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摘要： 目的 探究磷脂酰肌醇 3 激酶（PI3K）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mTOR）抑制剂 BEZ235 联合顺铂对膀胱癌细胞迁

移和侵袭的影响，及其潜在的作用机制。方法 在 2020 年 1 月 1 日至 2021 年 5 月 30 日，应用细胞计数试剂盒（Cell Counting 
Kit-8，CCK-8）法检测 BEZ235 和顺铂联合接单药对人膀胱癌细胞（5637 细胞）增殖的影响，并计算联合用药指数（CI）；在

BEZ235和顺铂空白处理（对照组）、联合处理和单药分别处理膀胱癌 5637细胞后，通过平板克隆形成实验、划痕愈合实验和细

胞侵袭实验分别检测各处理组膀胱癌细胞的集落形成、迁移和侵袭能力；应用蛋白质印迹法检测各处理组的膀胱癌细胞中上

皮-间质转化相关蛋白的表达。结果 BEZ235 和顺铂对 5637 细胞均以时间和剂量依赖的方式发挥抑制作用，100 nmol/L 
BEZ235和 0.1 μmol/L 顺铂联合用药时，CI值最小。BEZ235和顺铂联合处理组的 5637细胞的集落形成数［对照组为（207±9）
个，BEZ235 单药处理组为（146±10）个，顺铂单药处理组为（179±11）个，两药联合处理组为（103±9）个］、相对迁移率［（对照组

为（70±5）%，BEZ235 单药处理组为（52±6）%，顺铂单药处理组为（53±4）%，两药联合处理组为（39±6）%］和侵袭数［对照组为

（346±36）个，BEZ235 单药处理组为（193±38）个，顺铂单药处理组为（254±27）个，两药联合处理组为（133±23）个］均显著少于

对照组和各单药组（均P<0.05）。BEZ235和顺铂联合处理组的 5637细胞中上皮-间质转化相关蛋白上皮钙黏素（E-cadherin）的

表达水平均显著高于对照组和各单药组（均P<0.05），神经钙黏素（N-cadherin）和波形蛋白的表达水平均显著低于对照组和各

单药组（均P<0.05）。结论 BEZ235和顺铂可在体外协同抑制膀胱癌细胞的增殖，并通过上皮-间质转化途径抑制细胞的迁移

和侵袭。
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Abstract： Objective To explore the effect of Phosphatidylinositol 3 kinase (PI3K)/ mammalian target of rapamycin (mTOR) inhibi⁃
tor BEZ235 combined with cisplatin on migration and invasion of bladder cancer cells and its potential mechanism. Methods From Jan⁃
uary 1, 2020 to May 30, 2021, the effects of BEZ235 and cisplatin on the proliferation of bladder cancer 5637 cells were detected by 
CCK-8, and the combination index (CI) was calculated. After blank treatment (control group), combined treatment and single treatment 
with BEZ235 and cisplatin, the colony formation, migration and invasion ability of bladder cancer cells in each treatment group were de⁃
tected by plate clone formation assay, scratch healing assay and cell invasion assay, respectively. Western blotting was used to detect 
the expression of epithelial-mesenchymal transition-related proteins in bladder cancer cells of each treatment group.Results BEZ235 
and cisplatin inhibited 5637 cells in a time-dependent and dose-dependent manner. The CI value was the lowest when 100 nmol/L 
BEZ235 and 0.1 μmol/L cisplatin were combinedly used. Colony formation number [(207±9) in the control group, (146±10) in the 
BEZ235 monotherapy group, (179±11) in the cisplatin monotherapy group, and (103±9) in the combined treatment group], relative mo⁃
bility [(70±5)% in the control group, (52±6)% in the BEZ235 monotherapy group, (53±4)% in the cisplatin monotherapy group, and 
(39±6)% in the combined treatment group] and the number of invasions [(346±36) in the control group, (193±38) in the BEZ235 mono⁃
therapy group, (254±27) in the cisplatin monotherapy group, and (133±23) in the combined treatment group] of 5637 cells in the com⁃
bined treatment group were significantly lower than those in control group and respective monotherapy groups (all P<0.05). The expres⁃
sion of epithelial-mesenchymal transition-related protein E-cadherin in 5637 cells treated with BEZ235 and cisplatin was significantly 
higher than that in the control group and each monotherapy group (all P<0.05), while the expression levels of N-cadherin and Vimentin 
in the combined treatment group were significantly lower than those in the control group and each monotherapy group (all P<0.05).Con⁃
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clusion BEZ235 and cisplatin can synergistically inhibit the proliferation of bladder cancer cells in vitro and inhibit cell migration 
and invasion through epithelial-mesenchymal transition.
Key words： Urinary bladder neoplasms; Cell proliferationl; BEZ235; Cisplatin; Epithelial-mesenchymal transformation

