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ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂对人食管癌ＥＣ１０９细胞的生长

抑制及促凋亡作用研究

尚观胜，秦艺玮，梁卫东，何小平

（成都医学院第一附属医院胸外科／重症监护科，成都６１０５００）

　　摘　要：目的　探讨磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ）特异性抑制剂ＬＹ２９４００２对人食管癌ＥＣ１０９细胞生长抑制

及凋亡的影响。方法　通过不同浓度的ＬＹ２９４００２作用于人食管癌ＥＣ１０９细胞，ＭＴＴ法检测ＥＣ１０９细胞抑制率，流式细胞仪检

测细胞凋亡率，Ｈｏｅｃｈｓｔ荧光染色和倒置相差显微镜观察ＥＣ１０９细胞形态学变化。结果　经ＬＹ２９４００２作用后，ＥＣ１０９细胞凋亡

率增加，其生长明显受到抑制，经４０μｍｏｌ／Ｌ的ＬＹ２９４００２作用７２ｈ后，荧光染色和相差显微镜观察到ＥＣ１０９细胞呈现典型细胞

凋亡改变。且ＬＹ２９４００２对食管ＥＣ１０９细胞的抑制率与ＬＹ２９４００２的浓度及作用时间呈正相关（狉为０．９４２、０．９６３，犘＜０．０１），凋

亡率亦与ＬＹ２９４００２的浓度及作用时间均呈显著正相关（狉为０．９７５、０．９３８，犘＜０．０１）。结论　ＬＹ２９４００２可抑制食管癌ＥＣ１０９

细胞生长，并诱导其凋亡。

关键词：ＬＹ２９４００２；食管肿瘤；细胞凋亡；生长抑制物

ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７１８３４８．２０１３．１６．０１７ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７１８３４８（２０１３）１６１８４１０３

犛狋狌犱狔狅犳犵狉狅狑狋犺犪狉狉犲狊狋犪狀犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳犲狊狅狆犺犪犵犲犪犾犮犪狉犮犻狀狅犿犪犈犆１０９犮犲犾犾狊犻狀犱狌犮犲犱犫狔犘犐３犓／犃犽狋犻狀犺犻犫犻狋狅狉


犛犺犪狀犵犌狌犪狀狊犺犲狀犵，犙犻狀犢犻狑犲犻，犔犻犪狀犵犠犲犻犱狅狀犵，犎犲犡犻犪狅狆犻狀犵

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犜犺狅狉犪犮犻犮／犐犆犝犛狌狉犵犲狉狔，狋犺犲犉犻狉狊狋犃犳犳犻犾犻犪狋犲犱犎狅狊狆犻狋犪犾，犆犺犲狀犵犱狌

犕犲犱犻犮犪犾犆狅犾犾犲犵犲，犆犺犲狀犵犱狌，犛犻犮犺狌犪狀６１０５００，犆犺犻狀犪）

　　犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｅｘｐｌｏｒｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＬＹ２９４００２ｏｎｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎｅｓｏｐｈａｇｅａｌｃａｒｃｉｎｏｍａＥＣ１０９

ｃｅｌｌｓ．犕犲狋犺狅犱狊　ＥＣ１０９ｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＹ２９４００２ａｔａｖａｒｉｅｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，Ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｉｏｗａｓｂｅｄｅｔｅｃ

ｔｅｄｂｙｍｅｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙ．Ｈｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅｗｅｒｅｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｍｏｒ

ｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅ．犚犲狊狌犾狋狊　ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｈＬＹ２９４００２，ｔｈｅｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｄｉｏｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ａｎｄｔｈｅｇｒｏｗｔｈｗａｓｉｎｈｉｂｉｔｅｄｏｂｖｉｏｕｓ

ｌｙ．Ｔｔｙｐｉｃａｌｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄａｆｔｅｒｔｒｅａｄｅｄｗｉｔｈ４０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２ｆｏｒ７２ｈ，ｔｈｒｏｕｇｈＨｏｅｃｈｅｓｔ３３２５８ｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄ

ｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ．Ｍｏｒｅｏｖｅｒ，ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔｈａｄｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｗｉｔｈｔｈｅｄｏｓａｇｅａｎｄｔｒｅａｔｉｎｇ

ｔｉｍｅ（狉＝０．９４２，０．９６３，犘＜０．０１），ａｎｄｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｈａｄｔｈｅｓａｍｅｔｒｅｎｄ（狉＝０．９７５、０．９３８，犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　ＬＹ２９４００２ｃａｎｉｎ

