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摘要 目的：探讨奥拉帕尼对黑素瘤细胞的作用及其机制。方法：应用不同浓度的奥拉帕尼处理黑素瘤细胞，利用 CCK8检测肿瘤

细胞活性。应用Western blot技术检测奥拉帕尼处理黑素瘤细胞后肿瘤细胞内凋亡及周期相关蛋白表达水平。结果：与对照组相

比，5 滋M奥拉帕尼处理黑素瘤 A2058细胞即可抑制肿瘤细胞活性（85.53± 2.593）%。随着奥拉帕尼处理浓度倍增对黑素瘤细胞

活性的抑制作用越强。在 10 滋M、20 滋M、40 滋M、80 滋M奥拉帕尼处理浓度下，黑素瘤细胞活性分别是（68.88± 1.484）%、（47.21±

1.759）%、（33.04± 1.261）%、（28.17± 1.731）%。奥拉帕尼处理黑素瘤细胞后可促进肿瘤细胞内凋亡相关蛋白 PARP1剪切体表达

增加，并可抑制细胞周期相关蛋白 cyclin D1的表达。结论：奥拉帕尼通过促进黑素瘤细胞凋亡及抑制肿瘤细胞周期蛋白表达的机

制发挥抑制黑素瘤细胞活性的作用。
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The Effect of Olaparib on Melanoma Cells and Its Mechanism*

To investigate the effect of olaparib on melanoma cells and its mechanism. CCK8 was used to

detect the viability of melanoma cells after being treated with olaparib at different concentrations. Western blot was used to detect

expression of proteins related with apoptosis and cell cycle in melanoma cells treated with olaparib. Compared with the control

group, 5 滋M olaparib can inhibit the viability of melanoma cells (85.53± 2.593)%. And the inhibitory effect of olaparib on the viability

of melanoma cells was stronger as its concentration doubling. The viability of melanoma cells were changed to (68.88± 1.484)% ,

(47.21± 1.759)%, (33.04± 1.261)%, (28.17± 1.731)% after the treatment of olaparib at 10 滋M, 20 滋M, 40 滋M, 80 滋M concentrations

respectively. Olaparib treatment can promote the expression of apoptosis-related cleaved-PARP1 and inhibit the expression of cell

cycle-related cyclin D1 in melanoma cells. Olaparib play a role in inhibiting the viability of melanoma cells by promoting the

apoptosis and inhibiting the expression of cell cycle protein.

Melanoma; Olaparib; Apoptosis; Cell cycle

*基金项目：国家自然科学基金项目（81802727）；西安交通大学第一附属医院院基金项目(2016QN-07)；

中央高校基本业务费暨西安交通大学校基金（xzy012019098）

作者简介：葛睿（1987-），博士，主要研究方向：黑素瘤，E-mail: green-0074@163.com

△ 通讯作者：牟宽厚（1967-），主任医师，主要研究方向：黑素瘤及白癜风，E-mail: 18991232459@189.cn，电话：85324614

（收稿日期：2019-02-28 接受日期：2019-03-23）

前言

黑素瘤是具有高度侵袭性的皮肤恶性肿瘤[1]，中晚期黑素

瘤患者预后差，5年生存率仅为 16%[2,3]。近年来，我们虽然在黑

素瘤的治疗方面取得了一定进步，包括靶向药物及免疫治疗的

发展等。但肿瘤细胞耐药的发生极大的限制了黑素瘤的治疗效

果[4，5]。因此，持续探索针对黑素瘤治疗的可能方案仍意义重大。

聚二磷酸腺苷核糖多聚酶（Poly (ADP-ribose) polymerase，

PARP）超家族包括至少 18个成员，PARP1是该家族中表达最

高的成员之一[6]。作为 DNA损伤修复中的关键分子，PARP1在

维持基因组稳定性中发挥重要作用[7]。因此，PARP1作为肿瘤

治疗的潜在靶点而被广泛研究。目前 PARP1抑制剂已被应用

于存在 DNA损伤修复缺陷肿瘤的治疗或与其他 DNA损伤药

物联合应用提高肿瘤治疗疗效[8]。奥拉帕尼（olaparib）是首个

FDA批准上市的 PARP1/2抑制剂，主要用于治疗携带 BRCA

基因缺陷的卵巢癌患者[9]。此外该药物用于治疗乳腺、胃、胰腺、

前列腺等恶性实体肿瘤的研究也已进入临床试验阶段 [10]。然

而，奥拉帕尼单药对黑素瘤是否具有治疗作用，其具体机制又

是如何目前尚未完全阐明。本研究拟在以往研究的基础上，探

讨奥拉帕尼对黑素瘤的治疗作用及其具体机制，为扩展治疗黑
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图 1奥拉帕尼可抑制 A2058细胞活性

