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硫利达嗪对结直肠癌细胞 CT26.WT 免疫原性细胞死亡

的作用及机制研究
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摘要：目的  以 CT26.WT 细胞株为研究对象，探讨硫利达嗪诱导其发生免疫原性细胞死亡及可能的作用机

制。方法  不同浓度硫利达嗪处理 CT26.WT 细胞，采用 MTT 法检测细胞增殖抑制，流式细胞术检测细胞凋亡

率、细胞表面钙网蛋白 CRT 表达情况，Western blot 法检测内质网应激相关蛋白 PERK、Phospho-eIF2α、ATF-
4、CHOP、BIP、HMGB1 及线粒体凋亡相关蛋白 Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9、Cleaved PARP 的表达

水平。结果  随着药物浓度的升高，CT26.WT 细胞的增殖抑制明显增加，凋亡率及细胞表面 CRT 表达上升。

Western blot 结果显示在一定浓度范围内，硫利达嗪可上调内质网应激相关蛋白 PERK、Phospho-eIF2α、ATF-
4、CHOP、BIP、HMGB1 及线粒体凋亡相关蛋白 Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9、Cleaved PARP 表达。

结论  硫利达嗪对结直肠癌细胞 CT26 有增殖抑制效应并可诱导细胞发生免疫原性细胞死亡，其可能的机制与

Caspase 内外源性凋亡及内质网应激相关。
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Effect and Mechanism of Immunogenic Cell Death of 
Thiolidazine on Colorectal Cancer CT26.WT Cells
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ABSTRACT: Objective  Some drugs can induce immunogenic cell death while inducing apoptosis of tumor 
cells, which can stimulate the anti-tumor immune killing effect in the body and usually have better therapeutic 
effect. This experiment was conducted to investigate the immunogenic cell death induced by thiolidazine in 
CT26. WT cell line and its possible mechanism. Methods  After being treated with differentconcentrations of 
thioridazine, the proliferation-inhibition rate of CT26. WT cells  was detected by MTT assay. Flow cytometry 
was used to measure the expression of apoptosis rate and calreticulin on cell surface. Endoplasmic reticulum 
stress-related proteins (PERK、Phospho-eIF2α、ATF-4、CHOP、BIP、HMGB1) and mitochondrial apoptosis-
related proteins (Cleaved Caspase-3, Cleaved Caspase-9, Cleaved-PARP ) were detected by Western blot. 
Results  The proliferation of CT26. WT cells was significantly inhibited by thioridazine in a concentration-
dependent manner. Flow cytometry results showed that cell apoptosis rateand the expression of calreticulin 
were significantlyincreasedwith the increasing of drug concentration. Western blot  analysisshowed that PERK, 
Phospho-eIF2α, ATF-4, CHOP, BIP, HMGB1, Cleaved Caspase-3, Cleaved Caspase-9, and Cleaved PARPwere 
up-regulated within a certain concentration rangeafter thiolidazine treatment. Conclusion  Thiolidazine can 
inhibit the proliferation of colorectal cancer CT26 cells and induce immunogenic cell death, which may be 
related to endoplasmic reticulum stress and endogenous and exogenous apoptosis pathways of Caspase.
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0　引言

