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(54)发明名称

含有IF1作为活性成分的抗癌药物组合物

(57)摘要

本发明涉及一种含有IF1(ATP酶抑制因子1)

的抗癌组合物。根据本发明的IF1(ATP酶抑制因

子1)具有释放细胞外ATP的作用，在各种癌细胞

中诱导细胞毒性并表现出抗癌功效，因此作为强

大的抗癌剂的活性成分非常有用。
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1.IF1(ATP酶抑制因子1)在制备用于治疗癌症或抑制癌症转移的药物中的用途，其中

所述IF1是从外部施用的，其中所述癌症选自肝癌、乳腺癌、宫颈癌和结直肠癌。

2.根据权利要求1所述的用途，其中所述IF1通过抑制癌细胞的增殖、增加癌细胞的细

胞外ATP释放、抑制癌细胞的迁移以及诱导癌细胞的凋亡或自噬来提供抗癌活性或抑制癌

症转移的活性。

3.根据权利要求2所述的用途，其中细胞外ATP释放激活免疫系统。

4.根据权利要求1所述的用途，其中所述药物还包含药学上可接受的载体、赋形剂或稀

释剂。
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含有IF1作为活性成分的抗癌药物组合物

【技术领域】

[0001] 本发明涉及一种用于提供抗癌活性或抑制癌症转移的组合物，其包含IF1(ATP酶

抑制因子1)；更具体地涉及一种用于提供抗癌活性或抑制癌症转移的药物组合物，其包含

作为活性成分的IF1，具有抑制癌细胞增殖、增加细胞外ATP释放、抑制癌细胞迁移以及诱导

癌症凋亡或癌细胞的自噬的作用。

【背景技术】

[0002] 由于严重的环境问题和老年人口的增加，全球癌症发病率每年增加超过5％。近年

来，癌症死亡人数占所有死亡人数的约四分之一，并且这种趋势正在增加。引起癌症的致癌

物包括吸烟、紫外线、化学物质、食品和其他环境因素。然而，由于其原因多种多样，难以开

发治疗剂，并且治疗剂的效果也根据发生部位而变化。

[0003] 目前，手术疗法、化学疗法、生物疗法、放射疗法等被用于癌症治疗。化学疗法也被

称为药物疗法，并且使用合成的化学物质，如核酸烷化剂、代谢拮抗剂、天然产物和激素，而

生物疗法通过恢复或改善人体的免疫功能削弱癌细胞的活性来预防癌症的进展。细胞因

子、免疫治疗药物、基因治疗药物、癌症疫苗、血管生成抑制剂等是可用的。

[0004] 迄今为止，这些方法已单独或组合应用于治疗，但用作治疗剂的物质具有剧毒，而

且此外，由于副作用、耐药性和复发，还没有完美的治疗方法。因此，迫切需要开发一种选择

性地仅能够去除癌细胞、预防癌症发生和治疗癌症，并且毒性较小且有效的抗癌剂。

[0005] 同时，IF1是干扰ATP酶功能的主要蛋白质，并且作为在人体中自然产生并通过线

粒体调节ATP的产生与降解的靶标已经对其进行了许多研究(Campanella等人 ,Cell 

Metab,8:13‑25,2008)。IF1在各种细胞和与其对应的癌细胞中过表达，但每种细胞系的模

式不同。这意味着IF1对人体的影响可能以组织特异性方式变化。使用靶向IF1蛋白的抗体

进行的先前研究的结果显示，在胃、心脏、肝脏、子宫内膜和肾脏的上皮细胞中表达高水平

的IF1。与此不同，与正常细胞相比，胃、肺、乳腺、结肠和卵巢细胞中的IF1水平趋于在癌细

胞中显著增加。然而，IF1在基因水平上的表达水平并未显示出与上述相同的行为。在结肠

和乳腺中，与正常细胞中的表达水平相比，癌细胞中IF1  mRNA的表达水平增加，但在肺和卵

巢中，正常细胞中的表达水平更高(Maria等人,Oncogenesis  2.4:e46,2013；Laura等人,

Journal  of  Biological  Chemistry,jbc‑M110,2010)

