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摘要：在我国恶性肿瘤中，肺癌的发病率及死亡率位居首位，其中非小细胞肺癌（NSCLC）占比可达 80%-85%。近年

来，肿瘤代谢重编程成为癌症研究的热点领域，谷氨酰胺代谢增强是肿瘤代谢的主要特征之一。谷氨酸脱氢酶 GDH1

是谷氨酰胺代谢的关键酶，在多种肿瘤中发挥促癌作用，是目前抗肿瘤药物研发的潜在靶点。R162 是 GDH1 的特异性

小分子抑制剂，在 NSCLC 中的作用研究较少，部分研究仅探讨了 R162 对 NSCLC 细胞转移的影响，而 R162 是否影

响 NSCLC 细胞的增殖尚未知晓。本研究证明了 R162 抑制 NSCLC 细胞的增殖和细胞周期运转，阐明了 R162 抑制

NSCLC 细胞的 EGFR 信号通路来抑制细胞增殖，还揭示了 R162 诱导 NSCLC 的线粒体自噬。综上所述，我们的研究

阐明了 R162 对 NSCLC 细胞的影响及其机制，对以 R162 为基础开发新型肺癌治疗药物提供了理论依据。 
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肺癌具有高度异质性，是全球癌症相关死亡的主要原

因[1,2]。非小细胞肺癌(NSCLC)约占肺癌病例的 85%，其中

肺腺癌是最常见的分期[1]。至今，非小细胞肺癌最有效的

治疗方法包括手术联合放疗和化疗，但预后不佳。因此，

探究 NSCLC 发展的分子机制，并寻找更有效的生物标志

物和治疗靶点具有临床价值。 

代谢重编程被认为是癌症的标志之一[3]。谷氨酰胺经

分解代谢产生谷氨酸和氨[4]。谷氨酸转化为 TCA 循环中间

体α-KG,以产生 ATP 和合成代谢碳，用于合成氨基酸、

核苷酸和脂质[5]。谷氨酸转化为α-KG 是由谷氨酸脱氢酶

1(GDH1)或其他转氨酶催化，并产生相应的氨基酸 [4]。

GDH1 在人类癌症中上调。研究证实，GDH1 在癌症的发

生发展中起着重要作用。 

抑制 GDH1 会导致 H1299 和 MDA-MB231 细胞内富

马酸水平降低、GPx 活性减弱、ROS 水平升高、细胞增殖

减少[6]。研究表明，靶向 GDH1 可以消除原始细胞并延缓

AML 进展[7]。GDH1 也是缺氧反应所必需的,并且与结直肠

癌(CRC)预后不良有关[8]。抑制 GDH1 的表达和/或活性是

一个潜在的治疗靶点。 

癌症的特征是由于各种细胞周期蛋白的异常激活而

导致肿瘤细胞的异常增殖。因此，细胞周期调节剂是癌症

治疗具有吸引力的靶点[9,10]。在本研究中，我们发现小分

子抑制剂 R162 靶向 GDH1 可抑制体外 NSCLC 细胞的增

殖并诱导细胞周期停滞。此外，R162 可通过抑制 EGFR

信号通路来抑制细胞增殖和发生线粒体自噬。我们的研究

确定了 GDH1 在 NSCLC 进展中的新作用，这可能是人类

NSCLC 的潜在生物标志物和治疗靶点。 

1 GDH1 抑制剂 R162 显著抑制 NSCLC 细胞的增殖 

 
（图 A 和 B）通过 CCK8 实验检测细胞活力。*，P<0.05；**，P<0.01；

***，P<0.001；****，P<0.0001。（图 C 和 D）通过结晶紫染色检测 A549

和 H460 细胞增殖能力。****，P<0.0001。（E 和 F）通过克隆集落形成

实验检测 A549 和 H460 细胞的克隆集落形成能力。 

图 1  R162 显著抑制 NSCLC 的增殖。 

为了明确 GDH1 抑制剂 R162 对 NSCLC 细胞增殖的

国际临床医学7卷7期

17



 