膀胱癌是全球第十大常见肿瘤［1］，发病率和病

死率高［2］。膀胱癌 90% 为尿路上皮癌，其中约 75%
为非肌层浸润性癌，25%为肌层浸润性或转移性膀

胱癌［3］。非肌层浸润性膀胱癌术后复发率高达

70%，可发展为肌层浸润性膀胱癌，肌层浸润性膀胱

癌预后差，5年总生存率小于 50%，一次切除后易复

发［4］。以顺铂为基础的新辅助化疗是局部晚期肌肉

浸润性膀胱癌的推荐疗法［5］。然而，大多数膀胱癌

病人最终会产生顺铂耐药性，癌细胞会通过使凋亡

因子失活并增强对抗凋亡信号的存活途径而对化

疗产生抗性［6］。

随着对肿瘤生物学认识的进步，靶向治疗已成

为包括泌尿生殖系统肿瘤在内的各种恶性肿瘤的

一线或二线治疗选择。此外，越来越多的数据表

明，联合使用靶向药物是增强传统化疗抗肿瘤效果

的一种很有前途的策略［7-8］。磷脂酰肌醇 3 激酶

（PI3K）/蛋白激酶B（Akt）/哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

（mTOR）信号轴是一条主要的生存途径，其异常激

活经常参与包括浸润性膀胱癌在内的多种肿瘤的

发生发展［9］。此外，一些研究已经观察到在肿瘤中，

抑制 PI3K/AKT/mTOR 通路可以增加顺铂的敏感

性［10-11］。一些研究已经评估和证明了 PI3K/AKT/
mTOR通路抑制剂在临床前或临床环境下对膀胱癌

的抗肿瘤作用［12-13］。然而，很少有研究详细检验顺

铂和 PI3K/AKT/mTOR 通路抑制抑制剂在人类膀胱

癌中的协同作用。我们在 2020 年 1 月 1 日至 2021
年 5 月 30 日研究了口服生物利用咪唑喹啉衍生物

PI3K/mTOR双重抑制剂 BEZ235协同顺铂对膀胱癌

细胞的抗肿瘤作用。

1　材料与方法

1.1　材料　人膀胱癌 5637细胞购自中国科学院上

海生命研究所，RPMI-1640、胎牛血清磷酸缓冲盐溶

液（PBS）购自美国Hyclone公司，其他化学品购自美

国Corning公司，抗体均购自美国Abcam公司。蛋白

质印迹法化学发光试剂购自美国Amersham公司。

1.2　方法　

1.2.1　细胞培养　细胞培养在含 10% 胎牛血清

（gibco）和青霉素-链霉素（100 U/mL）的 RPMI-1640
中，在37 ℃，5%二氧化碳的培养箱中培养。

1.2.2　细胞计数试剂盒（Cell Counting Kit-8，CCK-8）
法细胞活力测定　用 96孔板按每孔 2 000个细胞接

种 5637 细胞，在接种后 24 h、48 h、72 h 和 96 h，将

CCK-8 溶液按 1∶10 比例加入 96 孔板，用酶标仪在

450 nm波长处测定吸光度。细胞生存率（%）=实验

组吸光度/对照组吸光度×100%。

