
书书书

论著 ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０１５０１０３０

地塞米松增强Ｌ０２细胞Ｐ糖蛋白的表达作用机制的初步研究
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　　［摘要］　目的　探讨地塞米松对人正常肝细胞株Ｌ０２细胞Ｐ糖蛋白（Ｐｇｐ）表达的影响，以及磷酸
肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）／蛋白激酶 Ｂ（Ａｋｔ）途径在调控 Ｐｇｐ表达中的作用。方法 　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
体外培养Ｌ０２细胞Ｐｇｐ与Ａｋｔ的表达水平，比较经地塞米松、ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２及两者联
合处理２４ｈ前后Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平的变化及地塞米松处理２４ｈ前后Ｌ０２细胞Ａｋｔ表达水平的差
异，分析Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ表达之间的关系。结果　１０μｍｏｌ／Ｌ地塞米松刺激２４ｈ后Ｌ０２
细胞Ｐｇｐ及Ａｋｔ表达水平较刺激前分别显著增加６０．８％（Ｐ＝０．０２６７）和２５．０％（Ｐ＝０．０３５８）；Ｌ０２细
胞中Ｐｇｐ表达水平与 Ａｋｔ表达水平之间呈显著正相关（Ｐｅａｒｓｏｎ系数 ＝０．８７，Ｐ＜０．０１）；ＬＹ２９４００２
（２０μｍｏｌ／Ｌ）处理组Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平较对照组（未处理组）显著降低３３．８％（Ｐ＝０．０１８４）；地塞
米松单独处理组和地塞米松与ＬＹ２９４００２联合处理组Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平分别是对照组的（１６３５±
１８４）％和（１３０．１±２２．０）％，两者间相差显著（Ｐ＝０．０３１３）。结论　地塞米松可能通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
途径诱导Ｌ０２细胞Ｐｇｐ增强表达。
　　［关键词］　Ｌ０２细胞；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ；Ｐ糖蛋白；地塞米松
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　　日本学者与我们的前期研究显示，糖皮质激素能
有效阻止乙型肝炎病毒（ｈｅｐａｔｉｔｉｓＢｖｉｒｕｓ，ＨＢＶ）相关
急性肝衰竭的发生，但其确切机制尚未阐明［１－２］。免

疫和炎症反应介导的肝细胞损伤与肝细胞保护是决定

肝细胞存活与死亡的两个关键环节。由此推测，抑制

过强的免疫应答与炎症反应和增强肝细胞保护功能是

阻止肝细胞死亡与 ＨＢＶ相关肝衰竭发生的２个关键
环节，同时也可能是糖皮质激素阻止急性肝衰竭发生

的关键机制。然而，同样能抑制过强免疫应答与炎症

反应的环孢素 Ａ不仅不能有效阻止急性肝衰竭的发
生，反而具有明显的肝细胞毒性，提示不能完全用抑制

免疫应答与炎症反应的机制来解释糖皮质激素在阻止

急性肝衰竭发生中的作用［３－４］。由此，我们认为糖皮

质激素阻止急性肝衰竭发生的机制，除与其能抑制免

疫应答与炎症反应有关外，可能更关键的是与其能增

强肝细胞保护功能有关。

　　由多药耐药基因 １（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｇｅｎｅ１，
ＭＤＲ１）编码的Ｐ糖蛋白（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）具有重
要的组织细胞保护功能，并可能在保护肝细胞、阻止肝

细胞死亡中起重要作用。地塞米松（ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ，
Ｄｅｘ）和氢化可的松可通过诱导豚鼠脑微血管内皮细
胞表达 Ｐｇｐ，增强血脑屏障功能［５］，地塞米松也能诱

导大鼠原代肝细胞增强表达 Ｐｇｐ［６］，布地奈德能诱导
结肠腺癌细胞增强表达 Ｐｇｐ［７］，胎盘滋养细胞的糖皮
质激素受体α可能参与调控Ｐｇｐ转录［８］，因而推测地

