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ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传导途径对
胃癌细胞株 ＭＫＮ２８凋亡的影响
许小涛　陶泽璋　宋启斌　姚颐　阮鹏

　　【摘要】　目的　探讨ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传导途径对胃癌细胞株 ＭＫＮ２８凋亡的调控作用及其机
制。方法　构建ＰＴＥＮ真核表达载体，转染至胃癌细胞株 ＭＫＮ２８中（转染组）；同样方法转染空载体和等
量的ＰＢＳ分别作为阴性对照组和空白对照组，检测对胃癌细胞株 ＭＫＮ２８凋亡的影响及对 ＰＩ３Ｋ、ＡＫＴ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９的影响。ＭＴＴ检测细胞生长曲线，ＴＵＮＥＬ染色法检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋
白的表达。ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２处理未转染ＰＴＥＮ的胃癌细胞株 ＭＫＮ２８（处理组）；对照组加入等量的
ＰＢＳ，抑制ＰＩ３Ｋ活性后检测细胞凋亡蛋白及凋亡相关蛋白的表达。组间比较采用 ｔ检验，时间依赖性检验
采用相关分析方法。结果　成功构建ＰＴＥＮ真核表达质粒并转染至胃癌细胞株ＭＫＮ２８中，获得稳定过表
达ＰＴＥＮ的细胞模型。ＭＴＴ检测发现转染组胃癌细胞株 ＭＫＮ２８生长明显受到抑制，且呈时间依赖性
（ｒ＝０．９３８，Ｐ＜０．０５）。转染组平均凋亡率达到２７．８６％±４．７８％，明显高于阴性对照组的０．０１％±０．０１％
（ｔ＝９．５２７，Ｐ＜０．０５）。转染 ＰＴＥＮ后，转染组 ＰＩ３Ｋ蛋白表达量为０．２５±０．０３，明显低于空白对照组的
０．９３±０．１６及阴性对照组的０．９６±０．１５（ｔ＝７．２３５，８．８８３，Ｐ＜０．０５）。转染组活化的ＡＫＴ（ＰＡＫＴ）蛋白表
达量为０．２１±０．０３，明显低于空白对照组的０．９３±０．１３及阴性对照组的０．９１±０．１２（ｔ＝９．３４７，９．８０２，
Ｐ＜０．０５）。而转染组凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９表达量分别为０．８６±０．１１和０．８７±０．１２，明显
高于阴性对照组的０．１６±０．０３和０．１８±０．０４及空白对照组的０．１５±０．０２和０．１６±０．０３（ｔ＝１０．６３４，
１０．９９９，９．４４８，９．９４２，Ｐ＜０．０５）。抑制ＰＩ３Ｋ活性后，处理组细胞凋亡率为２８．６０％±４．５０％，明显高于对照
组的０．１２％±０．０６％（ｔ＝１０．９６１，Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现处理组ＰＩ３Ｋ和ＰＡＫＴ的蛋白表达量分
别为０．１８±０．０２和０．１１±０．０１，明显低于对照组的０．９３±０．１４和０．９０±０．１２（ｔ＝９．１８６，１１．３６３，Ｐ＜
０．０５）；同时处理组ＰＴＥＮ的蛋白相对表达量为１．１５±０．１５，明显高于对照组的０．２１±０．０８（ｔ＝９．５７７，Ｐ＜
０．０５）。处理组的凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９相对表达量分别为０．８６±０．１２和０．８８±０．１１，明
显高于对照组的０．２５±０．０２和０．２１±０．０３（ｔ＝８．６８５，１０．１７８，Ｐ＜０．０５）。结论　高表达 ＰＴＥＮ可以抑制
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径，促进胃癌细胞凋亡；抑制ＰＩ３Ｋ途径可以促进ＰＴＥＮ的表达，两者之间相互作用，共同调控
着胃癌细胞的凋亡。
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ａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓｔｈｒｏｕｇｈｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋ／ＡＫＴｐａｔｈｗａｙ．ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＰＩ３Ｋｃａｎｅｎｈａｎｃｅｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＴＥＮ．ＰＩ３ＫａｎｄＰＴＥＮｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｇａｓｔｒｉｃｃａｎｃｅｒｃｅｌｌｓ．
　　【Ｋｅｙｗｏｒｄｓ】　Ｇａｓｔｒｉｃｎｅｏｐｌａｓｍｓ；　ＰＴＥＮ；　ＰＩ３Ｋ；　ＡＫＴ；　Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　ＰＴＥＮ是一种具有磷酸酶活性的抑癌基因，能
够抑制多种细胞的增殖和分化。ＰＴＥＮ脂质磷酸酶
作为ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号通路的一部分，在细胞存活、生
长、增殖、分化和迁移中发挥重要作用，有望成为肿