1.2.3　联合用药指数（combination index，CI）的计

算　采用 CompuSyn（1.0.1）软件分析两药的 CI，CI
小于 1表示两药协同，等于 1表示两药效相加，大于

1表示两药拮抗。

1.2.4　细胞划痕和细胞侵袭试验　当细胞在 6孔板

中达到 90%融合时，用 200 μL的吸管尖端划伤细胞

层。划痕的图像是在 0、24和 48 h拍摄的。24 h后，

观察相同位置的划痕伤口愈合情况，并比较空白

组、正常对照组和 siRNA 组的愈合情况。通过测量

多个位置的划痕宽度，计算划痕伤口愈合的平均速

率。划痕愈合率（%）=（0 h 划痕宽度−24 h 划痕宽

度）/0 h 划痕宽×100%。在细胞侵袭实验中，收集

3 000个转染的人膀胱癌细胞（5637细胞）并转移到

上 transwell小室。上室加入200 μL RPMI-1640培养

基，下室加入 600 μL完全培养基。48 h后用结晶紫

染色，荧光显微镜下观察穿膜细胞数。

1.2.5　集落形成试验　获得药物处理后的对数生

长期的 5637细胞，将其中的 500个均匀接种到六孔

板中每两天进行换液。随后，细胞常规培养 10 d。
当形成肉眼可见的细胞集落时，取出平板，然后用

PBS 冲洗细胞两次，并用甲醇固定 15 min。废弃固

定液后，用结晶紫染色，计算细胞的集落形成数。

1.2.6　蛋白质印迹法　蛋白酶抑制剂（Beyotime：贝
约提姆，中国）以 1∶100的比例加入到总蛋白提取试

剂（Solarbio，中国）中，并与培养的细胞混合。BCA
法用于测量蛋白质浓度。将蛋白质样品与加载缓

冲液混合，并加载到10%十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰

胺凝胶电泳（SDS-PAGE）上进行蛋白质印迹法分

析，将电泳分离后的蛋白质转移至聚偏二氟乙烯

（PVDF）膜上，用含 5%脱脂奶粉的封闭液室温封闭

1 h；加入兔抗人上皮钙黏素（E-cadherin）、神经钙黏

素（N-cadherin）和波形蛋白单克隆抗体和鼠抗人甘

油醛-3-磷酸脱氢酶（GAPDH）单克隆抗体（体积稀释

比例均为 1∶1 000），4 ℃反应过夜；等渗缓冲盐溶液

（TBST）洗膜 3次后加入二抗，并在室温下以 1∶5000
的浓度孵育 1 h。TBST 洗膜 3 次后，免疫印迹带使

用电化学发光法（ECL）试剂盒（中国蛋白科技）进行

可视化，在 Bio-Rad 凝胶成像仪中观察蛋白条带。

用 Image Lab 软件分析蛋白条带的灰度值。以目的
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蛋白条带灰度值与内参照蛋白条带灰度值的比值