[0006] 此外，据报道，作为IF1靶标的ATP酶在各种细胞类型的细胞膜以及线粒体中表达。

具体而言，ATP酶存在于HUVEC、BCE(牛眼睛)、A549(肺癌)、SNU‑C5(人胃)、THP‑1(单核细

胞)、HepG2(肝)、CEM(人白血病细胞)、BAEC(牛主动脉内皮细胞)、杏仁核、成神经细胞瘤

B103、C6星形细胞瘤、Daudi(人淋巴瘤)、成纤维细胞、MOLT‑4T细胞、3T3‑L1、HaCaT(永生角

质形成细胞)、乳腺癌、143B(骨肉瘤)、293T(肾脏)、心脏、脾脏、胸腺和骨骼肌中(Lyly ,

Annina等人,Human  molecular  genetics  17.10:1406‑1417,2008)。由于上述所有细胞系

和组织均具有不同的ATP酶亚基，因此IF1的注射将影响人体中每种组织功能的变化。换句

话说，IF1与细胞膜中的F1‑ATP酶结合并抑制所述酶对ATP的降解，从而导致细胞外ATP
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(exATP)的量增加，并且可以预期增加的exATP将通过触发相关嘌呤信号传导的机制对癌症

发挥预防或治疗作用。

[0007] 因此，作为开发没有副作用但表现出优异效果的癌症治疗剂的广泛努力的结果，

诸位发明人发现，IF1重组蛋白在多种癌细胞中具有抑制癌细胞增殖、增加细胞外ATP释放、

抑制癌细胞迁移以及诱导癌细胞的凋亡或自噬的作用。基于此发现，完成了本发明。

【发明内容】

[0008] 【技术问题】

[0009] 因此，鉴于上述问题完成了本发明，并且本发明的一个目的是提供一种用于提供

抗癌活性或抑制癌症转移的药物组合物，其包含作为活性成分的IF1，具有通过抑制癌细胞

增殖、增加细胞外ATP释放、抑制癌细胞迁移以及诱导癌细胞的凋亡(细胞死亡)或自噬来激

活免疫系统、提供抗癌活性和抑制癌症转移的作用。

[0010] 【技术方案】

[0011] 根据本发明的一个方面，上述和其他目的可以通过提供一种用于提供抗癌活性或

抑制癌症转移的含有IF1(ATP酶抑制因子1)作为活性成分的药物组合物来实现。

[0012] 根据本发明的另一个方面，提供了一种用于预防或治疗癌症或抑制癌症转移的方

法，其包括向受试者施用IF1(ATP酶抑制因子1)。

[0013] 根据本发明的另一个方面，提供了IF1(ATP酶抑制因子1)用于预防或治疗癌症或

抑制癌症转移的用途。

[0014] 根据本发明的另一个方面，提供了包含作为活性成分的IF1(ATP酶抑制因子1)的

药物组合物用于预防或治疗癌症或抑制癌症转移的用途。

[0015] 根据本发明的另一个方面，提供了IF1(ATP酶抑制因子1)用于制造预防或治疗癌

症或抑制癌症转移用的药物的用途。

【附图说明】

[0016] 图1示出了IF1处理后肝癌和乳腺癌细胞系中细胞外ATP释放的增加。在与基础水

平进行比较后，*p<0.01是满意的。

[0017] 图2示出了MTT和CVS分析的结果，示出了IF1处理对四种癌细胞系增殖的抑制作

用，其中(A)和(B)示出了在24小时和48小时通过MTT分析得到的4种细胞系的结果，(C)示出

了在MDA‑MB‑231乳腺癌细胞系中在6、24和48小时的MTT分析结果，并且(D)示出了使用CVS

分析在IF1处理后48小时测量的相对细胞活力。在与相应的对照组进行比较后，*p<0.05、**

p<0.01、***p<0.001和***p<0.0001是满意的。

[0018] 图3示出了在迁移测定时用IF1(1ug/ml、10ug/ml)处理48小时以确定IF1处理对癌

细胞迁移的抑制作用的结果。

[0019] 图4示出了半胱天冬酶3/7活性的增加，显示通过IF1处理诱导凋亡。在与每个对照

组进行比较后，*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001和***p<0.0001是满意的。

[0020] 图5示出了蛋白质印迹的结果，显示IF1导致的(A)Akt和mTOR活性的降低以及(B)

LC3B蛋白表达的降低。

[0021] 图6示出了使用PI3K抑制剂测定IF1的通过PI3K的细胞增殖抑制和凋亡作用。
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[0022] 图7示出了sXBP1的表达水平，表明通过IF1诱导ER应激。在与每个对照组进行比较

