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AKT 抑制剂 GSK2141795 诱导人肝癌细胞株 Huh7 凋亡的剂量和时间效应
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[摘要] 目的 观察不同药物浓度和作用时间下蛋白质丝氨酸/苏氨酸激酶 AKT 抑制剂 GSK2141795 对人

肝癌细胞株 Huh7 凋亡的影响及其剂量和时间效应。方法　分别使用终浓度为 0、0.3、1、3、10、30 µmol/L 的 
GSK2141795 处理 Huh7 细胞 24 h，同时选择终浓度为 10 µmol/L 的 GSK2141795 分别处理 Huh7 细胞 0、2、6、

12、24 和 48 h。利用蛋白质印迹法检测 Huh7 细胞中 AKT、磷酸化 AKTS473（p-AKTS473）的蛋白表达水平，流式细

胞术检测细胞凋亡情况，qPCR 和蛋白质印迹法分别检测细胞中凋亡相关分子 Bad、Bcl-2、Caspase-9 的表达水平。 

结果　蛋白质印迹分析结果显示，在 0～10 µmol/L 范围内，随着 GSK2141795 终浓度的增加，Huh7 细胞中 AKT 

蛋白表达水平逐渐降低，p-AKTS473 蛋白表达水平逐渐升高；在 0～24 h 范围内，随着 GSK2141795 作用时间的延

长，Huh7 细胞中 AKT 蛋白的表达水平呈降低趋势、p-AKTS473 蛋白的表达水平呈升高趋势；48 h 时 AKT 蛋白和 

p-AKTS473 蛋白的表达水平较 0 h 均升高。流式细胞术检测结果显示，随着 GSK2141795 浓度的增加和作用时间的延

长，Huh7 细胞的凋亡比例逐渐增加。qPCR 及蛋白质印迹分析结果提示 Huh7 细胞中凋亡效应分子 Bad、Caspase-9 

表达水平逐渐增加，凋亡拮抗分子 Bcl-2 表达水平逐渐降低。结论　AKT 抑制剂 GSK2141795 能有效抑制 AKT 蛋白

表达，并能通过下游 Bad-Bcl-2 通路诱导 Huh7 细胞凋亡，其药物效应呈一定的浓度和时间依赖性。此外，长时间使

用 GSK2141795 刺激 Huh7 细胞，AKT 蛋白表达可再次升高，提示存在负反馈信号环路。
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[Abstract]　Objective　To explore the time and dose effects of AKT (a kind of protein serine/threonine kinase) 
inhibitor GSK2141795 on the apoptosis of human hepatocellular cell line Huh7. Methods　Huh7 cells were treated with 
GSK2141795 at the concentrations of 0, 0.3, 1, 3, 10 and 30 µmol/L for 24 h. A concentration of 10 µmol/L GSK2141795 
was selected to treat Huh7 cells for 0, 2, 6, 12, 24 and 48 h. The protein expression levels of AKT and phosphorylated 
AKTS473 (p-AKTS473) were determined by Western blotting and cell apoptosis was detected by flow cytometry. The 
expression levels of apoptosis-related proteins (Bad, Bcl-2 and Caspase-9) were measured by qPCR and Western blotting.  
Results　With the increase of GSK2141795 concentration, AKT protein level in Huh7 cells was gradually decreased and 
the p-AKTS473 protein level was gradually increased within the range of 0-10 µmol/L. With the prolongation of GSK2141795 
treatment time, the AKT protein level was gradually decreased and the p-AKTS473 protein level was gradually increased within 
the range of 0-24 h. At 48 h of treatment, the AKT protein and p-AKTS473 protein expression levels were increased compared 
with 0 h. With the increase of GSK2141795 concentration and treatment time, the proportion of apoptotic cells was gradually 
increased, the expression levels of apoptotic molecules Bad and Caspase-9 were gradually increased, and the expression level 
of apoptotic antagonist Bcl-2 was gradually decreased. Conclusion　AKT inhibitor GSK2141795 can effectively inhibit AKT 
protein expression, and induce apoptosis of Huh7 cells through Bad-Bcl-2 pathway in a dose- and time-dependent manner. In 
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肝癌是我国常见的恶性肿瘤之一，其发病率