瘤分子治疗的新靶点［１－３］。ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径
对胃癌细胞的凋亡、增殖、分化起着重要的调控作

用［４－５］。本研究通过构建 ＰＴＥＮ的真核表达载体，
转染至胃癌细胞株 ＭＫＮ２８中，以及通过 ＰＩ３Ｋ抑制
剂ＬＹ２９４００２作用于胃癌细胞，观察ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ活性
的改变，探讨 ＰＴＥＮＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号传导途径对胃
癌细胞株ＭＫＮ２８凋亡的调控作用及其机制。

１　材料与方法
１．１　材料
　　人源性胃癌细胞株 ＭＫＮ２８由本室保存。辣根
过氧化物酶包被的兔抗羊二抗购自中国博士德生物

公司。含１０％标准胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司。羊抗人 ＰＴＥＮ、ＰＩ３Ｋ、活化的 ＡＫＴ
（ＰＡＫＴ）、Ｃａｓｐａｓｅ９、Ｃａｓｐａｓｅ３购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司。真核表达载体 ｐＲＮＡＴＵ６．１／ｎｅｏ购自美国
Ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司。ＬＹ２９４００２购自美国Ｓｅｌｌｅｃｋ公司。
１．２　ＰＴＥＮ真核表达载体的构建
　　从ＧｅｎｅＢａｎｋ中查找人 ＰＴＥＮｃＤＮＡ序列，在两
端各设计一条对应引物，其中上游引物 ５′ＡＴＧＡ
ＣＡＧＣＣＡＴＣＡＴＣＡＡＡＧＡＧ３′；下游引物５′ＧＧＡＡＴＡ
ＡＡＡＣＧＧＧＡＡＡＧＴＧＣＣ３′，并在上游引物中引入

ＨｉｎｄⅢ酶切位点，在下游引物中引入 ＢａｍＨⅠ酶切
位点。从正常人胎盘组织中提取 ｍＲＮＡ作为模板
合成第一链，扩增目的基因序列片段，经双酶切后

定向克隆至真核表达载体ｐＲＮＡＴＵ６．１／ｎｅｏ中。
１．３　细胞转染和分组
　　将真核表达载体转染至感受态大肠杆菌ＤＨ５α，
接种至含３０％卡那霉素的 ＬＢ培养皿中，挑取单个
菌落进行扩大培养，提取质粒并经酶切及测序鉴

定获得含 ＰＴＥＮ基因的质粒，命名为 ｐＲＮＡＴＵ６．１／
ｎｅｏＰＴＥＮ。筛选阳性重组质粒，分别经双酶切、测
序法对重组质粒进行鉴定。双酶切和特异 ＰＣＲ结
果表明克隆的基因片段约１．５ｋｂ；测序法进一步证
实该基因为ＰＴＥＮ编码基因，经ＢＬＡＳＴ分析与Ｇｅｎｅ
Ｂａｎｋ中基因序列完全相同。将重组质粒利用脂质
体２０００转染至胃癌细胞株 ＭＫＮ２８中作为转染组。
同样方法转染空载体和等量的 ＰＢＳ分别作为阴性
对照组和空白对照组。转染细胞经 Ｇ４１８筛选３周
获得稳定过表达ＰＴＥＮ的胃癌细胞株ＭＫＮ２８。
１．４　绘制细胞生长曲线
　　ＭＴＴ试剂购自宝生物工程（大连）有限公司，按照
试剂盒说明书进行，主要步骤如下：取各组对数生长期