表示目的蛋白的相对表达水平。

1.3　统计学方法　所有实验至少进行 3 次。用

SPSS 22.0软件进行统计分析。定量数据以 x̄ ± s表
示，两组间比较采用成组 t检验的方法，多组间数据

比较采用单因素方差分析，多组间两两比较 SNK-q
检验。P<0.05被认为差异有统计学意义。

2　结果

2.1　BEZ235 和顺铂单独或联合使用对 5637 细胞

活性的影响　CCK-8 法检测 BEZ235 和顺铂对膀胱

癌细胞增殖的抑制作用。用不同浓度BEZ235和顺

铂处理 5637 细胞，分别于 0、1、2、3 和 4 d 检测细胞

活力。如表 1，2所示，BEZ235和顺铂对 5637细胞均

以时间和剂量依赖的方式发挥抑制作用（均 P<
0.05）。BEZ235和顺铂分别作用 3 d后，当 5637细胞

的生长抑制率为 50% 时，BEZ235 和顺铂的浓度分

别为 98 nmol/L和 1.1 μmol/L，为了计算方便，后续我

们将使用 100 nmol/L BEZ235 和 1 μmol/L 顺铂进行

实验。随后，5637 细胞分别经 25、50、100 和 200 
nmol/L BEZ235 以及 0.1、0.5、1.0 和 2.0 μmol/L 顺铂

联合处理，计算联合用药的CI值，结果如表 3所示，

当 100 nmol/L BEZ235 和 0.1 μmol/L 顺铂联合用药

时，CI值最小，即两药的协同作用最强。

2.2　BEZ235 联合顺铂可协同抑制膀胱癌细胞的平

板克隆形成　BEZ235 和顺铂单药及两药联合处理 
5637细胞后，应用平板克隆形成实验检测细胞的集

落形成能力。结果如图 1显示，集落形成数：对照组

为（207±9）个，BEZ235 单药处理组为（146±10）个，

顺铂单药处理组为（179±11）个，两药联合处理组为

（103±9）个（F=76.81，P<0.001）；BEZ235和顺铂单药

及两药联合处理的 5637 细胞集落形成数显著少于

对照组（均P<0.05），两药联合处理的 5637细胞集落

形成数显著少于各单药处理组（均P<0.05）。

2.3　BEZ235 联合顺铂可协同抑制膀胱癌细胞的迁

移能力　BEZ235和顺铂单药及两药联合处理 5637
细胞后，应用划痕愈合实验检测细胞的迁移能力。结

果见图2，细胞迁移率：对照组为（70±5）%，BEZ235单

药处理组为（52±6）%，顺铂单药处理组为（53±4）%，

两药联合处理组为（39±6）%（F=17.17，P<0.001）；

BEZ235和顺铂单药及两药联合处理的 5637细胞的

迁移率显著少于对照组（均P<0.05），两药联合处理的

5637的迁移率少于各单药处理组（均P<0.05）。

表 3　BEZ235和顺铂对膀胱癌5637细胞的联合用药指数

BEZ235/
（nmol/L）
25
25
25
25
25
25
50
50
50

顺铂/
（μmol/L）

0.01
0.10
0.50
1.00
2.00
5.00
0.01
0.10
0.50

CI值
0.473 911
0.618 058
1.071 153
1.466 207
1.914 536
1.994 205
0.305 177
0.373 749
0.577 384

BEZ235/
（nmol/L）
50
50
50
100
100
100
100
100
100

顺铂/
（μmol/L）

1.00
2.00
5.00
0.01
0.10
0.50
1.00
2.00
5.00

CI值
0.881 059
1.091 599
1.483 813
0.356 397
0.346 630
0.512 137
0.666 240
0.912 791
1.247 501

注：CI为联合用药指数。

表 1　顺铂对膀胱癌细胞5637的影响/x̄ ± s

顺铂浓度

0 μmol/L
0.1 μmol/L
1.0 μmol/L
5.0 μmol/L
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

细胞活性（490 nm处吸光度）

24 h
0.31±0.03
0.29±0.04
0.28±0.03
0.26±0.02

1.37
0.32

48 h
0.58±0.05
0.56±0.03①

0.49±0.04①②

0.25±0.03①②③

46.78
<0.001

72 h
1.03±0.06
0.95±0.04①

0.52±0.03①②

0.23±0.02①②③

260.6
<0.001

96 h
1.35±0.05
1.31±0.03①

0.47±0.03①②

0.21±0.01①②③

922.46
<0.001

注：①与0 μmol/L组相比，P<0.05。②与0.1 μmol/L组相比，P<0.05。③与1.0 μmol/L组相比，P<0.05。
表 2　BEZ235对膀胱癌细胞5637的影响/x̄ ± s

BEZ235浓度

0 nmol/L
10 nmol/L
100 nmol/L
500 nmol/L
F值

P值

重复次数

9
9
9
9

细胞活性（490 nm处吸光度）

24 h
0.28±0.02
0.26±0.03
0.25±0.04
0.24±0.03

0.93
0.47

48 h
0.52±0.04
0.47±0.05①

0.28±0.02①②

0.25±0.02①②③

44.57
<0.001

72 h
0.88±0.05
0.74±0.03①

0.42±0.02①②

0.26±0.01①②③

275.38
<0.001

96 h
1.26±0.07
0.86±0.04①

0.46±0.02①②

0.25±0.01①②③

342.33
<0.001

注：①与0 nmol/L组相比，P<0.05。②与10 nmol/L组相比，P<0.05。③与100 nmol/L组相比，P<0.05。
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2.4　BEZ235 联合顺铂可协同抑制膀胱癌细胞的侵