后，*p<0.05、**p<0.01、***p<0.001和****p<0.0001是满意的。

【具体实施方式】

[0023] 除非另外定义，否则本文所用的所有技术和科学术语都具有与由本发明所涉及领

域的技术人员所理解的含义相同的含义。通常，本文所用的命名法是本领域中熟知的，并且

是通常使用的。

[0024] ATP酶抑制因子1(在下文称为“IF1”)是由84个氨基酸组成的9.6kDa碱性蛋白，并

且由ATP5IF1基因编码。ATP酶由F0和F1结构域以及中央和外围茎组成，并且细分为多个亚

基。IF1与参与线粒体中ATP的合成和降解的F1Fo  ATP合酶(多亚基膜结合组装体)结合。IF1

与位于质膜中的F1‑ATP酶亚基结合。此时，ATP水解被F1‑ATP酶活性的调节抑制，从而引起

细胞外ATP(exATP)的增加。IF1在缺氧期间与F1Fo  ATP合酶结合，并且抑制ATP降解，从而防

止ATP损失并因此抑制凋亡。此外，已知在癌细胞等中观察到的内源性IF1的过表达和F1Fo 

ATP合酶的表达降低有助于能量代谢重编程，如增加的糖酵解。如上所述，在具有线粒体功

能减退作为病理生理学的疾病中观察到IF1的过表达和F1Fo  ATP合酶的表达降低，但尚无

通过从外部来源注射IF1来预防或治疗癌症的已知机制。

[0025] 免疫力改善在预防癌症的机制中起着重要作用，而IF1导致的exATP增加有望在免

疫系统的激活中起关键作用。exATP浓度的增加在人体内表现得像危险信号，通过单核细胞

的P2Y2受体的活性引起吞噬，或使用Toll样受体(TLR)或NOD样受体(NLR)激活免疫系统。关

于炎症小体募集，已经观察到炎症小体通过经由NLRP3(或NALP3)P2X7(其下游)的嘌呤信号

传导的激活，其通过先天免疫系统诱导促炎细胞因子(如IL‑1β)的半胱天冬酶‑1依赖性成

熟(Piccini,Alessandra等人,PNAS105.23:8067‑8072,2008)。因此，可以看出，从外部注射

IF1通过从相应细胞的细胞膜释放ATP来调节免疫系统，从而执行旁分泌和自分泌两种功

能。由于免疫细胞B细胞的增殖、NK细胞的迁移以及T细胞的免疫反应也受到exATP的调节，

因此预期用IF1治疗可预防使用免疫反应作为机制的各种癌，并且使得嘌呤系统信号传导

对使用免疫系统的癌症治疗能够具有有益作用。

[0026] 因此，在本发明中，通过基于整个小鼠IF1  mRNA序列(NCBI编号NM_007512.3)克隆

IF1的DNA数据产生了包含GST标签的重组蛋白(SEQ  ID  NO:1)，并且用重组IF1处理一些癌

细胞系(肝癌细胞系，HepG2；乳腺癌细胞系，MDA‑MB‑231、T47D；宫颈癌细胞系，HeLa)以确定

对癌细胞的增殖和凋亡的抑制。此外，证明了在用IF1处理癌细胞后，培养基中的ATP浓度显

著增加，并且癌细胞的迁移受到抑制。

[0027] 因此，在一个方面，本发明涉及用于提供抗癌活性或抑制癌症转移的药物组合物，

其含有IF1(ATP酶抑制因子1)作为活性成分。

[0028] 如本文所用，术语“抗癌”包括“预防”和“治疗”，并且术语“预防”是指通过施用根

据本发明的药物组合物可以抑制或延迟癌症发作的任何作用。如本文所用，术语“治疗”或

“治疗性”是指通过施用根据本发明的药物组合物可以改善或有利地改变癌症症状的任何

作用。

[0029] 如本文所用，术语“转移”是指癌症或恶性肿瘤从其形成的器官扩散到与其间隔开

的另一组织的状态。
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[0030] 在本发明中，IF1通过抑制癌细胞的增殖、增加癌细胞的细胞外ATP的释放、抑制癌