细胞，分别接种于９６孔板，接种密度为１×１０３个／孔，
培养１ｄ后每孔加入ＭＴＴ液（５ｇ／Ｌ）２０μｌ，３７℃孵育
４ｈ，弃上清液，加入１５０μｌＤＭＳＯ，充分振荡１０ｍｉｎ
后于酶联免疫检测仪上４９０ｎｍ比色测吸光度（Ａ）
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值。连续测定７ｄ，各组细胞均重复测定３次，取平均
值，以时间为横轴，Ａ值为纵轴绘制细胞生长曲线。
１．５　ＰＩ３Ｋ抑制剂处理胃癌细胞株ＭＫＮ２８
　　处理组为未转染 ＰＴＥＮ的胃癌细胞株 ＭＫＮ２８
接种于含 ２０ｍｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２的 ＤＭＥＭ培养基
中，对照组在培养基中加入等量的 ＰＢＳ，３７℃培养
２４ｈ后进行细胞凋亡和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
１．６　细胞凋亡的检测
　　ＴＵＮＥＬ法检测胃癌细胞凋亡。按照试剂盒操
作说明进行。取各组细胞接种于 ＤＭＥＭ培养基中，
３７℃培养２４ｈ后，培养细胞以５×１０６个／ｍｌ浓度
于４％中性甲醛中室温固定１０ｍｉｎ，在载玻片滴加
１００μｌ细胞悬液使之干燥，置于色缸中加入含２％
Ｈ２Ｏ２的ＰＢＳ，于室温反应５ｍｉｎ，滤纸吸去玻片上多
余液体，滴加ＴｄＴ酶缓冲液２滴，室温放置５ｍｉｎ，滴
加５４μｌＴｄＴ酶反应液，于湿盒中３７℃反应１ｈ；加
入预热到 ３７℃的终止反应缓冲液，３７℃保温
３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加入２滴过氧化物酶标记的地
高辛抗体，室温反应３０ｍｉｎ，ＰＢＳ清洗后滴加０．０５％
ＤＡＢ显色液显色５ｍｉｎ；于室温用甲基绿进行复染
１０ｍｉｎ，二甲苯脱水，封片，光学显微镜下观察结果。
计数１０００个细胞中凋亡细胞数，细胞凋亡率为每
１００个细胞中凋亡细胞所占比例。各组均重复检测
３次，取平均值。
１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　细胞培养至长满培养皿后提取细胞总蛋白，每
孔加入 ０．１ｍｌＲＩＰＡ蛋白裂解液冰上裂解 ５ｍｉｎ，
４℃下１００００ｒ／ｍｉｎ（离心半径４ｃｍ）离心５ｍｉｎ，取
上清液，ＢＣＡ法测蛋白浓度。每个加样孔取５０μｇ蛋
白加入２×上样缓冲液于１００℃变性５ｍｉｎ，经ＳＤＳ
ＰＡＧＥ电泳分离，转移至硝酸纤维素膜上，结合特异
性抗体及相应二抗，经增强化学发光剂显色，经

Ｘ线片曝光、显影、定影，图片经 ＢａｎｄＳｃａｎ软件进行
灰度分析。

１．８　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ
表示，组间比较采用ｔ检验，时间依赖性检验采用相
关分析方法。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果
２．１　ＰＴＥＮ干扰质粒的测序及转染
　　扩增的目的基因片段经上海生工生物工程技术
服务有限公司测序，结果与设计的目的序列完全符

合。提取质粒转染至胃癌细胞株 ＭＫＮ２８中，Ｇ４１８
筛选３周后转染组有多个单细胞克隆存活，而对照
组细胞几乎完全死亡。挑取单细胞克隆进行扩大培

养。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染组、阴性对照组、空白对
照组细胞ＰＴＥＮ蛋白的表达。结果发现转染组ＰＴＥＮ
蛋白表达量为１．１７±０．１８，明显高于阴性对照组的
０．１８±０．０２及空白对照组的０．１６±０．０１（ｔ＝９．４６８，
９．７０４，Ｐ＜０．０５）。见图１。

１：阴性对照组；２：空白对照组；３：转染组

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组胃癌细胞株ＭＫＮ２８ＰＴＥＮ蛋白的表达

２．２　细胞生长曲线
　　ＭＴＴ检测结果显示，转染组胃癌细胞株ＭＫＮ２８
生长明显受到抑制，且呈时间依赖性（ｒ＝０．９３８，
Ｐ＜０．０５）。第３至７天，转染组细胞吸光度（Ａ）值
均显著低于空白对照组及阴性对照组（Ｐ＜０．０５）。
而第１至７天，阴性对照组与空白对照组细胞吸光
度（Ａ）值比较，差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。见
图２。

