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　　摘要：目的　 研究信号转导通路 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ／ｍＴＯＲ中抑癌基因 ＰＴＥＮ在体外对胆管癌

ＱＢＣ９３９细胞生长的抑制作用，及对下游 ｍＴＯＲ表达的影响。方法　用携带有野生型 ＰＴＥＮ和突变型

ＰＴＥＮ的真核表达载体及空载质粒转染 ＱＢＣ９３９；用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测转染后 ＰＴＥＮ蛋白的表达及蛋白激

酶 Ｂ磷酸化的变化；流式细胞技术检测细胞周期和细胞凋亡情况，及对下游 ｍＴＯＲ表达的影响。结果

　野生型 ＰＴＥＮ转染成功后的 ＱＢＣ９３９细胞中 ＰＴＥＮ明显上升，磷酸化 ＡＫＴ明显下降，ｍＴＯＲ表达也明

显下调；而突变型 ＰＴＥＮ转染后的细胞中 ＰＴＥＮ上升，但磷酸化 ＡＫＴ的变化不明显，ｍＴＯＲ的表达亦无

明显变化。结论　ＰＴＥＮ通过磷酸化 ＡＫＴ使之活化，进一步使下游的 ｍＴＯＲ同步下调，继而调节肿瘤

细胞周期和细胞凋亡。在 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ／ｍＴＯＲ信号转导途径中，ＰＴＥＮ与 ｍＴＯＲ通过 ＡＫＴ的磷酸

化有密切关系。
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　　在恶性肿瘤细胞的增殖、分化过程中，ＰＩ３Ｋ／

ＡＫＴ／ＰＴＥＮ／ｍＴＯＲ信号转导通路起着重要的作用。

而在这条信号转导通路中，ＰＴＥＮ作为一种具有磷

酸酶活性的肿瘤抑制基因，在人类许多肿瘤和遗传

性肿瘤易感综合征中均存在突变或缺失［１］。ｍＴＯＲ

是一种丝氨酸／苏氨酸激酶，与蛋白的转录与翻译

关系密切［２］。它们在该信号转导通路中起重要调

节作用，最终调控细胞周期和细胞凋亡。本研究通

过脂质体介导转染野生型 ＰＴＥＮ和突变型 ＰＴＥＮ导

入人胆管癌 ＱＢＣ９３９细胞中，观察转染后 ＰＴＥＮ蛋

白，磷酸化 ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ蛋白表达的变化；以及它

们对 ＱＢＣ９３９细 胞 生 长 作 用 的 影 响，从 而 探 讨

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ／ｍＴＯＲ信号转导通路对胆管癌细

胞体外的抑制作用。

１　资料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞　人胆管癌细胞株 ＱＢＣ９３９由第三军

医大学西南医院王曙光博士惠赠。

１．１．２　质粒与菌株　ＰＧＺ２１σＸＺＰＴＥＮｗｔ携带的

野生型 ＰＴＥＮ质粒，ＰＧＺ２１σＸＺＰＴＥＮＣ１２４Ｓ携带

无磷酸酶活性的 ＰＴＥＮ和空载质粒均由美国国立健

康卫生研究所 Ｋｅｎｎｅｔｈ教授提供。３种质粒中均含

有绿色荧光蛋白 ＧＦＰ［３］，ＤＨ５α由本实验室保存。

１．１．３　试剂　兔抗磷酸化 ＡＫＴ（ｐＦＡＫ，Ｓｅｒ４７３）

单克隆抗体、兔抗 ＰＴＥＮ多克隆抗体及兔抗 ｍＴＯＲ

多克隆抗体均为 Ａｂｃａｍ公司产品，深圳晶美公司代

理。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂质体转染试剂盒购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，质粒大提试剂盒为 Ｑｉａｇｅｎ公司产

