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罗格列酮激活ｐ３８ＭＡＰＫ通路调控ｐ５３及ｐ２１影响人肝癌ＨｅｐＧ２细胞周期
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　　［摘要］　目的　研究ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）通路及相关蛋白在罗格列酮引发的人肝癌ＨｅｐＧ２细胞周
期阻滞过程中的作用。方法　 ＭＴＴ法检测罗格列酮对人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞增殖的影响，流式细胞术检测细胞周期分布，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ３８ＭＡＰＫ通路相关蛋白的表达变化。结果　 罗格列酮可抑制ＨｅｐＧ２细胞的增殖，并引发Ｇ０／Ｇ１期阻滞
（Ｐ＜０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示罗格列酮可激活ｐ３８ＭＡＰＫ通路，上调ＨｅｐＧ２细胞中磷酸化 ｐ５３蛋白及 ｐ２１蛋白
的表达水平（Ｐ＜０．０５）；而ＥＲＫ１／２及ＪＮＫ的磷酸化程度没有明显变化。ｐ３８ＭＡＰＫ通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０可明显减弱罗
格列酮对ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制及周期阻滞作用；并且ＳＢ２０３５８０可部分逆转由罗格列酮引发的磷酸化 ｐ５３及 ｐ２１蛋白
的表达变化。结论　 罗格列酮可通过激活ｐ３８ＭＡＰＫ通路引发人肝癌ＨｅｐＧ２细胞周期阻滞，其机制可能与 ｐ３８ＭＡＰＫ通
路激活后参与对磷酸化ｐ５３蛋白及ｐ２１蛋白的调控有关。
　　［关键词］　 罗格列酮；肝细胞癌；细胞周期；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；ｐ５３；ｐ２１
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　　恶性肿瘤的发生、发展与细胞周期调控紊乱引发
的细胞无限增殖密切相关。近期研究发现，噻唑烷二

酮类药物可通过多条细胞内信号通路，引发肿瘤细胞

周期阻滞、诱导凋亡、抑制肿瘤细胞增殖，但具体机制

尚不清楚［１］。丝裂原活化蛋白激酶家族（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）是一类丝氨酸／苏氨酸
蛋白激酶，是细胞内主要的信号转导系统之一，在细胞

的增殖、分化及凋亡等进程中发挥重要作用［２］。由于

其参与介导肿瘤细胞周期的调节，成为目前研究的热

点［３－４］。噻唑烷二酮类药物是否可以通过 ＭＡＰＫｓ家
族影响肝癌细胞的细胞周期及增殖，目前尚不清楚。

本实验通过观察噻唑烷二酮类典型药物罗格列酮

（ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ，ＲＯＺ）对体外培养的人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞
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周期与增殖的影响，检测 ＭＡＰＫｓ家族及相关蛋白 ｐ５３
和ｐ２１的表达变化，探讨其具体机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料与试剂
　　人肝癌细胞系ＨｅｐＧ２由河北医科大学第四医院科研中心
提供。罗格列酮购自北京上草生物科技有限公司，溶于二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）后过滤除菌，－２０℃保存。βａｃｔｉｎ、ｐｐ５３和 ｐ２１
鼠抗人单克隆抗体均购自美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，
兔抗人细胞外信号调节激酶１／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ１／２）、ｐＥＲＫ１／２、ｃＪｕｎ氨基末端蛋白激酶
（ｃＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）和ｐＪＮＫ多克隆抗体及
ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶（ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，
ｐ３８ＭＡＰＫ）、ｐｐ３８ＭＡＰＫ单克隆抗体均购自美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ
公司。ｐ３８ＭＡＰＫ通路抑制剂 ＳＢ２０３５８０购自美国 Ｓｉｇｍａ公司。
细胞蛋白提取试剂盒、Ｂｒａｄｆｏｒｄ法蛋白定量试剂盒及 ＤＡＢ检测
试剂盒购自上海索莱宝生物科技有限公司。

１．２　方法
１．２．１　细胞培养　　人肝癌 ＨｅｐＧ２细胞置于５％ＣＯ２、３７℃
恒温培养箱中，培养基为含有１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ青霉
素、１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＲＰＭＩ１６４０。每２～３天传代１次，取对
数生长期的细胞进行实验。

