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拉罗替尼通过 AMPK/mTOR 信号通路调控结肠癌细胞 
自噬和抑制增殖与迁移的实验研究

柏希慧 1，刘诗雨 2，孙媛媛 1（1. 西安交通大学第一附属医院药学部，西安  710061； 
2. 西安市阎良区人民医院，西安  710089）

摘  要：目的 探讨拉罗替尼（Larotrectinib，Lar）对结肠癌细胞自噬、增殖和迁移的影响及其分子机制。方法 用

不同浓度的 Lar（0，100，200，400，800，1 600 和 3 200 nmol/L）作用于人结肠癌细胞 COLO 205，HCT 116 及人

结肠黏膜上皮细胞 CP-H040。采用 CCK-8 比色法检测 Lar 对 COLO 205，HCT 116 和 CP-H040 细胞存活率的影响。

将 COLO 205 和 HCT 116 细胞随机分为对照组（Con 组）、Lar 组、氯喹组（hydroxychloroquine，CQ 组）和 Lar+CQ
组，采用 Transwell 实验检测细胞侵袭能力；划痕实验检测细胞迁移能力；Ki67 免疫荧光染色检测细胞增殖能力；实时

荧光定量聚合酶链式反应检测 Lar 对结肠癌细胞上皮 - 间充质转化相关标志物 mRNA 表达的影响；腺病毒转染实验和

透射电子显微镜检测细胞自噬情况；蛋白免疫印迹法检测腺苷酸活化蛋白激酶 / 哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（adenosine 
monophosphate-activated protein kinase/mammalian target of rapamycin, AMPK/mTOR）通路相关蛋白的表达。结果 Lar
可显著抑制 COLO 205 和 HCT 116 细胞的存活率，具有浓度依赖性（F=355.181，403.758，均 P<0.001）。与 Con 组相

比，Lar 组结肠癌细胞侵袭细胞数、Ki67 荧光强度和划痕愈合率均明显降低，E- 钙黏附蛋白（E-cadherin）mRNA 表达

水平升高，波形纤维蛋白（Vimentin）和基质金属蛋白酶 2（MMP2）mRNA 表达降低，自噬小体和自噬流形成增多，

微管相关蛋白轻链 3（LC3）II/I 和 p-AMPK/AMPK 比值升高，p62 蛋白表达和 p-mTOR/mTOR 比值降低，差异具有统

计学意义（t=4.399 ～ 54.214，均 P<0.05）。与 Lar 组相比，Lar+CQ 组细胞自噬小体形成减少，p62 蛋白表达升高，差

异具有统计学意义（t=2.755 ～ 24.784，均 P<0.05）。结论 Lar 能够抑制结肠癌细胞增殖和迁移，其潜在机制与激活

AMPK/mTOR 信号通路从而诱发细胞内自噬有关。
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Experimental Study of Larotrectinib Regulating Autophagy and Inhibiting 
Proliferation and Migration of Colon Cancer Cells Through AMPK/mTOR  

Signaling Pathway
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Abstract: Objective To investigate the effects of Larotrectinib (Lar) on autophagy, proliferation and migration of colon cancer 
cells and its molecular mechanism. Methods Human colon cancer cell lines COLO 205, HCT 116 and human colonic epithelial 
cell line CP-H040 were treated with different concentrations of Lar (0, 100, 200, 400, 800, 1600 and 3 200 nmol/L). CCK-8 assay 
was used to detect the cell viability of COLO 205, HCT 116 and CP-H040 cells. COLO 205 and HCT 116 cells were randomly 
divided into control group (Con group), Lar group, Chloroquine group (CQ group) and Lar+CQ group. Cell invasion was 
detected by Transwell assay. Scratch test was used to detect cell migration ability. Ki67 immunofluorescence staining was used to 
detect cell proliferation. Real-time quantitative polymerase chain reaction was used to detect the mRNA expression of epithelial-
mesenchymal transition related markers in colon cancer cells. Autophagy was detected by adenovirus transfection experiment and 
transmission electron microscopy. Western blot was used to detect the expression of adenosine monophosphate-activated protein 
kinase/mammalian target of rapamycin (AMPK/mTOR) pathway related proteins. Results Lar significantly inhibited the 
viability of COLO 205 and HCT 116 cells in a concentration-dependent manner (F=355.181, 403.758, all P<0.001). Compared 
with the Con group, the number of invasive cells, Ki67 fluorescence intensity and scratch healing rate of colon cancer cells in the 
Lar group were decreased, the expression of E-cadherin mRNA was increased, the expressions of Vimentin and MMP2 mRNA 
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were decreased, the formation of autophagosomes and autophagic flow, the ratio of microtubule-associated protein light chain 3 
(LC3) II/I and p-AMPK/AMPK were increased, and the expression of p62 protein and p-mtor /mTOR ratio were decreased, with 
significant differences (t= 4.399 ～ 54.214, all P<0.05). Compared with the Lar group, the formation of autophagosome was 
decreased and the expression of p62 protein was increased in the Lar+CQ group, and the difference was statistically significant (t= 
2.755 ～ 24.784, all P<0.05). Conclusion Lar can inhibit the proliferation and migration of colon cancer cells, and the 
underlying mechanism is related to activation of the AMPK/mTOR signaling pathway and thus inducts autophagy.
Keywords: colon cancer；larotrectinib；AMPK/mTOR pathway；autophagy