品。

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　胆管癌细胞在 １０％ＦＢＳ（胎牛

血清）的培养基中种植，３７℃，５％ＣＯ２饱和湿度培

养箱中培养。

１．２．２　质粒的鉴定和扩增　质粒 ＰＧＺ２１σＸＺ

ＰＴＥＮｗｔ，ＰＧＺ２１σＸＺＰＴＥＮＣ１２４Ｓ及空载质粒转化

感受态细胞 ＤＨ５α，３７℃培养 ２４ｈ；挑选阳性克隆，

培养 ９０ｍｉｎ提取质粒；限制性内切酶 ＨｉｎｄＩＩＩ和

Ｘｂａｌ，酶切后进行琼脂糖凝胶电泳鉴定；扩增质粒

并提取纯化。

１．２．３　质粒转染　介导 ＰＧＺ２１σＸＺＨＡＰＴＥＮｗｔ，

ＰＧＺ２１σＸＺＨＡＰＴＥＮＣ１２４Ｓ及 空 载 质 粒 转 染，

３７℃，５％ＣＯ２下培养 ４～６ｈ，再用 １０％小牛血清培

养基继续培养 ４８ｈ。细胞传代，继续孵育。当细胞

融合达 ７０％ ～８０％时，按照 １μｇ／ｍＬ加入嘌呤霉素

以筛选阳性克隆。

１．２．４　ＰＴＥＮ基因过表达的检测　倒置荧光显微

镜观察绿色荧光蛋白的表达，判断转染效率。

１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（免疫印迹）　转染 ４８ｈ后，收

集细胞，提取总蛋白进行电泳，转膜，一抗 ４℃过

夜，二抗室温 ２ｈ，增强化学发光法（ＥＣＬ）显影。

１．２．６　细胞生长　细胞转染后接种于 ６孔板培

养，隔日换培养基。每种细胞 ７个孔。每日取 １种

细胞 １孔进行计数，连续观察 ７ｄ。绘制细胞生长

曲线。

１．２．７　细胞凋亡分析　收集转染后 ４８ｈ的各实

验组及对照组细胞，冷磷酸缓冲液洗涤 ２遍，１ｍＬ

７０％冷乙醇固定过夜处理，碘化丙啶（ＰＩ）染色，流

式细胞仪检测凋亡率和细胞周期。ＭｏｄＦｉｔ软件分

析。

１．３　统计学分析处理

ＳＰＳＳ１３．０进行 ｔ检验和相关性分析。

２　结　果

２．１　质粒转染后表达质粒的鉴定

ＰＧＺ２１σＸＺＰＴＥＮｗｔ，ＰＧＺ２１σＸＺＰＴＥＮＣ１２４Ｓ及 空

载质粒转染细胞后，于荧光显微镜下观察，可见转

染成功的细胞呈明显的绿色。脂质体转染的转染

率达 ７０％ ～８０％（图 １）。

２．２　转染后对 ＱＢＣ９３９细胞生长的影响

转染野生型 ＰＴＥＮ，突变型 ＰＴＥＮ，空载质粒及

未转染组细胞生长曲线见图 ２，从图 ２明显可见

转染野生型 ＰＴＥＮ组细胞的生长速度明显减慢，而

未转染组和转染空载体质粒组无明显变化。

２．３　转染后 ＰＴＥＮ蛋白的表达

转染野生型 ＰＴＥＮ基因后，其表达明显升高，

与转染突变型 ＰＴＥＮ基因后有明显差异；转染野生

型 ＰＴＥＮ基 因 后，ＡＫＴ和 ｍＴＯＲ的 表 达 也 明 显 下

降，与其他 ３组有明显差异（图 ３）。

２８１
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图 １　转染后绿色荧光图

图 ２　转染后细胞生长曲线图 图 ３　转染后蛋白表达 ｗｅｓｔｅｒｎｂｏｌｔ

２．４　细胞周期和细胞凋亡情况

流式细胞术检测可见，野生型 ＰＴＥＮ转染组的

细胞凋亡率达（２１．３±２．３）％，转染突变型 ＰＴＥＮ

组的细胞凋亡率达（１０．３±１．９）％，与对照组相比

明显升高（Ｐ＜０．０１）。而转染空质粒组的凋亡率

无明显变化（附表）。

附表　转染前后流式细胞检测比较

分组
细胞周期（％）

Ｇ１ Ｓ Ｇ２
细胞凋亡率（％）

ＰＧＺ２１σＸＺＨＡＰＴＥＮｗｔ ５０．２±６．６ ３０．３±２．４ １５．５±３．７ ２１．３±２．３

ＰＧＺ２１σＸＺＨＡＰＴＥＮＣ１２４Ｓ ５４．３±５．８ ２６．４±４．７ １９．８±４．５ １０．３±１．９

ＰＧＺ２１σＸＺＨＡ ５２．７±２．８ ２９．８±６．４ １６．７±３．２ ３．８±１．３

ＱＢＣ９３９ ６６．４±７．５ ２０．４±４．８ １５．８±２．４ ２．２±０．７

３　讨　论

ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ信号转导通路在调节细胞的

凋亡、增生、分化等活动中起着重要作用，与恶性

肿瘤的发生、发展关系密切。ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ依