１．２．２　ＭＴＴ法检测细胞增殖　　将ＨｅｐＧ２细胞按１×１０４个／孔
接种于９６孔培养板，孵育２４ｈ后加入不同浓度的罗格列酮（终
浓度分别为 １、１０、１００μｍｏｌ／Ｌ）、１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０及
１００μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮 ＋１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０，每组设 ６个复
孔，设阴性对照组（只加等量 ＤＭＳＯ）及空白组（只加培养液）。
培养１２、２４、３６ｈ后，加入２０μＬ（５ｍｇ／ｍＬ）ＭＴＴ，孵育４ｈ，弃上
清液，加入１００μＬＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ至结晶充分溶解，于酶标
仪４９０ｎｍ波长处测定每孔光密度值［Ｄ（４９０）］。实验重复３次。
　　细胞增殖抑制率 ＝［对照组 Ｄ（４９０）－实验组 Ｄ（４９０）］／
［对照组Ｄ（４９０）－空白组Ｄ（４９０）］×１００％
１．２．３　流式细胞仪检测细胞周期分布　　取ＨｅｐＧ２细胞（５×
１０５个／培养瓶），按照以上方法进行细胞培养和分组，２４ｈ后收
获细胞。经７０％冰乙醇固定１２ｈ后离心弃固定液，ＰＢＳ重悬
５ｍｉｎ后５００目筛网过滤成单细胞悬液，加入ＤＮＡ染色液４℃
避光３０ｍｉｎ后上机检测。依据ＤＮＡ细胞周期拟合分析所得组
方图，计算出各时相分布的百分比。实验重复３次。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白表达变化　　按照以上方法细胞
培养和分组，收获细胞，按照试剂盒说明提取细胞总蛋白并检

测蛋白浓度。取５０μｇ样品进行聚丙烯酰胺凝胶电泳，电转移
至ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉３７℃封闭２ｈ，分别加入１∶２００稀释
的βａｃｔｉｎ和ｐｐ５３抗体、１∶５００稀释的 ＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２、
ＪＮＫ和ｐＪＮＫ、ｐ３８ＭＡＰＫ和ｐｐ３８ＭＡＰＫ抗体、１∶１５０稀释的ｐ２１
单克隆抗体，４℃过夜；加入相应二抗，３７℃孵育２ｈ，ＤＡＢ试剂
盒显色，βａｃｔｉｎ为内参照。条带进行光密度值分析，将目标条
带与βａｃｔｉｎ条带的光密度值之比作为其蛋白表达水平的参
数。实验重复３次。
１．３　统计学处理
　　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，多组间
均数比较行方差分析，其中两两比较行 ＳＮＫ检验，两组均数

比较行ｔ检验。

２　结果

２．１　罗格列酮对ＨｅｐＧ２细胞增殖的抑制作用
　　ＭＴＴ结果显示，罗格列酮能够明显抑制 ＨｅｐＧ２细胞的增
殖。１μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮作用１２ｈ后，ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制
率为（４．５８±１．６２）％，较对照组有显著提高（Ｐ＜０．０５），而
１００μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮作用 ２４ｈ后抑制率可达到（４０．３２±
３１５）％ （Ｐ＜０．０５），１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０单独作用对 ＨｅｐＧ２
细胞的增殖无明显影响，但可以减弱１００μｍｏｌ／Ｌ罗格列酮的
增殖抑制作用（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　罗格列酮作用不同时间对ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制
作用（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别 １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ
对照组 ０ ０ ０

１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０组 ０．１２±０．８４ ０．１０±０．８５ ０．０５±０．９１
ＲＯＺ组
　１μｍｏｌ／Ｌ ４．５８±１．６２ａ １３．０１±１．２６ａｄ １５．７２±２．０７ａｄｅ

　１０μｍｏｌ／Ｌ ７．３４±１．９８ａｂ １５．８７±２．７１ａｂｄ ３１．１５±３．０９ａｂｄｅ

　１００μｍｏｌ／Ｌ １６．０４±２．２１ａｂｃ ４０．３２±３．１５ａｂｃｄ ４９．３８±２．１１ａｂｃｄｅ

１００μｍｏｌ／ＬＲＯＺ＋
１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０组

９．３５±２．３８ｆ ２０．１４±３．２９ｆ ３２．７５±３．４１ｆ

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与１２ｈ比较；
ｅ：Ｐ＜０．０５，与２４ｈ比较；ｆ：Ｐ＜０．０５，与１００μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组比较

２．２　罗格列酮对ＨｅｐＧ２细胞周期分布的影响
　　流式细胞术检测结果显示，罗格列酮作用后，ＨｅｐＧ２细胞
Ｇ０／Ｇ１期比例显著升高，Ｓ期细胞比例显著降低，且呈现明显的
浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）。１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０单独作用对
ＨｅｐＧ２细胞周期分布无明显影响，但可以减弱１００μｍｏｌ／Ｌ罗
格列酮引发的细胞周期阻滞（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　罗格列酮和ＳＢ２０３５８０对ＨｅｐＧ２细胞周期分布的
影响（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