细胞的迁移或诱导癌细胞的凋亡或自噬而表现出抗癌活性或癌症转移抑制活性。可以看

出，ATP的细胞外释放通过激活免疫系统而表现出抗癌活性。

[0031] 在本发明中，所述癌症包括一般癌症疾病，并且优选地选自肝癌、乳腺癌、子宫癌、

宫颈癌、肺癌、非小细胞肺癌、结直肠癌、前列腺癌、胰腺癌、胃癌、食管癌、卵巢癌、骨癌、腺

癌、膀胱癌、肾癌、输尿管癌、支气管癌、鼻咽癌、喉癌、脑肿瘤、脊髓肿瘤、血癌、直肠癌、皮肤

癌、头癌、头颈癌、黑色素瘤、小肠癌、结肠癌、肛门癌、输卵管癌、子宫内膜癌、阴道癌、外阴

癌、霍奇金病、淋巴腺癌、胆囊癌、内分泌腺癌、肾上腺癌、软组织肉瘤、尿道癌、阴茎癌、慢性

或急性白血病、淋巴细胞性淋巴瘤、肾盂癌、脑癌、中枢神经系统(CNS)肿瘤、脑干胶质瘤和

垂体腺瘤，但不限于此。

[0032] 本发明的药物组合物可以以药学有效量施用。本文使用的术语“药学有效量”意指

足以以适用于医学治疗或预防的合理效益/风险比治疗或预防疾病的量。有效量根据包括

以下的因素来确定：疾病的严重程度、药物的活性、患者的年龄、体重、健康和性别、患者对

药物的敏感性、施用时间、施用途径、和所使用的本发明组合物的排泄速率和治疗期、与本

发明组合物组合或同时使用的药物、以及药学领域熟知的其他因素。

[0033] 本发明的药物组合物可以作为单一治疗剂施用或与其他治疗剂组合顺序或同时

施用。本发明的药物组合物可以以单个或多个剂量施用。考虑到这些因素，重要的是在不产

生副作用的情况下以足以实现最大功效的最小量施用组合物。

[0034] 此外，根据本发明的药物组合物的剂量(施用量)可以由本领域技术人员考虑使用

目的、疾病的严重程度、患者的年龄、体重、性别和病史、用作活性成分的物质的类型等来决

定。例如，可以将药物组合物以10mg/kg至100mg/kg、更优选10mg/kg至30mg/kg的日剂量施

用至成人。本发明的组合物的施用频率没有特别限制，并且可以将组合物一天施用一至三

次，或者可以分为多个剂量并全天施用。

[0035] 本发明的药物组合物可以按用于治疗或预防癌症的药物组合物的形式来制备，所

述药物组合物还含有通常用于制备药物组合物的适当载体、赋形剂或稀释剂，并且所述载

体可以包括非天然存在的载体。

[0036] 具体而言，药物组合物可以根据常规方法按以下形式来配制：口服配制品，如粉

末、颗粒、片剂、胶囊、悬浮液、乳液、糖浆或气溶胶；外用制剂；栓剂；或无菌可注射溶液。

[0037] 药物组合物中所包含的载体、赋形剂或稀释剂的具体例子包括乳糖、右旋糖、蔗

糖、山梨醇、甘露醇、木糖醇、赤藓醇、麦芽糖醇、淀粉、阿拉伯树胶、藻酸盐、明胶、磷酸钙、硅

酸钙、纤维素、甲基纤维素、微晶纤维素、聚乙烯吡咯烷酮、水、羟基苯甲酸甲酯、羟基苯甲酸

丙酯、滑石粉、硬脂酸镁、矿物油等。在配制品的情况下，药物组合物可以使用稀释剂或赋形

剂如常用的填充剂、增量剂、粘合剂、润湿剂、崩解剂或表面活性剂来制备。

[0038] 用于口服施用的固体配制品可以包括片剂、丸剂、粉末、颗粒、胶囊等，并且可以通

过将至少一种赋形剂(例如，淀粉、碳酸钙、蔗糖、乳糖、明胶等)混合来制备。除了简单赋形

剂以外，还使用润滑剂，如硬脂酸镁和滑石粉。

[0039] 用于口服施用的液体配制品可以是悬浮液、口服液体和溶液、乳液、糖浆等，并且

可以含有各种赋形剂，如润湿剂、甜味剂、香味剂、防腐剂等，以及水和液体石蜡(它们是常

用的简单稀释剂)。用于肠胃外施用的配制品可以包括灭菌的水性溶液、非水性溶剂、悬浮
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液、乳液、冷冻干燥的制剂和栓剂。非水性溶剂和悬浮液的例子包括丙二醇、聚乙二醇、植物

