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探讨 As2O3诱导人胃癌 SGC-7901细胞凋亡过程中 AKT相关
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摘要 目的：探讨三氧化二砷诱导胃癌细胞凋亡过程中，对 AKT相关抗凋亡通路表达的影响。方法：分别用不同浓度（0 滋mol/L、
7.5 滋mol/L、10 滋mol/L、12.5 滋mol/L和 15 滋mol/L）三氧化二砷（As2O3）溶液处理胃癌细胞 48 h，倒置显微镜观察细胞凋亡情况，并

用 Western blot 方法检测 p70S6k琢、p-p70S6k琢、p70S6k茁（S6 蛋白激酶 茁，Ribosomal Protein S6 Kinase 茁）、p-p70S6k茁、rpS6、
p-rpS6、p-BAD、BAD、p-GSK3茁、GSK3茁及 NF-资B2等蛋白的表达情况与 As2O3作用浓度之间的关系。结果：随 As2O3作用细胞的

浓度增大，p70S6k琢、p-p70S6k琢、p70s6k茁、p-p70S6k茁、p-BAD、p-GSK3茁、NF-资B2蛋白的表达减少，rpS6、p-rpS6、GSK3茁蛋白表达
增多，各组间数据经统计学分析，P值均 <0.05，具有统计学意义。BAD蛋白的表达无明显改变，P>0.05。结论：As2O3诱导人胃癌

SGC-7901细胞凋亡机制中包括 AKT相关的多个抗凋亡途径的激活，AKT在其中发挥重要作用。
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Explore the AKT Related Anti-apoptotic Pathways Expression in Arsenic
Trioxide Induced Apoptosis of Human Gastric Cancer SGC-7901 Cells*

Explore the AKT related anti-apoptotic pathways expression in Arsenic trioxide induced apoptosis of

human gastric cancer SGC-7901 cells. The gastric cancer cells were treated with different concentration (0 滋mol/L, 7.5

滋mol/L, 10 滋mol/L, 12.5 滋mol/L and 15 滋mol/L) of As2O3 for 48 h. Cell apoptosis was observed by inverted microscope, the relationship

between the expression of p70S6k琢, p-p70S6k琢, p70S6k茁, p-p70S6k茁, rpS6, p-rps6, p-BAD, BAD, p-GSK3茁, GSK3茁, NF-资B2 and the

concentration of As2O3 was detected by Western blot. Using Western blot assay to detect protein level, we founded that the

expression of p70S6k琢, p70S6K茁, p-p70S6k琢, p-p70S6k茁, p-BAD, p-GSK3茁, NF-资B2 decreased, the expression of rpS6, p-rpS6,
GSK3茁expression increased, Statistical analysis of each group of data showed that the P value was <0.05, with statistical significance.

The expression of BAD protein had no obvious change with the concentration of As2O3 cells increased, the P value was >0.05, with no

statistical significance. As2O3 induces the activation of multiple anti-apoptotic pathways related to AKT in the apoptosis

mechanism of human gastric cancer SGC-7901, and AKT plays an important role in it.
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前言

人们对砷化合物的研究已经持续 2400余年，砷及其衍生

物被中国、希腊、罗马等历史记载具有治疗应用价值[1-3]，可作为

多种疾病如溃疡、瘟疫、疟疾等的治疗药物[4,5]。As2O3现已正式

被美国食品药品监督局批准作为药物，应用于治疗复发或难治

性急性早有粒细胞白血病。随着医学的发展及人们的不断研

究，As2O3在多种实体肿瘤中发挥抗肿瘤作用，如食道癌、肺癌、

乳腺癌、胃癌、肝癌等[6-9]。近年，As2O3在胃癌治疗中的作用被广

泛研究，As2O3在胃癌中发挥多种作用，As2O3可调控胃癌细胞

周期，抑制胃癌细胞增殖[10]；通过抑制 VEGF的表达抑制胃癌

新生血管的形成[11]；通过降低 VEGF-C及 VEGFR-3的表达，减

少胃癌淋巴管生成[12]；诱导胃癌细胞发生凋亡[13]。As2O3诱导胃

癌细胞发生凋亡是其发挥抗胃癌作用的主要方面。细胞凋亡是

细胞的一种程序性死亡，受基因的调控。近年研究发现，细胞内

不仅存在促凋亡途径，还存在抗凋亡途径。促凋亡途径的相关
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研究已有很多，抗凋亡途径的研究近年逐渐成为人们的研究方