赖磷脂酰肌醇激酶的激活而活化。磷酸化磷脂酰

肌醇二磷酸的 ３位羟基的磷酸化，产生磷酸化磷

脂酰肌醇 ３磷酸（ＰＩＰ３）。ＰＩＰ３的激活使 ＡＫＴ连接

到质膜发生构象改变，激活许多下游途径。ＰＴＥＮ

作为一种具有双重磷酸酶活性的蛋白，可依赖其

蛋白磷酸酶活性去磷酸化，也可依赖其脂质磷酸

酶活性使磷酸肌醇三磷酸的 Ｄ３位脱磷酸，从而阻

断 ＡＫＴ的作用，阻止细胞进行分裂，并导致细胞凋

亡。ＰＴＥＮ的突变将使 ＰＩ３Ｋ增加，ＡＫＴ活性增强。

在胶质瘤，前列腺癌，ＡＫＴ激活调节其下游底物参

与肿瘤细胞凋亡及细胞周期等作用［１］。ｍＴＯＲ信

号转导途径的被调节将调控蛋白质的翻译而控制

细胞周期，也能直接磷酸化 ＳＴＡＴ３参与转录的调

控［２，４］。

本研究将携带有绿色荧光蛋白 ＧＦＰ的野生型
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ＰＴＥＮ导入 ＱＢＣ９３９细胞中，发现细胞的 ＰＴＥＮ蛋白

的表达增强，磷酸化 ＡＫＴ的表达明显降低；而转染

不具有磷酸酶活性的突变型 ＰＴＥＮ的 ＱＢＣ９３９细胞

虽然 ＰＴＥＮ的表达也增强，但 ＡＫＴ的表达无明显改

变。说明 ＰＴＥＮ对肿瘤细胞的调控与脂质酶的磷

酸化有密切关系。转染前后肿瘤细胞的凋亡率有

显著意义的改变也提示 ＰＴＥＮ可使细胞停滞于 Ｇ１

期。此结果与国内外的的报道一致［５－６］。而转染

前后 ｍＴＯＲ相应的改变说明，ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ与

ｍＴＯＲ信号转导通路 的 关 系 密 切。有 文 献 说 明，

ＡＫＴ的活化直接磷酸化 ｍＴＯＲ，使之活化后作用于

下游与翻译有关的 Ｐ７０Ｓ６Ｋ，ＥＩＦ４Ｅ及翻译抑制蛋

白 ４ＥＢＰｓ，并能直接磷酸化 ＳＴＡＴ３，激活蛋白的转

录，从而在转录水平和翻译水平上对肿瘤细胞的

蛋白进行调节［２］。甚而有研究发现，ｍＴＯＲ的特异

性抑制剂可以抑制肿瘤的血管生成［７］。

本试验对研究抑癌基因 ＰＴＥＮ和基因 ｍＴＯＲ表

达的研究，进一步证明 ＰＴＥＮ作为一种重要的抑癌

基因对胆管癌细胞体外作用的重要影响。其主要

的作用机制可能是 ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ／ＰＴＥＮ信号转导通

路对蛋白转录和翻译有重要调控作用的关键产物

ｍＴＯＲ的直接影响。提高对呈网络状的信号转导

通路的相互作用的认识，将为寻找肿瘤细胞药物

治疗的靶点提供理论基础；同时，也对使用药物之

间的协同性和相互作用提供一定的理论基础。
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“２００６中国国际肝胆外科论坛———肝移植时代东西方肝胆疾病治疗策略
演变”征文通知

由第三军医大学、解放军总医院主办，解放军西南肝胆外科医院和《消化外科》编辑部承办的＂２００６中国国际肝

胆外科论坛 －－肝移植时代东西方肝胆疾病治疗策略的演变＂学术会议将于 ２００６年 ８月 １２～１３日在北京市（或重

庆市）召开。届时将邀请欧美、日本等国家及港台地区和中国大陆的知名肝脏移植及肝胆外科专家 ３０余名作专题演

讲，并以肝移植时代的肝胆外科为主题展开广泛深入的学术交流研讨，这将是我国外科学界的又一次盛会，对促进我

国肝脏移植和肝胆外科的技术创新和可持续发展具有重要意义。欢迎全国外科同仁踊跃投稿参会。优秀论文将在

《消化外科》优先发表。参会者可获得国家级继续教育 Ｉ类学分 ８分。

征文内容：有关肝细胞癌、肝硬化门静脉高压症、肝移植胆道并发症、活体肝移植、劈离式肝移植、儿童肝移植及

多脏器移植等领域的临床及基础研究。

征文要求：（１）请寄论文全文及 ８００字左右的摘要，注明会议征文，同时附稿件电子版一份（Ｅ－ｍａｉｌ或软盘）；

（２）截稿日期 ２００６年 ７月 １５日。

投稿地址：重庆市第三军医大学西南医院《消化外科》编辑部 收

邮政编码：４０００３８Ｅ－ｍａｉｌ：ｄｉｇｓｕｒｇ＠２６３．ｎｅｔ

电话：０２３－６８７５４６５５，传真：０２３－６５３１７６３，联系人：郑树国 陈敏
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