油如橄榄油、可注射酯如油酸乙酯等。

[0040] 药物组合物可以呈无菌可注射制剂的形式，如无菌可注射水性或油性悬浮液。可

以根据本领域已知的技术使用合适的分散剂或润湿剂(例如，Tween80)和悬浮剂来配制这

种悬浮液。无菌可注射制剂也可以是在无毒的肠胃外可接受的稀释剂或溶剂中的无菌可注

射溶液或悬浮液(例如，在1 ,3‑丁二醇中的溶液)。可用的可接受的媒介物和溶剂可以包括

甘露醇、水、林格氏溶液和等渗氯化钠溶液。此外，通常使用无菌非挥发性油作为溶剂或悬

浮介质。为此，也可以使用任何刺激性较小的含有合成单甘油酯或二甘油酯的非挥发性油。

脂肪酸(如油酸)及其甘油酯衍生物可用于可注射制剂，像药学上可接受的天然油(例如，橄

榄油或蓖麻油)，特别是其聚氧乙基化形式。

[0041] 本发明的药物组合物也可以按用于直肠施用的栓剂形式施用。这些组合物可以通

过将本发明的化合物与合适的无刺激性赋形剂混合来制备，所述赋形剂在室温下为固体，

但在直肠温度下为液体。此类材料包括但不限于可可脂、蜂蜡和聚乙二醇。

[0042] 当所需的治疗涉及通过局部施用易于接近的部位或器官时，根据本发明的药物组

合物的肠胃外施用特别有用。当局部涂抹至皮肤时，应当将药物组合物配制为含有悬浮或

溶解在载体中的活性成分的合适的软膏。用于本发明化合物的局部施用的载体包括但不限

于矿物油、液体石蜡、白凡士林、丙二醇、聚氧乙烯、聚氧丙烯化合物、乳化蜡和水。可替代

地，可以将药物组合物配制为含有悬浮或溶解在载体中的活性化合物的合适洗剂或乳膏。

合适的载体包括但不限于矿物油、脱水山梨醇单硬脂酸酯、聚山梨醇酯60、鲸蜡基酯蜡、鲸

蜡硬脂醇、2‑辛基十二烷醇、苯甲醇和水。本发明的药物组合物也可以按直肠栓剂或合适的

灌肠剂的形式局部施用至下肠道。局部施用的透皮贴剂也落入本发明的范围内。

[0043] 本发明的药物组合物可以作为鼻气溶胶或通过吸入施用。这种组合物是根据药物

领域熟知的技术来制备的，并且使用苯甲醇或其他合适的防腐剂、增强生物利用度的吸收

促进剂、碳氟化合物和/或本领域已知的其他增溶剂或分散剂制备成盐水溶液。

[0044] 本发明药物组合物中所包含的药剂的含量并不特别限制于此，但基于最终组合物

的总重量，可以是按重量计0.0001％至50％，更优选按重量计0.01％至10％。

[0045] 在另一个方面，本发明涉及用于预防或治疗癌症或抑制癌症转移的方法，其包括

向受试者施用IF1(ATP酶抑制因子1)。

[0046] 在另一个方面，本发明涉及IF1(ATP酶抑制因子1)用于预防或治疗癌症或抑制癌

症转移的用途。

[0047] 在另一个方面，本发明涉及包含作为活性成分的IF1(ATP酶抑制因子1)的药物组

合物用于预防或治疗癌症或抑制癌症转移的用途。

[0048] 在另一个方面，本发明涉及IF1(ATP酶抑制因子1)用于制备预防或治疗癌症或抑

制癌症转移用的药物的用途。

[0049] 如本文所用，术语“受试者”是指患有癌症或有患上癌症风险的任何动物，包括人，

并且所述疾病可以通过向其施用根据本发明的组合物来有效地预防或治疗。

[0050] 癌症治疗适用于可能患有癌症的任何哺乳动物，包括但不限于人和灵长类动物以

及家畜(如牛、猪、羊、马、狗和猫)，但优选人。

[0051] 如本文所用，术语“施用”是指通过任何适当的方法将根据本发明的药物组合物引
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入受试者中的动作，并且组合物的施用途径可以是任何一般途径，只要所述途径使得能够