结肠癌（colon cancer）是胃肠道系统最常见

的恶性肿瘤，其发病率和病死率逐年上升，严重威

胁患者生命健康 [1]。化疗联合结肠癌根治术是治疗

结肠癌的主要手段，但对提高患者术后生存率的效

果并不理想，故寻找新的辅助治疗药物迫在眉睫。

随着人类基因组计划的完成和基因测序技术的发

展，癌症治疗已进入精准医疗时代，原肌球蛋白

受体激酶（tropomyosin receptor kinase，TRK）抑

制剂是精准治疗药物的重要代表之一 [2-3]。研究显

示，TRK 家族是包括结肠癌在内的多种癌症的主

要致癌驱动基因，TRK 融合过表达后，触发下游

系列级联信号转导，通过影响自噬相关信号通路，

促进癌症恶性进展 [4-5]。拉罗替尼（Larotrectinib，

Lar）作为一种高选择性的强效 TRK 蛋白小分子抑

制剂，已被批准应用于 TRK 融合阳性癌症的临床

治疗 [6]。但目前国内外尚无关于 Lar 对结肠癌的作

用研究。鉴于此，本研究拟通过 Lar 干预结肠癌细

胞观察其对自噬的影响，旨在为结肠癌治疗提供新

依据。

1 材料与方法

1.1 研究对象 人结肠癌 COLO 205 和 HCT 116
细胞（中国科学院上海细胞生物学研究所细胞库）；

人结肠黏膜上皮 CP-H040 细胞（武汉普诺赛生命

科技有限公司）。所有细胞均接种于含 10g/dl 胎

牛血清、100 μg/ml 青霉素和 100 μg/ml 链霉素的

RPMI 1640 培养液，置于 37℃，5ml/dl CO2 的加湿

恒温细胞培养箱中培养。

1.2 仪器与试剂 拉罗替尼（美国 Stelleck 公司，

批号：S5860）；羟氯喹（hydroxychloroquine，CQ）（美

国 Sigma 公司，批号：C6628）；胎牛血清和 RPMI 
1640 培养液（美国 Gibco 公司）；CCK-8 试剂盒（北

京索莱宝科技有限公司）；人源腺苷酸活化蛋白激 
酶（adenosine monophosphate-activated protein 
kinase，AMPK），磷酸化（phosphorylated，p）‐

AMPK，哺乳动物雷帕霉素靶蛋白（mammalian target 
of rapamycin，mTOR），p‐mTOR，微管相关蛋白

1A/1B- 轻链 3-I（microtubule-associated protein 1A/1B 
-light chain 3-I，LC3-I)，LC3-II，泛素结合蛋白 p62
和甘油醛 -3- 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase，GAPDH) 单 克 隆 抗 体（ 美 国 CST

