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［摘要］　目的：观察过氧化物酶体增长因子活化受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）γ激动剂———曲格列

酮体外对肝癌细胞生长及βｃａｔｅｎｉｎ信号通路的影响，初步探讨其可能的抗肝癌机制。方法：体外培养肝癌细胞 ＨｅｐＧ２，以

ＭＴＴ法测定不同浓度曲格列酮（５、１０、２０、４０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ）作用１２０ｈ后细胞存活率，并与正常培养细胞（对照组）作比较；

应用流式细胞仪分析曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理组及对照组 ＨｅｐＧ２细胞周期；免疫细胞化学法观察曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处

理组及对照组 ＨｅｐＧ２细胞βｃａｔｅｎｉｎ的亚细胞定位；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测各自ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｃｍｙｃ蛋白的表达。结果：５、１０、

２０、４０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮作用１２０ｈ后，ＨｅｐＧ２细胞存活率分别为（９６．８±１．２）％、（５３．４±１．２）％、（４２．３±１．２）％、

（３１．４±１．０）％、（１３．６±０．８）％ 和（９．６±０．７）％，组间有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。与对照组相比，１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮处理组

细胞Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加［（６７．６±０．５）％ｖｓ（５６．３±１．５）％，Ｐ＜０．０１］，而Ｓ期细胞比例减少［（２０．６±０．５）％ｖｓ（２５±

１．０）％，Ｐ＜０．０１）］。对照组细胞βｃａｔｅｎｉｎ亚细胞定位于细胞核，而曲格列酮处理组定位于细胞质；Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹结果表明曲

格列酮处理组细胞ｃｍｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达低于对照组。结论：曲格列酮体外能抑制肝癌细胞生长，且随着浓度的增加，

其抑制作用逐渐增强；其抑制作用可能与调控βｃａｔｅｎｉｎ信号通路，调节相关靶蛋白表达有关。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２００８，２９（１）：１１１４］

　　过氧化物酶体增长因子活化受体（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＰＡＲ）属于核激素

受体 超 家 族，目 前 已 鉴 别 出 ３ 种 ＰＰＡＲ 亚 型

（ＰＰＡＲα、ＰＰＡＲγ和ＰＰＡＲδ），其中对ＰＰＡＲγ的研

究最为广泛［１］。ＰＰＡＲγ被激动剂激活后可与维甲

酸Ｘ受体（ＲＸＲ）形成异二聚体ＰＰＡＲγ／ＲＸＲ，后者

作为转录调节因子与过氧化物酶体增长因子反应元

件相互作用，调节目的基因的表达，参与调节脂质代

谢与糖代谢、脂肪细胞分化和能量平衡、炎症反应、

动脉粥样硬化及肿瘤细胞的分化与凋亡等生理和病

理过程［２］。国内外研究［３６］证实，绝大多数人类肿瘤

表达ＰＰＡＲγ，ＰＰＡＲγ激动剂具有显著的抗肿瘤作

用，但其确切的分子机制尚未完全阐明。Ｄａｔｅ等［７］

研究 发 现 肝 癌 细 胞 株 ＨｅｐＧ２ 可 内 源 性 表 达

ＰＰＡＲγ。因此，本研究以 ＨｅｐＧ２细胞株为研究对

象，观察ＰＰＡＲγ激动剂———曲格列酮对体外培养的

肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２生长的影响，并探讨其可能的作

用机制，为临床上进一步应用此类药物治疗肝癌奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　主要试剂　曲格列酮（美国 Ｃａｙｍｅｎ公司产

