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钌络合物通过诱发高尔基体应激在Walker-256荷瘤大鼠中
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摘要目的：探讨钌络合物通过诱发高尔基体应激在Walker-256荷瘤大鼠中发挥抗肿瘤作用的机制。方法：以 30只雄性Wistar大

鼠为研究对象，通过Walker-256细胞右骨盆肢体皮下注射建立荷瘤大鼠模型，然后根据实验目的将大鼠分为 3组，对照组（正常

大鼠，PBS干预），肿瘤模型组（荷瘤模型大鼠，PBS干预）和钌络合物组[荷瘤模型大鼠，管饲法给予 5 mg / kg钌络合物溶液（由含

2% Tween的 PBS溶解）]，各 10只。通过测厚仪和电子秤分别计算大鼠肿瘤体积及重量；酶联免疫吸附试验试剂盒检测大鼠刚脏

组织匀浆中氧化应激水平；蛋白印迹和荧光探针 DCFH-DA试剂盒分析 LC3 II/I表达和 ROS活性；蛋白印迹分析高尔基应激相

关蛋白 GOLPH3、GRASP65的表达；实时定量 PCR分析 Bax、Bcl-2和 Caspase-3的 mRNA表达。结果：钌络合物组较肿瘤模型组

肿瘤重量降低（P<0.05），肿瘤模型组较对照组体重增加降低（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型组体重增加（P<0.05）。肿瘤模型组
较对照组 SOD活性和 LPO升高（P<0.05），CAT、GST和 GSH活性降低（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型组 LPO降低（P<0.05），
CAT、GST和 GSH活性升高（P<0.05）。肿瘤模型组较对照组 LC3 II/I蛋白表达和 ROS活性升高（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型
组 LC3 II/I蛋白表达和 ROS活性降低（P<0.05）。肿瘤模型组较对照组 GOLPH3、GRASP65的蛋白表达升高（P<0.05），钌络合物组
较肿瘤模型组 GOLPH3、GRASP65的蛋白表达降低（P<0.05）。肿瘤模型组较对照组 Bax和 Caspase-3的 mRNA表达升高（P<0.

05），Bcl-2 mRNA表达降低（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型组 Bax和 Caspase-3的 mRNA表达降低，Bcl-2 mRNA表达升高

（P<0.05）。结论：钌络合物通过调节高尔基应激反应，削弱氧化磷酸化从而促进Walker-256细胞死亡发挥抗肿瘤活性。
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The Mechanism of Ruthenium Complex Exerting Anti-tumor Effect
in Walker-256 Tumor-bearing Rats by Inducing Golgi Stress*

To investigate the mechanism of ruthenium complexes exerting anti-tumor effects in Walker-256

tumor-bearing rats by inducing Golgi stress. Thirty male Wistar rats were used as research objects. Walker-256 cells were

injected subcutaneously into the right pelvic limb to establish a tumor-bearing rat model, then divided into 3 groups according to the

experimental purpose, the control group (normal rats, PBS intervention), tumor model group (tumor-bearing model rats, PBS

intervention) and ruthenium complex group [tumor-bearing model rats, given 5 mg/kg ruthenium complex solution by gavage (dissolved

in PBS containing 2% Tween)], 10 each. The volume and weight of the rat tumor were calculated by the thickness gauge and the

electronic scale; ELISA kit was used to detect the level of oxidative stress in rat visceral tissue homogenate; Western blot and fluorescent

probe DCFH-DA kit were used to analyze LC3 II/I expression and ROS activity; Western blotting was used to analyze the expression of

Golgi stress-related proteins GOLPH3 and GRASP65; RT-PCR was used to analyze the mRNA expression of Bax, Bcl-2 and Caspase-3

in real time. The weight of the tumor in the ruthenium complex group was lower than that in the tumor model group (P<0.05),
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前言