和病死率均较高，严重威胁着国民的健康。肝癌发

病机制复杂，其中蛋白质丝氨酸/苏氨酸激酶 AKT 
信号转导通路的过度活化在肝癌的发生中起着至关

重要的调控作用[1]。同时，AKT 信号通路在肿瘤细

胞周期调控、增殖、凋亡、能量代谢等多种细胞生

命活动中均发挥重要作用[1-2]。有研究报道，AKT 
抑制剂能有效抑制肿瘤细胞的生长，同时促使其凋

亡，具有广阔的临床应用前景[3-4]。GSK2141795 是
一种 AKT 广谱抑制剂，能有效抑制 AKT 活性。本

研究选取人肝癌细胞株 Huh7 进行体外实验，初步

探讨不同 GSK2141795 浓度及作用时间对 Huh7 细
胞的生物学效应，为后续实验中 AKT 抑制剂的使

用提供参考。

1　材料和方法

1.1　材料与仪器　人肝癌细胞株  Huh7 为海军

军医大学（第二军医大学）长海医院实验诊断

科保存；DMEM 培养基和胎牛血清均购自美国 
Gibco 公司；AKT 抑制剂 GSK2141795 购自美

国 MCE 公司；二甲基亚砜（dimethyl sulfoxide，
DMSO）购自上海博光生物科技有限公司；AKT
（货号 A3154）、磷酸化 AKTS473（p-AKTS473，

货号 AP0655）、Bad（货号 A0741）、Bcl-2（货

号 A0208）、Caspase-9（货号 A2636）和 GAPDH
（货号 AC027）抗体均购自武汉爱博泰克生物科

技有限公司；流式细胞仪（BD FACSCantoTM Ⅱ 
Flow Cytometer）及细胞凋亡检测试剂盒购自美国 
BD Biosciences 公司。

1.2　细胞培养及实验分组　人肝癌细胞株 Huh7 
用含 10% 胎牛血清的 DMEM 培养液在 37 ℃、 
5% CO2 培养箱中培养。取对数生长期的细胞接

种于 6 孔细胞培养板中，待细胞融合度达 60% 
时，实验组分别加入终浓度为 0.3、1、3、10、30 
µmol/L的 GSK2141795，对照组（0 µmol/L）加入

等体积的 DMSO，继续培养 24 h，检测各组细胞

凋亡和相关蛋白与基因的表达情况。另取对数生长

期的细胞接种于 6 孔细胞培养板中，实验组加入

终浓度为 10 µmol/L 的 GSK2141795 分别培养 2、

6、12、24 和 48 h，对照组（0 h）加入等体积的 
DMSO 培养，检测各组细胞凋亡和相关蛋白与基

因的表达情况。

1.3　流式细胞术检测细胞凋亡　收集贴壁和悬浮

细胞，用磷酸盐缓冲液（phosphate buffer saline，
PBS）洗涤 2 次，根据流式细胞术商品化试剂盒的

使用说明进行膜联蛋白Ⅴ（annexinⅤ）/碘化丙啶

（propidium iodide，PI）染色后，上机检测。

1.4　蛋白质印迹法检测相关蛋白表达　收集细

胞，加入 200 μL 蛋白裂解液，用 BCA 法检测蛋白

浓度。取等量蛋白上样，进行十二烷基硫酸钠-聚 
丙烯酰胺凝胶电泳。将蛋白转移至聚偏氟乙烯膜

上，用 5% 脱脂奶粉溶液封闭 1 h 后，分别加入相

应抗体（稀释比例为 1∶1 000），于 4 ℃ 下孵育

过夜。用 TBST 洗涤后加入相应二抗，室温孵育 
1 h 后加入化学发光试剂，利用 ImageQuant LAS 
4000 化学发光成像仪进行显像。

1.5　qPCR 检测相关基因的表达　收集细胞，使

用 RNAfast200 总 RNA 快速抽提试剂盒（上海

飞捷生物技术有限公司）提取总  R N A，按照 
PrimeScript™ RT Master Mix 试剂盒（日本 TaKaRa 
公司）操作说明，反转录合成 cDNA。以 β-actin 
为内参基因，使用 SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ试剂

