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鞘氨醇激酶２与蛋白激酶Ｄ参与调控丁酸钠诱导的人肝癌细胞凋亡
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　　［摘要］　目的　探讨蛋白激酶Ｄ（ＰＫＤ）与鞘氨醇激酶２（ＳｐｈＫ２）参与调控丁酸钠诱导的人肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡的分
子机制。方法　采用流式细胞仪检测不同浓度丁酸钠作用４８ｈ后人肝癌ＨｅｐＧ２细胞的凋亡率，以及干扰或过表达 ＰＫＤ
或ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导人肝癌ＨｅｐＧ２细胞凋亡率的影响；并且在分别干扰ＰＫＤ或ＳｐｈＫ２后以免疫印迹法检测其对丁酸
钠诱导另一蛋白激活（磷酸化）的影响。结果　丁酸钠能明显诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡（Ｐ＜００１），且具有浓度依赖性；而在
ＰＫＤ或ＳｐｈＫ２被干扰后，丁酸钠诱导细胞凋亡率比未干扰细胞明显增高（Ｐ＜００１），而过表达ＰＫＤ或ＳｐｈＫ２的细胞在丁
酸钠作用下其凋亡率比空质粒对照组细胞明显下降（Ｐ＜００１），并且干扰 ＰＫＤ可阻断丁酸钠诱导的 ＳｐｈＫ２激活（Ｐ＜
００１），而干扰ＳｐｈＫ２则对ＰＫＤ的激活无影响（Ｐ＜００１）。结论　ＰＫＤ和ＳｐｈＫ２均可负性调控丁酸钠诱导的ＨｅｐＧ２细胞
凋亡。

　　［关键词］　丁酸钠；ＨｅｐＧ２细胞；蛋白激酶Ｄ；鞘氨醇激酶２；凋亡
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　　肝癌是一种发病率和病死率都很高的恶性肿瘤，
在亚洲地区尤其高发。目前治疗上面临的重要挑战就

是肝癌细胞对各类化疗药普遍不敏感。细胞凋亡是一

种细胞主动参与的程序性死亡方式，其不仅与肿瘤的

发生、发展有着密切的关系，而且与肿瘤的治疗效果直

接相关。现已明确大多数化疗药都可通过诱导细胞凋

亡的方式杀死肿瘤细胞，从而达到治疗目的［１－２］。丁

酸钠是人体肠道中天然存在的一种小分子脂肪酸盐，

已被证实抑制多种肿瘤细胞株的增殖，并且诱导肿瘤

细胞凋亡［３］。已有研究表明丁酸钠具有诱导肝癌细胞

（ＨｅｐＧ２）凋亡的作用［４］，但迄今尚不清楚其确切的作

用机制。我们的前期研究表明，细胞外信号调节激酶、

蛋白激酶Ｄ（ＰＫＤ）和鞘氨醇激酶２（ＳｐｈＫ２）对丁酸钠
诱导结肠癌细胞凋亡均具有负调控作用，且此３个蛋
白分子的信号转导流向为依上述顺序由上到下［５－６］。

本研究拟探讨 ＰＫＤ及 ＳｐｈＫ２在丁酸钠诱导的 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡中的作用，以探索影响肝癌细胞对化疗敏感

性的细胞内蛋白调控分子，旨在提高化疗敏感度的药

物作用新靶点。

１　材料与方法

１．１　试剂
　　丁酸钠购自Ｓｉｇｍａ公司，ＡｎｎｅｘｉｎＶ试剂盒购自 ＢＤ公司，
胎牛血清、ＤＭＥＭ（高糖）培养基、胰蛋白酶购自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司，ＰＫＤ抗体、磷酸化 ＰＫＤ抗体均购自 ＣＳＴ公司，ＳｐｈＫ２抗体
购自Ａｂｃａｍ公司，磷酸化 ＳｐｈＫ２抗体购自 ＡｓｓａｙＢｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＰＫＤ的干
扰片段（正义链：５′ＣＡＡＵＣＣＵＣＡＵＵＧＵＵＵＣＧＡＡＡＴ３′和反义
链：５′ＵＵＣＧＡＡＡＣＡＡＵＧＡＧＧＡＵＵＧＧＣ３′）及 ＳｐｈＫ２的干扰片
段（正义链：５′ＧＣＵＧＧＧＣＵＧＵＣＣＵＵＣＡＡＣＣＵ３′和反义链：５′
ＡＧＧＵＵＧＡＡＧＧＡＣＡＧＣＣＣＡＧＣ３′）由上海吉玛公司合成，ＰＫＤ
的表达质粒由哈佛大学医学院 Ｔｏｋｅｒ教授赠送，ＳｐｈＫ２的表达
质粒由日本神户大学的 Ｎａｋａｍｕｒａ教授赠送，其他试剂均为国
产分析纯试剂。

