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GSK一3 13参与抑制肺癌细胞增殖的实验研究 

刘 翩 ．．2，蒋幼凡 1，岳 秀 2，刘 晓 ，2 

(1．重庆医科大学附属第二医院呼吸内科，重庆 400010；2．重庆医科大学基础研究所，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨糖原合成酶激酶一3 13(GIycogen synthase kinase一313，GSK一3 B)对肺癌A549细胞增殖的影响及可能机制。方 

法：M1Tr法检测不同浓度曲古抑菌素A(TSA)和联合 GSK一3 p抑制剂SB216763对 A549细胞增殖的影响；Western Blot法检测 

各组细胞中 GSK一3 B和磷酸化 GSK一3 p(pGSK一3 p)蛋白表达的变化；流式细胞仪分析细胞周期；免疫细胞化学法检测 p27蛋 

白水平。结果：TSA以剂量依赖性抑制 A549细胞生长，使细胞周期阻滞于 GJG。期，用 SB216763预处理后明显减弱了TSA对 

A549细胞的生长抑制作用和细胞周期阻滞。TSA对细胞 GSK一3 蛋白表达无明显影响，却降低了pGSK一3 13蛋白水平，p27蛋 

白表达增加；抑制剂 SB216763使 pGSK一3 13表达增加，下调 p27蛋白水平。结论：GSK一3 13参与并促进了TSA对肺癌细胞的生 

长抑制和细胞周期阻滞效应，其机制可能与 GSK一3 13对 p27蛋白的调节有关。 
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Glycogen synthase kinase-3 13(GSK-3 13)involved in the inhibitory effect on 

proliferation of lung carcinoma cells in vitro 

L，UPlan，etal 

(Department ofRespiratory Medicine，the Second Affiliated Hospital，Chongqing Medical University) 

【Abstract】Objective：To explore the effect of Glycogen synthase kinase一3 p (GSK一3 p)on cell proliferation in human lung 

adenocareinoma cell line A549 and its potential mechanisms．Methods：MTF assay was employed to evaluate the effects of triehostatin A 

(TSA)and pretreatment with SB216763 (a specific inhibitor of GSK一3 13)on the proliferation of A549 cells．Western Blot was employed 

to analyze the protein levels of GSK-3 13 and phosphorylated GSK一3 13 (pGSK一3 B)．Cell life cycle was examined by flow cytometry 

analysis．The immunocyt0chemical method was employed to analyze the protein levels of p27．Results：TSA could inhibit the proliferation 

of A549 cells in a dose-dependent manner and the cell cycle was arrested in GdGl phase in A549 cells treated with TSA．While 

pre-treatment of A549 cells with SB2 1 6763 attenuated TSA induced growth inhibiting and cell cycle arrest．TSA did not alter the levels of 

GSK-3 13 but decreased pGSK-3 13 expression and up-regulated p27 expression．As expected，SB216763 increased the levels of 

pGSK一3 13，consistent with inhibition of GSK一3 p activity．Inhibition of GSK一3 p activity down regulated p27 protein leve1．Conclusion： 

GSK-3 p was involved in the inhibition of effect induced by TSA on lung carcinoma cells proliferation process．GSK-3 B may exert this 

effect by stabilization of p27 which may be one of the downstream molecules． 
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肺癌是最常见的恶性肿瘤之一。近年来发病率 

和病死率都有明显增高的趋势，然而治疗效果在近十 

年中没有显著的提高。其中主要原因是肺癌生物学特 

性十分复杂，恶性程度高，在治疗上容易出现耐药。近 

年来开展这方面的多种研究，其中就有糖原合成酶 

激酶一3 (Glycogen synthase kinase一3B，GSK一313)。 

GSK一313是一种多功能的蛋白激酶，是细胞内多种信 

号转导通路中的重要成分，不仅参与细胞内糖代谢过 

程而且还参与细胞增殖、细胞分化和细胞凋亡等多种 
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重要生理过程 ，其 Ser9残基被磷酸化后活性被抑 