盒（日本 TaKaRa 公司）在 LightCycle 480 qPCR 
系统（美国 Roche 公司）中进行扩增。采用 2－ΔΔCt 
法对目标基因表达水平进行相对定量分析。引物

序列：Bad 上游 5′-CGA GTG AGC AGG AAG ACT 
CC-3′，下游 5′-CAC CAG GAC TGG AAG ACT CG-
3′；Bcl-2 上游 5′-TGT GTG TGG AGA GCG TCA 
AC-3′，下游 5′-GAA ATC AAA CAG AGG CCG 
CAT-3′；Caspase-9 上游 5′-TCA CAG ACC TTG 
AGA CCC GA-3′，下游 5′-GAC GGG TCC AGC 
TTC ACT A C-3′；内参 β-actin 上游 5′-CAT GTA 
CGT TGC TAT CCA GGC-3′，下游 5′-CTC CTT AAT 
GTC ACG CAC GAT-3′。
1.6　统计学处理　应用 SPSS 19.0 软件进行数据

分析。所有数据均以 x±s 表示，两组间比较采用  
t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。检验水

准（α）为 0.05。

addition, the expression level of AKT protein in Huh7 cells can increase again after long-term stimulation by GSK2141795, 
suggesting the existence of a negative feedback signal loop.

[Key words]　hepatocellular carcinoma; protein-serine-threonine kinase AKT; protein kinase inhibitors; apoptosis
[Acad J Sec Mil Med Univ, 2018, 39(11): 1196-1201]
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2　结　果

2.1　GSK2141795 呈剂量依赖性诱导 Huh7 细
胞凋亡　与对照组（0 µmol/L）相比，不同浓度 
GSK2141795 处理 Huh7 细胞 24 h 后，细胞形态发

生明显改变，细胞发生皱缩、变形，细胞膜完整，

胞内出现空泡，同时部分贴壁细胞变圆、脱落，

漂浮于培养液表面。随着 GSK2141795 浓度的增

加，细胞形态变化趋势越明显，提示 GSK2141795 
处理能诱导 Huh7 细胞凋亡。蛋白质印迹分析结果

（图 1A）显示，与对照组相比，随着 GSK2141795 
浓度的增加，实验组细胞中  AKT 蛋白的表达

水平逐渐降低，p-AKTS473 蛋白表达水平逐渐升

高，呈一定的剂量依赖性。终浓度为 30 µmol/L 
的 GSK2141795 处理 24 h 后细胞出现大量凋亡，

无法提取蛋白，故未行相关蛋白表达水平的检

测。流式细胞术检测结果见图  1 B。终浓度为  

0.3 µmol/L 的 GSK2141795 处理 Huh7 细胞 24 h 
后，其细胞凋亡比例与对照组比较差异无统计学

意义 [（4.19±0.85）% vs （4.50±0.28）%，P＞

0.05]；终浓度为 1 µmol/L 时，细胞凋亡比例开始

增加 [（9.17±1.32）%]；终浓度为 3 µmol/L 时，

细胞凋亡比例达到（17.64±3.11）%；终浓度为 
10、30 µmol/L 时，细胞凋亡比例均超过 50.00%，

分别为（62.70±8.57）%、（61.75±6.09）%。终

浓度为 1、3、10、30 µmol/L 时的细胞凋亡比例与

对照组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.05）。

qPCR（图 1C）与蛋白质印迹检测结果（图 1D）

显示，不同浓度 GSK2141795 处理 24 h 后，Huh7 
细胞中 Bad 和 Caspase-9 在 mRNA 和蛋白水平上表

达均升高，Bcl-2 在 mRNA 和蛋白水平上表达水平

均降低，呈一定的剂量依赖性，提示 GSK2141795 
可能通过  Bad -Bc l -2  通路诱导  Huh7  细胞发 
生凋亡。

图 1　不同终浓度的 GSK2141795 作用人肝癌细胞株 Huh7 24 h 后对细胞凋亡的影响

Fig 1　Effects of GSK2141795 at different concentrations on apoptosis of human hepatocellular carcinoma cell line Huh7 