１．２　细胞培养
　　人肝癌细胞株 ＨｅｐＧ２（购自中科院上海生命科学院）置于
含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ（高糖）培养基中（每毫升含１００Ｕ
青霉素及１００μｇ链霉素），在含有５％ＣＯ２、３７℃温度、饱和湿
度的细胞培养箱中培养。

１．３　ｓｉＲＮＡ与表达质粒的细胞转染
　　参照文献［５］，取对数生长期细胞接种于６孔板中，贴壁后
分别加入阴性干扰片段（空质粒）、ＰＫＤ或 ＳｐｈＫ２的干扰 ＲＮＡ
片段（ＰＫＤ或 ＳｐｈＫ２的表达质粒）与脂质体充分反应的复合
物，继续培养２４ｈ或４８ｈ；然后收集细胞。ＰＫＤ或 ＳｐｈＫ２的干
扰或过表达效率采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法分析［５］。

１．４　流式细胞仪 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡

　　取对数期生长的ＨｅｐＧ２细胞接种于６孔板中，细胞贴壁后
分别加入不同浓度的丁酸钠（１、３、５、７ｍｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后收
集细胞，以ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法处理细胞，流式细胞仪检测细
胞凋亡率。选择一个最佳浓度作为后续研究浓度，参照文献

［５］，转染对数生长期细胞后，加入最佳浓度的丁酸钠，作用
４８ｈ后收集细胞，后期处理方法如上所述。

１．５　统计学分析
　　数据用 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件，两组间比较
采用两独立样本ｔ检验，多组间比较采用方差分析。

２　结果

２．１　丁酸钠对ＨｅｐＧ２细胞诱导凋亡的作用
　　如图１所示，ＨｅｐＧ２细胞经１、３、５、７ｍｍｏｌ／Ｌ浓度的丁酸
钠处理４８ｈ后，细胞凋亡率分别为（７．４２±０．３６）％、（１４．７３±
０．１２）％、（２１．４６±１．５５）％、（３９．００±０．９７）％，均高于对照组
［（１．７８±０．５８）％，Ｐ＜０．０１］。表明丁酸钠可诱导ＨｅｐＧ２细胞
凋亡，且其作用呈浓度依赖性。拟选用一个作用较温和的

５ｍｍｏｌ／Ｌ浓度作为以下凋亡分子调控机制的研究。
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Ａ：对照组细胞；Ｂ～Ｅ：经１、３、５、７ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ后的细胞

图１　流式细胞仪ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染色法检测丁酸钠诱导

ＨｅｐＧ２细胞凋亡
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２．２　干扰 ＰＫＤ对丁酸钠诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡作用
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，干扰 ＰＫＤ组（相对表达量为
０．１２～０．１５）中ＰＫＤ的表达量较阴性对照组（相对表达量为１）
明显降低，干扰效率达８５％以上（Ｐ＜００１，图２）。
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１：干扰对照细胞；２：干扰ＰＫＤ的细胞
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＰＫＤ的效率

　　如图３所示，干扰对照细胞与ＰＫＤ干扰的细胞经丁酸钠处
理４８ｈ后细胞凋亡率分别为（２０．７５±１．１３）％和（４５．１５±
０９７）％，分别高于其未经丁酸钠处理的对照组［（２．３３±
０１９）％、（３．５４±０．０８）％，Ｐ＜０．０１］。与干扰对照细胞相比，
干扰ＰＫＤ的细胞对丁酸钠诱导细胞凋亡的效应约增强 １倍
（Ｐ＜００１）。结果提示ＰＫＤ对丁酸钠诱导的 ＨｅｐＧ２细胞凋亡
具有负调控作用。
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Ａ：阴性干扰细胞；Ｂ：干扰ＰＫＤ细胞；Ｃ：阴性干扰细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ
丁酸钠处理４８ｈ；Ｄ：干扰ＰＫＤ细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ
图３　干扰ＰＫＤ对丁酸钠诱导的ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响

２．３　过表达 ＰＫＤ对丁酸钠诱导 ＨｅｐＧ２细胞凋亡作
用的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，过表达ＰＫＤ组（相对表达量为
２．４～２．６）中ＰＫＤ的表达量约为空质粒对照组（相对表达量为
１）的２．５倍（Ｐ＝００１，图４）。
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１：空质粒对照细胞；２：过表达ＰＫＤ的细胞
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＫＤ的过表达效率