ｈｉｂｉｔｔｈｅＥＣ１０９ｃｅｌｌｓｇｒｏｗｔｈ，ａｎｄｅｎｈａｎｃｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆａｐｏｐｔｏｓｉｓ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：ＬＹ２９４００２；ｅｓｏｐｈａｇｅａｌｎｅｏｐｌａｓｍｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

　　细胞内某些分子信号通路的高表达及连续激活，是肿瘤细

胞的重要生物学特性，通过抑制这些重要分子通道的生物治

疗，在肿瘤学治疗中已越来越被重视［１］。蛋白激酶Ｂ（Ａｋｔ，也

称为ＰＫＢ），是原癌基因Ｃ．ａｋｔ的表达产物，磷脂酰肌醇３激

酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｙｈｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）是细胞内磷脂的关键

调节剂，Ａｋｔ是ＰＩ３Ｋ下游的直接靶蛋白，ＬＹ２９４００２是ＰＩ３Ｋ／

Ａｋｔ信号通路的特异抑制剂，通过有靶向抑制ＰＩ３Ｋ催化亚基

ｐ１１０阻断其信号传导表达
［２］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导通路是恶

性肿瘤发生、发展的重要通路之一［３］。作者通过ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑

制剂ＬＹ２９４００２干预食管癌ＥＣ１０９细胞，观察其生长抑制及凋

亡情况，为食管癌的综合治疗提供体外实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　细胞培养　人食管癌ＥＣ１０９细胞株，由中国医学科学

院肿瘤研究所建立，大坪医院食管功能实验室保种。ＥＣ１０９细

胞常规培养于含１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ培养基中，置３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱孵育，细胞为贴壁生长，每３天更换培养液，

０．２５％胰酶ＥＤＴＡ消化传代。所有实验均在细胞对数生长期

进行。

１．１．２　主要试剂与仪器　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ抑制剂 ＬＹ２９４００２［２２

（４２吗啉基）２８２苯基２４氢２１２苯并吡喃２４２酮］、胰蛋白酶、

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染色剂、碘化丙啶（ＰＩ）均购于 ＣｅｌｌＳｉｇｍａｌ公

司；胎小牛血清购于四季青公司；ＤＭＥＭ培养基购于Ｇｉｂｃｏ公

司，四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）购于Ａｍｒｅｓｃｏ公司；其余试剂为国

产分析纯。倒置相差显微镜、荧光显微镜为日本 Ｏｌｙｍｐｕｓ公

司产品，流式细胞仪为美国ＢｒｏＲａｄ伯乐公司产品，低温冰箱，

ＣＯ２ 恒温细胞培养箱，超低温冰箱，超净工作台，自动酶标仪，

透射电镜。

１．２　实验方法

１．２．１　ＭＴＴ比色分析法测细胞抑制率　收集对数生长期的

细胞，制成单细胞悬液，５×１０５／ｍＬ。将细胞接种于９６孔板，

培养２４ｈ。实验组加入ＬＹ２９４００２，终浓度分别为５、１０、２０、４０

μｍｏｌ／Ｌ；设空白组和对照组，分别加入培养液和含有５×１０
５／

ｍＬＥＣ１０９细胞的培养液；各组均设６个复孔。培养２４、４８、

７２、９６ｈ后每孔加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ２０μＬ，继续培养４ｈ，倾去

孔内液体，加入２００μＬＤＭＳＯ，室温避光震荡１０ｍｉｎ，酶联免

疫检测仪检测４９２ｎｍ波长ＯＤ值，最后结果取６个复孔的均

值，重复３次。计算生长抑制率：生长抑制率（％）＝（对照组

ＯＤ均值－实验组ＯＤ均值）／对照组ＯＤ均值×１００％。

１．２．２　流式细胞仪检测细胞凋亡率　平行接种细胞于培养瓶
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中，至细胞对数生长期加入ＬＹ２９４００２，各瓶浓度分别为１０、

２０、４０μｍｏｌ／Ｌ，同时设对照组，加入５×１０
５／ｍＬ的ＥＣ１０９细胞

培养液。培养２４、４８、７２ｈ后收集细胞，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）漂

洗２次，加入－２０℃预冷的７５％乙醇，摇匀，４℃冰箱过夜。

再次离心去掉乙醇，ＰＢＳ漂洗２次，调整细胞浓度为５×１０５／

ｍＬ，加入ＰＩ染色液１ｍＬ，４℃冰箱培养６０ｍｉｎ，２００目钢筛过

滤，流式细胞仪分析细胞凋亡率。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计学分析，数

据以狓±狊表示。统计学方法采用单因素方差分析，组间比较

采用狋检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬＹ２９４００２对人食管癌 ＥＣ１０９细胞的抑制作用　经