塞米松能通过诱导人肝细胞Ｐｇｐ表达、增强肝细胞保
护作用。然而，地塞米松诱导肝细胞表达 Ｐｇｐ的机制
尚未阐明。已有研究显示，地塞米松能激活耳毛细胞

的磷酸肌醇３激酶 （ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，
ＰＩ３Ｋ）信号途径增强表达［９］，而在小鼠淋巴瘤细胞、鼠

白血病细胞株、人胃癌细胞、人白血病多药耐药细胞株

中，激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ的通路能增强 Ｐｇｐ的表达［１０－１３］，

因而推测地塞米松能通过 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径诱导人
肝细胞表达Ｐｇｐ。本研究拟采用人正常肝细胞株Ｌ０２
作为模型，体外观察地塞米松能否上调 Ｌ０２细胞的
Ｐｇｐ表达水平，并初步探讨 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ细胞信号通路
在此过程中的作用。

１　材料与方法

１．１　主要试剂及耗材
　　地塞米松（购自中国大连美仑生物）；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶

抑制剂ＬＹ２９４００２（购自美国 Ａｂｃａｍ公司）；ＲＰＭＩ１６４０
培养基、０．２５％胰蛋白酶（购自美国Ｇｉｂｃｏ公司）；新生
牛血清（购自中国兰州民海）；针对人Ｐｇｐ的单克隆抗
体（ＥＰＲ１０３６４，购自美国 Ａｂｃａｍ公司）；针对人 Ａｋｔ的
单克隆抗体（Ｃ６７Ｅ７，购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，
ＣＳＴ公司）；ＧＡＰＤＨ抗体、辣根过氧化物酶标记山羊抗
兔ＩｇＧ、辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（购自中
国江苏碧云天生物技术研究所）；ＲＩＰＡ裂解液、ＰＭＳＦ
（购自中国南京凯基生物）；ＰＶＤＦ膜（购自美国 Ｍｉｌｌｉ
ｐｏｒｅ）；ＢＣＡ蛋白定量分析试剂盒、ＥＣＬ化学发光显色
试剂盒（购自美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．２　细胞株及细胞培养
　　人正常肝细胞 Ｌ０２细胞株购自上海细胞所，培养
于含１０％新生牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，培养条
件为３７℃，饱和湿度，５％ ＣＯ２孵箱内，Ｌ０２细胞呈长
多边形，贴壁生长２～３ｄ后用０．２５％胰蛋白酶消化传
代，实验时所用细胞均处于对数生长期。

１．３　细胞处理
　　收集呈对数生长期的Ｌ０２细胞，用０．２５％胰蛋白
酶消化处理，制成单细胞悬液，取５×１０５的 Ｌ０２细胞
悬液接种于６孔板内，每孔２ｍＬ，于３７℃，５％ ＣＯ２孵
箱中培养２４ｈ、待细胞完全贴壁后再进行以下研究。
　　地塞米松诱导Ｌ０２细胞Ｐｇｐ及Ａｋｔ表达：在每孔
中分别加入不同浓度的地塞米松（０、５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）
刺激Ｌ０２细胞，各设３个复孔，于３７℃，５％ ＣＯ２孵箱
中继续培养２４ｈ。
　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２对 Ｌ０２细胞基础
Ｐｇｐ表达的影响：分别加入不同浓度的 ＬＹ２９４００２（５、
１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）刺激Ｌ０２细胞，各设３个复孔，于３７℃，
５％ ＣＯ２孵箱中继续培养２４ｈ。
　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２对地塞米松诱导
Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达的影响：筛选最适浓度，单独及联合
加入１０μｍｏｌ／Ｌ地塞米松，２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２刺激
Ｌ０２细胞，各设３个复孔，于３７℃，５％ＣＯ２孵箱中继续
培养２４ｈ。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ与 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ表