图２　各组胃癌细胞株ＭＫＮ２８生长曲线

２．３　转染ＰＴＥＮ对胃癌细胞株ＭＫＮ２８凋亡的影响
　　细胞凋亡分析发现转染组胃癌细胞株 ＭＫＮ２８
平均凋亡率达到 ２７．８６％±４．７８％，明显高于阴性
对照组的０．０１％±０．０１％（ｔ＝９．５２７，Ｐ＜０．０５）。见
图３。
２．４　转染ＰＴＥＮ对ＰＩ３Ｋ蛋白和ＰＡＫＴ蛋白及凋亡
相关蛋白的影响

　　转染组 ＰＩ３Ｋ蛋白表达量为０．２５±０．０３，明显
低于空白对照组的 ０．９３±０．１６及阴性对照组的
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０．９６±０．１５（ｔ＝７．２３５，８．８８３，Ｐ＜０．０５）。转染组
ＰＡＫＴ蛋白表达量为０．２１±０．０３，明显低于空白对
照组的０．９３±０．１３及阴性对照组的０．９１±０．１２
（ｔ＝９．３４７，９．８０２，Ｐ＜０．０５）。转染组凋亡相关蛋白
Ｃａｓｐａｓｅ３及 Ｃａｓｐａｓｅ９表达量分别为０．８６±０．１１
和０．８７±０．１２，明显高于阴性对照组的０．１６±０．０３
和０．１８±０．０４及空白对照组的０．１５±０．０２和０．１６±
０．０３（ｔ＝１０．６３４，１０．９９９，９．４４８，９．９４２，Ｐ＜０．０５）。
见图４。

ａ：转染组；ｂ：阴性对照组

图３　转染组和阴性对照组胃癌细胞株ＭＫＮ２８凋亡情况

ＴＵＮＥＬ×１００

１：阴性对照组；２：空白对照组；３：转染组

图４　高表达ＰＴＥＮ抑制ＰＩ３Ｋ和ＰＡＫＴ蛋白表达，促进凋亡相关

蛋白的表达情况

２．５　阻断ＰＩ３Ｋ途径对胃癌细胞株 ＭＫＮ２８凋亡及
凋亡相关蛋白的影响

　　采用 ＬＹ２９４００２处理后，处理组细胞凋亡率为
２８．６０％±４．５０％，显著高于对照组的０．１２％±０．０６％
（ｔ＝１０．９６１，Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测发现处理
组ＰＩ３Ｋ和ＰＡＫＴ的蛋白表达量分别为０．１８±０．０２
和０．１１±０．０１，明显低于对照组的０．９３±０．１４和
０．９０±０．１２（ｔ＝９．１８６，１１．３６３，Ｐ＜０．０５）；同时处理
组ＰＴＥＮ的蛋白相对表达量为１．１５±０．１５，明显高
于对照组的０．２１±０．０８（ｔ＝９．５７７，Ｐ＜０．０５）。
　　处理组的凋亡相关蛋白Ｃａｓｐａｓｅ３及Ｃａｓｐａｓｅ９
相对表达量分别为０．８６±０．１２和０．８８±０．１１，明

显高于较对照组的０．２５±０．０２和０．２１±０．０３（ｔ＝
８．６８５，１０．１７８，Ｐ＜０．０５）。见图５。

１：对照组，加入２０ｍｍｏｌ／ＬＰＢＳ；２：处理组，加入２０ｍｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２

图５　对照组和处理组胃癌细胞株 ＭＫＮ２８凋亡及凋亡相关蛋白表

达情况

３　讨论
　　作为一种抑癌基因，ＰＴＥＮ在肿瘤细胞发育的
关键进程中起着重要的调控作用，包括细胞周期、细

胞增生、趋化、凋亡、老化、ＤＮＡ损伤、血管生成及细
胞极性，ＰＴＥＮ在肿瘤的发生、发展过程中发生突变
或缺失，针对ＰＴＥＮ的研究对于了解肿瘤的发生、发
展及治疗有重要意义［６－７］。目前，ＰＴＥＮ在肿瘤细胞
凋亡中的作用日益受到重视。付雪琼等［８］的研究