制13]。已有实验证实，通过对 GSK一3B的调节可促进 

肿瘤细胞的生长或凋亡，Farago等网研究表明在乳腺 

上皮中GSK一3B的突变或药理学上的活性下调能促 

进乳腺肿瘤的发生。本研究以曲古抑菌素 A(Tri． 

chostatin A，TSA)抑制肺癌 A549细胞的增殖并用 

GSK一313特异性小分子抑制剂抑制GSK一3B活性，初 

步探讨GSK一313在肺癌中的作用及可能机制。 

1 材料与方法 

1．1 材料 
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肺 腺癌 细胞 株 A 5 4 9 购 自中科 院上 海 细 胞 库 ； R P M l l 6 4 0

培养基 、 小 牛血 清购 自美 国 H y c l o n e 公 司 ；P B S 、 0 ． 2 5 ％ 胰酶 等 由

重 庆 医科大学基 础研 究所提供 ；细胞裂解 液购 自上 海 申能博彩

生 物公 司 ；
一 抗兔抗人 磷酸 化 G S K 一 3 B 购 自 C e l l S i g n a l i n g 公

司 ， 鼠抗人 G S K 一 3 B 购 自北 京博奥森生 物公 司 ， 鼠抗 人 P 2 7 抗

体购 白武汉 博 士 德公 司 ， 鼠抗 人 B — a c t i n 购 自 S a n t a C r u z 公

司 ；辣根过氧化物酶标记 羊抗小 鼠 I g G 、 羊抗兔 I g G 、 S — P 免疫 组

化染 色试 剂 盒 购 自北 京 中杉 金 桥 生 物 公 司 ；M 1 Tr 、
D M S O 、 T S A

购 自美 国 S i g m a 公 司 ；G S K 一 3 B 抑 制 剂 购 自 B I O S O U R C E 公

司 。

l -2 方 法

1 ． 2 ． 1 细胞培 养 肺 腺癌 细胞 株 A 5 4 9 用 含 1 0 ％ 的小 牛 血 清 ，

1 0 0 U ／m l 青霉素 、 10 0 IX g ／m l 链 霉 素 的 R P M l l 6 4 0 培养 液置 于

3 7 ％ 、 5 ％ C O ： 孵 箱 内传代培养 ， 待细胞 生 长 至 对 数生 长期进 行

药物干预 。

1 ． 2 ． 2 M r几 法 检 测 加 酶 抑 制 剂 前 后 T S A 对 细 胞 增 殖 的影 响

收集对数生 长期细胞 ， 用 0 ． 1 ％ 胰 蛋 白酶 消化 ， 用 含 1 0 ％ ／Jx 牛 血

清的培养基 制成 单细胞悬 液 ， 调 整 为 l X 1 0
。 个 ／m l 的细胞浓度

以每孔 2 0 0 IX l 接种于 9 6 孑L板 中 ， 加入 T s A ( 用 D M S O 溶解 ，4 cc

纠皤瞢f；i新字备用升赵封爹斡绉蝴 1 25 灿 g ，L 2 5 斗 rCL , 5 0 IX ∥L 、 1 0 0 斗 g ／L 、