组别　　 Ｇ０／Ｇ１期 Ｓ期 Ｇ２／Ｍ期

对照组 ２７．５３±２．１２ ６３．６１±１．３４ ８．８６±０．８４

１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０组 ２９．０７±１．５３ ６２．９５±２．１７ ７．９８±０．６３

ＲＯＺ组

　１μｍｏｌ／Ｌ ３８．４３±２．６６ａ ５３．２０±３．０８ａ ８．３７±１．３９

　１０μｍｏｌ／Ｌ ４４．９１±２．４６ａｂ ４５．１１±２．７７ａｂ ９．９８±１．８２

　１００μｍｏｌ／Ｌ ６３．９２±３．１５ａｂｃ ２７．３６±１．３７ａｂｃ ８．７２±０．９７

１００μｍｏｌ／ＬＲＯＺ＋
１０μｍｏｌ／ＬＳＢ２０３５８０组

５０．８４±１．６０ｄ ４０．２１±１．３６ｄ ８．９５±０．６１

ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与１μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组比较；
ｃ：Ｐ＜０．０５，与１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组比较；ｄ：Ｐ＜０．０５，与１００μｍｏｌ／Ｌ
ＲＯＺ组比较

２．３　罗格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞中 ＭＡＰＫｓ家族相关蛋
白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：随着罗格列酮浓度的增加，
ＨｅｐＧ２细胞中 ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平显著升高（Ｐ＜
００５），但ｐ３８ＭＡＰＫ、ＪＮＫ和 ｐＪＮＫ、ＥＲＫ１／２和 ｐＥＲＫ１／２蛋白
水平均无明显变化（图１）。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：１μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；
３：１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；４：１００μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；Ｂ：半定量分析结果　
１：ｐｐ３８ＭＡＰＫ；２：ｐ３８ＭＡＰＫ；３：ｐＪＮＫ；４：ＪＮＫ；５：ｐＥＲＫ１／２；
６：ＥＲＫ１／２　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　罗格列酮作用２４ｈ对ＨｅｐＧ２细胞ＭＡＰＫｓ家族各蛋白

表达的影响

２．４　罗格列酮和 ＳＢ２０３５８０对 ＨｅｐＧ２细胞中 ｐｐ５３
及ｐ２１蛋白表达的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示：随着罗格列酮浓度的增加，
ＨｅｐＧ２细胞中ｐｐ５３和ｐ２１蛋白表达水平均显著升高（图２）。
ＳＢ２０３５８０单独作用对ＨｅｐＧ２细胞中 ｐｐ５３和 ｐ２１蛋白的表达
无明显影响，但与罗格列酮联用后可明显减弱罗格列酮引发的

ｐｐ５３和ｐ２１蛋白表达变化（Ｐ＜０．０５）。见图３。
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：１μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；
３：１０μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；４：１００μｍｏｌ／ＬＲＯＺ组；Ｂ：半定量分析结果　
ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　罗格列酮作用２４ｈ对ＨｅｐＧ２细胞ｐｐ３８ＭＡＰＫ、ｐｐ５３和

ｐ２１蛋白表达的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　１：对照组；２：ＲＯＺ组；３：ＳＢ２０３５８０组；４：
ＲＯＺ＋ＳＢ２０３５８０组；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与 ＲＯＺ＋
ＳＢ２０３５８０组比较
图３　罗格列酮联合ＳＢ２０３５８０对ＨｅｐＧ２细胞ｐｐ５３和ｐ２１蛋白

表达的影响

３　讨论

　　噻唑烷二酮类药物在临床上广泛使用于治疗２型
糖尿病，罗格列酮是其典型代表。近期研究表明，罗格

列酮具有一定的抑癌作用。Ｓｈｅｎ等［５］在体内外实验

中均发现罗格列酮可抑制人肝癌ＭＨＣＣ９７Ｌ、ＢＥＬ７４０４
细胞的侵袭和转移；陈家炜等［６］也发现罗格列酮可通

过调控ＰＴＥＮ的表达抑制人胰腺癌 ＰＡＮＣ１细胞的增
殖。本实验检测证实，罗格列酮可显著抑制 ＨｅｐＧ２细
胞的增殖并引发 Ｇ０／Ｇ１期阻滞。众所周知，细胞增殖
是通过细胞周期来实现的，细胞周期的运行处于一系

列检验点的严格检控下，其中以 Ｇ１／Ｓ检测点最为重
要，控制细胞由静止状态进入ＤＮＡ合成期。罗格列酮
引发ＨｅｐＧ２细胞Ｇ０／Ｇ１期阻滞，使细胞不能跨越Ｇ１期
检测点进展到Ｓ期，从而抑制细胞的增殖。
　　ＭＡＰＫｓ可通过高度保守的“瀑布样”磷酸化级联
反应将细胞外刺激与细胞内基因表达和胞质功能活动

