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胰岛素样生长因子２引起Ｒｈ１肉瘤细胞ｍＴＯＲ信号的背景变化

黄文峰

三峡大学医学院形态学部，宜昌４４３００２

　　［摘要］　目的　观察胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）２对Ｒｈ１肉瘤细胞生长活性和 ｍＴＯＲ信号背景的影响。方法　常规培
养Ｒｈ１细胞，均用无血清培养液消除内源性因子影响后再用ＩＧＦ２（终浓度为１０ｎｇ／ｍｌ）刺激，７２ｈ后用流式细胞仪检测细胞

生长活性；蛋白质印迹方法观察ＩＧＦ２刺激细胞５、１０、２０、３０、６０ｍｉｎ后Ｓ６、Ａｋｔ（ｓ４７３）的动态变化。结果　与对照组相比，
ＩＧＦ２刺激可促进Ｒｈ１细胞存活，降低细胞凋亡率；ＩＧＦ２刺激细胞后可使Ｓ６磷酸化随着时间的延长逐渐增强；ＩＧＦ２亦导致

Ａｋｔ（ｓ４７３）位点的磷酸化，其磷酸化状态相对稳定。结论　ＩＧＦ２刺激Ｒｈ１细胞时，ｍＴＯＲ信号通路中Ｓ６功能逐渐增强，
Ａｋｔ功能则相对稳定。
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　　分子靶向治疗模式是一种新的肿瘤生物治疗模

式，即以特异性单克隆抗体、小分子抑制剂及反义的

寡核苷酸等来阻断生长因子信号通路的过度激活。

该模式可以单独或者与其他治疗方式共同发挥抗癌

作用，为有效治疗肿瘤疾病带来了新的希望［１２］。

　　胰岛素样生长因子（ＩＧＦ）信号途径是一类具有

促进许多肿瘤细胞增殖、分化以及血管形成的生长

因子信号通路，ＩＧＦ１和ＩＧＦ２可分别激活该通路。

通常ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ途径是介导ＩＧＦ２抗凋亡

作用最主要的信号通路，另外 ＭＡＰＫａｓｅ的活化也

参与ＩＧＦ２信号的转导［３］。针对ＩＧＦ信号途径已经

设计了众多的分子靶向药物，有的已进入临床试

验［４］。ｍＴＯＲ由ＴＯＲＣ１和ＴＯＲＣ２两种复合物组

成，包括ＩＧＦ２在内的多种因素可以激活其功能，

ＩＧＦ２可以和胞膜上的相应受体结合后再激活

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ／ｍＴＯＲ信号［５］。现在认为，ｍＴＯＲ在肿

瘤生长信号中处于中心地位，抑制其功能将影响到

肿瘤细胞的正常代谢和生长，由此也设计出了多种

以该条通路为靶点的特异性分子靶向药物［６］。通

常，ＴＯＲＣ１可以磷酸化Ｓ６，而 ＴＯＲＣ２则可以磷酸

化Ａｋｔ，Ｓ６和 Ａｋｔ的磷酸化状态也就分别代表

ＴＯＲＣ１和ＴＯＲＣ２的功能，成为这些分子靶向药物
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的筛选靶点［７］。

　　人横纹肌肉瘤细胞（Ｒｈ１）是一株近年来发现的对

ＩＧＦ２刺激敏感的间叶组织来源的肿瘤细胞系，已用

于相关单抗的药物筛选。但目前尚无文献报道ＩＧＦ２
在该细胞引起的ｍＴＯＲ信号通路的基础变化，因此，

在评价这些新型单克隆抗体对Ｒｈ１细胞的疗效时，应

考虑到磷酸化的Ｓ６和Ａｋｔ（ｓ４７３）的背景变化，科学评

价受试药物可能存在的药理活性和差异性。本研究

以Ｒｈ１为对象，观察ＩＧＦ２对Ｒｈ１细胞生存活性的影

响以及对Ｓ６和Ａｋｔ（ｓ４７３）的背景变化。

１　材料和方法

１．１　细胞培养　人横纹肌肉瘤细胞株Ｒｈ１细胞由

Ｐｅｔｅｒ教授（美国 Ｓｔ．Ｊｕｄｅ儿童研究医院）提供。

Ｒｈ１细胞用含１０％ 胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液

在３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度条件下常规培养，每２～
３ｄ传代１次。

１．２　抗体及特殊试剂　ＩＧＦ２购自Ｓｉｇｍａ公司；

ＡｎｎｅｘｉｎⅤＦＩＴＣ凋亡检测试剂盒购自Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒及ＥＣＬ显色试剂盒为

Ｐｉｅｒｃｅ公 司 产 品；所 有 抗 体 均 为 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司产品。

１．３　流式细胞仪检测凋亡　取总数为１０４个 Ｒｈ１
细胞种于培养瓶中，用含１０％ 胎牛血清的培养液培

养２７ｈ，充分洗涤后再用不含胎牛血清的 ＲＰＭＩ

１６４０的单纯培养液继续培养，同时加入ＩＧＦ２（终浓

度为１０ｎｇ／ｍｌ）刺激，细胞在单纯培养液中共生长

７２ｈ。制备细胞悬液，离心弃上清后用预冷的ＰＢＳ
缓冲液洗２次，取总数为１０６个细胞用于测定。异

硫氰酸荧光素（ＦＩＴＣ）标记的ＡｎｎｅｘｉｎⅤ和碘化丙啶

（ＰＩ）染色方法参考说明书，最后用流式细胞仪行凋

亡分析。

１．４　蛋白质印迹检测 Ａｋｔ（ｓ４７３）和Ｓ６磷酸化情

况　取１０５个Ｒｈ１细胞种于６孔板中，用含１０％ 胎

牛血清的培养液培养２７ｈ后再用单纯ＲＰＭＩ１６４０
培养液继续培养１４ｈ，用ＩＧＦ２（终浓度为１０ｎｇ／

ｍｌ）分别刺激细胞５、１０、２０、３０、６０ｍｉｎ后收集总蛋

白，用ＢＣＡ蛋白定量试剂盒进行蛋白定量，取２０μｇ
蛋白质用于ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，电转移至 ＰＶＤＦ膜