达水平

　　Ｌ０２细胞按５×１０５／孔接种于６孔板中，提取蛋白
时用冷ＰＢＳ洗２次，将２００μＬ／孔的ＲＩＰＡ强裂解液与
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ＰＭＳＦ的混合液加入板中，４℃ １２０００×ｇ离心５ｍｉｎ，
收集上清液，即为所提细胞总蛋白，用酶标仪测定蛋白

浓度，加入蛋白上样缓冲液，按照１５μｇ／孔进行 ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶电泳，６０Ｖ电泳３ｈ，然后将蛋白转到ＰＶＤＦ
膜上，用５％脱脂奶粉封闭２ｈ，ＴＢＳ洗膜后按照分组
加入兔源性单克隆 Ｐｇｐ一抗、Ａｋｔ一抗及鼠源性单克
隆ＧＡＰＤＨ一抗，４℃孵育过夜，孵育１６ｈ后 ＴＢＳＴ洗
膜２次，５％脱脂奶粉封闭２０ｍｉｎ，分别加入山羊抗兔
及山羊抗小鼠辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育

７５ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗膜４次，每次２０ｍｉｎ，吸干 ＰＶＤＦ膜上
液体后加入 ＥＣＬ发光液，使用 ＩｍａｇｅＬａｂ软件于 Ｂｉｏ
ＲａｄＣｈｅｍｉＤｏｃＴＭ ＸＲＳ上显影。Ｐｇｐ及 Ａｋｔ表达水平
以目的蛋白印迹条带与内参 ＧＡＰＤＨ灰度值比值为相
对表达量，与对照组以百分比形式作图，结果数值用

ＩｍａｇｅＪ１．４６ｒ软件分析。
１．５　统计学方法
　　所有计量资料数据以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较行单因
素方差分析及ｔ检验，Ｐｇｐ及 Ａｋｔ基础表达水平之间
的相关性采用多次重复实验后两变量灰度值比值的

Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，使用 ＳＰＳＳ１８．０进行统计分析，所
有图形使用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５绘制。

２　结果

２．１　地塞米松对Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平的影响
　　不同浓度的地塞米松（５、１０、２０μｍｏｌ／Ｌ）处理Ｌ０２
细胞２４ｈ后，提取的细胞总蛋白中 Ｐｇｐ表达水平较
对照组升高，其中当地塞米松浓度为 １０μｍｏｌ／Ｌ时
Ｐｇｐ表达水平较对照组显著增加６０．８％（Ｐ＜０．０５，图
１），其余各组无统计学差异（Ｐ＞０．０５）。
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１：对照组；２：Ｄｅｘ５μｍｏｌ／Ｌ组；３：Ｄｅｘ１０μｍｏｌ／Ｌ组；４：Ｄｅｘ
２０μｍｏｌ／Ｌ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结
果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度地塞米松对Ｌ０２细胞

Ｐｇｐ表达水平的影响

２．２　地塞米松对Ｌ０２细胞Ａｋｔ表达水平的影响
　　地塞米松浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ时Ａｋｔ的表达水平较
对照组显著增加约（２５．０±９．５）％（Ｐ＜０．０５，图２）。
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１：对照组；２：Ｄｅｘ１０μｍｏｌ／Ｌ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结
果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１０μｍｏｌ／Ｌ地塞米松对Ｌ０２细胞

Ａｋｔ表达水平的影响

２．３　Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平与Ａｋｔ表达水平间的关系
　　Ｌ０２细胞Ａｋｔ表达水平越高者，其 Ｐｇｐ表达水平
也越高，两者之间呈显著正相关（Ｐｅａｒｓｏｎ系数＝０．８７，
Ｐ＜０．０１）。
２．４　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ在调控 Ｌ０２细胞基础性 Ｐｇｐ表达中