顺铂是一种临床上常用的化疗药物，对恶性肿瘤的治疗具

有一定的疗效，然而，顺铂也具有较强毒副作用，如：肾毒性、耳

毒性、神经毒性等，因此其临床应用存在限制性[1-3]。基于顺铂的

化学结构，研究报道，钌络合物在许多体外和体内肿瘤模型中

具有抗肿瘤特性，并且比顺铂化合物毒性低[4-6]。钌络合物已被

证明具有与顺铂相似的治疗效果，但对肿瘤细胞更具选择性[7]。

在生物介质中，其对肿瘤细胞的作用是通过生物还原剂还原为

Ru(II)（吡啶配合物）激活的[8，9]。高尔基体是一种细胞质细胞器，

参与运输、加工和靶向粗面内质网中蛋白质的合成和分泌途

径[10，11]。与内质网和线粒体类似，高尔基体可以通过其在细胞凋

亡途径中独特的分子机制感知和转导凋亡信号[12，13]。哺乳动物

细胞中的高尔基体可以被认为是细胞传感器，高尔基体的形态

与更高阶细胞功能的调节之间存在密切关系，包括 DNA修复、

细胞凋亡、应激反应和细胞极化[14，15]。现已有证据表明，高尔基

体有助于调节广泛的细胞高级功能，包括细胞极化、有丝分裂、

定向迁移、定向分泌、代谢、自噬和炎症[16]。本研究使用Walk-

er-256荷瘤大鼠模型进行了体外研究，这种肿瘤生长迅速，易

诱发恶病质和氧化应激，本研究旨在探讨钌络合物能否通过影

响高尔基体应激反应抑制肿瘤的生长。

1 材料和方法

1.1 实验材料

1.1.1 化学药物和实验大鼠 通过咪唑与顺式（Ru[phen]2Cl2）

在 H2O/ETOH（1:1）中反应合成钌络合物，去除溶剂和添加六氟

磷酸盐生成的复合物，进一步沉淀为暗红色粉末。研究使用雄

性Wistar大鼠 30只，体重 180-220克，从南京君科生物工程有

限公司购买。将动物饲养在温度可控制的房间（22依2℃）中，12
小时光 /暗循环。

1.1.2 Walker-256荷瘤大鼠模型 大鼠乳腺癌细胞系 Walk-

er-256 (W256)用于建立荷瘤大鼠模型。通过腹膜内接种每周传

代 4到 5次，在Wistar雄性大鼠中维持Walker-256细胞。将大

约 107个 Walker-256细胞皮下注射到每只大鼠的右骨盆肢体

中，用于使用实体瘤模型的建立。

1.1.3 实验分组及干预 实验大鼠分为 3组，对照组、肿瘤模

型组和钌络合物组，各 10只。在皮下接种肿瘤细胞后 1天开始

治疗并持续 13天。将钌络合物溶解在含有 2 % Tween的 PBS

中，钌络合物的选定剂量为 5 mg / kg，通过管饲法给药。对照组

和肿瘤模型组接受相等体积 PBS溶剂。在治疗的第 13天后，

所有动物麻醉，从下腔静脉获得血样用于生化和血液学分析。

对动物实施安乐死，取出肿瘤、肝、将组织保存在 -80℃以备进

一步分析。

1.2 实验方法

1.2.1 肿瘤生长监测 在造模后 8d、10d和 12d，对大鼠进行

临床评估和称重。使用测厚仪测量其直径来计算肿瘤体积，最

后一天对各组大鼠进行肿瘤和身体称重，体重增加定义为大鼠

体重减掉肿瘤重量，作为大鼠健康生长检测标准。

1.2.2 体内氧化应激参数测定 将肝脏样品制备为组织匀浆，

按体积比 1:2溶解在甲醇中，4℃以 5000伊g离心 5 min。然后根

据大鼠 ELISA试剂盒（均购自上海碧云天生物科技有限公司）

说明书分别检测过氧化氢酶（CAT）、超氧化物歧化酶（SOD）和

谷胱甘肽 -S-转移酶（GST）活性以及还原型谷胱甘肽（GSH）和

脂质过氧化物（LPO）水平。

1.2.3 蛋白质印迹 使用总蛋白提取试剂盒从肿瘤组织和肝

脏（对照组）中分离总蛋白，样品电泳到 10~15 % SDS/聚丙烯

酰胺凝胶（SDS/PAGE），转移到 PVDF膜上。用 TBS-Tween缓

冲液（20 mM Tris-HCl、150 mM NaCl、0.05 % Tween-20）中的

5 %脱脂牛奶封闭膜。将膜与兔抗 GOLPH3一抗（1:400）、山羊

抗 LC3 I/II抗体（1:400）和抗 GRASP65 抗体（1:800）一起孵育

在 4℃过夜。将膜以 10分钟间隔用 TBST洗涤 3次，并与以 1:

40000稀释的 HRP偶联二抗在室温下孵育 1 h。用 PBST洗涤

后，使用增强型化学发光（ECL）试剂盒对膜进行显影。

1.2.4 ROS 检测分析 使用荧光探针 DCFH-DA 试剂盒

（S0033，上海碧云天生物技术有限公司）对肿瘤匀浆进行活性

氧（ROS）检测。使用荧光分光光度计在酶标仪中测量细胞荧光

（激发波长 488 nm，发射波长 525 nm）。

1.2.5 RT-PCR分析 将肿瘤样品在 TRIzol试剂中匀浆以提

the weight of the tumor model group was lower than that in the control group (P<0.05), and the weight of the ruthenium complex group

was higher than the tumor model group (P<0.05 ). Compared with the control group, the tumor model group had higher SOD activity and

LPO activity (P<0.05), CAT, GST and GSH activity decreased (P<0.05), the ruthenium complex group had lower LPO than the tumor

model group (P<0.05), CAT, The activities of GST and GSH increased (P<0.05). The tumor model group had higher LC3 II/I protein

expression and ROS activity than the control group (P<0.05), and the ruthenium complex group had lower LC3 II/I protein expression

and ROS activity than the tumor model group (P<0.05). The protein expression of GOLPH3 and GRASP65 in the tumor model group was
higher than that in the control group (P<0.05), and the protein expression of GOLPH3 and GRASP65 in the ruthenium complex group

was lower than that in the tumor model group (P<0.05). The mRNA expression of Bax and Caspase-3 in the tumor model group was

higher than that in the control group (P<0.05), and the expression of Bcl-2 mRNA was lower (P<0.05). The ruthenium complex group

was compared with the mRNA expression of Bax and Caspase-3 in the tumor model group. The expression decreased, and the expression

of Bcl-2 mRNA increased (P<0.05). Ruthenium complexes can regulate the Golgi stress response and weaken oxidative

phosphorylation to promote Walker-256 cell death to exert anti-tumor activity.

Ruthenium complex; Golgi apparatus; Stress response; Anti-tumor; Rat
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表 2大鼠肿瘤和体重检测

Table 2 Tumor and Weight Detection in rats

Groups n Tumor Weight (g) Weight gain (g)

Control group 10 0.001依0.001 64.75依5.28

Tumor model group 10 23.17依3.68 27.44依2.61

Ruthenium complex group 10 6.34依0.44 58.23依5.14

F 11.308 13.625

P 0.021 0.006

表 1大鼠肿瘤体积检测（cm3）

Table 1 Tumor Volume Detection in rats（cm3）

Groups n 8d 10d 12d

Control group 10 0.001依0.001 0.001依0.001 0.001依0.001

Tumor model group 10 3.76依0.34 5.49依0.71 7.38依1.05

Ruthenium complex group 10 2.15依0.21 3.25依0.46 3.73依0.51

F 12.283 13.167 9.238

P 0.024 0.016 0.007

取 RNA。互补 cDNA由 20 滋L反应体积中的 500 ng RNA制

备，该反应体积包含 0.5 mmol三磷酸脱氧核糖核苷酸、1 滋mol
oligodT、10 U RNasin和高容量聚合酶试剂盒。阴性对照包括添

加除逆转录酶之外的 cDNA合成所需的所有产物。最后常规进

行定量聚合酶链反应。

1.3 统计分析

所有分析均使用 Prism 5.0软件进行。通过单向方差分析

来确定平均差异，数据表示为平均值依SEM。P < 0.05被认为具

有统计学意义。

2 结果

2.1 钌络合物抑制肿瘤体积增加

钌络合物组较肿瘤模型组肿瘤体积减小（P<0.05），（表 1）。

2.2 钌络合物抑制肿瘤生长

钌络合物组较肿瘤模型组肿瘤重量降低（P<0.05），肿瘤模
型组较对照组体重增加降低（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型
组体重增加（P<0.05），（表 2）。