将组合物递送至靶组织。药物组合物可以腹膜内、静脉内、肌肉内、皮下、皮内、口服、局部、

鼻内、肺内或经直肠施用，但不限于此。

[0052] 如本文所用，术语“抗癌”包括“预防”和“改善”，并且术语“预防”是指通过施用根

据本发明的药物组合物可以抑制或延迟癌症发作的任何作用。如本文所用，术语“改善”是

指至少降低与待治疗的病症相关的参数的严重程度(例如，症状的严重程度)的任何作用。

[0053] 如本文所用，术语“转移”是指癌症或恶性肿瘤从其形成的器官扩散到与其间隔开

的另一组织的状态。

[0054] 在本发明中，IF1通过抑制癌细胞的增殖、增加癌细胞的细胞外ATP的释放、抑制癌

细胞的迁移或诱导癌细胞的凋亡或自噬而表现出抗癌活性或癌症转移抑制活性。可以看

出，ATP的细胞外释放通过激活免疫系统而表现出抗癌活性。

[0055] 在本发明中，所述癌症包括一般癌症疾病，并且优选地选自肝癌、乳腺癌、子宫癌、

宫颈癌、肺癌、非小细胞肺癌、结直肠癌、前列腺癌、胰腺癌、胃癌、食管癌、卵巢癌、骨癌、腺

癌、膀胱癌、肾癌、输尿管癌、支气管癌、鼻咽癌、喉癌、脑肿瘤、脊髓肿瘤、血癌、直肠癌、皮肤

癌、头癌、头颈癌、黑色素瘤、小肠癌、结肠癌、肛门癌、输卵管癌、子宫内膜癌、阴道癌、外阴

癌、霍奇金病、淋巴腺癌、胆囊癌、内分泌腺癌、肾上腺癌、软组织肉瘤、尿道癌、阴茎癌、慢性

或急性白血病、淋巴细胞性淋巴瘤、肾盂癌、脑癌、中枢神经系统(CNS)肿瘤、脑干胶质瘤和

垂体腺瘤，但不限于此。

[0056] 健康饮料组合物可以含有另外的成分，如各种风味剂或天然碳水化合物，就像一

般饮料一样。天然碳水化合物包括单糖(如葡萄糖和果糖)、二糖(如麦芽糖和蔗糖)以及天

然甜味剂(如糊精和环糊精)。此外，可以使用合成甜味剂，如糖精和阿斯巴甜。天然碳水化

合物的比例可以由本领域技术人员适当地选择。

[0057] 除了上述成分以外，本发明的组合物还可以含有各种营养素、维生素、电解质、调

味剂、着色剂、果胶酸及其盐、藻酸及其盐、有机酸、保护性胶体增稠剂、pH调节剂、稳定剂、

防腐剂、甘油、醇、碳酸饮料中使用的碳酸化剂等。此外，本发明的组合物可以含有用于生产

天然果汁、果汁饮料和蔬菜饮料的果肉。这些组分可以单独或组合使用。这些添加剂的比例

也可以由本领域技术人员适当地选择。

[0058] 实施例

[0059] 在下文中，将参考实施例更加详细地描述本发明。然而，对于本领域技术人员而言

将明显的是，这些实施例的提供仅用于说明本发明，并且不应当解释为限制基于本发明的

主题的本发明的范围。

[0060] 实施例1：细胞外ATP释放的测量

[0061] 将乳腺癌(MDA‑MB‑231、MCF7、T47D)、肝癌(HepG2)和宫颈癌(HeLa)细胞系在含有

10％  FBS和1％青霉素/链霉素的DMEM培养基中于5％二氧化碳下在37℃的培养箱中孵育。

[0062] 使用CellTiter‑Glo发光测定试剂盒(Promega，美国威斯康星州麦迪逊)测量用

IF1处理后的细胞外ATP释放。将HepG2(肝癌细胞系)或MDA‑MB‑231(乳腺癌细胞系)细胞(3

×104个细胞/孔)用IF1(100ng/mL)处理，然后在37℃和5％  CO2的条件下在培养箱中的1％ 

BSA/DMEM培养基中孵育10秒、30秒、1分钟、5分钟、10分钟和30分钟。然后，收获每种培养基，

并且进行发光测定。
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[0063] 结果，可以看出，在用IF1处理后，培养基中的ATP浓度快速增加(图1)。可以看出，