向，而 PI3K/AKT信号通路已被公认为是肿瘤细胞抗凋亡的主
要机制之一，其中 AKT在该通路中发挥核心作用，参与多个下

游信号通路的调节。

截至目前的大量研究已经为我们证实 As2O3可以显著抑

制胃癌细胞增殖[6-13]，并可以促进胃癌细胞凋亡，但抑制抗凋亡

通路表达的具体机制还不十分明确，已有研究证实 As2O3诱导

胃癌细胞发生凋亡的同时，可以下调 AKT/mTOR通路的表达
[14-16]，而 PI3K/AKT/mTOR通路是报道较多的介导细胞抗凋亡
的通路，AKT又参与调控其下游多种凋亡相关分子的功能，因

此针对 AKT/mTOR通路的继续研究，及对 AKT相关通路，如
AKT/mTOR/S6K、AKT/BAD、AKT/GSK3茁、AKT/NF-资B等通路

的研究，有助于进一步揭示 As2O3诱导胃癌细胞凋亡的分子机

制，探索胃癌治疗新方向。

1 材料和方法

1.1 细胞系

本实验选用人胃癌 SGC-7901细胞系，其为中分化胃腺癌

细胞，自哈尔滨医科大学营养与食品卫生学院获得。

1.2 主要试剂与仪器
三氧化二砷溶液（As2O3），购自哈尔滨医大药业，保存于

4℃环境中。RPMI-1640培养基购于 Hyclone公司，优级胎牛血

清购于杭州四季青生物工程材料有限公司。鼠抗 茁-Actin单克

隆抗体、辣根标记抗兔 IgG抗体、辣根标记抗鼠 IgG 抗体购于

美国 Santa Cruz 公司，兔抗 p70S6K琢 多克隆抗体、兔抗
p-p70S6K琢 多克隆抗体、兔抗 p70S6K茁 多克隆抗体、兔抗
p70S6K茁多克隆抗体、兔抗 p-p70S6K茁多克隆抗体、兔抗 rpS6

多克隆抗体、兔抗 p-rpS6多克隆抗体、兔抗 BAD多克隆抗体、

兔抗 GSK3茁多克隆抗体、兔抗 p-GSK3茁多克隆抗体均购于美
国 ImmunoWay公司，兔抗 p-BAD多克隆抗体、兔抗 NF-资B2

多克隆抗体购于 Life Science Products& Services公司。

电泳仪购自北京六一仪器厂，全自动凝胶成像分析系统购

自上海立申科技仪器有限公司。

1.3 细胞培养

将胎牛血清与 RPMI-1640按体积为 1：9混合，配置成含
10%胎牛血清的 RPMI-1640培养液。使用该培养基培养胃癌
SGC-7901细胞，并放于 5% CO2，37℃恒温条件下培养，可每日

换液，亦可隔日换液。当细胞生长至约覆盖培养瓶底部 80%时

可传代。

1.4 细胞用药处理

配置含 2%胎牛血清的 RPMI-1640 培养液，用其稀释
As2O3原液，分别稀释得 7.5 滋mol/L、10 滋mol/L、12.5 滋mol/L和
15 滋mol/L的药物溶液，注意使用前配置，并在避光情况下操