ＭＴＴ法测定不同浓度ＬＹ２９４００２对人食管癌ＥＣ１０９细胞作

用不同时间的抑制率（表１），各实验组均呈现出不同程度的细

胞抑制作用，实验组与对照组抑制率比较差异有统计学意义

（犘＜０．０１），且相关分析显示 ＬＹ２９４００２处理后的人食管癌

ＥＣ１０９细胞抑制率与药物浓度及作用时间呈显著正相关（狉为

０．９４２、０．９６３，犘＜０．０１）（图１），ＬＹ２９４００２药物浓度增加，抑制

率升高，同时随着作用时间延长，抑制率亦升高。

表１　　各实验组不同时间ＥＣ１０９细胞抑制率比较（狓±狊）

作用时间

（ｈ）

ＬＹ２９４００２浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

５ １０ ２０ ４０

２４ ５．４±０．９ ９．２±１．０ １４．６±１．３ ２２．５±１．２

４８ １０．３±０．７ １７．０±１．１ ２２．１±１．３ ２９．５±１．０

７２ １５．４±０．９ １９．９±１．３ ２８．１±１．１ ３７．４±０．８

９６ １８．１±０．８ ３０．８±０．９ ４３．２±１．３ ５０．３±１．１

图１　　各实验组抑制率与ＬＹ２９４００２浓度及作用

时间相关折线图（％）

２．２　ＬＹ２９４００２对人食管癌ＥＣ１０９细胞的促凋亡作用　采用

流式细胞仪技术测定不同浓度ＬＹ２９４００２对人食管癌ＥＣ１０９

细胞作用不同时间的凋亡率（表２），各实验组细胞均呈现出不

同程度的凋亡作用，实验组与对照组凋亡率比较差异有统计学

意义（犘＜０．０１），且相关分析显示ＬＹ２９４００２处理后的人食管

癌ＥＣ１０９细胞凋亡率与药物浓度及作用时间呈显著正相关（狉

为０．９７５、０．９３８，犘＜０．０１）（图２），ＬＹ２９４００２药物浓度增加，

凋亡率升高，同时随着作用时间延长，凋亡率亦升高。

表２　　各实验组不同时间ＥＣ１０９细胞凋亡率比较（狓±狊）

作用时间（ｈ）
ＬＹ２９４００２浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

１０ ２０ ４０

２４ １．１９９８±０．０１２８ １．７９８５±０．０１２５ ２．４８６７±０．０２７２

４８ ２．３４６５±０．０３０４ ２．７３８８±０．０１２９６ ６．５００１±０．０１６０

７２ ７．１５２４±０．０１２５ ７．６５８６±０．０１６６ １４．３５３５±０．０２５１

２．３　细胞形态学观察

２．３．１　相差显微镜下形态变化　至细胞对数生长期，实验组

加入４０μｍｏｌ／Ｌ的ＬＹ２９４００２，同时设对照组，加入５×１０
５／ｍＬ

的ＥＣ１０９细胞培养液。培养７２ｈ后收集细胞，固定２ｈ后将

细胞团块用丙酮脱水、浸透、包埋后制成超薄切片，染色后在透

射电镜下观察细胞形态。对照组食管ＥＣ１０９细胞生长良好，

呈纺锤形或多梭状，形态多不规则，可融合形成巢状集落结构，

细胞核较大，核异型明显，核质比高；实验组细胞形态发生明显

变化，胞浆浑浊，可出现细胞碎片，大量的空泡状改变（图３），

核质比下降，明显增多的悬浮细胞，细胞核紧缩、碎裂，呈相对

规则圆形（图４），细胞核内染色质贴边靠近核膜下，整个视野

细胞密度明显降低，死亡细胞明显增多。

图２　　各实验组抑制率与ＬＹ２９４００２浓度及作用

时间相关折线图（％）

图３　　实验组ＥＣ１０９细胞相差显微镜下影像学表现（１）

图４　　实验组ＥＣ１０９细胞相差显微镜下影像学表现（２）

图５　　实验组ＥＣ１０９细胞荧光染色镜下影像学表现（１）
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２．３．２　荧光染色后镜下形态变化　对照组加入５×１０
５／ｍＬ