after 24 h treatment
A: Protein expression of AKT and AKT phosphorylation on Ser-473 (p-AKTS473) by Western blotting; B: Apoptosis of Huh7 cells by 
flow cytometry; C: mRNA expression of Bad, Bcl-2 and Caspase-9 by qPCR; D: Protein expression of Bad, Bcl-2 and Caspase-9 by 
Western blotting. AKT: A kind of protein serine/threonine kinase. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 0 µmol/L (control) group. n＝3, x±s
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2.2　GSK2141795 呈时间依赖性诱导 Huh7 细胞 
凋亡　以 10 µmol/L GSK2141795 分别处理 Huh7 
细胞不同时间，蛋白质印迹分析结果（图 2A）

显示，0～24 h 时 AKT 蛋白的表达水平呈逐渐

降低趋势，p-AKTS473 蛋白的表达水平呈逐渐升

高趋势；48 h 时 AKT 蛋白的表达水平上升，且

较对照组（0 h）明显升高，p-AKTS473 蛋白的表

达水平也升高。流式细胞术检测结果见图 2B。 
10 µmol/L GSK2141795 处理 Huh7 细胞 2、6、 
12 h 后，细胞凋亡比例分别为（17.29±2.13）%、

（15.33±1.59）%、（17.22±3.06）%，与对照

组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.05）；处

理细胞 24、48 h 后，细胞凋亡比例进一步升高，

分别达（59.20±5.72）%、（55.70±7.16)%，与

对照组比较差异均有统计学意义（P 均＜0.01），

虽然 24 h 和 48 h 两组间细胞凋亡比例差异无统

计学意义（P＞0.05），但药物处理 48 h 后晚期

细胞凋亡比例高于药物处理 24 h 后的晚期细胞凋

亡比例 [（43.1±2.77）% vs （24.6±1.52）%， 
P＜0.05]。结果提示随着药物作用时间的延长，细

胞凋亡逐渐加重，从早期凋亡向晚期凋亡发展。

qPCR（图 2C）与蛋白质印迹分析结果（图 2D）

显示，随着 GSK2141795 作用时间的延长，Huh7 
细胞中 Bad、Caspase-9 的 mRNA 及蛋白表达水平

逐渐升高，Bcl-2 的 mRNA 及蛋白表达水平逐渐下

降，呈一定的时间依赖性。

图 2　10 µmol/L GSK2141795 作用不同时间后对人肝癌细胞株 Huh7 凋亡的影响

Fig 2　Effect of 10 µmol/L GSK2141795 on apoptosis of human hepatocellular carcinoma cell line Huh7  

at different time points
A: Protein expression of AKT and AKT phosphorylation on Ser-473 (p-AKTS473) by Western blotting; B: Apoptosis of Huh7 cells by 

flow cytometry; C: mRNA expression of Bad, Bcl-2 and Caspase-9 by qPCR; D: Protein expression of Bad, Bcl-2 and Caspase-9 by 

Western blotting. AKT: A kind of protein serine/threonine kinase. *P＜0.05, **P＜0.01 vs 0 h (control) group. n＝3, x±s

3　讨　论

AKT 家族包含 AKT1、AKT2 和 AKT3 3 个

亚型，其中 AKT1 主要参与细胞增殖[5]，AKT2 与
胰岛素信号通路相关[6]，AKT3 则在大脑发育中具

有重要作用[7]。AKT 及其下游相关分子异常活化
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是肝癌中重要的信号通路之一 [1]，对肿瘤患者的

病程进展及后续治疗起到至关重要的作用[8-10]。针

对 AKT 信号通路，研究人员目前已研发出多种类

型的抑制剂，并开展了临床研究[11]。如哌立福辛

为烷基磷胆碱磷脂衍生物，其不仅能抑制 AKT 相
关信号通路，对丝裂原激活蛋白激酶（mitogen-
activated protein kinase，MAPK）通路也有一定的