影响，我们通过 CCK8 实验检测不同浓度 R162（20μM，

40μM，80μM）对 A549 和 H460 细胞活力的影响。如图

1A 和 1B 所示，随着 R162 浓度的增加，A549 和 H460 两

株细胞的活力被显著抑制。我们通过结晶紫染色法检测

R162 对 A549 和 H460 细胞增殖能力的影响。发现随着

R162（20μM）处理时间的延长，A549 和 H460 细胞的增

殖速度受到显著抑制（1C 和 1D）；同时，我们通过克隆

集落形成实验，发现 R162（20μM）能显著抑制 A549 和

H460 细胞的克隆集落形成能力（1E 和 1F）。这些结果

说明，GDH1 抑制剂 R162 能够显著抑制 NSCLC 细胞的增

殖能力。 

2 GDH1 抑制剂 R162 抑制 NSCLC 细胞的周期运转 

 
（图 A 和 B）通过流式细胞仪明确 R162 对细胞周期的影响。（C）通过

Q-PCR 分析细胞周期相关蛋白的表达。ns，P>0.05；*，P<0.05；**，

P<0.01；***，P<0.001。 

图 2  R162 抑制 NSCLC 细胞的周期运转并将细胞周期

阻滞在 G2/M 期。 

肿瘤细胞的快速增殖与细胞周期的快速运转密切相

关。鉴于 R162 对细胞增殖的显著抑制作用，我们运用流

式细胞术明确 R162处理对 A549和 H460细胞的细胞周期

运转的影响。如图 2A 和 2B 所示，R162 的处理抑制了

NSCLC 细胞的周期运转，并将细胞周期阻滞在 G2/M 期。

接着检测了 R162 处理对 NSCLC 细胞中周期蛋白 Cyclins

和周期蛋白激酶 CDKs 的 mRNA 表达水平的影响。发现随

着 R162 处理浓度的增加，G2/M 期蛋白 CDK1 和 Cyclin B1

表达水平呈梯度下降，而G1期和 S期蛋白（CDK2，CDK4，

CDK6，Cyclin D1，Cyclin E1）的表达则没有随 R162 处理

浓度的增加呈现一致的变化趋势，特别是在高浓度 R162

（20μM，40μM）处理条件下，CDK2，CDK6，Cyclin D1，

Cyclin E1 的 mRNA 表达水平显著增加，这进一步说明

R162 对非小细胞肺癌周期的阻滞未发生在 G1 和 S 期（图

2C）。 

为了明确 R162 对 NSCLC 细胞周期的抑制效果，检

测了这些周期相关蛋白的表达水平。如图 3A 和 3B 所示，

R162 的处理显著降低了 A549 和 H460 细胞中 CDK1 的蛋

白表达水平，但 R162 的处理对 H460 细胞中 Cyclin B1 的

蛋白表达影响不大，而显著降低了 A549 细胞中 Cyclin B1

的蛋白表达，这表明 R162 对 G2/M 期的阻滞主要通过降

低 CDK1 的表达来实现。同时，R162 对 G1 和 S 期周期相

关蛋白的表达影响不明显或者在两株细胞中没有呈现一

致的变化趋势。综上所述，R162 处理通过降低 CDK1 的

蛋白表达将 NSCLC 细胞周期阻滞在 G2/M 期。 

 
（图 A 和 B）通过 western blot 实验检测周期相关蛋白的表达。 

图 3  R162 抑制 NSCLC 细胞 CDK1 的蛋白表达 

3 R162 通过抑制 EGFR 信号通路来抑制细胞增殖 

为了探究 R162 抑制 NSCLC 进展的分子机制，我们

对 R162 处理后的 A549 细胞进行转录组测序分析，发现

R162 处理组中共有 3186 个基因显著上调，1961 个基因

显著下调（表达差异倍数 |log2FoldChange| > 1，显著性

P-value<0.05）（图 4A）。聚类分析进一步表明，R162

处理引起 A549 细胞基因表达水平的整体改变（图 4B）。

对这些差异基因进行 KEGG 通路分析，发现 EGFR 通路

（EGFR tyrosine kinase inhibitor resistance、 ErbB signaling 

pathway）发生了明显改变（图 4C）。接着对 R162 处理

下调的基因进行 KEGG 通路分析，发现与癌症发生发展

密切相关的信号通路如 ErbB signaling pathway、EGFR 

signaling pathway 等发生显著变化（图 4D），并且通过对

其中变化较为明显的 LATS2 和 WWC1 两个基因进行

Q-PCR 验证明确了 R162 可下调这些基因（图 4E 和 4F）。

这表明这些信号通路在 R162 处理后显著下调。EGFR 通

路与肿瘤的快速增殖和细胞周期运转密切相关。我们检测

了 EGFR 及其下游信号分子的表达，如图 4G 所示，R162

处理后 EGFR 的表达水平显著降低，同时其下游关键信号

分子 ERK1/2 的磷酸化显著下调，而总体 ERK1/2 水平无

明显差异。这表明 R162 通过抑制 EGFR 信号通路来抑制

NSCLC 细胞的增殖。 
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（A）R162 处理 A549 细胞后的转录组测序分析（火山图）。（B）对差