公 司）； 人 源 Ki67 抗 体（ 美 国 Abcam 公 司）；

GFP‐mCherry‐LC3 或 GFP‐LC3 腺 病 毒（ 上 海

吉凯生物技术有限公司）；Cytation3 多功能酶标

仪（美国 BioTek 公司）；Chemi Doc XRS 化学发

光凝胶成像分析系统（美国 Bio-Rad 公司）；NIB 
910 光学显微镜（深圳博士达器械设备有限公司）；

HBS-ScanX 酶标仪（南京德铁生物科技有限公司）；

OLS5100 激光共聚焦显微镜分析（日本 Olympus 公

司）；JEM-1400 透射电子显微镜（日本电子株式

会社）。

1.3 方法

1.3.1 CCK-8 法测定细胞存活率：将 COLO205，

HCT116，CP-H040 细胞以 3×103 个 / 孔的密度接种

至 96 孔板。分别与 0，100，200，400，800，1 600 
和 3 200 nmol/L 的 Lar 共培养 24 h 后，每孔加入含

有 CCK-8 溶液 10 μl CCK-8，37℃孵育 1 h 后测定

450 nm 波长处的吸光度值（A 值）。细胞存活率

计算公式如下：存活率（%）=（A 处理组 /A 未处理组）

×100%。

1.3.2 细胞分组及处理：取对数生长期的 COLO 
205 或 HCT 116 细胞（1×105 个 / 孔）接种于 6 孔

板，待细胞融合度达 60% 左右时，随机分为对照

组（Con 组）和 Lar 组。Lar 组每孔加入 300 nmol/
L 的 Lar，Con 组 每 孔 加 入 等 量 磷 酸 缓 冲 盐 溶 液

（phosphate buffer saline，PBS），每组设置 3 个复

孔，处理 24 h 后进行后续实验。

1.3.3 Transwell 实 验 检 测 细 胞 侵 袭 能 力： 将

COLO205 或 HCT116 细 胞（1.5×104 个 /200μl 无

血清培养液细胞悬液）添加到含侵袭测定 Matrigel
浸润的 Transwell 上部腔室中，然后将 500 μl 含 10 
g/dl 血清的培养液添加到下部腔室中。24 h 后用 4 
g/dl 多聚甲醛固定穿膜细胞，并用 0.1 g/dl 结晶紫

染色。在光学显微镜下观察并计数穿膜细胞数。

1.3.4 免疫荧光检测细胞增殖抗原 Ki67 表达：将

COLO205，HCT116（1×105 个 / 孔）接种于 6 孔板。

按照 1.3.2 所述处理 24 h 后，室温下用 4 g/dl 多聚

甲醛固定，0.2 g/dl TritonX-100 打孔，5 g/dl 牛血清

清蛋白封闭，再加入 Ki67 抗体（1∶50），4℃孵

育过夜。次日在室温下用羊抗兔 IgG/FITC 二抗避

光孵育 2 h，PBS 清洗，加入 200 μl 含 4，6- 联脒 -2-
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苯基吲哚（DAPI）的抗荧光淬灭封片液，共聚焦