的作用

　　不同浓度 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２（５、１０、
２０μｍｏｌ／Ｌ）处理２４ｈ后的Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ表达水平均
低于未处理的 Ｌ０２细胞（对照组），且 ＬＹ２９４００２浓度
越高者，其Ｐｇｐ表达水平则越低。２０μｍｏｌ／Ｌ酶抑制
剂ＬＹ２９４００２处理组Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平与对照组
相比显著降低３３．８％（Ｐ＜０．０５，图３Ａ、Ｂ）。
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１：对照组；２：ＬＹ２９４００２５μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＬＹ２９４００２１０μｍｏｌ／Ｌ
组；４：ＬＹ２９４００２２０μｍｏｌ／Ｌ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；
Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同浓度ＬＹ２９４００２对Ｌ０２细胞

Ｐｇｐ表达水平的影响
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２．５　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ在地塞米松诱导 Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ表达
中的作用

　　地塞米松单独处理组和地塞米松与 ＬＹ２９４００２联
合处理组 Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ表达水平分别是对照组的
１６３５％和１３０．１％，两者间相差显著（Ｐ＝０．０３１３）。
地塞米松单独处理组较对照组的 Ｐｇｐ表达水平显著
增高６３．５％（图４Ａ），地塞米松与ＬＹ２９４００２联合处理
组较对照组Ｐｇｐ表达水平显著增加３０．１％（图４Ｂ）。
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１：对照组；２：Ｄｅｘ１０μｍｏｌ／Ｌ组；３：ＬＹ２９４００２２０μｍｏｌ／Ｌ组；
４：Ｄｅｘ１０μｍｏｌ／Ｌ＋ＬＹ２９４００２２０μｍｏｌ／Ｌ组　Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测单独及联用１０μｍｏｌ／Ｌ地塞米松和

２０μｍｏｌ／ＬＬＹ２９４００２对Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达水平的影响

３　讨论

　　Ｐｇｐ是一种重要的多药转运蛋白，由１２８０个氨
基酸组成，在正常人肝细胞、肠上皮细胞等组织细胞中

均有不同程度表达。Ｐｇｐ能将外源性或有害化学物
质及内生性有毒代谢产物泵出肝细胞外，减少其在肝

细胞内的堆积，从而阻止肝细胞损伤与死亡。另外，

Ｐｇｐ能直接抑制半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（Ｃａｓｐａｓｅ）
８与Ｃａｓｐａｓｅ３的激活，阻止Ｃａｓｐａｓｅ依赖的细胞凋亡。
小鼠敲除ＭＤＲ基因（缺乏Ｐｇｐ）后出现肝细胞损伤变
性、汇管区炎性细胞浸润，并容易发展为肝硬化与肝

癌。因此，上调肝细胞Ｐｇｐ表达有助于增强肝脏抗损
伤和处理毒性物质的能力，并有可能在阻止急性肝衰

竭的发生与发展中起重要作用。Ｌ０２细胞是来源于中
科院上海生化细胞所的正常人肝细胞株，具有正常人

肝细胞的类似形态与功能。本研究结果显示，Ｌ０２细
胞基础Ｐｇｐ表达水平较低，可用作研究 Ｐｇｐ表达调
控机制的细胞模型。Ｉｑｂａｌ等［５］发现地塞米松及氢化

可的松能诱导豚鼠脑血管内皮细胞增强表达 Ｐｇｐ；
Ｃｈｉｅｌｉ等［６］发现地塞米松能够诱导大鼠原代肝细胞增

强表达Ｐｇｐ；本研究结果也显示地塞米松能诱导人正
常肝细胞 Ｌ０２细胞增强表达 Ｐｇｐ，提示糖皮质激素有
可能通过上调肝细胞 Ｐｇｐ表达途径增强肝细胞的保
护功能。