2 0 0 斗 g ／L ；T S A 与 G S K 一 3 p 抑 制剂 S B 2 16 7 6 3 共 同作 用 分 析 ：

细胞 与 1 0 “ m o l／L 的 S B 2 16 7 6 3 共育 3 h 后 再加 入 T S A n
， 使其

终浓度为 1 2 ． 5 斗 g ／L 、 2 5 斗 g ／L 、 5 0 斗 g ／L 、 1 0 0 斗 ∥L 、 2 0 0 p g ／L
， 对

照组 不 加药及 酶抑制剂 ， 另设 空 白对 照 ( 只加培 养基 和 溶剂 ， 不

加细胞 ) ， 每组 设 5 个 复孑L ， 培 养 2 4 h 后 每孔 加入 M 1 Tr 溶液 ( 5

m g ／m 1 )2 0 ¨ l 孵育 4 h ， 终 止 培 养 ， 吸弃孔 内上 清液 。 每孔 加 入

1 5 0 “ l D M S O ， 5 7 0 n m 波 长 ， 在 酶联 免疫 检测 仪上 测 定 各孔 光

吸 收值 。 实验 重 复 3 次 ， 取 均值 。 计算细胞增殖 抑制率 = ( A ，。 对

照组 一 A ，。 实验组 )，A ，。 对照 组 × 1 0 0 ％ 。

l _2 _3 细胞周期检测 实验 分 4 组 ：对 照组 ，
T S A ( 2 5 ¨ g ／L )组 ，

T S A ( 2 5 “ g ／L )+ S B 2 1 6 7 6 3 ( 1 0 斗 m o l／L ) 组 ， S B 2 1 6 7 6 3 ( 1 0

¨ m o l／L ) 组 。 对 数生 长期 的细胞 用 无 血 清 的 R P M l l 6 4 0 培养

2 4 h 同步化后 ， 分组 干预 2 4 h 。 收集不 同处 理 组 细胞 ， 磷 酸盐 缓

冲液 ( P B S )洗 涤 2 次 ， P B S 重 悬 细 胞 ， 7 0 ％ 的 冰 乙 醇 固 定 4 ℃

过 夜 ， 再用 P B S 洗 涤 细胞 1 次 ， 加碘化丙 啶染液 0 ． 5 m l ， 3 7 ％ 孵

育 3 0 m i n 上 流式细胞仪检测细胞周期 。

1．2 A W e s t e r n b l o t 法 测 定各 组 细 胞 中 G S K 一 3 B 和 p G S K 一 3 p

蛋 白表达 的变化 T S A 及 酶抑 制剂 作用 2 4 h 后 ， 细胞用 冷 P B S

轻洗 3 次晾干 ， 加细胞 裂解 液 + P M S F 置 冰上 完全裂解后 ，4
~

C 离

心 ， 上 清 即为 细胞 总 的蛋 白溶解成分 。 4 0 “ l 蛋 白样 品加 人 上

样 B u f f e r l 0 “ l ， 1 0 0 ％ 煮沸 5 m i n 使之 变性 。 经 聚丙 烯 酰胺 凝

胶 ( 10 ％ 的分离胶 、 5 ％ 的堆 积胶 ) 电泳 ， 然 后 以 2 5 0 m A 转 移 到

P V D F 膜上 ， 5 ％ 脱脂奶 粉封 闭后 ， 分 别加 入 G S K 一 3 B ( 1 ： 5 0 0 )