显微镜下观察并拍照，Image J 软件分析计算平均

荧光强度，计算公式如下：平均荧光强度（%）=（该

区域 Ki67 荧光强度综合 / 该区域面积）×100%。

1.3.5 划痕实验检测细胞迁移能力：将 COLO205
或 HCT116（1×105 个 / 孔）接种于 6 孔板，待细

胞铺满孔板底部 95% 后，用 200 μl 无菌移液管尖

端在单层细胞上划出均匀直线划痕。用无菌 PBS 去

除细胞碎片并加入 2 ml 完全培养液，在导致显微

镜下拍照并记为 0 h。继续培养 24 h 后，于同一位

置观察并记录，记录为 24 h 结果。划痕愈合率（%）

=（0 h 划 痕 宽 度 -24 h 划 痕 宽 度）/0 h 划 痕 宽 度

×100%。

1.3.6 qRT-PCR 检测上皮 - 间充质转化（EMT）相

关标志物 mRNA 相对表达：按照 TRIzol 试剂说明

书提取结肠癌细胞 COLO205 或 HCT116 总 RNA，

用 PrimeScript RT 逆转录试剂盒将 1 μg RNA 逆转

录为 cDNA，转录条件：65℃ 5 min（RNA 变性），

25℃ 5 min（退火），42℃ 30 min（反转录工作温度），

85℃ 5 min（逆转录酶失活）。配置 20 μl PCR 反

应体系，进行 RT-PCR 扩增。PCR 扩增程序为 94℃ 
5 min（预变性），94℃ 40 s（变性），40℃ 40 s（退 
火），72℃ 1 min（延伸），共 40 个循环。引物由上 
海生工生物科技有限公司设计合成，序列如下：E-
钙黏附蛋白（E-cadherin）：F：5’-GGGGTTAAGC 
ACAACAGCAA-3’，R：5’-CAAAATCCAAGCC 
CGTGGTG-3’；波形纤维蛋白（Vimentin）：F：5’-GC 
TTCAGAGAGAGGAAGCCG-3’，R：5’-AAGGTCAA 
GACGTGCCAGAG-3’；基质金属蛋白酶 2（matrix  
metalloproteinase 2，MMP2）F：5’-GGCGGT 
CACAGCTACTTCTT-3’，R：5’-GAGGGTTGGTGGG 
ATTGGAG-3’；甘油醛-3-磷酸脱氢酶（glyceraldehyde- 
3-phosphate dehydrogenase，GAPDH）：F：5’-GCGC 
CGTCTAGAAAACCTGCC-3’，R：5’-ACCACCTGG 
TGCTCAGTGTA-3’。以 GAPDH 为参照，用 2-ΔΔCt

法分析各目的 mRNA 的相对水平，△ Ct=Ct 目的基因 - 

Ct 内参。

1.3.7 腺病毒转染实验检测自噬体及自噬溶酶体：

将结肠癌细胞 COLO205 和 HCT116（1×105 个 / 孔）

接种到 6 孔板中，其中放置盖玻片，并且将所述板

在 37℃孵育 24 h。利用 Lipofectamine 2000 试剂盒

将 GFP-mCherry-LC3 或 GFP-LC3 腺病毒载体转染

细胞 24 h。之后按照 1.3.2 所述处理 24 h，4 g/dl 多

聚甲醛固定，并使用激光共聚焦显微镜拍照记录，

Image J 软件分析计算 GFP+/mCherry+( 黄色，自噬

体 ) 或 GFP-/mCherry+( 红色，自噬溶酶体 ) 的平均

荧光强度，计算公式如下：平均荧光强度（%）=（该

区域 Ki67 荧光强度综合 / 该区域面积）×100%，

并以红色荧光强度与黄色荧光强度的比值来确定自

噬通量。

1.3.8 透射电子显微镜观察细胞自噬情况：将结

肠 癌 细 胞 COLO205 和 HCT116（1×105 个 / 孔）

接种到 6 孔板中，当细胞达 80%~90% 融合度时，

随 机 分 为 Con 组、Lar 组、CQ 组 和 Lar+CQ 组，

Lar 组每孔加入 300 nmol/L 的 Lar，CQ 组每孔加入

20μmmol/L 的 CQ，Lar+CQ 组每孔加入 300 nmol/
L 的 Lar 和 20μmmol/L 的 CQ 处理。24 h 后，3 g/
dl 戊二醛固定 2 h，PBS 冲洗后加入 1g/dl 锇酸固定