　　国外已有研究发现糖皮质激素参与调控细胞 Ｐ
ｇｐ表达的可能信号通路，Ｓｈｉ等［１４］发现地塞米松能诱

导鼠肝细胞孕烷Ｘ受体（ｐｒｅｇｎａｎｅＸｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＰＸＲ）增
强表达；而Ｒｉｇａｌｌｉ等［１５］发现安体舒通能通过激活ＰＸＲ
诱导ＨｅｐＧ２细胞增强表达Ｐｇｐ；Ｚｈａｎｇ等［１６］发现地塞

米松可通过ＰＸＲ诱导人视网膜色素上皮细胞增强表
达Ｐｇｐ；另外，Ｈａａｋｅ等［９］发现地塞米松能激活听耳毛

细胞的 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和蛋白激酶 Ｃ（ｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅＣ，
ＰＫＣ）／核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）信号途径
增强表达以对抗ＴＮＦα介导的细胞凋亡，而Ｌｉｕ等［１７］

发现胰岛素能通过激活 ＰＫＣ／ＮＦκＢ信号途径诱导鼠
脑微血管内皮细胞增强表达Ｐｇｐ；文献［１８－２０］研究
发现地塞米松能激活鼠胰岛细胞与神经细胞、人血管

内皮细胞ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路；而 Ｍａｏ等［１２］发现他莫

昔芬能通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑制胃癌细胞
Ｐｇｐ的表达；Ｋｕｏ等［２１］发现乙酰氨基芴能通过激活

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ和ＮＦκＢ信号途径增强肝癌细胞 Ｐｇｐ的表
达。因此我们推测 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ、ＰＫＣ／ＮＦκＢ及 ＰＸＲ信
号通路可能在糖皮质激素诱导不同细胞 Ｐｇｐ增强表
达中起重要作用。但糖皮质激素能否通过上述细胞信

号通路诱导人正常肝细胞增强表达 Ｐｇｐ目前尚少见
报道。本研究探讨 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在激素诱导人
正常肝细胞Ｌ０２细胞Ｐｇｐ增强表达的作用，结果显示
地塞米松也能诱导 Ｌ０２细胞增强表达总 Ａｋｔ，提示糖
皮质激素也能激活正常人肝细胞株 Ｌ０２细胞 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号途径。本研究结果还显示，Ｌ０２细胞中 Ｐｇｐ
表达水平与总 Ａｋｔ表达水平呈显著正相关，提示地塞
米松上调Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ表达可能与其激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
信号途径有关。

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２为 ＰＩ３Ｋ特异性抑
制剂，抑制了 Ａｋｔ的磷酸化，从而抑制了 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信
号通路的活化。本研究发现 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂
ＬＹ２９４００２能降低 Ｌ０２细胞基础性 Ｐｇｐ表达水平、且
呈现剂量依赖性，提示ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径参与Ｌ０２细
胞Ｐｇｐ表达的调控。本研究结果还显示，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
酶抑制剂ＬＹ２９４００２联合地塞米松诱导组的 Ｌ０２细胞
Ｐｇｐ表达水平显著低于单用地塞米松诱导的 Ｌ０２细
胞、但仍显著高于对照组，进一步证实地塞米松可能通

过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号途径上调 Ｌ０２细胞 Ｐｇｐ表达。
然而，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ酶抑制剂 ＬＹ２９４００２未能完全抑制
Ｌ０２细胞基础性与地塞米松诱导性的 Ｐｇｐ表达，提示
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还可能存在ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ以外的信号途径参与调控Ｌ０２细
胞Ｐｇｐ表达。有关磷酸化Ａｋｔ与Ｐｇｐ表达水平之间的
关系及其他信号通路在糖皮质激素诱导人正常肝细胞

Ｌ０２细胞Ｐｇｐ增强表达中的作用，有待进一步研究。
　　综上所述，地塞米松可能通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径
上调Ｌ０２细胞Ｐｇｐ表达，从而增强肝细胞的保护肝功
能，为进一步阐明糖皮质激素阻止急性肝衰竭的发生

机制提供了初步的实验依据。
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