:红色为182例食管癌组织,灰色为286例配对正常组织。

图3  食管癌中CXCL6表达
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2.4 Laduviglusib减 弱 了 食 管 癌 细 胞(Eca-109、
TE-1)中 CXCL6蛋白的表达 100

 

μmol/L
 

Ladu-
viglusib处理48

 

h后Eca-109、TE-1细胞中CXCL6
条带均变弱。Eca-109细胞 CXCL6相对表达量由

1.12±0.01降至0.83±0.02,TE-1细胞由0.92±
0.02降至0.77±0.02,差异均有统计学意义(t=
18.892、8.730,P<0.05)。见图4。

图4  Laduviglusib对食管癌细胞CXCL6蛋白表达的影响

3 讨  论

食管癌是一种高度侵袭性恶性肿瘤,其转移是导

致患者预后不良的主要原因。目前,针对ESCC的潜

在分子靶点研究已取得初步进展,但仍面临疗效有

限、缺乏预测标志物、肿瘤异质性高等挑战[17]。本研

究揭示了Laduviglusib在ESCC中的抗肿瘤活性,并
发现其可能通过下调CXCL6表达抑制肿瘤细胞增

殖、侵袭、迁移能力。
Laduviglusib作为一种 GSK-3β抑制剂,已在多

种肿瘤模型中显示出潜在的抗肿瘤效应[21-24]。目前,
在食管癌研究中处于临床前期实验阶段。需要指出

的是,本研究中为观察明显的表型效应,在细胞实验

中使用了较高浓度的Laduviglusib。虽然该药物对

GSK-3具有高选择性,但在较高浓度下仍不能完全排

除潜在的脱靶效应。因此,观察到的抗增殖、抗迁移,
以及CXCL6下调效应可能是GSK-3抑制主导,并与

其他信号通路交叉作用的结果,需在后续研究中通过

更低浓度的靶向验证或基因敲除/敲低实验加以佐

证。本研究结果显示,Laduviglusib在体外明显抑制

了ESCC细胞增殖、迁移能力,提示其可能成为一种

新的治疗策略。
CXCL6是一种趋化因子,属于CXC家族,主要

功能为招募中性粒细胞、促进炎症反应。在食管癌微

环境中CXCL6主要由肿瘤相关巨噬细胞、癌相关成

纤维细胞、肿瘤细胞产生。近年来,有研究发现,其在

多种肿瘤中高表达,并与肿瘤细胞侵袭、迁移、血管生

成密切相关[25]。本研究结果显示,Laduviglusib处理

后ESCC细胞中CXCL6的表达水平明显下降,提示

CXCL6可能作为 Laduviglusib作用的下游靶点之

一。CXCL6的下调可能通过抑制肿瘤微环境中的炎

症信号通路,进而减弱肿瘤细胞的侵袭和迁移能力。
是否能成为ESCC中的潜在分子作用靶点需要进一

步研究。此外,GSK-3β作为 Wnt/β-catenin信号通路

的重要调控因子,其抑制可能通过调控该通路影响

CXCL6的表达。

已有研 究 表 明,Wnt信 号 通 路 的 激 活 可 促 进

CXCL家族成员的表达[26-27]。因此,Laduviglusib可

能通过抑制 GSK-3β活性,间接抑制 Wnt/β-catenin
信号通路,从而降低CXCL6的表达水平。尽管CX-
CL6并非GSK-3的直接底物,但GSK-3作为 Wnt/β-
catenin、核因子-κB、STAT3等多条信号通路的关键

调控节点,其抑制可能通过这些通路的交互作用间接

影响CXCL6的转录与表达。这一机制尚需进一步的

实验验证,如蛋白互作实验、蛋白免疫印迹实验、实时

荧光定量聚合酶链式反应、报告基因实验等。然而,
本研究初步揭示了Laduviglusib在ESCC中的抗肿

瘤作用及其与CXCL6的潜在关联,但仍存在一些局

限性:(1)主要基于体外细胞模型,尚需在动物模型中

进一步验证其体内抗肿瘤效果;(2)CXCL6在ESCC
中的具体作用机制尚不明确。未来可通过CXCL6过

表达或敲除实验进一步明确其在Laduviglusib介导

的抗肿瘤效应中的功能角色。
综上所述,Laduviglusib可能通过下调 CXCL6

表达抑制ESCC细胞增殖、侵袭和迁移,提示其具有

潜在的临床应用价值。然而,其具体的作用机制及调

控关系尚需进一步探讨,有望为食管癌的靶向治疗提

供新的策略。
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