表 3大鼠肿瘤和体重检测

Table 3 Tumor and Weight Detection in rats

Groups n SOD CAT GST GSH LPO

Control group 10 1.15依0.04 386.29依24.63 226.32依15.04 215.67依18.47 65.28依4.19

Tumor model group 10 2.36依0.35 215.73依8.62 147.28依7.66 125.28依7.34 194.37依7.25

Ruthenium complex group 10 2.23依0.31 354.14依18.75 197.49依12.58 184.44依15.38 126.54依5.88

F 12.735 11.283 9.582 10.629 13.442

P 0.012 0.003 0.035 0.026 0.017

2.3 钌络降低体内氧化应激反应

肿瘤模型组较对照组 SOD 活性和 LPO 升高（P<0.05），
CAT、GST和 GSH活性降低（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型

组 LPO降低（P<0.05），CAT、GST和 GSH活性升高（P<0.05），
（表 3）。

2.4 钌络合物对高尔基应激诱导自噬的影响

肿瘤模型组较对照组 LC3 II/I蛋白表达和 ROS活性升高

（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型组 LC3 II/I蛋白表达和 ROS

活性降低（P<0.05），（表 4）。

2.5 钌络合物降低高尔基应激反应

肿瘤模型组较对照组 GOLPH3、GRASP65的蛋白表达升

高（P<0.05），钌络合物组较肿瘤模型组 GOLPH3、GRASP65的

蛋白表达降低（P<0.05），（图 1，表 5）。

2.6 钌络合物降低高尔基应激反应

肿瘤模型组较对照组 Bax和 Caspase-3的 mRNA表达升

高（P<0.05），Bcl-2 mRNA表达降低（P<0.05），钌络合物组较肿
瘤模型组 Bax和 Caspase-3 的 mRNA 表达降低，Bcl-2 mRNA

表达升高（P<0.05），（表 6）。
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图 1蛋白印迹分析（A:对照组，B:肿瘤模型组，C:钌络合物组）

Fig.1 Protein imprint analysis(A: Control group, B: Tumor model group,

C: Ruthenium complex group)