结果表明：化疗药物多柔比星可以通过上调 ＰＴＥＮ
在胃癌细胞 ＢＧＣ８２３中的表达而促进细胞凋亡，干
扰ＰＴＥＮ后细胞凋亡率显著下降。本研究通过基因
转染的方法使胃癌细胞株 ＭＫＮ２８过表达 ＰＴＥＮ，研

究结果提示，ＰＴＥＮ可以抑制细胞的增殖，促进细胞
的凋亡。

　　本研究中，我们将重点放在ＰＩ３Ｋ信号传导途径
的调控上。ＰＩ３Ｋ信号传导通路是许多受体家族与
细胞功能之间的联系纽带，在肿瘤的发生、发展过程

中起着重要的调控作用［９］。ＰＴＥＮ与 ＰＩ３Ｋ之间可
以相互影响，相互反馈，构成一种密切的信号网络，

在调控细胞许多生物学行为包括凋亡、增生、代谢等

过程中起着重要作用［１０］。本研究结果表明：高表达

ＰＴＥＮ可以直接抑制ＰＩ３Ｋ蛋白的表达，从而使ＰＡＫＴ
表达降低，并且能够增强凋亡相关蛋白 Ｃａｓｐａｓｅ３、
Ｃａｓｐａｓｅ９的表达。ＰＴＥＮ是一种二元蛋白磷酸酶，
其主要底物为 ＰＩ３Ｋ的主要产物之一 ＰＩ３Ｐ，ＰＩ３Ｐ使
ＡＫＴ聚集在细胞膜上，被相关激酶活化［１１］。ＡＫＴ
是ＰＩ３Ｋ途径中与恶性肿瘤密切相关的下游激酶，只
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有被磷酸化以后才能发挥活性。Ｃａｓｐａｓｅ家族是
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径的下游调控因子，其中 Ｃａｓｐａｓｅ９是
经典线粒体凋亡途径中的启动者，Ｃａｓｐａｓｅ３是关
键的效应分子，激活的 Ｃａｓｐａｓｅ３能使许多细胞结
构、细胞周期及 ＤＮＡ修复等相关蛋白或酶失活，从
而使细胞凋亡。

　　我们进一步采用 ＰＩ３Ｋ抑制剂 ＬＹ２９４００２处理
胃癌细胞株 ＭＫＮ２８。研究结果提示：ＬＹ２９４００２能
有效抑制ＰＩ３Ｋ的活性，从而抑制ＡＫＴ的磷酸化，是
ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径的有效阻断剂。阻断 ＰＩ３Ｋ后 ＰＴＥＮ
的表达增高，并且细胞凋亡增加，凋亡相关蛋白

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ９活性增强。这提示 ＬＹ２９４００２
抑制ＰＩ３Ｋ可反馈性促进ＰＴＥＮ的表达，促进细胞凋
亡。因此，ＰＴＥＮ与ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ之间形成相互作用的
交叉网络联系。ＰＴＥＮ对 ＰＩ３Ｋ途径的负性调控作
用不仅在肿瘤的形成过程中起着重要作用，还可以

增强肿瘤对化疗药物的敏感性。针对这一途径的新

药开发对肿瘤的治疗是一种革新［１２－１３］。ＬＹ２９４００２
是传统的ＰＩ３Ｋ抑制剂之一，可以增强脱氧胆酸诱导
的胃癌细胞ＡＧＳ的凋亡，可以增强胃癌细胞对奥沙
利铂的敏感性［１４－１５］。新近的研究结果表明：ＰＴＥＮ
的表达状态不仅与胃癌的发生、发展相关，还与胃癌

细胞对化疗药物的敏感性有关［１６－１７］。ＰＴＥＮ可看
作是ＰＩ３Ｋ途径新的抑制剂［１８］。

　　总之，通过高表达 ＰＴＥＮ可以抑制 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ
途径，促进胃癌细胞凋亡；抑制 ＰＩ３Ｋ途径可以促进
ＰＴＥＮ的表达，两者之间相互作用，共同调控着胃癌细
胞的凋亡。基于 ＰＴＥＮ／ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ途径在胃癌细胞
凋亡中的调控作用，有望成为胃癌防治的研究靶点。
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