品，购自晶美生物工程有限公司）溶于二甲基亚砜

（ＤＭＳＯ），ＤＭＳＯ最终体积分数＜０．１％，－２０℃保

存；噻唑蓝试剂（ＭＴＴ，Ｓｉｇｍａ公司产品），胎牛血清

为Ｇｉｂｃｏ公司产品；ＳＰ免疫化学超敏试剂盒（ＫＩＴ

９７１０，Ｚｙｍｅｄ公司），抗βｃａｔｅｎｉｎ抗体（ｃｌｏｎｅＣＡＴ

５Ｈ１０）、抗ｃｍｙｃ抗体（ｃｌｏｎｅ９Ｅ／１１）和抗ｃｙｃｌｉｎＤ１
抗体（ｃｌｏｎｅＤＣＳ／６）购于美国ＮｅｏＭａｒｋｅｒｓ公司。小

鼠抗人βａｃｔｉｎ抗体为美国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品。

１．２　细胞培养　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞（本实验室保

存）置于含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液中，于

３７℃、ＣＯ２体积分数５％培养箱中培养。

１．３　ＭＴＴ法观察 ＨｅｐＧ２细胞生长　培养细胞至

对数生长期，接种９６孔板，细胞密度２×１０４／孔，培

养２４ｈ细胞贴壁后，分为对照组及不同浓度曲格列

酮（５、１０、２０、４０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ）处理组。培养

１２０ｈ后加入１０μｌＭＴＴ试剂（５ｍｇ／ｍｌ）于３７℃ 继

续孵育，４ｈ后终止培养。每孔加ＤＭＳＯ７５μｌ，震荡

１０ｍｉｎ，使结晶物充分溶解，酶标仪５６０ｎｍ波长下
测定光密度值（Ｄ５６０），计算细胞存活率。细胞存活率
（％）＝（试验孔Ｄ５６０值／对照孔Ｄ５６０值）×１００％，实
验重复２次，每浓度均设６孔。

１．４　 流式细胞仪测定 ＨｅｐＧ２ 细胞周期 　 将

ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板长至４０％融合，分为对照

组、曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理组。对照组常规培

养；曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理组加入１０μｍｏｌ／Ｌ曲

格列酮，继续培养１２０ｈ后收集细胞，离心５ｍｉｎ，弃

去培养液，与ＰＩ染液混匀后用流式细胞仪对ＤＮＡ
进行定量分析，以 ＣｅｌｌＱｕｅｓｔｓｏｆｔｗａｒｅ （Ｂｅｃｔｏｎ

ＤｉｃｋｉｎｓｏｎａｎｄＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ，ＳａｎＪｏｓｅ，ＣＡ，

ＵＳＡ）计算各期细胞所占比例。实验重复３次。

１．５　免疫细胞化学染色检测 ＨｅｐＧ２细胞βｃａｔｅｎｉｎ
亚细胞定位　准备６孔板，将玻片放于孔内。将

ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板长至４０％融合，分为对照

组和曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理组，对照组常规培

养，曲格列酮处理组加入１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮，继续

培养１２０ｈ后取出玻片，预冷０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ浸洗

２次，之后置于１０％中性甲醛固定３０ｍｉｎ。８０％、

９５％、９９％乙醇梯度脱水各１０ｍｉｎ。行ＳＰ法免疫

细胞化学染色。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＨｅｐＧ２细胞ｃｍｙｃ和

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达　ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板长

至４０％融合，分为对照组、曲格列酮（１０μｍｏｌ／Ｌ）处理

组，对照组常规培养，曲格列酮处理组加入１０μｍｏｌ／Ｌ
曲格列酮，继续培养１２０ｈ后提取蛋白，ＢＣＡ蛋白浓度

测定试剂盒测定蛋白浓度，取５０μｇ样品上样行ＳＤＳ

ＰＡＧＥ，将一抗用ＴＢＳＴ稀释至适当比例（ｃｙｃｌｉｎＤ１，

１５００；ｃｍｙｃ，１５００），ＥＣＬ显色。

１．７　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计

处理，数据用珚ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验进行比较，Ｐ＜
０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　不同浓度曲格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞生长的影响
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　ＭＴＴ检测结果显示：不同浓度（５、１０、２０、４０、８０、