及 p G S K 一 3 B ( 1 ： 1 0 0 0 ) 一 抗 及 内参 p — a c t i n ( 1 ： 1 0 0 0 ) 4 ℃

过 夜 。 T B S T 液洗膜后 ， 再 与辣根过 氧化物酶标记 的二 抗 ( 1 ： 1

o o o )反 应 2 h ， T B S T 液 洗膜后 E C L 显 色 ， 成像 。 结果 以 Qn a n —

t itv O n e 图像分析 系统进 行 条带 光 密 度分 析 ， 目的蛋 白与 内参

B —

a c t i n 条带灰度 的 比值作为蛋 白表达 的相 对 含量 。

1 ． 2 ． 5 免疫细胞化学法检测 p 2 7 蛋 白表达 变化 分组 同细胞

周期检 测 。 药物 干 预 后 的细 胞 接 种 在 放 有 盖 玻 片 的 2 4 孔 板

中 ， 制成 细 胞爬 片 ， 继 续 培养 2 4 h 备用 。 4 ％ 多聚 甲醛 固定后 ，

按 s P 免疫组 化试 剂盒 步骤处 理 ， D A B 显 色 ， 苏木精复染 ， 中性

塑 胶 封 片 ， 自动 图 象分 析仪 随机 计 数 2 0 0 个 细胞 ， 得 到平 均 光

密度值 ( M O D ) 。 阳性 细胞 均呈 细胞 浆或胞 核棕黄 色染 色 ， 以

P B S 代替 一 抗 作 阴性 对 照 。

1 ． 2 ． 6 统计方法 应用 S P S S l 0 ． 0 统计 软件进 行单 因素方差 分

析 和 t 检验 ， 所 有 数 据均 以 互± s 表 示 ， 取 P < 0 ． 0 5 有 统 计 学 意

义 。

2 结 果

2 ． 1 T S A 及 联 合 S B 2 1 6 7 6 3 对 A 5 4 9 细 胞 增 殖 的 影

响

1 2 ． 5 斗g门L、 2 5 斗g／L 、 5 0 斗g门L 、
1 0 0 ¨g门L 、

2 0 0 斗g／L

的 T S A 作 用 2 4 h 明 显 抑 制 A 5 4 9 细 胞 生 长 ， 此 效 应 呈

剂 量 依 赖 性 (P < 0 ． 0 5 ) 。 从 2 5 斗g，L 组 起 ， 用 1 0 Ix m o l ／L

S B 2 1 6 7 6 3 预 处 理 后 再 加 入 T S A 与 单 用 T S A 相 比 ，

抑 制 率 明 显 下 降 (P < 0 ． 0 5 ) ， S B 2 1 6 7 6 3 能 减 弱 T S A 对

A 5 4 9 细 胞 的 生 长 抑 制 作 用 。 见 图 1 。 经 观 察 ， 选 用

1 2 ． 5 斗g门L 、 2 5 ¨g／L 、 5 0 “g门L 的 T S A 作 用 A 5 4 9 细 胞

检 测 G S K 一 3 13 蛋 白 的 变 化 。

零
一

褂
器

器

1 2 ． 5 2 5 5 0 1 0 0 2 0 0

T S A 浓 度 ( 斗∥L )

— _．一
'

FS A 『

。 二==! = J 黜 ＆S B 2 l 敞 酬

图 1 T S A 及 联 合 S B 2 1 6 7 6 3 (1 0 LL m 0 1／L )

对 A 5 4 9 细 胞 增 殖 的影 响

2 -2 T S A 及 联 合 S B 2 1 6 7 6 3 对 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 周 期

的 影 响

2 5 斗g门L 的 T S A 作 用 A 5 4 9 细 胞 2 4 h ，
G o，G 1 期 细

胞 增 加 ， S 期 细 胞 减 少 ， 与对 照 组 相 比 ， 差 异 有 显 著 性

(P < 0 ． 0 5 ) ；用 S B 2 1 6 7 6 3 预 处 理 后 与 单 用 T S A 组 相 比

G d G 。 期 细 胞 减 少 ，
S 期 细 胞 增 加 (P < 0 ． 0 5 ) ；S B 2 1 6 7 6 3

组 较 正 常组 G0／C 。 期 细 胞 减 少 (P < 0 ． 0 5 ) ， S 期 细胞 无 明

显 差 异 (P > 0 ． 0 5 ) ， 各 组 细 胞 G 删 期 变 化 不 显 著 (JP >

0 ．0 5 ) 。 见 表 l 。

2 -3 W e s t e r n b l o t 免 疫 印迹 法 测 蛋 白 表 达 的 变化

2 -3 ． 1 不 同 浓 度 的 T S A 对 G S K 一 3 B 和 p G S K 一 3 p 蛋

白表 达 的影 响 从 2 5 斗班 组 起 ， 随着 T S A 浓 度 的增

∞ ∞ 加 ∞ 如 ∞ ∞ 加 m O
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加 ， p G S K 一 3 B 蛋 白表达 减 少 ， 差 异 有 显 著性 (P < 0 ． 0 5 ) ，