作。As2O3原液避光 4℃环境保存。取生长状态良好的细胞均匀接

种于培养瓶中，使瓶细胞数量大致相同，待细胞生长至密度为

80 %左右时，弃原培养液，不同编号培养瓶细胞分别加入不同

浓度药物溶液，空白对照组用含 2 %胎牛血清的 RPMI-1640的维

持培养液处理，于恒温培养箱中，培养细胞 48小时。
1.5 蛋白提取

细胞经不同浓度药物处理 48小时后，分别收集细胞培养

瓶中的漂浮细胞及贴壁细胞，将细胞收集至 1.5 mL Eppendorf

管中，加入 300 滋L预冷裂解液，吹打均匀，细胞裂解完成后进

行充分离心，离心后吸上清液，得到蛋白溶液。吸取部分蛋白样

测定蛋白浓度，剩余蛋白溶液中加入四分之一体积的与 5×
SDS上样缓冲液，为了使蛋白充分变性，利于保存，沸水中煮 5

分钟，标记蛋白名称及日期，-20℃保存待用。
1.6 Western blot检测蛋白表达

使用 5%脱脂奶粉作为封闭液，配制 SDS-PAGE凝胶，不

同分子量目的蛋白选择分离胶的浓度不同，使目的蛋白达到最

佳分离效果。将分离胶按照所需比例配置好后，迅速加至制胶

架玻璃板内，加完后用无水乙醇封闭，静置，待胶完全凝后配置

浓缩胶，小心倒掉无水乙醇，迅速将浓缩胶灌入，并快速插入梳

子，避免产生气泡，静置待胶凝固后使用。将电泳槽中加入足量

1× 电泳缓冲液，上样前将蛋白样煮沸 5分钟，分别加入蛋白
Marker及蛋白检测样，蛋白按照等质量上样，上样完成后接通

电源，电泳过程中，电压相对恒定不变，蛋白处于浓缩胶时，电

压为 80 V，当蛋白电泳至分离胶时，电压改为 120 V。当溴酚兰

电泳至玻璃板底部是，终止电泳，进行转膜。完成转膜后，放入

配置好的一抗溶液内，4℃过夜。根据一抗来源选择鼠二抗或兔
二抗，采用 ECL曝光法于暗室进行显影，曝光后，将胶片放入

显影液中显影，待出现清晰蛋白条带后，放入定影液中定影，最

后取出晾干，并利用凝胶成像系统进行分析。

1.7 统计学分析

使用 SPSS 17.0统计软件进行统计学分析，各组数据以±
SD表示，采用方差分析，组间差异比较利用 t检验（P值 <0.05，
具有统计学意义）。

2 结果

2.1 不同浓度As2O3对 AKT/mTOR/S6K 信号通路抗凋亡通路

相关蛋白的表达的影响

分别使用不同浓度 As2O3溶液作用细胞 48小时后，West-

ern blot 法检测下游蛋白 p70S6K琢、p-p70S6K琢、p70S6K茁、
p-p70S6K茁、rpS6、p-rpS6表达，结果如图 1所示随着药物浓度

增加，p70S6K琢、p-p70S6K琢、p70S6K茁、p-p70S6K茁 表达下调，
并呈浓度依赖性；而 rpS6、p-rpS6随着药物浓度的增加表达上调。
2.2 不同浓度 As2O3对 AKT/BAD信号通路的影响

分别使用不同浓度 As2O3溶液作用细胞 48 小时后，West

ern blot法检测下游蛋白 BAD、p-BAD表达，结果如图 2显示，随

着药物浓度增加，p-BAD表达下调，BAD的表达无明显变化。
2.3 不同浓度As2O3对 AKT/GSK3茁信号通路的影响

分别使用不同浓度 As2O3溶液作用细胞 48小时后，West-

ern blot法检测下游蛋白 p-GSK3茁、GSK3茁 表达，结果如图 3

显示随着药物浓度增加，p-GSK3茁表达下调，GSK3茁随着药物
浓度的增加表达上调。

2.4 不同浓度As2O3对 AKT/NF-资B信号通路的影响

分别使用不同浓度 As2O3溶液作用细胞 48小时后，West-

ern blot法检测下游蛋白 NF-资B2表达，结果如图 4显示，随着

药物浓度增加，NF-资B2表达下调，并呈浓度依赖性。
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图 1 不同浓度的As2O3溶液处理细胞 48 h后 AKT/mTOR/S6K通路蛋

白表达情况

Fig. 1 Effect of arsenic trioxide on the protein expression of

AKT/mTOR/S6K passway at different doses for 48 h in cells

Note: Data were expressed as x± SD, *P< 0.05, compared with group 0;
▲P< 0.05, group 7.5 compared with group 10; 茵P< 0.05, group 10

compared with group 12.5; 姻P< 0.05, group 12.5 compared with group 15.

图 2 不同浓度的 As2O3溶液处理细胞 48 h后 AKT/BAD通路蛋白表

达情况

Fig.2 Effect of arsenic trioxide on the protein expression of AKT/BAD

passway at different doses for 48 h in cells

Note: Data were expressed as x± SD, *P< 0.05, compared with group 0;
▲P< 0.05, group 7.5 compared with group 10;茵P< 0.05, group 10

compared with group 12.5; 姻P< 0.05, group 12.5 compared with group 15.