异基因进行双向聚类分析。（C）差异表达基因的 KEGG 富集分析，红

框所示为 EGFR 相关通路。（D）显著下调基因的 KEGG 富集分析，红

框所示为 EGFR 相关通路。（E 和 F）通过 Q-PCR 分析 LATS2 和 WWC1

基因的表达水平。**，P<0.01。（G）通过 western blot 检测 EGFR 通路

相关蛋白的表达。 

图 4  R162 通过抑制 EGFR 信号通路来抑制细胞增殖。 

4 R162 处理诱导 NSCLC 细胞发生线粒体自噬 

在转录组测序数据中，对 R162 处理后上调的基因进

行了 KEGG 通路分析，发现线粒体自噬通路发生了明显

的改变（图 5A），对其中显著变化的基因 ULK1 和 PINK1

进行 Q-PCR 验证，明确了 R162 处理后 ULK1 和 PINK1

的 mRNA 水平显著上调（图 5B），提示线粒体自噬通路

在 R162 处理后上调。接着检测了线粒体自噬相关蛋白的

表达水平。如图 5C 所示，R162 处理后 LC3B-Ⅱ水平显

著增加，同时 p62 表达水平下调，此外线粒体蛋白 TOM20

水平在 R162 处理后降低，这些结果表明 R162 处理诱导

非小细胞肺癌细胞发生了线粒体自噬。 

 
（A）根据 R162 处理后显著上调基因的 KEGG 富集分析结果，红框所

示为线粒体自噬通路。（B）R 通过 Q-PCR 分析 ULK1 和 PINK1 基因

的表达水平。*，P<0.05；****，P<0.0001。（C）R162 处理 A549 细胞，

通过 western blot 检测线粒体自噬相关蛋白的表达。 

图 5  R162 处理诱导 NSCLC 细胞发生线粒体自噬。 

5 讨论 

谷氨酰胺分解是一种代谢途径，将谷氨酰胺转化为谷

氨酸，进而转化为α-酮戊二酸 (α-KG) 和氨[11]。GDH1 

是谷氨酰胺分解途径中的谷氨酸脱氢酶，在癌细胞中将谷

氨酸转化为  α-KG 发挥作用 [4]。此前，刘等人 [12]发现 

GDH 在侵袭性 CRC 细胞系中表达较高，改变 GDH 表

达会影响细胞增殖、迁移和侵袭。此外，GDH1 控制细胞

内α-KG 及其下游代谢物富马酸的水平，进而激活谷胱

甘肽过氧化物酶 1，促进乳腺癌和肺癌的细胞增殖和肿瘤

生长[6]。我们的研究证实，应用针对 GDH1 的小分子抑

制剂 R162 可抑制肺癌细胞的生长。而且，我们发现这

种抑制是由细胞周期停滞导致。这些发现表明 GDH1 在

NSCLC 进展中发挥着重要作用。 

癌细胞的快速增殖依赖于细胞周期的快速运转。在细

胞周期的不同阶段分别由不同的周期蛋白和周期蛋白激

酶调控，例如 CDK4 或 CDK6 与 Cyclin D1 结合后激活，

对下游蛋白进行磷酸化来启动细胞周期，CDK2 则主要结

合 Cyclin E 并促进细胞从 G1 期进入 S 期。在 G2 期进入

M 过程中，CDK1 和 Cyclin B1 发挥重要作用。我们发现

R162 处理将细胞周期阻滞在 G2/M 期，并且对周期蛋白

和周期蛋白激酶相关基因检测发现，R162 对 G2/M 期周

期蛋白 Cyclin B1 和周期蛋白激酶 CDK1 的 mRNA 影响较