　　如图５所示，空质粒处理的对照细胞与过表达ＰＫＤ的细胞
暴露于丁酸钠（５ｍｍｏｌ／Ｌ）４８ｈ后细胞凋亡率分别为（２９．２４±

１．３１）％和（１１．０９±０．８１）％，均高于相应的丁酸钠未处理组
［（２．３７±０．４６）％、（３．７６±０．４１）％，Ｐ＜０．０１］。相较于空质
粒转染的细胞，过表达 ＰＫＤ的细胞对丁酸钠诱导细胞凋亡的
效应明显下降（Ｐ＜００１）。这进一步表明 ＰＫＤ负性调控丁酸
钠诱导的ＨｅｐＧ２细胞凋亡。
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Ａ：空质粒对照细胞；Ｂ：过表达 ＰＫＤ对照细胞；Ｃ：空质粒对照细胞
经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ后；Ｄ：过表达ＰＫＤ细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ
丁酸钠处理４８ｈ后
图５　过表达ＰＫＤ对丁酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响

２．４　干扰ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡作用
的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，干扰ＳｐｈＫ２组（相对表达量为
０．１０～０１２）中ＳｐｈＫ２的表达量较干扰对照组（相对表达量为
１）明显降低，干扰效率达８５％以上（Ｐ＜００１，图６）。
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１：阴性干扰对照细胞；２：干扰了ＳｐｈＫ２的细胞
图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测干扰ＳｐｈＫ２的效率

　　经阴性干扰和 ＳｐｈＫ２干扰的 ＨｅｐＧ２细胞在丁酸钠
（５ｍｍｏｌ／Ｌ）处理４８ｈ后，细胞凋亡率分别为（２１．６０±０．３２）％
和（４２．００±０．８０）％，分别高于其未暴露丁酸钠的对照组
［（１９８±０．２４）％、（９３．６８±０．４４）％，Ｐ＜０．０１，图７］。与阴性
干扰的细胞比较，干扰ＳｐｈＫ２细胞对丁酸钠诱导凋亡的效应约
增强１倍（Ｐ＜００１）。结果提示 ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导 ＨｅｐＧ２
细胞凋亡具有负调控作用。

２．５　过表达ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡作
用的影响

　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，过表达ＳｐｈＫ２组（相对表达量
为１９～２１）中ＳｐｈＫ２的表达量约为空质粒对照组（相对表达
量为１）的２倍（Ｐ＜００１，图８）。
　　经空质粒处理或过表达 ＳｐｈＫ２的 ＨｅｐＧ２细胞在暴露于丁
酸钠（５ｍｍｏｌ／Ｌ）４８ｈ后，细胞凋亡率分别为（２５．４２±０．４０）％
和（１１．３９±０．８２）％，均高于相应的对照组［（２．４３±０．３７）％、
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（３．４４±０．４５）％，Ｐ＜０．０１，图９］。相较于空质粒处理细胞，过
表达ＳｐｈＫ２的细胞由丁酸钠诱导的细胞凋亡率明显下降（Ｐ＜
００１）。这进一步表明 ＳｐｈＫ２可负性调控丁酸钠诱导 ＨｅｐＧ２
细胞的凋亡。
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Ａ：阴性干扰对照细胞；Ｂ：干扰 ＳｐｈＫ２对照细胞；Ｃ：阴性干扰细胞
经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ；Ｄ：干扰 ＳｐｈＫ２细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁
酸钠处理４８ｈ
图７　干扰ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导的ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响
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１：空质粒对照细胞；２：过表达了ＳｐｈＫ２的细胞
图８　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＳｐｈＫ２的过表达效率
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Ａ：空质粒处理对照细胞；Ｂ：过表达 ＳｐｈＫ２对照细胞；Ｃ：空质粒处
理的细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ后；Ｄ：过表达ＳｐｈＫ２的细胞
经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ后
图９　过表达ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡的影响

２．６　分别干扰ＳｐｈＫ２和ＰＫＤ对彼此蛋白活性的影响
　　ＨｅｐＧ２细胞在ＳｐｈＫ２受干扰的条件下，丁酸钠（５ｍｍｏｌ／Ｌ）

诱导的ＰＫＤ磷酸化未被阻断［与对照组相比，丁酸钠处理的两

组磷酸化 ＰＫＤ表达水平均增高（Ｐ＜００１，图１０Ａ）］，而 ＰＫＤ

受干扰时ＳｐｈＫ２的磷酸化被阻断［与对照组及丁酸钠与 ＰＫＤ

联合干扰组相比，丁酸钠与阴性干扰联合组磷酸化ＳｐｈＫ２表达

水平增高（Ｐ＜００１，图１０Ｂ）］。结果提示 ＰＫＤ可能与 ＳｐｈＫ２

在同一信号通路发挥作用，前者位于后者上游有关。
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Ａ：ＰＫＤ　１：阴性干扰对照细胞；２：干扰ＳｐｈＫ２对照细胞；３：阴性干

