附件2.
河北省中医药学会科学技术奖提名项目简介表
	项目名称：

去甲斑蝥素对人黑素瘤细胞生长的影响及其机制的研究

	2.完成单位及主要完成人：

完成单位：河北省儿童医院 河北医科大学第四医院

主要完成人：高杨 程毅 刘岩 丛力宁

	3.项目内容简介（主要创新点、技术难度、与省内外同类项目水平比较）：
恶性黑素瘤是高度侵袭性的肿瘤，本课题旨在研究去甲斑蝥素（NCTD）对人黑素瘤细胞的抑制作用。NCTD（100～500μg/L）明显抑制人黑素瘤细胞A375和M14的增殖，呈时间、剂量依赖性，流式细胞术检测A375细胞凋亡水平发现，100～500μg/L NCTD能促进细胞凋亡，且呈剂量依赖性。NCTD处理黑素瘤细胞后，细胞形态发生变化，轮廓不规整，胞核皱缩，体积变小，细胞黏附性差，漂浮细胞增多，经DAPI染色发现，细胞出现核固缩、核边集和凋亡小体。实时荧光半定量PCR方法发现，NCTD可诱导黑素瘤细胞内凋亡相关基因Caspase-3、Capase-9、Bax、细胞色素c的 mRNA 表达,并降低凋亡抑制基因 Bcl-2 的 mRNA 表达。WB结果显示NCTD处理细胞后Bcl-2相对表达量逐渐降低，Bax相对表达量逐渐升高。NCTD能明显抑制细胞增殖活性、黑色素合成以及酪氨酸酶活性。荧光探针检测和流式细胞术结果显示NCTD可刺激细胞内 ROS 的产生,双重加热法检测结果显示去甲斑蝥素可诱导细胞内丙二醛(MDA)的升高,且呈浓度依赖性。NCTD能将黑素瘤细胞阻滞于G1期，减少S期和G2期细胞比例。WB结果显示随着NCTD浓度的升高，细胞周期蛋白CyclinD1、CyclinA和CDK2蛋白表达逐渐降低，P21蛋白表达逐渐升高。划痕实验结果显示，NCTD可抑制黑素瘤细胞的划痕愈合能力，Transwell实验结果显示，NCTD可抑制黑素瘤细胞细胞的迁移。WB结果显示，NCTD作用黑素瘤细胞24小时后，MMP-9蛋白表达明显降低。发表中文核心期刊论文5篇。与国内外同类研究相比较，该研究据国内领先。

	论文发表情况（作者、文题、杂志名称、年、卷、期、页），注明文章类型（论著、全文、摘要、短稿）：

[1]高杨,丛力宁,程毅,刘岩.去甲斑蝥素诱导黑色素瘤M14细胞凋亡及相关机制的研究[J].河北医药,2020,42(02):179-183.

[2]高杨,刘岩,丛力宁,冯敏.去甲斑蝥素对人黑色素瘤A375细胞周期、活性氧自由基及细胞凋亡的影响[J].河北医科大学学报,2019,40(12):1433-1437.

[3]高杨,程毅,冯敏,刘岩,赵旭明,胡彩霞.去甲斑蝥素对人黑素瘤M14细胞迁移的影响[J].中国皮肤性病学杂志,2019,33(01):12-16.

[4]高杨,程毅,任明媛,岳育杨.去甲斑蝥素抑制黑色素瘤M14细胞增殖和诱导细胞凋亡的研究[J].天津医药,2018,46(12):1273-1276+1377.

[5]高杨,冯敏,程毅,刘岩,丛力宁.去甲斑蝥素对抑制人A375黑素瘤细胞增殖、黑色素合成及酪氨酸酶活性的研究[J].河北医药,2018,40(17):2569-2572+2577.

	5.成果推广应用情况：

自2017年至今，本研究成果为基础实验研究，通过该课题的完成，为肢端型和黏膜型等中国高发亚型黑色素瘤患者的治疗提供了新的理论依据与潜在药物选择，取得了良好的社会效益。同期发表中文核心期刊论著5篇。

	6.查新单位及结论：查新单位：河北省科学技术情报研究院

查新结论：本课题研究去甲斑蝥素对黑素瘤细胞细胞色素C、P21、P27、P 57等水平变化的影响，除本课题组发表的论文外，国内文献中未见相同报道。

	组织鉴定单位：河北省中医药管理局

	8.专家组成（单位、姓名、专业、职称）：
刘焕强  河北省中医院          皮肤性病学专业   主任医师

徐树彬  河北省中医院          外科学           主任医师

蔡春江  河北省人民医院        中医学           主任医师

张慧玲  河北医科大学第三医院  中医学           主任医师

沈海萍  河北省人民医院        中医学           主任医师

	9.鉴定意见：

该课题组发现去甲斑蝥素可抑制人恶性黑素瘤细胞A375和M14的增殖，促进细胞凋亡，其机制可能与升高凋亡相关基因Bax、caspase-3、caspase-9、细胞色素c的mRNA的表达，减少凋亡抑制基因Bcl-2的mRNA表达；促进Bax蛋白的表达，抑制Bcl-2蛋白的表达有关。去甲斑蝥素能将人A375黑色素瘤细胞阻滞于G1期，G2和S期细胞数则明显减少，可能与细胞周期蛋白CyclinD1、CyclinA和CDK2表达下调，P21蛋白的表达上调有关。去甲斑蝥素能明显的提高细胞内ROS和MDA水平，抑制黑色素瘤细胞内黑色素的合成，抑制细胞内络氨酸酶的含量。此外，去甲斑蝥素可抑制黑素瘤M14细胞的愈合能力和迁移能力，抑制细胞内MMP-9的表达。发表中文核心期刊论文6篇。该课题选题合理，具有科学性、创新性和先进性，设计严谨，结果真实，结论可信。具有很高的理论和实用价值，也具有较高推广应用价值。该课题达到了国内领先水平。经专家函审，一致同意通过成果函审验收。建议进一步阐明去甲斑蝥素的药物作用机制，并且将其进行动物实验，为进一步明确其肿瘤抑制作用奠定理论基础。

	提名专家或提名单位意见（写明提名理由和建议等级）：

该项目针对黑素瘤治疗难度大、转移快且目前免疫及靶向药物应答率低、耐药高发、后续治疗手段匮乏等临床难题，探究去甲斑蝥素抗黑素瘤多靶点分子机制。构建多通路协同抑瘤分子网络，检测体系完善，试验设计严谨，研究成果经查新证实国内未见相同机制报道，整体达国内领先水平。项目产出 5 篇核心论文，培养 2 名硕士研究生，夯实中药单体抗肿瘤研究体系，为黑素瘤新药开发与临床联合用药提供重要实验依据，兼具学术价值与临床转化潜力，同意推荐一等奖.
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