1 h。丙酮梯度脱水，环氧树脂包埋细胞，制作超薄

切片并用醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色，透射电子显

微镜观察结肠癌细胞超微结构，随机选取 5 个视野

计数自噬小体数量。

1.3.9 Western blot 检测自噬和 AMPK/mTOR 通路

相关蛋白表达：收集各组待测细胞，加入适量含有

蛋白酶抑制剂的蛋白裂解缓冲液，离心后提取细胞

内总蛋白。使用 BCA 蛋白定量试剂盒检测蛋白浓

度，所有样品（50 μg/ 泳道）均进行 10g/dl SDS-
PAGE 电泳。此后，将蛋白转移到聚偏二氟乙烯膜上，

5g/dl 脱脂奶粉室温封闭 1 h。加入 AMPK/mTOR 通

路相关蛋白 p-AMPK，AMPK，p-mTOR，mTOR；

自噬相关蛋白 LC3II/I，p62；内参 GAPDH 的抗体，

4℃孵育过夜。次日，TBST 洗膜三次，室温下用二

抗孵育 1 h，电化学发光法显影。用 Image J 软件采

集条带灰度值，用目的条带灰度值与内参条带灰度

值的比值作为相对表达量。

1.4 统计学分析 使用 GraphPad Prism 9.0 软件分

析数据。本研究中所有实验均重复三次实验。呈正

态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表示。

组间比较采用独立样本 t 检验，多组间比较采用单

因素方差分析（one-way ANOVA），两两组间多重

比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异具有统计学意

义。

2 结果  
2.1 Lar 对结肠癌细胞及正常结肠黏膜上皮细胞存

活率的影响 见表 1。CCK-8 结果显示，不同浓

度 Lar 处理的 CP-H040 细胞存活率比较，差异无统

计学意义（P>0.05）。不同浓度 Lar 处理的 COLO 
205 和 HCT 116 细胞存活率受到抑制，且具有浓度

依赖性，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。本

研究 Lar 对 COLO 205 和 HCT 116 细胞的半数抑制

率 IC50 值分别为 356 nmol/L 和 305 nmol/L，因此，

后续实验使用对正常细胞无影响且仅对癌细胞具有

毒性作用的 300 nmol/L 的 Lar。



32 现代检验医学杂志　第 39 卷　第 6 期　2024 年 11 月　J Mod Lab Med, Vol. 39, No. 6, Nov. 2024

表 1     不同浓度 Lar 处理后结肠癌细胞及正常结肠粘膜上皮细胞存活率比较 [n=3, （x±s）%]