扰对照细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ；４：干扰 ＳｐｈＫ２细胞经

５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ；Ｂ：ＳｐｈＫ２　１：阴性干扰对照细胞；２：干

扰ＰＫＤ对照细胞；３：干扰ＰＫＤ细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ；

４：阴性干扰对照细胞经５ｍｍｏｌ／Ｌ丁酸钠处理４８ｈ

图１０　分别干扰ＰＫＤ或ＳｐｈＫ２对丁酸钠诱导的ＳｐｈＫ２、ＰＫＤ活

性的影响

３　讨论

　　在肝癌的综合治疗中，化疗占据着重要的地位，而
常用的化疗药往往在应用一段时间后肝癌细胞就会对

其产生耐药性。所以研究肝癌细胞对抗肿瘤药物的耐

受机制，寻求有效增加化疗敏感性的治疗靶点具有很

重要的科学与应用价值。

　　在许多肿瘤如结肠癌［９］、前列腺癌［１０］等的发生、

发展过程中，鞘磷脂的代谢产物神经酰胺、神经鞘氨

醇、１磷酸鞘氨醇发挥着极为重要的作用。它们参与
调节细胞的增殖和凋亡。在细胞内，这三者之间构成

了一个重要的代谢平衡体，其动态平衡与细胞的生存、

死亡和生命活动密切相关。而 ＳｐｈＫ２是维系它们之
间代谢平衡的关键酶之一［１１］。ＳｐｈＫ２在多种实体肿
瘤中均有不同丰度的表达，其通过 ＳｐｈＫ２／１磷酸鞘氨
醇信号途径对肿瘤的生长、发展起促进作用，使肿瘤细

胞对放化疗产生耐受。

　　ＰＫＤ是一类胞内信使依赖酶，在蛋白质磷酸化过
程中起中介和放大作用，并帮助完成细胞内的信号转

导过程。它可在各个细胞间的信号转导和调节细胞增

殖与存活过程中发挥重要作用［１２－１３］。肝癌细胞的生
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长受多条信号转导通路的调节，而ＰＫＤ信号通路是最
重要的信号通路之一。

　　丁酸钠是膳食纤维在肠道中被细菌酵解后产生的
一种无毒的四碳短链脂肪酸，它在肠道可以毫摩尔级

的高浓度存在，且易经肠道吸收并首先分布到人和哺

乳动物的肝脏。本研究观察到丁酸钠对 ＨｅｐＧ２细胞
具有诱导凋亡的能力，在不同浓度丁酸钠作用下

ＨｅｐＧ２细胞的凋亡呈现浓度依赖性。这一结果与丁
酸钠作用于其他肿瘤细胞的发现相符［８］。本研究通

过ＰＫＤ和 ＳｐｈＫ２分别干扰和过表达状态下丁酸钠诱
导细胞凋亡率的变化证实了这两个蛋白分子在丁酸钠

诱导ＨｅｐＧ２细胞凋亡过程中均起负调控作用。我们
的结果与文献［１４］相反，例如 ＳｐｈＫ２选择性地抑制
ＨＥＫ２９３人胚肾细胞的生长，并诱导其凋亡；同时也与
另外一些报道结果相似，例如ＳｐｈＫ２能够保护 Ｕ８７恶
性神经胶质瘤细胞生存，使其免于凋亡［１５］。因此我们

推测，在某些肿瘤细胞中 ＳｐｈＫ２的激活是为了保护肿
瘤细胞免于受某些（比如化疗药）外界不利条件的影响。

　　本研究观察到的 ＰＫＤ和 ＳｐｈＫ２参与丁酸钠诱导
ＨｅｐＧ２细胞凋亡的调控，与我们前期发现的该两个蛋
白分子对人类结肠癌（ＨＣＴ１１６）细胞的作用相似［５］。

并且就ＰＫＤ位于ＳｐｈＫ２的上游这个结果看，也与我们
在ＨＣＴ１１６细胞的发现类似。因本研究为体外实验，
不能代替体内实验，故有待开展体内实验进行验证。

而且，ＰＫＤ和ＳｐｈＫ２是否普遍参与肿瘤细胞诱导凋亡
的负调控尚待更多的研究证实。当然，探寻安全、有效

的ＰＫＤ／ＳｐｈＫ２抑制物可能具有一定的临床应用前景，
也可能成为肝癌有效治疗的新靶点。
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