袭能力　BEZ235和顺铂单药及两药联合处理 5637
细胞后，应用 transwell 法检测细胞的侵袭能力。结

果如图 3 显示，侵袭细胞数：对照组为（346±36）个，

BEZ235单药处理组为（193±38）个，顺铂单药处理组

为（254±27）个，两药联合处理组为（133±23）个（F=
24.81，P<0.001）；BEZ235和顺铂单药及两药联合处

理 5637细胞后，穿过基质膜的细胞数显著少于对照

组（均P<0.05），两药联合处理组穿过基质膜的 5637
细胞数显著少于各单药处理组（均P<0.05）。

2.5　BEZ235 和顺铂的联合作用可调节膀胱癌细胞

中上皮-间质转化相关蛋白的表达　BEZ235和顺铂

单药及两药联合处理 5637细胞后，应用蛋白质印迹

法检测细胞中上皮-间质转化相关的 E-cadherin、N-

cadherin 和波形蛋白蛋白表达情况。结果如表 4 所

示，BEZ235 和顺铂单药及两药联合处理 5637 细胞

中 E-cadherin 蛋白表达水平均高于对照组（均 P<
0.05），N-cadherin 和波形蛋白的表达水平均低于对

照组均 P<0.05）。两药联合处理组的 5637 细胞中 
E-cadherin蛋白表达水平均显著高于各单药处理组

（均 P<0.05），N-cadherin 和波形蛋白的表达水平均

显著低于各单药处理组（均P<0.05）。

3　讨论

癌细胞的侵袭和随后的转移是导致死亡的主

要原因［14］。许多研究表明，与单一疗法相比，接受

联合疗法的病人在治疗肿瘤转移等方面表现出良

好的生存结果，这使得联合疗法在癌症治疗方面有

巨大潜力［15-16］。在很多肿瘤中，PI3K/Akt/mTOR 通

路被异常激活，该通路抑制剂在不同肿瘤中被广泛

研究［17］。目前对晚期和转移性尿路上皮膀胱癌病

人的治疗标准是基于顺铂的联合化疗，但顺铂的耐

药性常限制了其使用［18］。

本研究通过CCK-8法验证了BEZ235 和顺铂单

独用药时能抑制膀胱癌 5637细胞的增殖，当不同浓

度的 BEZ235 和顺铂联用时，多种浓度组合均表现

为协同抑制作用，当 100 nmol/L BEZ235与 0.1 μmol/
L顺铂联用时，两者的联合用药指数CI值最小，表明

此时两者的协同作用能力最强。为了验证 BEZ235
和顺铂的协同作用，在接下来的实验中，我们使用

100 nmol/L BEZ235与 0.1 μmol/L顺铂单独或者联合

作用于 5637细胞。平板克隆形成的实验结果显示，

BEZ235 联合顺铂可显著抑制膀胱癌细胞的增殖。

划痕愈合实验和细胞侵袭实验显示，BEZ235联合顺

铂可显著抑制膀胱癌细胞的迁移和侵袭。

为了探究 BEZ235和顺铂协同抑制膀胱癌细胞

的增殖、迁移和侵袭能力的具体机制，我们进一步

研究了BEZ235和顺铂与上皮-间质转化相关蛋白的

潜在关联，例如上皮标志物：E-cadherin，间质标志

物：N-cadherin和波形蛋白。上皮-间质转化是指上

皮细胞失去极性而成为间质细胞的生物学过程，上

皮-间质转化会赋予细胞转移和侵袭能力，使恶性肿

瘤细胞具有转移倾向［19-20］。E-cadherin 蛋白表达与

细胞的黏附力有关，E-cadherin 蛋白的高表达能抑

制肿瘤细胞的转移和侵袭［21］，而 N-cadherin 和波形

蛋白的高表达会促进肿瘤细胞的迁移和侵袭［22］。

本研究发现，BEZ235和顺铂两药联合时可显著抑制

N-cadherin和波形蛋白的表达，并能显著上调E-cad⁃
herin的表达，表明BEZ235联合顺铂可通过上皮-间

质转化途径抑制膀胱肿瘤细胞的迁移和侵袭能力。

综上所述，BEZ235和顺铂能够抑制膀胱癌细胞

的增殖、迁移和侵袭，并且两种药物能够协同通过

上皮-间质转化途径抑制膀胱癌细胞的增殖、迁移和

侵袭，使抗肿瘤效果更为显著。本研究为临床膀胱

癌病人的靶向治疗提供了联合用药的实验基础，也

为解决顺铂在膀胱癌中的耐药难题提供新的思路。
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摘要： 目的 评价不同模型及不同学习方法的人工智能算法在磁共振T1增强成像中对肛瘘内口诊断的准确性。方法 回

顾性分析上海中医药大学附属岳阳中西医结合医院 2019年 5月至 2021年 5月 58例肛瘘病人及 45例正常病例的磁共振T1增

强序列图像，通过数据增强的方法将图像扩增至 3 400幅，根据是否患病进行分层，采用分层随机抽样的方法将数据分为训练
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