细胞
Lar 浓度（nmol/L）

F 值 P 值
0 100 200 400 800 1 600 3 200

COLO 205 100±1.23 91.32±3.21 70.23±4.56 36.87±1.23 19.89±1.12 15.34±1.34 7.87±0.98 355.181 <0.001

HCT 116 100±5.76 78.34±1.98 58.34±8.98 28.34±5.78 24.31±1.21 11.65±1.56 5.87±1.45 403.758 <0.001

CP-H040 100±0.09 99.67±1.43 98.34±1.87 98.76±1.21 99.56±1.45 98.46±1.02 97.45±1.87 1.956 0.127

2.2 Lar 对结肠癌细胞侵袭、增殖和迁移能力的

影响 见表 2。与 Con 组相比，Lar 组 COLO 205
和 HCT 116 细胞侵袭细胞数，Ki67 荧光强度和划

痕愈合率均显著降低，差异具有统计学意义（均

P<0.001）。

表 2      Lar 对结肠癌细胞侵袭、增殖和迁移能力的影响（n=3，x±s）

项  目 Con 组 Lar 组 t 值 P 值

COLO 205 细胞 侵袭细胞数 ( 个 ) 378.23±23.21 86.34±8.97 31.591 <0.001

Ki67 荧光强度 (AU) 100.23±3.89 40.65±0.65 30.619 <0.001

划痕愈合率（%） 41.34±5.56 11.65±0.79 37.513 <0.001

HCT116 细胞 侵袭细胞数 ( 个 ) 446.76±34.76 135.65±23.12 32.957 <0.001

Ki67 荧光强度 (AU) 100.41±2.87 56.34±8.31 54.214 <0.001

划痕愈合率（%） 38.78±5.21 9.86±0.32 46.341 <0.001

2.3 Lar 对结肠癌细胞中 EMT 相关标志物 mRNA
表达的影响 见表 3。qRT-PCR 结果显示，与 Con
组比较，Lar 组 COLO 205 和 HCT116 细胞中 E-cad 

mRNA 水平升高，Vimentin 和 MMP2 的 mRNA 水

平降低，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

表 3   Lar 对结肠癌细胞中 E-cad，Vimentin 和 MMP2 mRNA 表达的影响（n=3，x±s）

项  目 Con 组 Lar 组 t 值 P 值

COLO 205 细胞 E-cad 1.02±0.47 1.87±0.41 14.783 <0.001

Vimentin 1.05±0.68 0.17±0.02 12.024 <0.001

MMP2 1.01±0.26 0.23±0.05 28.653 <0.001

HCT116 细胞 E-cad 1.03±0.31 1.72±0.51 11.352 <0.001

Vimentin 1.07±0.61 0.33±0.17 6.876 <0.001

MMP2 1.10±0.67 0.36±0.06 7.853 <0.001

2.4 Lar 对结肠癌细胞自噬流的影响 见图 1。

GFP‐mCherry‐LC3 荧光报告实验结果显示，Con
组 COLO 205 和 HCT 116 细胞中红色荧光的自噬溶

酶体与黄色荧光的自噬小体的数量比为 1.03±0.43
和 1.16±0.64，Lar 处 理 后 COLO 205 和 HCT 116

细胞中红黄荧光数量比为3.14±0.62和5.17±0.75。

与 Con 组相比，Lar 组结肠癌细胞自噬流形成显著

增多，差异具有统计学意义（t=24.763，32.631，

均 P<0.001）。

绿色荧光表示 GFP+/mCherry--LC3 单荧光标记的溶酶体，红色荧光表示 GFP-/mCherry+-LC3 单阳性自噬溶酶体，黄色荧光表示 GFP+/
mCherry+-LC3 双阳性自噬小体，以红色荧光强度与黄色荧光强度比值确定自噬流通量。红色荧光越多，黄色荧光越少，则从自噬体到自噬溶酶

体阶段流通得越顺畅。

图 1 GFP‐mCherry‐LC3 荧光报告实验检测 Lar 对结肠癌细胞自噬流的影响（1 000×）
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2.5 Lar 对结肠癌细胞自噬小体形成的影响 见图

2。透射电子显微镜下自噬小体形态为胞质内形成

的包裹有未消化细胞器的双层膜结构。Con 组、CQ
组、Lar 组和 Lar+CQ 组每 5 个视野的 COLO 205 细

胞自噬小体平均数量分别为 4.00±0.82，4.26±0.91，

10.73±2.16 和 6.76±0.63 个，HCT 116 细 胞 自 噬

小 体 平 均 数 量 分 别 为 3.82±0.69，4.18±0.73，

11.36±2.93 和 6.34±0.67 个。与 Con 组和 CQ 组相

比，Lar 组细胞胞质内自噬小体形成显著增多，差异

具有统计学意义（t=4.610，4.399，5.601，5.571，均

P<0.05）。与 Lar 组比较，Lar+CQ 组细胞自噬小体

形成数量明显降低，差异具有统计学意义（t=2.755，

3.735，均 P<0.05）。

图 2 透射电子显微镜检测 Lar 对结肠癌细胞自噬小体形成的影响（40 000×）
2.6 Lar 对结肠癌细胞自噬相关蛋白表达的影

响 见 图 3， 表 4。 与 Con 组 相 比，Lar 组 COLO 
205 和 HCT116 细胞中 LC3II/I 比值升高，p62 蛋白

表 达 降 低（t=46.629，55.320，9.492，55.320， 均

P<0.001）；而 CQ 组 COLO 205 和 HCT116 细胞中

LC3II/I 比值和 p62 蛋白表达高于 Con 组（t=73.040，

49.806，17.816，79.755，均 P<0.001），差异具有

统计学意义。与 Lar 组比较，Lar+CQ 组 COLO 205

和 HCT116 细胞中 p62 蛋白表达升高（t=15.982，

47.338，均 P<0.001），而两组间 LC3II/I 比值比较，

差异无统计学意义（t=0.346，0.775，P=0.746，0.482）。 

图 3 WB 检测各组结肠癌细胞 LC3II/I 和 p62 蛋白表达
表 4     各组结肠癌细胞中 LC3II/I 和 p62 蛋白表达比较（n=3，x±s）

项目
COLO 205

F P
HCT116

F P
Con Lar CQ Lar+CQ Con Lar CQ Lar+CQ

LC3II/I 1.01±0.32 3.23±0.28 4.08±1.97 3.65±0.86 213.718 <0.001 1.06±0.3 2.07±0.18 2.28±0.34 2.37±0.52 298.279 <0.001

p62 蛋白 1.05±0.03 0.51±0.09 1.74±0.06 1.46±0.56 259.758 <0.001 1.03±0.04 0.72±0.04 2.13±0.65 2.47±0.75 216.860 <0.001

2.7 Lar 对结肠癌细胞中 AMPK/mTOR 信号通路相

关蛋白表达的影响 见图 4，表 5。Western blot 结果 
显示，与 Con 组相比，Lar 组 COLO 205 和 HCT116 
细胞 p-AMPK/AMPK 显著升高，p-mTOR/mTOR 明