１００μｍｏｌ／Ｌ）曲格列酮作用 ＨｅｐＧ２细胞１２０ｈ后，

细胞存活率分别为（９６．８±１．２）％、（５３．４±１．２）％、

（４２．３±１．２）％、（３１．４±１．０）％、（１３．６±０．８）％ 和

（９．６±０．７）％，组间有统计学差异（Ｐ＜０．０５）。半数

效量（ＥＣ５０）浓度为１３．４μｍｏｌ／Ｌ。与对照组相比，

１０、２０、４０、８０、１００μｍｏｌ／Ｌ曲格列硐作用组细胞存

活率明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．００１）。结

果表明曲格列酮体外以剂量依赖性方式抑制ＨｅｐＧ２
细胞生长。

２．２　曲格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞周期的影响　与对照

组相比，１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮处理 ＨｅｐＧ２细胞１２０

ｈ后，Ｇ０／Ｇ１期细胞比例增加［（６７．６±０．５）％ｖｓ
（５６．３±１．５）％，ｔ＝１２．０２，Ｐ＜０．０１］，而Ｓ期细胞比

例减少［（２０．６±０．５）％ｖｓ（２５±１．０）％，ｔ＝６．５，

Ｐ＜０．０１］。这表明曲格列酮干预后，产生了Ｇ０／Ｇ１
期阻滞作用，使 ＨｅｐＧ２细胞生长减慢。

２．３　曲格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞βｃａｔｅｎｉｎ亚细胞定

位的影响　对照组βｃａｔｅｎｉｎ亚细胞定位于细胞核

（图１Ａ）；１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮处理１２０ｈ后，βｃａｔｅ

ｎｉｎ亚细胞定位于细胞质（图１Ｂ）。这提示曲格列酮

能诱导 ＨｅｐＧ２细胞βｃａｔｅｎｉｎ移位。

图１　对照组及曲格列酮处理组

ＨｅｐＧ２细胞的βｃａｔｅｎｉｎ亚细胞定位

Ｆｉｇ１　Ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｔｉｏｎｏｆβｃａｔｅｎｉｎｉｎ

ＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄ

ｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ
Ａ：βｃａｔｅｎｉｎｗａｓｐｒｅｓｅｎｔｐｒｅｄｏｍｉｎａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｏｆｔｈｅｕｎｔｒｅａｔ

ｅｄｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＡｆｔｅｒｅｘｐｏｓｉｎｇＨｅｐＧ２ｃｅｌｌｓｔｏ１０μｍｏｌ／Ｌｏｆｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅ

ｆｏｒ１２０ｈ，βｃａｔｅｎｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙｔｒａｎｓｌｏｃａｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｎｕｃｌｅｕｓｉｎｔｏｔｈｅ

ｃｙｔｏｐｌａｓｍａ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×４００

２．４　曲格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞ｃｍｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１
蛋白表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测显示，与对照
组相比，１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮处理ＨｅｐＧ２细胞１２０ｈ

后，ｃｍｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白明显下降（图２）。这说
明曲格列酮处理能抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞 ｃｍｙｃ和

ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达。

图２　对照组及曲格列酮处理组ＨｅｐＧ２细胞

ｃｍｙｃ和ｃｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达

Ｆｉｇ２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｍｙｃａｎｄｃｙｃｌｉｎＤ１ｏｆＨｅｐＧ２

ｃｅｌｌｉｎｃｏｎｔｒｏｌａｎｄｔｒｏｇｌｉｔａｚｏｎｅｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐｓ

３　讨　论

　　βｃａｔｅｎｉｎ是一种多功能胞质蛋白，既是上皮钙

黏附素复合体的重要组分，又是 Ｗｎｔ信号转导通路

中的关键调节因子。研究证实βｃａｔｅｎｉｎ基因在许

多人类肿瘤，如膀胱癌［８］、结直肠癌［９］以及肝癌中发

生了突变。这些基因突变会导致βｃａｔｅｎｉｎ的异常积

累并激发 Ｗｎｔ信号通路靶基因的活化，诱导肿瘤的

产生。Ｃｕｉ等［１０］研究发现，４４．１％的人肝细胞癌存

在βｃａｔｅｎｉｎ基因外显子３突变。βｃａｔｅｎｉｎ基因外显

子３编码βｃａｔｅｎｉｎ蛋白 ＮＨ２末端，此区含有多个

与糖原合成酶激酶３结合的磷酸化位点。其突变会

导致βｃａｔｅｎｉｎ蛋白不能与糖原合成酶激酶３结合而

免于降解，引起胞质中 βｃａｔｅｎｉｎ 积聚，游离的

βｃａｔｅｎｉｎ进入核内作用于相应的靶基因，激活相关

蛋白的表达，包括与细胞增殖、凋亡、分化功能密切

相关的ｃｍｙｃ、ｃｙｃｌｉｎＤ１、ＭＭＰ７、ＣＤ４４等蛋白［１１］，

最终诱导肿瘤的发生。

　　细胞周期机制的破坏是肿瘤发生发展的关键环

节之一。细胞周期存在Ｇ１／Ｓ期转换及Ｇ２／Ｍ 期转

换两个关卡点，其中以Ｇ１／Ｓ转换点最为重要。因为

细胞一旦从Ｇ１期跨入Ｓ期，则可以不再依赖外界信

息刺激而很快自动完成分裂过程。细胞周期蛋白

ｃｙｃｌｉｎＤ１是调控这一转换点最关键的蛋白之一，主

要通过结合并激活细胞周期相关激酶 ＣＤＫ４或

ＣＤＫ６，促使细胞由Ｇ１期进入Ｓ期。当ｃｙｃｌｉｎＤ１过

度表达时，Ｇ１／Ｓ期进程加速，造成细胞增殖失控而

导致肿瘤的发生。国内外研究［１２１３］发现，３０％的肝

细胞癌存在ｃｙｃｌｉｎＤ１基因扩增，而蛋白过表达则高
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达５８％～７０％，其表达水平与肿瘤的恶性进展密切

相关。核蛋白ｃｍｙｃ具有促使细胞无限增殖、获得

永生化功能并促进细胞分裂的作用，ｃｍｙｃ基因主要

通过扩增、染色体易位、重排、点突变、启动子插入等

方式激活，与人类多种肿瘤的发生、发展和演变转归

有重要关系［１４］。Ｗａｎｇ等
［１５］研究证实，肝癌中ｃｍｙｃ

基因主要通过扩增激活，且多见于转移和复发患者，

与患者预后密切相关。

　　本研究结果发现，随着剂量的增加，曲格列酮抑

制 ＨｅｐＧ２细胞生长的效应随之增强，提示曲格列酮

以剂量依赖性方式抑制肝癌细胞生长。后续实验

中，我们选择接近ＥＣ５０剂量的１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮

作用于 ＨｅｐＧ２细胞１２０ｈ，发现Ｇ０／Ｇ１期细胞的比

例显著增高，而Ｓ期细胞减少。这表明用曲格列酮

干预后，产生了 Ｇ０／Ｇ１期阻滞作用，使 ＨｅｐＧ２细胞

生长减慢。１０μｍｏｌ／Ｌ曲格列酮处理 ＨｅｐＧ２细胞

１２０ｈ后，βｃａｔｅｎｉｎ亚细胞定位由细胞核转入细胞

质；同时，βｃａｔｅｎｉｎ靶基因产物ｃｙｃｌｉｎＤ１和ｃｍｙｃ
蛋白表达水平相应明显下降。这些结果提示曲格列

酮可能通过诱导βｃａｔｅｎｉｎ移位，进而影响ｃｙｃｌｉｎＤ１
和ｃｍｙｃ蛋白的表达而发挥其抑制肿瘤细胞生长作

用；当然，也有可能是通过直接抑制ｃｙｃｌｉｎＤ１和

ｃｍｙｃ蛋白的表达而发挥作用，具体机制尚需进一步

的研究证实。

　　综上所述，ＰＰＡＲγ激动剂具有抑制肝癌细胞体

外生长的作用，其机制可能与调控βｃａｔｅｎｉｎ信号通

路有关，是一类潜在的抗肝癌药物，值得进一步研究

以应用于临床。
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