G S K 一 3 G 蛋 白表 达 无 显 著 变 化 (P > 0 ． 0 5 ) 。 见 图 2 。

2 ． 3 ． 2 T S A 及 联 用 S B 2 1 6 7 6 3 对 G S K 一 3 B 和 p G S K 一

3 B 蛋 白表 达 的 影 响 加 入 G S K - 3 # 特异性抑制 剂后 ，

磷酸 化 的 G S K - 3 # 蛋 白水平较对 照 组 增 加 (P < 0 ． 0 5 ) ， 联

合用 药 组 也 比 单 用 T S A 组 表 达 增 加 (P < 0 ．0 5 ) ， 而 各组

细胞 中 G S K - 3 # 蛋 白表达 无 显 著变化 (P > O．0 5 ) 。 见 图 3 。

2 4 免 疫 细 胞 化 学法 检 测 不 同 处 理 组 中 p 2 7 蛋 白表

达 的 变化

1 2 ． 5 斗g，L T S A 作 用 A 5 4 9 细 胞 2 4 h 后 ， 与 对 照

组 相 比 ， p 2 7 蛋 白表 达 增 加 (P < 0 ． 0 5 ) ，
S B 2 1 6 7 6 3 降低

了 p 2 7 蛋 白水 平 (P < 0 ． 0 5 ) 。 见 表 2 。

表 l T S A 及 联 合 S B 2 1 6 7 6 3 对 肺癌 A 5 4 9 细 胞 周 期 的影 响( n = 3 ，x ~ s )

注 ：

’

为 与对 照 组 相 比 P < O． 0 5 ，

”

为与 T S A 组 相 比 P < O． 0 5

@㈤ ! §溺}

a ． 对 照 组 ； b ． 1 2 ． 5 扯 g ／L 组 ；c ． 2 5 斗 g ／L 组 ．d．5 0 斗 g ／L 组

图 2 不 同浓 度 的 T S A 对 G S K 一 3 6 。 p G S K 一 3 B

蛋 白表达 的影 响

表 2 T S A 及 联 用 S B 2 1 6 7 6 3 对 A 5 4 9 细 胞 p 2 7 蛋 白的影 响

( n = 3 。 x

一

~ S )

组 别 M O D 值

正 常组

T S A 组

T S A + S B 2 1 6 7 6 3 组

S B 2 1 6 7 6 3 组

0 ． 5 3 ± 0 ． 0 4

O． 6 7 ± 0 ． 0 4
’

0 ． 5 5 ± 0 ． 0 6

O． 4 1 ± 0 ． 0 3
‘

注 ：
。 为 与 对 照 组 相 比 P < 0 ． 0 5 。

3 讨 论

各 种 肿 瘤 的 发 生 往 往 存 在 乙 酰 化 的 紊乱 ， 组 蛋

白 乙 酰 转 移 酶 和 组 蛋 白去 乙 酰 化 酶 共 同调 控 组 蛋 白

的 乙 酰 化 状 态 。 曲古 抑 菌素 A 是 一 种 组 蛋 白去 乙 酰

化 酶 抑 制 剂 ， 具 有 强 大 、 特 异 的 肿 瘤 杀 伤效 应 而 成 为

抗 癌 药 物 研 究 热 点同
。 在 乳 腺 癌 M C F 一 7 细 胞 株 中 曲

a b C d

p G S K 一 3 B

~ -

a c t i n

a ． 对 照组 ；b ． T S A 组 ；c ． T S A + S B 2 1 6 7 6 3 组 ；d 。 S B 2 1 6 7 6 3 组

图 3 T S A 及 联 用 酶抑制 剂 对 G S K 一 3 p ， p G S K 一 3 B

蛋 白表 达 的影 响

古 抑 菌 素 A 可 通 过 使 A K T 脱 磷 酸 化 而 失 活 从 而 引

起 G S K 一 3 B 活 性 增 加 同
。

近 年 来 ， G S K 一 3 B 在 肿 瘤 发 生 发 展 及 治 疗 中 的作

用 引起 越 来 越 广 泛 的关 注 ， G S K 一 3 B 磷 酸 化 是 调 控 其

功 能 状 态 的 主 要 机 制 ， 其 上 游 的 蛋 白激 酶 ( 如 A K T )