Fig.1 The cell viability of A2058 cells was inhibit by olaparib

Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P< 0.05, **P< 0.01,
***P< 0.001, compared with group 0 滋M.

图 2奥拉帕尼可促进 A2058细胞中 PARP1剪切体表达

Fig.2 The expression of cleaved-PARP1 in A2058 cells was promoted by olaparib

Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P< 0.05, compared with DMSO group.

素瘤的新方案提供实验依据。

1 材料与方法

1.1材料

人恶性黑色素瘤细胞 A2058购自美国模式培养物集存库

（American typeculture collection，ATCC）；DMEM/F12 培养基、

胎牛血清购自 Invitrogen；奥拉帕尼购自 Selleck；DMSO购自

Sigmaaldrich；PARP1/cleaved PARP1 抗体、cyclin D1 抗体、

GAPDH抗体购自 Cell Signaling Technology；CCK8 试剂盒购

自生工生物。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 细胞用含 10%胎牛血清的 DMEM/F12培养

基，5%CO2，37℃培养。细胞系为贴壁生长，待生长融合度达

80%时，用 2.5%的胰蛋白酶消化传代，取对数生长期的细胞用

于后续实验。

1.2.2 CCK8实验 以 5× 103/孔的密度将 A2058细胞接种于

96孔板中，每组设 3个复孔。24 h后将不同浓度奥拉帕尼或

DMSO加入 96孔板，继续 5%CO2，37℃培养 72 h。弃去 96孔

板中培养基，像每孔中加入 100 滋L 检测液（包含 10 滋L
CCK8+90 滋L DMEM/F12培养基），37℃孵育 1h。应用酶标仪

检测 450 nm波长下溶液的吸光度。

1.2.3 蛋白提取与Western Blot实验 以 5× 105/孔的密度将

A2058细胞接种于 6孔板中。24 h后弃去培养基，将不同浓度

奥拉帕尼或用于配置奥拉帕尼的 DMSO 作为对照加入 6 孔

板，继续 5%CO2，37℃培养 48 h。PBS洗涤细胞上残留培养基，

加入 RIPA裂解液（RIPA:PMSF=100:1）后冰上孵育 15 min。

４℃ 12000 r/min离心 20 min，将上清转移至新的 1.5 mL EP

管中。每种样品取１滋L用 BCA蛋白定量试剂盒进行定量，向

剩余样品中加入 1/4体积的 5× 蛋白 loading，混匀后 100℃加

热 5 min，-20℃保存备用。蛋白按每孔 30-50 滋g上样，电泳结束
后利用恒压系统进行蛋白转印，将蛋白样品转印至 PVDF膜

上。转印后将 PVDF膜放入 5%脱脂奶粉中封闭 1h，加入一抗

后，４℃孵育过夜。TBST充分洗膜 3次后，加入二抗室温孵育

90 min。TBST充分洗膜 3次后，进行发光分析。

1.3 统计学分析

利用 SPSS22.0软件进行数据分析，对照组与实验组数据

采用 t检验，P值小于 0.05为有显著差异。

2 结果

2.1 奥拉帕尼对黑素瘤细胞活性的影响

应用不同浓度（0 滋M、1 滋M、2.5 滋M、5 滋M、10 滋M、20 滋M、
40 滋M、80 滋M）的奥拉帕尼或 DMSO处理黑素瘤 A2058细胞

72小时。而后利用 CCK8试剂盒检测细胞活性。结果显示与

DMSO对照组相比 5 滋M奥拉帕尼处理黑素瘤 A2058细胞即

可抑制肿瘤细胞活性（85.53± 2.593）%。随着奥拉帕尼处理浓

度倍增对黑素瘤细胞活性的抑制作用越强。10 滋M、20 滋M、
40 滋M、80 滋M奥拉帕尼处理浓度下，黑素瘤细胞活性分别是
（68.88 ± 1.484）% 、（47.21 ± 1.759）% 、（33.04 ± 1.261）% 、