明显，且随 R162 浓度的增加 CDK1 和 Cyclin B1 的 mRNA

水平呈梯度下调。通过检测蛋白表达水平，发现在 A549

和 H460 细胞中，R162 均可有效抑制 CDK1 的蛋白表达。

R162 的处理对 H460 细胞中 Cyclin B1 的蛋白表达影响不

大，而显著降低了 A549 细胞中 Cyclin B1 的蛋白表达。这

提示，在非小细胞肺癌细胞中 R162 是通过影响 CDK1 基

因的转录来调控其蛋白表达水平，且 R162 对 G2/M 期的

影响主要通过影响 CDK1 来实现。 

R162 除了影响细胞代谢通路外，其对细胞整体基因

表达水平有什么影响并不清楚。我们通过转录组测序分析

发现，R162 处理可诱导细胞整体基因表达水平的改变。

并发现与癌症进展密切相关的促癌信号通路如 ErbB 

signaling pathway、EGFR signaling pathway 等显著下调，提

示 R162 可能通过影响促癌信号通路中关键基因的表达来

抑制癌细胞增殖。EGFR 通路是激活细胞周期促进癌细胞

增殖的关键信号通路，我们发现R162处理显著抑制EGFR

的表达及其下游 ERK1/2 的磷酸化，因此 EGFR 信号通路

可能是 R162 抑制细胞周期运转的关键信号通路。但 A549

和 H460 是 EGFR 野生型非小细胞肺癌细胞，R162 是否

影响EGFR突变肺癌细胞中的EGFR信号通路需要进一步

探究。 

线粒体是产生能量的动态双膜细胞器，对细胞和生物

体的生存至关重要[19]。线粒体自噬在维持细胞和组织功能

稳态方面起着重要作用，它促进肿瘤发生，而这种促进是

通过抑制功能失调的线粒体的积累来实现的，而线粒体会
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产生 ROS 并改变代谢物[20]。我们的研究表明，抑制 GDH1

会影响线粒体自噬途径。我们还发现 R162 治疗促进了

E2F1 的表达。 

总之，我们的研究发现，R162 抑制 GDH1 可抑制肺

癌细胞的生长，这是通过诱导 G2/M 期停滞实现的。我们

还发现，使用 R162 时，EGFR 信号通路发生变化，线粒

体自噬受到影响。我们的研究揭示了 GDH1 在 NSCLC 进

展中的作用，并为 NSCLC 提供了潜在的诊断和预后生物

标志物和治疗靶点。 

6 展望 

（1）我们发现 R162 可抑制 NSCLC 细胞的增殖和细

胞周期运转，但研究主要在体外细胞水平上开展，R162

是否在体内也具有抑制 NSCLC 细胞增殖的能力需在动物

实验中进一步探究。 

（2）我们发现 R162 可影响 EGFR 的表达水平和下

游的 ERK1/2 的激活，但 R162 调控 EGFR 信号通路的详

细分子机制尚不明确，这也是本项目接下来要研究的重点

方向。 

（3）线粒体自噬在肿瘤进展中发挥了“双刃剑”的

作用，我们的研究证明了 R162 可诱导 NSCLC 细胞的线

粒体自噬，但诱导线粒体自噬的该机制需要进一步探究。 
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