表 4高尔基自噬水平分析

Table 4 Analysis of Gorky Self-ophagy Level

Groups n LC3 II/I ROS activity

Control group 10 1.27± 0.14 3.58± 0.46

Tumor model group 10 4.73± 0.58 18.45± 2.39

Ruthenium complex group 10 2.54± 0.22 7.26± 0.72

F 9.618 12.564

P 0.014 0.007

3讨论

毒性和体重减轻是顺铂治疗的常见副作用，钌配合物因其

在肿瘤微环境中的作用而被研究为抗肿瘤化合物，包括顺式 -

（Ru[1,10-菲咯啉]），且毒性较低[17，18]。氧化应激在致癌作用中

具有重要调节作用，有研究报道钌络合物具有一定的强自由基

清除特性，这种特性也在体内肿瘤局部和肝脏组织中得到证

实，说明肿瘤中氧化应激的调节可能与钌络合物在大鼠中的抗

肿瘤作用有关[19，20]。由氧化或药理学细胞内损伤引起的应激反

应与高尔基体带的断裂有关，而高尔基体带的碎裂和应激通常

与肿瘤细胞有关[21]。已经报道了多种癌症的不同高尔基体蛋白

的过度表达，在各种生理和病理条件下，细胞内 ROS和内质网

应激是自噬的有效触发因素，而自噬过程是唯一已知的在需要

时线粒体更新的机制[22]。由于内质网和线粒体的功能在应激过

程中与高尔基体密切相关，因此高尔基体应激反应也可能通过

其膜蛋白与应激相关的自噬相关[23]。

本研究对钌络合物对肿瘤组织中与细胞凋亡相关的蛋白

质基因的影响进行研究，表明：钌络合物改变关键细胞凋亡相

关基因的基因表达，Bax、Bcl-2和 caspase 3，表明细胞凋亡可参

与其对Walker-256癌的抗肿瘤活性，细胞凋亡是钌络合物促

进细胞死亡的途径，与上述 Zhang YC[19]和 Mihajlovic K[20]等相

关结果一致。另外，本文进一步研究了 GOLPH3表达对 OGD/R

损伤期间自噬状态的直接影响。通过使用蛋白质印迹分析将

LC3 I转化为 II来分析肿瘤细胞自噬的状态，结果发现肿瘤组

织的自噬水平升高，钌络合物降低了高尔基体应激诱导的自噬

水平，结合吴梅梅等[24]研究分析其原因在于：Walker-256肿瘤

的发生会使动物呈现全身氧化状态，并造成主要器官代谢损

伤。另外，除了肿瘤之外，钌络合物对动物氧化应激状态也具有

调节作用，在肾脏和肝脏组织中观察到的氧化应激水平变化也

证明了这一点，即钌络合物治疗改善了肝脏组织中的 GSH、

GST和 LPO等氧化应激相关指标水平，该结果可能与钌络合

物应用过程中相对毒性较低有关。

表 5 GOLPH3和 GRASP65表达量

Table 5 Expression level of GOLPH3 and GRASP65

Groups n GOLPH3 GRASP65

Control group 10 1.04依0.02 1.12依0.04

Tumor model group 10 1.96依0.18 2.13依0.21

Ruthenium complex group 10 1.17依0.06 1.26依0.11
F 12.754 10.689

P 0.002 0.018

表 6 RT-PCR分析 Bax、Bcl-2和 Caspase-3 mRNA表达水平

Table 6 RT-PCR Analysis of Bax, Bcl-2 and Caspase-3 mRNA

Groups n Bax Bcl-2 Caspase-3

Control group 10 1.15依0.08 1.95依0.17 1.04依0.03

Tumor model group 10 2.14依0.22 1.18依0.09 1.97依0.20

Ruthenium complex group 10 1.26依0.13 1.72依0.15 1.16依0.08
F 11.729 13.026 9.355

P 0.005 0.013 0.028
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哺乳动物 GOLPH3，是一种丰富的 34-kDa磷酸化蛋白，最

初是通过对分离的高尔基体部分中去垢剂不溶性蛋白质的蛋

白质组学分析进行鉴定的 [25]。它代表了一类高尔基体外膜蛋

白，涉及囊泡运输、高尔基体结构维持、受体分选、蛋白质糖基

化和定位于反式高尔基体细胞质面的细胞信号通路[26]。细胞生

物学和生化分析表明：GOLPH3可以通过增强哺乳动物雷帕霉

素靶标（mTOR）的活性来促进细胞生长、增殖和存活。此外，在

mtDNA耗竭诱导的应激反应期间，发现上调的 GOLPH3增加

线粒体总质量并维持细胞氧化稳态。GOLPH3由于其与高尔基

体密切相关的多种功能，作为一种应激相关的高尔基体膜蛋白

存在，在高尔基体应激反应期间被动员。大量研究表明

GRASP65在高尔基体池堆积和连接堆积体以形成高尔基体带

中的作用 [27]。例如，非磷酸化突变形式的 GRASP65在间期

HeLa细胞中的过度表达导致堆叠形成增强并抑制有丝分裂高

尔基体断裂。在结构上，GRASP65包含一个进化保守的 N端

GRASP域，是一个包含 GM130结合位点的短区域和一个 C

端富含 Ser/Pro (SPR)域[28]。GRASP65形成二聚体和寡聚体，进

而将池膜连接在一起形成高尔基体，GRASP65通过 N端肉豆

蔻酰化甘氨酸残基及其与 GM130的相互作用靶向高尔基体

膜[29]。SPR结构域被有丝分裂激酶磷酸化，磷酸化的 GRASP65

与细胞周期中的高尔基体分解和重新组装过程有关[30]。研究中

通过对肿瘤和肝脏组织的蛋白印迹分析发现，钌络合物降低了

Walker-256荷瘤大鼠体内 GOLPH3、GRASP65的表达，表明钌

络合物干预了高尔基的氧化应激，抑制了肿瘤细胞的生长。

综上所述，我们目前的结果表明，钌络合物通过调节高尔

基应激反应，削弱氧化磷酸化从而促进Walker-256细胞死亡

发挥抗肿瘤活性，钌络合物的这些作用使其成为一种有前途的

抗癌药物，应在进一步的药代动力学和药效学研究以及可能的

临床试验中进行评估。
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