这种增加在HepG2细胞的情况下在约5分钟的持续时间后并且在MDA‑MB‑231细胞的情况下

在约10分钟的持续时间后恢复到基础水平。

[0064] 实施例2：体外癌细胞增殖和死亡测定

[0065] 为了研究IF1在癌细胞中的细胞毒性和增殖抑制作用，进行了MTT(3‑(4,5‑二甲基

噻唑基‑2)‑2,5‑二苯基四唑鎓溴化物)测定和CVS(结晶紫溶液)测定。MTT和CVS测定是测量

活细胞生长的方法。MTT使用通过活细胞的线粒体还原酶进行的MTT还原，而CVS使用以下现

象来测量细胞的活力：其中细胞在死亡后与板分离，由此结晶紫染色水平降低。

[0066] 将每个癌细胞系(HepG2、MDA‑MB‑231、T47D、HeLa)接种到96孔板中，并且在37℃和

5％  CO2的条件下在培养箱中孵育过夜，然后在第二天再次在新鲜的无血清培养基中孵育

过夜。除了对照组之外，在6h、24h和48h用各种浓度的IF1处理细胞(MDA‑MB‑231细胞系)。在

完成用IF1处理后，用PBS洗涤板两次，并且向每个孔中添加200μl比率为1:40的MTT溶液和

培养基的混合物。将板用箔包裹以阻挡光线，并且在37℃和5％  CO2的条件下储存在培养箱

中，直到板的底部变成紫色。然后，除去MTT溶液，向每个孔中添加200μl  DMSO，并且允许孔

在室温下于振动器上静置5分钟。将每个孔中的溶液再次转移到新鲜板中，并且通过ELISA

读取器在570nm处测量吸光度，以计算相对于对照细胞的100％的相对细胞增殖抑制。

[0067] 结果显示，由于用IF1处理，所有四种类型的癌细胞系(HepG2、MDA‑MB‑231、T47D、

HeLa)在24h和48h时均表现出细胞增殖的显著降低(图2A和2B)。此外，从24h至48h，MDA‑MB‑

231乳腺癌细胞系表现出细胞增殖的显著降低(图2C)。

[0068] 通过CVS染色进一步评价了MDA‑MB‑231乳腺癌细胞系的细胞活力。在24小时后，除

去培养基，将IF1(500nM、1μM)添加到含有0.5％  FBS的DMEM培养基中，并且将接种在12孔板

上的乳腺癌细胞在37℃和5％  CO2下孵育48小时。然后，使用25％甲醇和0.5％结晶紫溶液

对细胞染色。用PBS洗涤细胞三次，然后测量溶解在1％  SDS中的溶液在570nm处的吸光度，

并且重复三次以获得平均值。

[0069] 结果显示，与对照相比，细胞增殖在48h时以IF1浓度依赖性方式降低(图2D)。

[0070] 实施例3：用IF1处理对癌细胞迁移的抑制作用

[0071] 人体中的癌细胞通过其特征和微环境的组成迁移到健康组织并引起转移。癌细胞

的转移意味着正常组织向癌组织的转化。因此，通过细胞迁移实验观察IF1对癌细胞的作

用。

[0072] 在一个方向上刮取每个孔，然后用不同浓度的IF1处理在6孔板中培养的MDA‑MB‑

231细胞，并且在48小时用光学显微镜观察。

[0073] 结果显示，随着IF1浓度的增加，迁移到空白空间的细胞数量减少，这表明IF1抑制

了癌细胞的迁移(图3)。

[0074] 实施例4：凋亡的测量

[0075] 进行了半胱天冬酶3/7活性测试以确认凋亡与IF1的抗癌作用之间的关系。半胱天

冬酶是一种被细胞外和细胞内因子激活以促进与凋亡有关的酶的反应的蛋白质，并且半胱

天冬酶3/7的活性是与凋亡直接相关的主要标记物。

[0076] 将接种在96孔板上的MDA‑MB‑231细胞用含有IF1和0.5％  FBS的DMEM处理并培养

48小时。使用来自Promega的半胱天冬酶‑Glo  3/7测定试剂盒允许结果在室温下反应30分
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钟，然后使用光度计测量发光。