显降低，差异具有统计学意义（均 P<0.001）。

3 讨论

Lar 作为目前已上市的一种口服小分子 TRK 抑

制剂，对 TRK 的选择性是对其他激酶的 100 倍，可

以选择性抑制 TRK 融合阳性癌细胞的自磷酸化 [7]。 
前期临床研究已证实，Lar 在儿童和成人晚期或转

移性实体瘤患者中显示出相较于非选择性 TRK 抑

制剂的更好疗效和安全性 [8-9]。但目前国内外尚无关

于 Lar 对结肠癌的作用研究，这就使得 Lar 治疗结

肠癌的临床研究缺乏理论基础。因此，本研究试图

探讨 Lar 在结肠癌细胞中的作用和分子机制。结果

发现，Lar 处理可呈剂量依赖关系抑制人结肠癌细

胞 COLO 205 和 HCT116 的活性，而对正常人结肠

黏膜上皮细胞 CP-H040 无影响。

图 4 WB 检测各组结肠癌细胞 AMPK/mTOR 信号通路
相关蛋白表达
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表 5   Lar 对 AMPK/mTOR 信号通路相关蛋白表达的影响（n=3，x±s）

项目
COLO 205

t 值 P 值
HCT 116

t 值 P 值
Con Lar Con Lar

p-AMPK/AMPK 1.01±0.21 1.94±0.47 30.578 <0.001 1.06±0.26 1.75±0.12 28.665 <0.001

p-mTOR/mTOR 1.02±0.26 0.63±0.15 26.753 <0.001 1.10±0.07 0.36±0.06 27.957 <0.001

结肠癌的发生和发展可能是遗传、环境因素和

生活方式共同作用的结果，但具体发病机制仍不清

楚。一些证据已经表明，TRK 在胚胎发育和癌症发

展过程中发挥关键作用，通过与神经营养因子配体

结合后发生二聚化和自身磷酸化转化为活化状态，

激活下游信号通路，进而调控细胞增殖、分化、

代谢和凋亡等作用，是多种癌症的主要致癌驱动基 
因 [10]。TRK 抑制剂已成为癌症精准治疗药物的重

要代表。CHEN 等 [11] 研究发现，靶向抑制 TRK 可

抑制肾癌细胞的增殖和迁移，诱导 G0/G1 期阻滞

和细胞凋亡。邢增术等 [12] 发现，siRNA 靶向沉默

TRK B 基因可通过抑制膀胱癌细胞 EMT 转化，从

而降低肿瘤细胞增殖及转移侵袭能力。此外，TRK 
B 抑制剂可抑制脑源性神经生长因子（brain-derived 
neurotrophic factor，BDNF）介导的神经母细胞瘤