图 3 不同浓度的 As2O3溶液处理细胞 48 h后 AKT/GSK3茁通路蛋白
表达情况

Fig.3 Effect of arsenic trioxide on the protein expression of AKT/GSK3茁
passway at different doses for 48 h in cells

Note: Data were expressed as ± SD, *P< 0.05, compared with group 0;
▲P<0.05, group 7.5 compared with group 10; 茵P< 0.05, group10 compared

with group 12.5; 姻P< 0.05, group12.5 compared with group 15.

图 4 不同浓度的 As2O3溶液处理细胞 48 h后 AKT/NF-资B通路蛋白表

达情况

Fig. 4 Effect of arsenic trioxide on the protein expression of AKT/NF-资B

passway at different doses for 48 h in cells

Note: Data were expressed as ± SD, *P< 0.05, compared with group 0;
▲P< 0.05, group 7.5 compared with group 10; 茵P< 0.05, group 10

compared with group 12.5; 姻P< 0.05, group 12.5 compared with group 15.

3 讨论

As2O3诱导胃癌细胞凋亡的研究已有很多，课题组前期实

验已经证实 As2O3可以激活促凋亡途径的表达，同时 As2O3可

以下调 AKT及 mTOR的表达，说明 As2O3诱导胃癌细胞凋亡

的机制中包括抑制抗凋亡通路的表达。本文继续验证了 As2O3

对 mTOR下游蛋白表达的影响，及对 AKT下游其他通路的影

响，证明 As2O3可能通过抑制 AKT的表达，从而影响其他 AKT

下游通路的表达，AKT可能作为胃癌细胞抗凋亡途径的核心

部分。

磷脂酰肌醇 3-激酶（Phosphatidylinositol 3-kinase，PI3K），
有三个亚型，肿瘤的形成与Ⅰ型 PI3K有着密切的关系[17]。ⅠA

型 PI3K 是催化亚基 p110 与调节亚基 p85 组成的异二聚体，

可以被受体酪氨酸激酶（Receptor tyrosine kinases，RTK），G 蛋
白偶联受体和一些致癌基因激活。PI3K被激活后，可以磷酸化

磷脂酰肌醇二磷酸（Phosphatidylinositol4, 5-bisphosphate，PI
(4,5)P2），使其转化为磷脂酰肌醇三磷酸（Phosphatidylinositol3,

4,5-trisphosphate，PI(3,4,5)P3）[18]。PIP3可与细胞内同源结构蛋

白结合，如 PDK1和 AKT，并将它们募集到细胞膜，这一过程

受抑癌基因 PTEN和 INPP4B的负性调控。AKT的 Ser308位

点和 Thr473位点都被磷酸化后，AKT被激活。AKT下游的主

要效应器为 mTOR复合物 1(mTORC1)，调控其下游通路蛋白

质的合成；mTOR另一复合物 mTORC2,通过磷酸化 Thr473位

点激活 AKT[19,20]。AKT可通过磷酸化激活 mTOR, mTOR又可
通过磷酸化激活 S6K。S6K已被证实有两个亚型（p70S6K琢和
p70S6K茁）存在。mTOR/S6K在肿瘤细胞中发挥多种作用。5'
TOP mRNA 是一类 5'末端普遍具有聚嘧啶序列的 mRNA，5'

TOP mRNA可以编码和翻译延长因子、核糖体蛋白和 poly(A)-

结合蛋白等。mTOR可以通过磷酸化 S6K促进 5' TOP mRNA

的选择性翻译，从而促进蛋白质的合成。mTOR/S6K还参与调

控细胞周期，雷帕霉素可抑制 T淋巴细胞增殖，并可使其他细

胞静止在 G1期，促使纤维母细胞 G1-S期转换延迟，这些机制

都包含在其调控细胞生长的机制内[21]。研究证实雷帕霉素对细

胞周期方面的影响都是由于 S6K的失活，而 S6K可以调控细

胞周期蛋白和细胞周期蛋白依赖性激酶的表达，雷帕霉素介导
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的蛋白质合成抑制也与细胞周期蛋白 D1和 p21合成相关[22]。