的ＥＣ１０９细胞培养液，待细胞长至约８０％时加入４０μｍｏｌ／Ｌ

的ＬＹ２９４００２，７２ｈ后终止培养。常规收集细胞，ＰＢＳ洗２次，

４％的多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，离心，去掉固定液，细胞悬浮于

２００μＬ的０．５μｇ／ｍＬ的 Ｈｏｅｅｈｓｔ３３２５８中，室温避光染色１５

ｍｉｎ，ＰＢＳ洗２次，滴片后于 Ｏｌｙｍｐｕｓ显微镜下观察细胞核形

态。对照组ＥＣ１０９细胞大小基本一致，核染色后呈现均匀分

布的高密度荧光；实验组则可见胞体缩小，染色质多呈多巢状，

胞质浓缩，细胞核变小固缩（图５），胞核表现为较明亮的浓缩

致密荧光，较多的细胞核碎片，典型的凋亡小体出现（图６）。

图６　　实验组ＥＣ１０９细胞荧光染色镜下影像学表现（２）

３　讨　　论

目前，食管癌是国内常见的消化道恶性肿瘤，严重降低患

者生活质量及生存率，且病理分期Ⅰ～Ⅱ期者症状往往不典

型，外科手术虽然是食管癌治疗最主要且有效的手段，但单纯

手术治疗效果仍不理想，尤其上段及中段病变较长者，手术切

除率低，术后并发症多，术后生存期短［４］。目前，国内部分地区

自然５年生存率不足１１％
［５］，大面积普查食管癌５年生存率

仅约１３％左右
［６］。术后化疗和放疗等辅助治疗往往在取得疗

效的同时也给患者带来较大的不良反应，多数肿瘤对不同药物

存在交叉耐药性。近年来，随着医学分子生物学技术和理论的

突破性进展，分子靶向药物治疗作为生物治疗的重要部分越来

越受到重视，采取分子生物靶向药物治疗癌症已经成为新的发

展趋势。

多项研究表明ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号转导通路在肿瘤细胞的增

殖、凋亡、迁移以及对放化疗的拮抗等方面起重要作用。体外

研究证实ＰＩ３Ｋ和它的下游分子 Ａｋｔ等具有癌基因的作用。

ＰＩ３Ｋ除激活Ａｋｔ外，还活化ＲＡＣ１。ＲＡＣ１在生长因子或原

癌基因Ｒａｓ诱导的肌动蛋白细胞骨架重组中起关键作用
［７］。

亦有研究证实Ａｋｔ在多种肿瘤组织中高表达，如卵巢癌、食管

癌、前列腺癌、多发性骨髓瘤、乳腺癌、胰腺癌、肺癌、子宫内膜

癌等癌组织中都有 Ａｋｔ的过度表达及活化。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ在非

小细胞肺癌中发现总表达率为６７．４％，在鳞癌和腺癌中的表

达率分别为６８．２％和６１．５％。也有报道ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ在小细胞

肺癌（ＳＣＬＣ）中表达率为６２％
［８］。ＬＹ２９４００２是ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信

号通路的抑制剂，靶向抑制ＰＩ３Ｋ催化亚基ｐ１１０，进而阻断下

游靶蛋白与ＰＩ３Ｋ的信号传导，通过这一机制对肿瘤细胞的生

物活性产生影响。

２００４年，Ｎｇｕｙｅｎ等
［９］应用ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２作用

于体外肺癌和食管癌细胞，发现 Ａｋｔ的活性降低。有研究者

将ＬＹ２９４００２和化疗药物共孵育或与放疗结合，结果表明

ＬＹ２９４００２在Ａｋｔ高表达的细胞株中显著促进化疗药物诱导

的凋亡，而在 Ａｋｔ低表达的细胞株中这种促进作用不明显。

有研究证实ＬＹ２９４００２可明显抑制宫颈癌细胞Ａｋｔ磷酸化，促

进其对化疗药物顺铂的敏感性，可明显提高宫颈癌的放疗效

果［１０］。Ｇｈａｙａｄ等
［１１］报道了ＬＹ２９４００２对胸部恶性肿瘤具有

明显抑制生长作用。较多研究也证实了ＬＹ２９４００２对舌鳞状

细胞癌、肺小细胞癌、胃癌、大脑胶质细胞瘤等的生长抑制或化

疗增敏作用［１２１３］。
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