可 以 通 过 磷 酸 化 其 9 位 氨 基 酸 而 抑 制 G S K 一 3 B 的

活 性 罔
。

本 研 究 中 ， 不 同浓 度 的 T S A 对 肺 癌 A 5 4 9 细 胞 的

生 长 抑制 作用 具 有 剂 量 依赖性 ， 将 细胞 周 期 阻滞 于 G 。

期 。 虽 然 W e s t e r n B l o t 法 检 测 细 胞 中 G S K 一 3 8 蛋 白表

达 无 显 著 性 改 变 (P > 0 ． 0 5 ) ， 但 9 位 点 磷 酸 化 G S K 一

3 B 蛋 白表 达 随 T S A 浓 度 增 加 而 减 少 (P < 0 ．0 5 ) ， 说 明

T S A 并 未 引 起 G S K 一 3 B 蛋 白合 成 增 多 ， 导 致 总 的

G S K 一 3 B 水 平 的升 高 ， 而 是 通 过 使 其 去 磷 酸 化 使 活 性

抑 制 形 式 的 蛋 白 (p G S K 一 3 B ) 表 达 减 少 而 上 调 G S K 一

⋯
。

。

一

。

謦
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3B的活性，说明 GSK一313可能参与了TSA对肺癌 

A549细胞的抑制作用。并且，用 GSK一3B特异性的 

小分子抑制剂预先处理后能明显减弱不同浓度的 

TSA的生长抑制作用(P<0．05)，也影响了 TSA诱导 

的细胞周期阻滞(P<0．05)，证实了GSK一3B参与调节 

TSA对肺癌A549细胞的细胞毒性效应。 

最近一些研究也表明，持续的GSK一3B抑制是 

肿瘤发生的一个标志，在几种不同的人肿瘤细胞株 

如肝癌 、肺癌 、乳腺癌中，抑制 GSK一3B的活性明显 

地减少了化疗药物诱导的凋亡翻，而复活 GSK一3B能 

增加肝癌细胞对化疗诱导的凋亡的敏感性Ⅱq。表明GSK- 

3B活性抑制可能是肿瘤细胞化学耐药的一种机制。 

细胞的增殖受到细胞周期的精密控制，其中任 

何环节出现障碍都可导致细胞周期失控而异常增 

殖，最终可能发展为肿瘤。p27是一种重要的细胞周 

期负调控因子 ，被认为是一种抑癌基 因，其基因突变 

在人类肿瘤中罕见，在肿瘤细胞中的改变主要表现 

为蛋白量远低于正常细胞水平 ，p27蛋 白表达量的变 

化与肺癌的发生、发展及预后密切相关【1】]。许多胞外 

的抗增殖信号可诱导 p27蛋白表达，阻止细胞由G1 

期进入 S期 ．从而抑制细胞增殖。p27是 GSK一313的 

直接底物之一，p27蛋白上存在 2个 GSK一38磷酸化 

位点 ，GSK一3B磷 酸化 p27蛋 白而增加其稳定 性[51。 

TSA处 理 A549细 胞 后 ，p27蛋 白表 达 增 加 (P< 

0．05)，GSK一3B的上游重要效应分子AKT，也可以从 

基因和蛋白水平调节 p27的表达，但 GSK一3B抑制 

剂处理 A549细胞后 ，p27蛋 白表达减少 (P<0．05)， 

细胞增殖能力部分恢复 ，表明 p27蛋 白增加部分参 

与了TSA引起的细胞生长抑制，且这一作用可能受 

GSK一3B调节。 

本实验显示 了在肺癌 A549细胞 中，GSK一3B具 

有抗肿瘤作用，这与 Sithanandam等[12,131的研究结果 
一 致，他们发现表皮生长因子受体家族的一个成员 

ErbB3通过活化 AKT使 GSK一3B失活 ，稳定 Cy． 

clinD1参与肺腺癌的生长，而且这一信号通路在维 

持肺腺癌的存活和侵袭中必不可 。 

综上所述 ，GSK-313抑制肺癌细胞生长 ，其机制可 

能与 GSK一3B对 p27的调节有关 ，提示了~ IIGSK一 

3B活性的药物可有助于治疗肺癌，同时也为进一步 

深人了解 GSK一3B在肺癌的发病机制和治疗中的生 

物学特性奠定了基础。另外，GSK一3B的抑制剂在临床 

上用于治疗糖尿病等，应该注意到这些药物可能促进 

肿瘤的发生或增加化疗药物的耐药性。 
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