增殖和转移 [13]。ZHANG 等 [14] 近期发现，Lar 在体

内外均可增加前列腺癌细胞对铁死亡的敏感度，从

而抑制前列腺癌的增殖和侵袭转移。这些研究强调

了抑制 TRK 蛋白激酶在癌症临床治疗中的关键靶

点效应。然而尚未研究 Lar 对结肠癌细胞的可能作

用。近期报道的 1 例 43 岁女性复发转移性结肠癌

患者，接受 Lar 治疗后显示病理完全缓解 [15]，揭示

了 Lar 在结肠癌患者早期治疗中的应用潜力。本研

究结果与上述研究结论类似，发现经 TRK 全家族

选择性抑制剂 Lar 处理后，结肠癌细胞的增殖、迁

移和侵袭水平均显著下降，提示 Lar 对结肠癌的发

生发展具有显著抑制作用。

EMT 是上皮细胞的可塑性发生改变，细胞间

黏附作用丧失，细胞外基质发生重塑，获得间充质

细胞特征的现象 [16]。癌细胞在 EMT 过程中，上皮

细胞标志物（E-cadherin）缺失和间充质细胞标志

物（vimentin）的表达上调，获得较高的迁移和侵

袭能力。MMP 家族成员在肿瘤的恶性行为中发挥

关键作用，其中 MMP2 可通过水解细胞间基质成分

和基底膜 IV 型胶原蛋白，在结肠癌细胞中加速肿

瘤生长并促进细胞侵袭 [17]，是影响恶性肿瘤 EMT
过程的重要因素。杨琦等 [18] 研究发现，黄芪 - 莪术

配伍通过上调 E-cadherin 并下调 vimentin 和 MMP2
的表达，抑制 EMT，从而改善结肠癌细胞迁移和

侵袭。本研究同样发现，Lar 能够降低 Vimentin 和

MMP2 表达水平，而升高 E-cadherin 表达，提示 Lar

抑制了结肠癌细胞的 EMT，进而抑制细胞迁移和

侵袭。

目前报道的 TRK 抑制剂抗癌作用机制多为诱

导细胞周期阻滞和凋亡，但 LEE 等 [19] 在近期证实

了 TRK 抑制剂在结肠癌细胞中具有诱导自噬的作

用。自噬是一种高度保守的自我降解过程，通过这

一过程，细胞内不必要的成分在自噬溶酶体中降解

或回收，从而维持机体平衡 [20]。自噬过程需要多

种相关蛋白参与，其中 LC3 作为一种自噬体膜蛋

白，自噬发生后，LC3I 经泛素化修饰形成 LC3II，
参与自噬过程的各个阶段，是自噬体形成的特异靶

标。最近的研究表明 [21]，自噬和 EMT 在调节肿瘤

的发生和进展中密切相关。在肿瘤的初始阶段，自

噬通过选择性降解 EMT 过程中的重要信号分子来

抑制癌细胞的侵袭和转移。相反，在肿瘤转移和扩

散过程中，癌细胞需要激活自噬以获得足够的能量

并促进 EMT。韩昭等 [22-23] 研究发现，自噬提供的

能量可以通过诱导皮肤黑色素瘤和结直肠癌细胞的

EMT 促进癌细胞的侵袭和转移。本研究结果发现，

在 Lar 处理后，LC3II/I 比值显著升高，提示 Lar 促

进了自噬小体的形成和自噬的增强。此外，Lar 降

低了自噬底物 p62 的表达，而 p62 被认为是反映自

噬通量的指标。自噬流在维持人体健康方面发挥重

要作用，已有研究表明，自噬流减少有助于癌症的

发生，并可能加剧痴呆等慢性疾病 [24]。因此，探索

激活自噬流的化学试剂可能有助于抗肿瘤治疗。本

研究发现 Lar 可以激活自噬流，在 Lar 处理的结肠

癌细胞中，红色荧光点状斑点的数量高于对照细胞。

相比之下，自噬抑制剂 CQ 处理同样可以增强自噬

体的形成并抑制自噬体 - 溶酶体融合，这与 Lar 发

挥的作用效果一致。基于以上研究结果，本研究提

出 Lar 诱导的自噬性细胞死亡可能是 Lar 对结肠癌

细胞发挥抑制作用的重要机制。

自噬的分子机制非常复杂，往往涉及多个信号

通路，而 AMPK 介导的 mTOR 通路已被证明是参

与自噬的重要机制，与鼻咽癌、多发性骨髓瘤、胃

癌和结肠癌等多种癌细胞的自噬水平密切相关。研

究显示，AMPK 是一种正性自噬调节因子，其激活

通过负调节 mTOR 通路中可调节抑癌基因如 p53，

ULK1 等，参与自噬的下游信号分子活动，引起细

胞周期阻滞并抑制肿瘤生长 [25]。HAN 等 [26] 发现，
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激活 AMPK/mTOR 信号通路可显著促进活性氧生

成，降低线粒体膜电位，激活自噬，减弱结肠癌细

胞的体外增殖和迁移。与这些发现一致，本研究发

现 Lar 在结肠癌细胞中促进 p-AMPK 激活并抑制

mTOR 磷酸化。这些数据表明，Lar 对结肠癌细胞

自噬的促进作用可能是通过 AMPK/mTOR 通路的

激活来实现的。

综上所述，Lar 能抑制结肠癌细胞的增殖、迁

移和侵袭，其潜在机制与激活 AMPK/mTOR 信号

通路从而诱发细胞内自噬有关。由于本实验仅进行

了细胞层面的研究，未在动物模型和人体中进行验

证，故 Lar 在临床的应用前景有待进一步研究。
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