连接起来，参与调节细胞的多种生命活动。ｐ３８ＭＡＰＫ
通路、ＥＲＫ１／２通路以及ｃＪｕｎ氨基末端激酶（ｃＪｕｎＮ
ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）通路是 ＭＡＰＫｓ家族中３个最重
要的组成部分［７］。本实验检测罗格列酮作用后上述

通路的变化，发现仅有ｐｐ３８ＭＡＰＫ蛋白的表达水平显
著提高，而ＥＲＫ１／２及ＪＮＫ通路相关蛋白未见明显变
化。进一步研究发现，ｐ３８ＭＡＰＫ通路特异性抑制剂
ＳＢ２０３５８０可减弱罗格列酮对 ＨｅｐＧ２细胞的增殖抑制
并缓解其引发的细胞周期阻滞，说明罗格列酮是通过
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激活 ｐ３８ＭＡＰＫ通路而非 ＥＲＫ１／２及 ＪＮＫ通路引发
ＨｅｐＧ２细胞周期阻滞的。不同的细胞外刺激可激活
不同的 ＭＡＰＫｓ通路，且各通路都具有相对独立的功
能。ｐ３８ＭＡＰＫ通路不仅在细胞炎症反应和免疫调节
中发挥重要作用，并且可作用于细胞周期的多个检测

点，参与细胞增殖、分化和凋亡的调节［８］。Ｙｅ等［９］发

现响尾蛇毒素可经ｐ３８ＭＡＰＫ通路引发肺癌细胞的Ｇ１
期阻滞；而Ｆｕｊｉｔａ等［１０］研究发现，曲格列酮（噻唑烷二

酮类药物）可通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ通路在体外诱导肾
癌细胞的凋亡，并引发细胞Ｇ２／Ｍ期阻滞。
　　ｐ３８ＭＡＰＫ通路发挥生物细胞学效应是通过调控
下游多种酶及转录因子的基因表达活性实现的［１１］。

ｐ５３基因是与肿瘤发生、发展关系最为密切的抑癌基
因，其活性的调节主要发生在转录后水平，即ｐ５３蛋白
的磷酸化激活，磷酸化 ｐ５３蛋白通过引发细胞周期阻
滞及诱导凋亡等途径发挥抑制肿瘤细胞增殖的作

用［１２］。细胞周期依赖性激酶抑制因子 ｐ２１是细胞周
期负性调节因子，可通过抑制ＣＤＫ２和ＣＤＫ４的活性，
使细胞停滞于Ｇ０／Ｇ１期，抑制细胞的过度增殖

［１３］。本

实验结果显示，罗格列酮在引发细胞周期阻滞的过程

中，可上调ＨｅｐＧ２细胞内 ｐｐ５３和 ｐ２１蛋白的表达水
平；而抑制ｐ３８ＭＡＰＫ通路后，罗格列酮对上述蛋白的
调控作用被部分逆转。因此，我们推测罗格列酮通过

激活ｐ３８ＭＡＰＫ通路，活化 ｐ５３蛋白，并上调 ｐ２１蛋白
表达水平，最终引发 ＨｅｐＧ２细胞的 Ｇ０／Ｇ１期阻滞及增
殖抑制。同时本实验也证实 ｐ３８ＭＡＰＫ通路参与了对
ｐ５３和ｐ２１蛋白的调控。有研究表明，在肝细胞癌中，
Ｔａｘ１结合蛋白 ２（ＴＡＸ１ＢＰ２）可通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ／
ｐ５３／ｐ２１信号轴发挥抑癌作用［１４］；Ｇａｎ等［１５］也发现

ｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ５３／ｐ２１信号轴的激活参与调节前列腺癌
细胞对多西他赛的敏感性；而 Ｋｕｍａｒｉ等［１６］在研究抑

制极光激酶Ｂ活性引发的肿瘤细胞Ｇ１期阻滞时发现，
激活 ｐ３８ＭＡＰＫ通路可直接提高 ｐ２１基因的转录延
伸，此过程不需要 ｐ５３的介导。有关 ｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ５３／
ｐ２１信号轴的内在机制仍需深入研究。
　　综上所述，罗格列酮可引发人肝癌ＨｅｐＧ２细胞周
期阻滞及增殖抑制，其机制可能与 ｐ３８ＭＡＰＫ／ｐ５３／
ｐ２１信号轴的激活有关。但 ｐ３８ＭＡＰＫ通路抑制剂并
未完全逆转罗格列酮的上述抑癌效应，提示我们可能

有其他信号通路参与其中，仍需进一步研究。
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