[0077] 通过重复实验获得的数据平均值的分析结果显示，用IF1处理通过增加半胱天冬

酶3/7活性来诱导凋亡，从而降低乳腺癌细胞的存活(图4)。

[0078] 实施例5：细胞自噬的测量

[0079] 为了确认IF1的抗癌作用与自噬之间的关系，进行了蛋白质印迹和MTT测定。mTOR

是参与细胞生长的蛋白激酶之一，并且是与自噬有关的主要因子。当细胞处于应激环境时

或当营养供应困难时，mTOR在细胞内受到调节。特别地，已知其受到响应于细胞外部刺激的

PI3K/AKT信号传导通路的抑制。

[0080] 为了阐明IF1与自噬相关因子之间的相关性，通过蛋白质印迹检测了S6(mTOR复合

物组分)、AKT和LC3B蛋白在MDA‑MB‑231乳腺癌细胞系中的磷酸化和表达水平。

[0081] 结果显示，用IF1处理在48小时后抑制了Akt和S6蛋白的磷酸化，从而降低了其活

性(图5A)。还观察到自噬标记物LC3B的表达水平降低(图5B)。

[0082] 此外，为了观察自噬对IF1的抗癌活性的影响，在实施例1中进行的MTT测定中，用

IF1和PI3K/AKT的抑制剂LY294002同时处理MDA‑MB‑231乳腺癌细胞系。

[0083] 结果显示，用LY294002处理有效地抑制了IF1的抗癌活性，这表明由mTOR调节的自

噬活性是IF1信号传导通路的靶标(图6)。

[0084] 实施例6：通过用IF1处理诱导ER应激

[0085] ER(内质网)是一种细胞器，其通过负责细胞内蛋白质的折叠、修饰和运输而在维

持体内平衡方面发挥重要作用。最近，当ER应激发生在癌细胞中时，已知会诱导凋亡和自

噬，因此引起人们的关注。ER应激的诱导通过UPR(未折叠蛋白反应)引起抗癌活性。此时，通

过以下现象来实现信号传导：其中XBP1通过RNA酶作用被切割，从而转化为sXBP1。

[0086] 因此，为了确定IF1与ER应激之间的关系，用IF1将MDA‑MB‑231乳腺癌细胞系处理

6h、24h和48h，以观察sXBP1的mRNA表达水平(图7)。

[0087] 结果显示，在6h和24h时，sXBP1的表达与对照组相比显著增加，这表明IF1的抗癌

作用与ER应激有关。

[0088] 【工业实用性】

[0089] 根据本发明的IF1(ATP酶抑制因子1)在多种癌细胞中具有抑制癌细胞增殖、增加

细胞外ATP释放、抑制癌细胞迁移以及诱导癌细胞的凋亡或自噬的作用，因此表现出抗癌活

性或抑制癌症转移的活性，因此作为抗癌药物的有效活性成分非常有用。

[0090] 尽管已经详细描述了本发明的具体配置，但本领域技术人员应理解，出于说明目

的提供本说明书以阐述优选实施方案，并且不应当解释为限制本发明的范围。因此，本发明

的实质范围由所附权利要求及其等同物限定。

[0091] 【序列表自由文本】

[0092] 附有电子文件。
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[0001] <110>  高丽大学校产学协力团

[0002] <120>  含有IF1作为活性成分的抗癌药物组合物

[0003] <130>  PP‑B2276

[0004] <150>  KR  10‑2018‑0117694

[0005] <151>  2018‑10‑02

[0006] <160>  1

[0007] <170>  KoPatentIn  3.0

[0008] <210>  1

[0009] <211>  81

[0010] <212>  PRT

[0011] <213>  人工序列(Artificial  Sequence)

[0012] <220>

[0013] <223>  重组IF1

[0014] <400>  1

[0015] Val  Ser  Asp  Ser  Ser  Asp  Ser  Met  Asp  Thr  Gly  Ala  Gly  Ser  Ile  Arg

[0016] 1               5                   10                  15

[0017] Glu  Ala  Gly  Gly  Ala  Phe  Gly  Lys  Arg  Glu  Lys  Ala  Glu  Glu  Asp  Arg

[0018]             20                  25                  30

[0019] Tyr  Phe  Arg  Glu  Lys  Thr  Lys  Glu  Gln  Leu  Ala  Ala  Leu  Arg  Lys  His

[0020]         35                  40                  45

[0021] His  Glu  Asp  Glu  Ile  Asp  His  His  Ser  Lys  Glu  Ile  Glu  Arg  Leu  Gln

[0022]     50                  55                  60

[0023] Lys  Gln  Ile  Glu  Arg  His  Lys  Lys  Lys  Ile  Gln  Gln  Leu  Lys  Asn  Asn

[0024] 65                  70                  75                  80

[0025] His
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图1
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图2
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图3

图4
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图5

图6
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图7
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