抑制作用[12]，已有多项临床试验表明哌立福辛对

实体肿瘤及恶性血液系统疾病具有治疗作用[13-16]。

GSK2141795 为一种广谱 AKT 抑制剂，能有效抑

制 AKT1/2/3 的活性，已开展相关临床研究[17]。近

期有研究人员通过招募伴有 AKT 突变的子宫内膜

癌或前列腺癌患者，对 GSK2141795 的推荐Ⅱ期

剂量进行探索，结果显示肿瘤患者每日服用 75 mg 
GSK2141795 是安全耐受的[17]。但 GSK2141795 作
为一种潜在的抗肿瘤药物，其在体外肿瘤细胞中的

应用及药物效应尚未见报道。

本研究在体外培养的人肝癌细胞株 Huh7 中加

入 AKT 抑制剂 GSK2141795，观察不同药物浓度

和不同作用时间后 Huh7 细胞的形态变化及凋亡情

况。结果显示随着 GSK2141795 浓度的增加，细

胞形态逐渐发生变化，细胞凋亡比例增加，同时 
AKT 表达下降，AKT 蛋白磷酸化水平升高，与既

往研究结果[18-19]一致。Han 等[19]研究证实 AKT 抑
制剂导致 AKT 蛋白磷酸化升高的机制是该信号通

路中存在反馈环路，该反馈环路能迅速通过磷脂酰

肌醇 3-激酶（phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K）

和哺乳动物雷帕霉素靶蛋白复合物 2（mammalian 
target of rapamycin complex 2，mTORC2）通路促

使 AKT 蛋白磷酸化。此外，本研究还发现 Huh7 
细胞的凋亡比例和 AKT 蛋白磷酸化水平随药物作

用时间的延长而逐渐升高，药物作用 24 h 后细胞

明显凋亡。药物作用 0～24 h 时，AKT 蛋白的表

达随作用时间的延长而降低；作用 48 h 时，AKT 
蛋白表达再次升高。推测可能是因为 AKT 抑制剂

能促使细胞中 AKT 蛋白磷酸化，而高度磷酸化

的 AKT 蛋白反馈性削弱长期使用抑制剂的药物效

果，从而导致 AKT 蛋白表达水平再次升高，这可

能也是长期使用化学治疗药物而导致肿瘤耐药的

原因之一。针对这一现象，我们后续将开展相关 
研究。

在细胞凋亡方面，既往研究发现 AKT 活化有

助于细胞避免发生同源性磷酸酶和张力蛋白同源

物（phosphatase and tensin homolog，PTEN）介

导的细胞凋亡，同时降低肿瘤细胞对促凋亡因子

的敏感性[20]。AKT 失活能有效抑制肿瘤生长且特

异性诱导 AKT 高度活化的肿瘤细胞发生凋亡[21]；

同时抑制肿瘤细胞 AKT1 和 AKT2 的活性则可显

示更强大的促凋亡能力[20,22]。AKT 通路对细胞凋

亡的影响可通过多种胞内途径发挥作用[23]，其中  
Bcl-2 为凋亡抑制蛋白，是细胞凋亡蛋白家族中

最重要的调控分子。Bad 为促凋亡蛋白，研究发

现 AKT 是 Bad 的激酶之一，AKT 活化后能促使 
Bad 磷酸化，从而阻断细胞凋亡[24]。Caspase-9 是
细胞凋亡的启动者和效应者，而 AKT 活化也能促

使 Caspase-9 磷酸化，抑制其促凋亡能力[25]。本研

究发现随着 GSK2141795 作用浓度的增加及作用

时间的延长，Huh7 细胞凋亡比例逐渐增加，促凋

亡蛋白 Bad 及凋亡效应分子 Caspase-9 的表达升

高，而凋亡拮抗蛋白 Bcl-2 的表达水平降低，提示 
GSK2141795 可通过下游 Bad-Bcl-2 凋亡通路诱导 
Huh7 细胞发生凋亡。

综上所述，本研究首次在人肝癌细胞株 Huh7 
中验证了 AKT 抑制剂 GSK2141795 的药物效应与

其药物浓度及作用时间的关系，旨在为后续体外实

验中合理使用 GSK2141795 提供理论依据，同时为

进一步认识 AKT 相关信号通路及开发新的肝癌治

疗手段提供参考。
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