结 直 肠 癌 (Colorectal Cancer,CRC) 的 发 生 率

在全球范围内居恶性肿瘤第 3 位 [1]，近年来中国

的 发 病 率 和 死 亡 率 亦 不 断 上 升 [2]。 虽 然 手 术 和

化疗在结直肠癌治疗中起着重要作用，但其疗效

仍 很 局 限 [3]，且 存 在 严 重 的 不 良 反 应。 因 此，需

要不断寻找更有效的临床疗法 [4,5]。目前硫利达

嗪 (thialidazine,THZ) 作为一种抗精神疾病药物在

肿瘤治疗中处于探索阶段，其抗肿瘤作用及机制仍

是较少被关注的领域 [6,7]。硫利达嗪诱导结直肠癌

细胞发生免疫原性细胞死亡及其机制研究尚未见

报道。本研究通过观察硫利达嗪对 CT26.WT 增殖、

凋亡的影响，进一步探讨其在诱导结直肠癌细胞免

疫原性死亡中的机制，为结直肠癌治疗提供了新思

路，也为临床研究奠定了理论基础。

1　材料与方法

1.1　材料

1.1.1　细胞株与实验药物

结直肠癌细胞株 CT26.WT 购自中国科学院上

海细胞库，由安徽医科大学第三附属医院中心实验

室传代保存；硫利达嗪购自美国 Sigma 公司。

1.1.2　主要试剂及仪器

RPMI-1640 培养基购自美国 Hyclone 公司；青

霉素 - 链霉素双抗购自上海碧云天生物技术有限

公司；胎牛血清、二甲基亚砜 (DMSO)、含乙二胺四乙

酸 (EDTA) 胰酶购自美国 Gibco 公司；MTT 试剂盒

购自 Sigma 公司；Annexin V-FICT/PI 双染凋亡检测

试剂盒购于美国 BD 公司；CRT 抗体购自 Abcam 公

司；Cleaved Caspase-3、Cleaved Caspase-9、Cleaved 

PARP、PERK、Phospho-eIF2α、ATF-4、CHOP、

BIP、HMGB1 单 克 隆 抗 体 购 自 美 国 Cell Signaling 

Technology 公司；β-Actin 及所有二抗均购自北京中

杉金桥生物技术有限公司；ECL 超敏发光试剂盒购

自 Thermo 公司。倒置显微镜购自日本 OLYMPUS

公司；全自动酶标仪购自美国 Bio-Rad 公司；流式

细胞仪 FACS Calibur 购自美国 BD 公司。

1.2　方法

1.2.1　CT26.WT 细胞株培养

细胞置于 37℃，含有 5% CO2 的细胞恒温培养

箱中，在含双抗和 10% 胎牛血清的 RPMI-1640 培

养基中培养。根据细胞的形态及密度等情况定时

传代。以下所有实验用细胞均取对数生长期。

1.2.2　MTT 法检测细胞增殖抑制

细 胞 以 4×104 个 /mL，每 孔 100μl 接 种 于

96 孔板，边缘孔均以无菌 PBS 填充。培养至细胞

贴壁并呈对数生长时，实验组每孔更换含不同浓

度 THZ(10、20、25、30 、35 、40 、45、50 μmol/L) 的

培养基。各组设 5 个副孔，同时设置空白对照组

及 阴 性 对 照 组。 培 养 24 h 后，每 孔 加 入 10 μL 

MTT(5 mg/mL)，继续培养 4 h 后弃去上清，再加入 

DMSO150 μL 后室温下振荡 10 min。用酶标仪在

490nm 波长处测得每孔吸光度值 (optical density, 

OD 值 )，计算出抑制率 =( 对照组吸光度均值 - 实

验组吸光度均值 )/ 对照组吸光度均值 ×100%。

1.2.3　流式细胞术检测细胞凋亡率

细胞以 1×105 个 /mL，2mL/ 孔接种于 6 孔板，孵

育至贴壁后换液。对照组更换 1640 培养基，实验组

分别加入浓度 10、20、30、40、50μmol/L 的 THZ，每组

均设 3 个复孔，继续培养 24h 后用不含 EDTA 的胰

蛋白酶消化收集细胞 ( 包括上清细胞 )，PBS 预冷洗

涤 2 遍弃上清，加入 5μlAnnexinV-FITC 和 5μl PI

震荡混匀后室温避光孵育 15min，再次 PBS 清洗、离

心、重悬，上流式细胞仪检测细胞早凋和晚凋情况。

1.2.4　流式细胞术检测细胞表面 CRT 表达率

细 胞 的 培 养、收 集 同 上，将 收 集 的 细 胞 悬 液

加 入 CRT 一 抗 (1：1000)，避 光 条 件 下 室 温 孵 育

30min，PBS 离心洗涤两遍，用荧光色素 PE 标记的

IgG 二抗孵育 1h，PBS 洗涤重悬，采用间接流式细

胞术上机检测钙网蛋白 CRT 的表达率。

1.2.5　Western blot 法检测相关蛋白的表达

选取对数生长期的细胞，对照组 (0μmol/L) 和

实验组 (10、20、30、40、50μmol/L)THZ 预处理 24 小

时后，收取细胞样本 ( 约 1×105 个 )，加入 RIPA 细

胞裂解液裂解后离心收集上清液得到总蛋白，按照

1:4 加入蛋白上样缓冲液，沸水浴加热 15 分钟使蛋

白充分变性，把蛋白样品冷却至室温后以 5-10ul/

孔上样到 SDS-PAGE 胶加样孔内，恒压 80v 电泳 1h

后恒流转至 PVDF 膜，洗去转膜液后加入封闭液 (5%

脱脂奶粉 ) 室温封闭 2h。参考一抗说明书用一抗

稀释液进行稀释，4℃缓慢摇动孵育过夜。参考一抗

的属性和二抗说明书，按照 1:20000 用二抗稀释液

稀释辣根过氧化物酶 (HRP) 标记的二抗，室温孵育

1.2h。PBST 洗涤 3 次后使用 ECL 发光并显影定影。

1.3　统计分析

所有实验均重复 3 次及 3 次以上，采用 SPSS 
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20.0 及 GraphPad Prism 7.0 统计软件进行数据分