（28.17± 1.731）%（图 1）。

2.2 奥拉帕尼对黑素瘤细胞凋亡相关蛋白的影响

应用不同浓度（5 滋M、10 滋M、20 滋M）的奥拉帕尼或
DMSO处理黑素瘤 A2058细胞 48小时，提取细胞蛋白进行

Western Blot检测。结果显示与对照组相比，奥拉帕尼并不影响

PARP1的表达水平，但可促进凋亡相关蛋白 PARP1 剪切体

（cleaved-PARP1）的表达水平增加，且不同浓度组中奥拉帕尼

较 DMSO对照相比均具有显著差异（图 2）。

2.3 奥拉帕尼对黑素瘤细胞周期相关蛋白的影响

应用不同浓度（5 滋M、10 滋M、20 滋M）的奥拉帕尼或
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图 3奥拉帕尼可抑制 A2058细胞中 cyclin D1表达

Fig.3 The expression of cyclin D1 in A2058 cells was inhibit by olaparib

Note: Data are expressed as x± SEM, n=3. *P< 0.05, **P< 0.01, compared with DMSO group.

DMSO处理黑素瘤 A2058细胞 48小时，提取细胞蛋白进行

Western Blot检测。结果显示与对照组相比，奥拉帕尼可抑制细

胞周期相关蛋白 cyclin D1的表达水平，且不同浓度组中奥拉

帕尼较 DMSO对照相比均具有显著差异(图 3)。

3 讨论

PARP1是一种分子量为 113kDa的核蛋白，其功能多种多

样主要与 DNA损伤修复、染色质重构、基因调节等生物学过程

相关[11]。作为 DNA损伤修复中的重要分子 PARP1可识别受损

的 DNA并将损伤信号与 DNA修复相关联。PARP1的蛋白结

构由 N端的 DNA结合结构域（DNA binding domain，DBD），中

央的自体修饰结构域（automodification domain，AMD）以及 C

端催化结构域（catalytic domain，CD）组成[12]。通过 DBD结构域

PARP1可识别单链 DNA损伤并与之结合，进一步激活 C端催

化结构域。一旦被激活后，其 C端催化结构域可以酰胺腺嘌呤

二核苷酸（nicotinamide adenine dinucleotide，NAD）为供体，催

化核糖二磷酸腺苷（adenosine diphosphate ribose，ADPR）共价

结合至自身或其他受体蛋白上形成多聚核糖二磷酸腺苷（Poly

(adenosine diphosphate-ribose)，PAR）[6]。PARP1介导的 PAR基

化过程促使受损的 DNA结构打开，并进一步招募其他分子修复

受损 DNA[13-15]。由此可见，PARP1的酶活性在单链 DNA损伤

修复中发挥重要作用，而抑制肿瘤细胞内 PARP1的酶活性则

可增加基因组的不稳定性导致肿瘤细胞死亡的发生。因次，对于

PARP1酶抑制剂的研究已逐渐成为肿瘤治疗领域中的热点。

奥拉帕尼为最早研究的 PARP1酶活性抑制剂之一，可与

PARP1催化结构域结合并抑制其 PAR基化活性。因此，奥拉帕

尼可抑制 PARP1介导的单链 DNA损伤修复，导致在 DNA复

制时由单链断裂转变为双链断裂[16]。除了抑制 PARP1的损伤

修复作用外，研究发现奥拉帕尼还可将失活的 PARP1限制在

受损的 DNA 上形成 PARP1-DNA 复合体进一步导致双链

DNA损伤的发生[17]。DNA双链损伤可激活毛细血管扩张性共

济失调突变基因（ataxia telangiectasia mutated，ATM）-BRCA依

赖的同源重组（Homologous recombination，HR）修复途径。当

HR修复通路中的 ATM或 BRCA等基因存在缺陷时，DNA的

双链损伤则主要由非同源的末端结合（nonhomologous end