上，各种抗体封闭过夜后用ＥＣＬ显色获取结果，均

用ｔｕｂｕｌｉｎ蛋白作为内参。

１．５　统计学处理　结果以珚ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ

１３．０统计软件进行ｔ检验，检验水平（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　ＩＧＦ２促进 Ｒｈ１细胞的生长　由图１可见，

Ｒｈ１细胞在无血清的单纯培养液中生长７２ｈ，流式

细胞仪检测其凋亡率为（２８．０±２．０）％；当在单纯培

养液中给予ＩＧＦ２（１０ｎｇ／ｍｌ）刺激时流式细胞仪检

测其凋亡率为（１２．３±１．６）％，与未加ＩＧＦ２者相比

明显降低，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），表明ＩＧＦ２
有促进细胞生长而减少细胞凋亡的作用。

图１　流式细胞术示ＩＧＦ２减少Ｒｈ１细胞的凋亡

Ｆｉｇ１　ＦｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｓｈｏｗｉｎｇＩＧＦ２ｄｅｃｒｅａｓｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒａｔｅｏｆＲｈ１ｃｅｌｌｓ

２．２　ＩＧＦ２刺激时 Ａｋｔ（ｓ４７３）和Ｓ６背景变化　
Ｒｈ１细胞分别用ＩＧＦ２（１０ｎｇ／ｍｌ）刺激不同时间
时，蛋白质印迹结果（图２）发现，Ｓ６位点的磷酸化随
着时间的延长而逐渐增强的趋势非常明显，在６０
ｍｉｎ时可见最大化；ＩＧＦ２刺激也引起 Ａｋｔ（ｓ４７３）
位点的磷酸化，但随时间的延长，其磷酸化状态变化
不明显；Ｓ６和Ａｋｔ（ｓ４７３）总蛋白量没有变化。此结

果表明，ＩＧＦ２刺激时Ｓ６的磷酸化有自然增强的过
程，而Ａｋｔ（ｓ４７３）的磷酸化则比较稳定。

３　讨　论

　　分子靶向治疗已经将癌症的治疗带入了一个崭
新的领域，其能够针对性地作用于肿瘤信号转导通
路中的关键信号分子，阻断特异信号向下游传递，最
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终影响肿瘤细胞的生长和代谢，导致肿瘤细胞死亡，
从而起到治疗肿瘤的目的。

图２　ＩＧＦ２刺激时Ａｋｔ（ｓ４７３）和Ｓ６的背景变化

Ｆｉｇ２　ＰｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎｏｆＳ６ａｎｄＡｋｔ（ｓ４７３）

ａｆｔｅｒＩＧＦ２ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

　　本研究发现，在Ｒｈ１细胞中，Ｓ６位点的磷酸化
随着时间的延长逐渐增强，在６０ｍｉｎ时可见最大
值，表明ＴＯＲＣ１的功能在逐渐增强；ＩＧＦ２亦可使

Ａｋｔ（ｓ４７３）位点磷酸化，但其磷酸化状态变化相对
稳定，表明 ＴＯＲＣ２的功能无波动性变化。Ｓ６和

Ａｋｔ（ｓ４７３）总蛋白没有明显变化，表明ＩＧＦ２并不影
响Ｓ６和Ａｋｔ（ｓ４７３）的基因表达。此结果表明，Ｓ６的
磷酸化有自然增强的过程，而 Ａｋｔ（ｓ４７３）的磷酸化
则相对稳定；相应的，ＩＧＦ２刺激时ＴＯＲＣ１的功能
逐渐增强，而ＴＯＲＣ２的功能则相对稳定。

　　因此，在以Ｒｈ１细胞为对象评价针对ｍＴＯＲ信
号通路的分子靶向药物时，应当考虑到上述Ｓ６和

Ａｋｔ（ｓ４７３）的背景变化，通过综合分析，以反映

ＴＯＲＣ１和ＴＯＲＣ２的功能变化情况。另外，一般认
为当ＴＯＲＣ２磷酸化Ａｋｔ（ｓ４７３）后，反过来又激活

ＴＯＲＣ１，但我们的结果发现 ＴＯＲＣ１和 ＴＯＲＣ２的
功能变化并非同步变化，Ｒｈ１细胞在ＩＧＦ２刺激时，

Ｓ６的磷酸化改变较Ａｋｔ（ｓ４７３）敏感，所以一方面Ｓ６
的磷酸化更能反映受试药物的抑瘤活性；另一方面，
在Ｒｈ１细胞，能够激活 ＴＯＲＣ１的可能不仅仅是

Ａｋｔ（ｓ４７３），其他的激酶也可能激活ＴＯＲＣ１［８］，这方
面的研究尚需进一步深入。
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