析及图表绘制。实验数据用 Mean±SD 表示，采用

单因素方差分析对数据进行比较。以 P<0.05 为差

异有统计学意义。

2　结果

2.1　硫利达嗪对细胞增殖的影响

MTT 法检测结果显示，在一定的范围内，THZ 对

CT26.WT 的增殖抑制效应与浓度呈正相关。不同

浓度 (10、20、25、30、35、40、45、50μmol/L) 的药物作

用 24h，各组的增殖抑制率分别为 (8.327±3.748)%、 

(21.385±2.372)%、(43.872±4.355)%、(68.023±3.808)%、 

(79.569±5.504)%、(85.807±3.793)%、(87.783±2.519)% 

和 (91.067±1.960)%。各实验组与对照组相比差异

有统计学意义 (F=439.368, P<0.01)( 图 1B)。光学显

微镜下观察细胞形态，可见随着药物浓度增加，正常

细胞数量减少、轮廓不清、间隙增加，贴壁细胞减少，

细胞呈漂浮状 ( 图 1A)。通过 SPSS 20.0 软件计算

得出，THZ 对 CT26.WT 半数抑制浓度 (IC50) 值为

25.373μmol/L。

2.2　硫利达嗪对细胞的凋亡作用

流式细胞术采用 AnnexinV-FITC/PI 双染分析

细胞凋亡。结果显示，0、10、20、30、40、50 μmol/L

的 THZ 作用于 CT26.WT 细胞 24h 后，促进细胞发

生凋亡。各组的凋亡率分别为 (0.175±0.170)%、 

(14.073±3.817)%、(24.250±3.424)%、(40.437±1.186)%、 

(44.783±2.076)% 和 (47.073±3.821)%。与对照组

相比，差异有统计学意义 (F=137.480, P<0.001)( 图

2)。在 THZ 浓度超过 30 μmol/L 后，随着浓度的

增加，凋亡率无明显上升 (P=0.08)。

2.3　硫利达嗪对细胞表面钙网蛋白 CRT 表达的影响

采用流式细胞术对细胞表面钙网蛋白的表达进

行检测，结果显示对照组 (0μmol/L) 的 CRT 阳性表

达率为 (0.399±0.597)%，经 10、20、30、40、50 μmol/L

的 THZ 作用 24h 后，细胞表面 CRT 的表达率分别为 

(16.900±1.054)%、(24.433±4.102)%、(45.967±2.616)%、

图 1  硫利达嗪对 CT26.WT 细胞增殖的影响
注：A: 光镜下观察不同浓度的硫利达嗪作用 24 h 后，CT26.WT 细胞形态学的变化。B:MTT 法检测增殖抑制率。与对照组相比，
各实验组有统计学意义。**P<0.01, ***P<0.001。

图 2  流式细胞术检测不同浓度硫利达嗪作用 24 小时后对细胞凋亡的影响
注：随着浓度升高，凋亡率明显上升。实验组与对照组相比，###P<0.001。对照组间比较，**P<0.01, ***P<0.001。
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(79.500±7.732)%和(90.733±5.843)%。与对照组相比，