joining，NHEJ)、单链退火（single-strand annealing，SSA）、微同源

介导的末端结合（microhomology-mediated end joining，MMEJ）

等机制进行修复。值得注意的是，这些非 HR的损伤修复机制

非常容易导致错误的发生，进而影响基因组稳定性导致细胞凋

亡的发生[18]。因此，奥拉帕尼主要应用于存在 HR修复通路相

关基因缺陷的肿瘤治疗中或与其他化疗、放疗等 DNA损伤疗

法联合以提高疗效。2014年奥拉帕尼被 FDA批准用于存在

BRCA突变的卵巢癌患者。同年，欧洲药品管理局（European

Medicines Agency，EMA）批准奥拉帕尼作为单药可用于治疗对

铂类药物敏感的具有 BRCA突变的复发性上皮性卵巢癌、输

卵管癌、原发性腹膜癌。2017年 FDA额外批准奥拉帕尼可用

于卵巢癌、输卵管癌、原发性腹膜癌的治疗，不论这些患者是否

携带 BRCA突变。此外 FDA还批准奥拉帕尼可用于 BRCA突

变、HER2阴性转移性乳腺癌以及 BRCA或 ATM突变去势疗

法抵抗的前列腺癌患者[10]。在临床研究方面，一项 II期的随机

双盲临床观察发现，在低表达 ATM的转移性胃癌患者中，奥

拉帕尼联合紫杉醇组较安慰剂联合紫杉醇组相比可显著提高

总生存率[19]。在基础研究方面发现，奥拉帕尼联合顺铂可显著

提高低表达 ERCC1组非小细胞肺癌的治疗效果[20]。由此可见

奥拉帕尼作为有效的治疗方案已成为一些肿瘤的主要治疗手

段，此外其还可作为增敏剂提高一些癌症原有治疗方法的疗

效。那么奥拉帕尼单药对黑素瘤是否具有治疗作用及其具体机

制又是如何，对这些问题的探讨有助于为黑素瘤的治疗提供新

的思路，可能为治疗抵抗的黑素瘤提供新的联合方案。

我们研究发现奥拉帕尼单药处理黑素瘤细胞可显著抑制

黑素瘤细胞活性，且呈一定浓度依赖趋势。以往研究发现

PARP1除了在单链 DNA损伤修复中发挥重要作用外，还可通

过其酶活性介导对自身及其他多种损伤修复分子进行 PAR基

化，从而促进损伤修复分子的招募及活化，在核苷酸切除修复

（nucleotide excision repair，NER）、错配修复（mismatch repair，

MMR）、HR、NHEJ 等 DNA 损伤修复通路中也发挥一定作

用[21-24]。以上证据提示奥拉帕尼可通过抑制多种修复通路促进

肿瘤细胞凋亡的发生。虽然黑素瘤 A2058细胞系中不存在 HR

修复通路中相关的 BRCA或 ATM等基因缺陷，我们研究发现

奥拉帕尼处理黑素瘤细胞后可促进凋亡相关蛋白 PARP1剪切

体表达增加且与奥拉帕尼的作用浓度呈正相关。说明奥拉帕尼

可通过抑制多种修复通路促进黑素瘤细胞凋亡的发生。这也提

示奥拉帕尼与造成不同类型 DNA损伤修复的化疗药物包括造

成 NER修复的铂类化疗药物[25]，造成 MMR 修复的替莫唑胺
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等甲基化化疗药物[26]联合应用都可能起到更好的治疗效果。此

外，在乳腺癌的研究中发现 PARP1 作为 cyclin D1 的转录激

活子可调控 cyclin D1 的表达。干涉 PARP1 表达，可通过抑

制 cyclin D1表达从而抑制肿瘤细胞增殖[27]。与之类似，我们研

究发现奥拉帕尼可抑制黑素瘤细胞中 cyclin D1表达水平且与

奥拉帕尼作用浓度呈正相关。说明奥拉帕尼还可通过抑制细胞

周期蛋白来抑制黑素瘤细胞活性。提示奥拉帕尼与黑素瘤治疗

中常用的MAPK通路抑制剂联合应用可能会起到更好的治疗

效果。综上所述，我们研究发现奥拉帕尼单药可通过促进黑素

瘤细胞凋亡及抑制肿瘤细胞周期蛋白表达的机制起到治疗黑

素瘤的作用。该研究的发现为奥拉帕尼治疗黑素瘤的临床研究

提供了理论依据，为奥拉帕尼联合其他药物治疗黑素瘤提供了

实验基础。
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