因此 mTOR/S6K可通过抑制蛋白质合成及调控细胞周期两方
面影响细胞凋亡，本实验中，应用 As2O3处理胃癌细胞后，

AKT、mTOR、S6K及其活化形式表达均下降，表明 As2O3可能

通过抑制 AKT/mTOR/S6K通路的表达，抑制细胞蛋白质的合

成及调控细胞周期，从而发挥抑制抗凋亡作用。 rpS6 是
mTOR/S6K琢 通路下游的主要效应蛋白之一，S6K 可磷酸化
rps6，磷酸化的 rpS6参与一些 mRNA的翻译调控。而在本实验

中，As2O3处理细胞后，细胞内 S6K琢 及 S6K茁 表达下调，但
rpS6及 p-rpS6表达未下调，反而随着药物浓度的增加而上调，

表明 S6K在磷酸化 rpS6过程中可能还存在其他机制，rpS6的

表达下调可能与细胞凋亡关系不大。有研究[23]证实下调 rpS6

的表达可降低肿瘤细胞对 TRAIL介导的细胞凋亡的敏感性，
rpS6 在 TRAIL诱导的肿瘤细胞凋亡中发挥促凋亡作用，而
S6K发挥抗凋亡作用可能与磷酸化其他凋亡调控分子如 BAD

有关，而不是通过磷酸化 rpS6, rpS6也只是 S6K激活的目标分

子之一。As2O3可通过抑制 AKT/mTOR/S6K通路的表达来抑制

细胞抗凋亡途径的表达，但并不是通过抑制 S6K/rpS6 通路，
As2O3可上调 rpS6及 p-rpS6 的表达，rpS6 可能参与其他促细

胞凋亡途径发挥促凋亡作用。

BAD作为 Bcl-2家族的一员，是重要的促凋亡基因，编码
BAD促凋亡蛋白，BAD与 Bcl-2和 Bcl-xL形成二聚体，抑制
Bcl-2 和 Bcl-xL抗凋亡的作用，而 AKT 磷酸化 BAD 后，使
BAD与 Bcl-2和 Bcl-xL形成二聚体的能力减弱，从而增加了

抗凋亡作用。本实验证实 As2O3可抑制 AKT的表达，AKT表达
下调后，使 p-BAD的表达下调，BAD总蛋白无明显变化，AKT

对 BAD的磷酸化作用减弱，恢复 BAD的促凋亡功能。
GSK3茁在肿瘤中发挥多种作用，有报道称 GSK3茁的高表

达与多种肿瘤的发生及发展呈正相关。GSK3茁同时也参与细
胞周期的调控，GSK3茁可以通过磷酸化作用促使细胞周期蛋
白 D1降解，而细胞周期蛋白 D1降解在细胞周期 G1/S的转换

中发挥重要作用[17]，也有研究发现 GSK3茁可以诱导细胞促进
凋亡相关的蛋白激酶的表达，如 Caspase家族和 BAX等[23-25]。

AKT可以磷酸化 GSK3茁的 Ser9位点，抑制 GSK3茁的活性。
本实验证实了 As2O3处理细胞后，AKT表达下调，p-GSK3茁表
达也下调，GSK3茁表达上调，推测 As2O3可能通过抑制 AKT

的表达，降低 GSK3茁的磷酸化，使 GSK3茁可以调控细胞周期，
介导细胞周期停滞或促进其他抗凋亡分子的表达，从而在促进

细胞凋亡过程中发挥作用。

NF-资B作为一种核因子，已被证实在细胞中发挥抗凋亡的
作用，其调控的基因产物在胃癌增殖、转移及化疗耐药中发挥

重要作用 [26]。本实验得出 As2O3作用胃癌细胞后，可以下调

NF-资B的表达，表明 As2O3可通过抑制 NF-资B的表达来减弱细
胞抗凋亡途径的表达，而 NF-资B的表达下调是通过 As2O3的直

接作用还是通过 AKT的作用尚不明确，有关 AKT与 NF-资B

关系的研究结论不一，但两者直接存在相互作用。

综上所述，本研究主要探讨 AKT在细胞抗凋亡中的核心
作用，As2O3对 AKT/mTOR/S6K、AKT/BAD、AKT/GSK3茁通路
及 NF-资B等表达的影响，进一步证实 As2O3可通过抑制 AKT

下游多个抗凋亡相关通路表达，促进胃癌细胞凋亡，而对各支

路之间的具体联系及机制还有待进一步的深入研究。
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