差异有统计学意义 (F=195.330, P<0.01)，且随着 THZ

浓度的增加，细胞表面 CRT 表达上升。见图 3。

2.4　硫利达嗪对内质网应激及线粒体凋亡相关蛋白

表达的影响

浓度为 0、10、20、30、40、50μmol/L 的 THZ 分别作

用于 CT26.WT 细胞 24 h 后，与对照组相比，内质网应

激相关蛋白 PERK、Phospho-eIF2α、ATF-4、CHOP、BIP、

HMGB1 及 线 粒 体 凋 亡 相 关 蛋 白 Cleaved Caspase-3、

Cleaved Caspase-9、Cleaved PARP 表达上调，且相对表达

量在 20μmol/L 时最多。当 THZ 浓度超过 20μmol/L

时，随着浓度的升高，我们发现 CT26 的相关蛋白表达

量整体呈现降低趋势，结合流式细胞术检测结果，

THZ 处理浓度为 30μmol/L 时，其诱导凋亡细胞比

率 较 10μmol/L 上 调 2 倍 以 上 (40.437±1.186)% 

VS (14.073±3.817)%，蛋白表达下调可能与 CT26

细胞凋亡发生多，蛋白合成能力不足有关。各实验

组与对照组比较，差异有统计学意义 (P<0.01)。

3　讨论

肿瘤的低免疫原性和免疫逃逸可导致复发转

移 [8,9]。最近研究表明某些化学药物等作用于肿

瘤细胞可触发内质网 (ER) 应激反应，从胞内释放

免疫信号分子来提高肿瘤细胞的免疫原性，这个

过程导致的细胞凋亡即为肿瘤的免疫原性细胞死

亡 (Immunogenic cell death，ICD)[10-13]。作为一种广

泛用于治疗精神疾病的吩噻嗪类药物 [14]，硫利达嗪

还可以通过诱导凋亡和调节抗凋亡信号通路活性

来抑制肿瘤细胞的生长 [15-17]。诱导 ICD 是一种恢

复“冷”肿瘤免疫原性的具有前景的方法，它可以

图 3  流式细胞术检测不同浓度硫利达嗪作用 24 小时后对钙网蛋白 CRT 表达的影响
注：结果显示各实验组细胞表面 CRT 阳性表达明显上调。实验组与对照组相比，##P<0.01，###P<0.001。对照组间比较，
**P<0.01，***P<0.001。

图 4  Western blot 法检测相关蛋白水平的改变
注：与对照组相比，线粒体凋亡蛋白及 ER-Stress 相关 蛋白表 达 上调。各实验 组与对照组比较，差 异 有统计 学 意义。
##P<0.01,###P<0.001。
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利用固有和适应性成分来启动肿瘤微环境 (TME)

以获得更大的抗肿瘤反应。ICD 为刺激机体抗肿

瘤免疫反应提供了新途径。本课题研究组已证实

硫利达嗪能诱导肺癌细胞 ICD 的发生，而在结直肠

癌细胞中尚未见相关报道 [18,19]。

损伤相关分子 (Damage-associated molecular patterns，

DAMPs)[20-23] 的 释 放 与 内 质 网 应 激 未 蛋 白 折 叠 反

应 (unfolded protein response, UPR) 相关 [24,25]。在内

质网高应激条件下，BIP/GRP78 表达明显上调，产

生 PERK -eIF2α、ATF6-ERSE、和 IRE1- XBP1s 三

条主要信号通路来进行 UPR[26-30]。激活 UPR 通路

中 PERK 能够引起 ICD 的发生，并且 PERK 的激活

能引起 eIF2α 的磷酸化，进而引发 CRT 膜转位 [31,32]。

我 们 的 结 果 也 显 示，硫 利 达 嗪 能 够 使 PERK 及

eIF2α 的磷酸化水平升高，这与文献报道相一致。

硫利达嗪介导的内质网活性氧生成可导致严重的

内质网应激，促凋亡蛋白 CHOP 的过表达证明了这

一点，该蛋白是内质网凋亡的标志 [33-36]。且在一定

范围内，CHOP 水平随着药物浓度的增加进一步

升高。

内 质 网 应 激 引 起 的 CRT 膜 转 位 是 ICD 的 核

心事件。树突状 (DC) 细胞与 CRT 结合后生长为

成熟 DC 细胞，并将肿瘤抗原呈现给 T 细胞以激活

后续的免疫反应 [37]。本研究结果表明硫利达嗪促

进了 CT26.WT 细胞表面 CRT 的表达。有研究将

CRT 与肿瘤抗原嵌合，大大提升了肿瘤抗原免疫原

性 [38]，这也为后续研究提供了新思路。

严 重 的 内 质 网 应 激 和 内 质 网 膜 的 破 坏 可 能

导致 Ca2+ 的泄漏，进而诱导线粒体相关细胞的凋

亡 [39]。这可以通过 Caspase 裂解水平的增加来证

明 [40]。本实验 Western blot 结果提示硫利达嗪显

著 诱 导 Caspase-9 和 Caspase-3 的 裂 解。DNA 损

伤 时，细 胞 需 产 生 大 量 的 PARP 用 于 DNA 修 复，

以维持细胞存活 [41]，故而出现了本实验中见到的

PARP 的表达增加。结合 Annexin V-FITC/PI 双标

记流式细胞术分析结果，提示硫利达嗪诱导发生了

线粒体相关的细胞凋亡，这与课题组之前的实验结

果一致 [42]。

药物再利用 ( 或重新定位 ) 和药物组合是近年

来众多研究团体关注的治疗策略。我们的数据表

明硫利达嗪在体外能够显著诱发内质网应激，促使

细胞发生 ICD，抑制结直肠癌 CT26.WT 细胞增殖，

进而发挥抗肿瘤作用。目前动物实验正在进行中，

其在体内能否协同免疫细胞杀伤肿瘤细胞仍需研

究探索。由于硫利达嗪安全性和毒性相对明确，增

加了药物进入临床试验的可能性。药物组合的方

式可以一定程度上克服肿瘤内和肿瘤间的异质性，

此外可能会影响肿瘤微环境，促进肿瘤特异性免疫

反应以加速肿瘤细胞的清除。还需要更多的体内

外实验进一步验证硫利达嗪与传统结直肠癌化疗

药物或免疫疗法联合的疗效。
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