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磷脂酰肌醇 3激酶信号通路影响细胞凋亡在肺腺癌 A549细胞群集耐药中的作用

黄海辉 ,梁后杰 ,胡绍毅 ,边志衡 ,何建明　　(第三军医大学西南医院肿瘤科 , 重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨 PI3K信号通路在肿瘤群集耐药中的作用。方法　采用旋转培养瓶结合台式水浴恒温振荡器旋

转培养的方法 ,进行肺腺癌 A549 细胞体外立体培养 ,通过Western blot、原位细胞凋亡检测 、四唑盐(MTT)比色法及血球计

数器计数法检测 Akt 、Bcl-2 、Bad的表达 、细胞凋亡率及对阿霉素(ADM)敏感性。 结果　①立体培养细胞存在 Akt 的高表

达;②同平面培养比较 , 立体培养细胞存在 Bcl-2 高表达 , Bad 低表达 , 细胞凋亡率低 , 对 ADM 敏感性低的特征 ,阻断 PI3K

信号通路后 ,两者差异明显缩小。结论　PI3K 信号通路可通过抑制细胞凋亡在肺腺癌 A549细胞群集耐药中发挥作用 , 阻

断 PI3K信号通路可能逆转该耐药现象 。
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Effects of PI3K pathway on multicellular resistance of lung adenocarcinoma A549 cells

via affecting cell apoptosis
HUANG Hai-hui , LIANG Hou-jie , HU Shao-yi , BIAN Zhi-heng , HE Jian-ming(Department of Oncology , Southwest Hospital , Third
Medical Military University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate the roles of PI3K pathway in multicellular resistance of lung adenocarcino-

ma A549 cells.Methods　Three-dimensional culture of A549 cells was conducted using rotatable culture bottle and

desk-top water bath shaker.Western blot , in situ cell apoptosis detection , MTT , and blood cell counter were em-

ployed to detect the expressions of Akt , Bcl-2 , and Bad , the apoptotic rate , and the susceptibility of apoptosis to ad-

riamycin(ADM)of A549 cells under different culture conditions.Results　Compared with cells cultured in two-di-

mensional culture system (2-D system), higher Akt and Bcl-2 expressions , lower Bad expression and apoptotic rate ,

and decreased susceptibility to ADM were found in cells cultured in three-dimensional culture system(3-D system).

The differences diminished significantly after blocking the PI3K pathway.Conclusion　PI3K pathway has effect on

the multicellular resistance of lung adenocarcinoma A549 cells via inhibiting cell apoptosis.Blocking this pathway

may revert the resistance.

　　Key words:lung adenocarcinoma A549 cells;three-dimensional cell culture;PI3K pathway;cell apoptosis;

drug susceptibility;multicellular resistance

　　1990年 Teicher等
[ 1]
发现小鼠体内对烷化剂耐药

的肿瘤细胞 ,当在体外以单层培养检测时即失去其耐

药表型 ,但将这些肿瘤细胞进行立体培养时仍表现出

耐药特性 ,这种耐药现象被称之为“多细胞耐药”(mul-

ticellular resistance , MR)或“群集耐药” 。磷脂酰肌醇-3

激酶(phosphatidylinositol 3 kinase , PI3K)信号通路 ,具有

调节细胞的增殖 、生存和分化等功能 ,可对细胞凋亡产
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生影响 ,而抑制细胞凋亡是肿瘤产生耐药的重要原因 ,

因此推测 PI3K通路可能在群集耐药中发挥作用。本

实验观察立体培养与平面培养细胞 PI3K通路下游丝

氨酸 苏氨酸激酶(Akt)的表达差异及立体培养细胞在

给予 PI3K阻滞剂 LY294002后 ,观察药物敏感性 、细胞

凋亡率及相关蛋白(Bcl-xl 、Bad)表达等方面的变化 ,以

探讨 PI3K信号转导通路在肿瘤群集耐药中的作用。

1　材料和方法

1.1　实验材料
　　肺腺癌A549 细胞株由第三军医大学新桥医院全军呼吸内

科研究所提供。

　　主要仪器及试剂:Spinner flask(Bellcoglass);Cultispher-s(球
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型载体)(Hyclone);Bcl-xl兔抗人多克隆抗体 、Bad 兔抗人多克隆

抗体 、生物素化小鼠抗兔-IgG(Santa cruze);Akt(磷酸化)兔抗人

多克隆抗体(Cell Signaling);PI3K阻滞剂 LY294002(Sigma);原位

细胞凋亡检测试剂盒(北京中山生物技术有限公司)。

1.2　方法
1.2.1　实验分组　　共分 3 组 , 平面培养组(2D system), 立体

培养组(3D system), 立体培养+LY294002 组(3D system+LY)。

1.2.2　细胞培养模型的建立　　肺腺癌 A549 细胞二维平面

培养(2D system)方法参照文献[ 2] ;肺腺癌 A549 细胞三维立体

培养(3D system)方法[ 3] :

　　①Cultispher-s 的准备:将 Cultispher-s 浸泡于 0.01 mol L 磷

酸盐缓冲液(PBS)中 1.5 h 后进行压力蒸汽消毒 , 更换 PBS 两

次 ,每次均浸泡 1 h , 吸去 PBS , 以含 10%小牛血清的 RPMI1640

培养液浸泡 1 h 后更换培养液 , 于室温下浸泡过夜 , 第 2 天使

用。

　　②将准备好的 Cultispher-s 、肺腺癌 A549 单细胞悬液及含

10%小牛血清的 RPMI1640 培养液加入以 1.5%琼脂糖铺底的

Spinner flask内进行培养。

　　③第 1个 24 h 中 ,前 2 h 每小时旋转转子 1 次 ,其后每 2 小

时 1次 , 每次均为 3～ 4 min ,转速均为 40 ～ 50 r min , 其余时间均

置于 CO2 孵箱内孵育。

　　④24 h后 , 为便于分组实验 , 将 Cultispher-s 吸入以 1.5%琼

脂糖铺底的 6 孔或 12 孔培养板中 ,更换培养液 , 每 4 小时置于

台式水浴恒温振荡器内水平振荡 1次 , 每次3 ～ 4 min , 振荡频率

为 20～ 30 r min ,其余时间均置于 CO2 孵箱内孵育 , 每天更换培

养液 ,再连续培养 3 ～ 4 d后进行实验研究。

1.2.3　细胞凋亡检测　　参照原位细胞凋亡试剂盒说明书

(在分组前进行细胞计数 , 以保证每组细胞数基本一致)。凋亡

率=凋亡细胞数 同视野细胞总数×100%。

1.2.4　细胞凋亡相关蛋白表达　　采用Western blot技术 , 蛋

白含量以条带的 OD值×面积表示。

1.2.5　ADM敏感性检测

1.2.5.1　立体培养细胞采用血球计数器计数法　　立体细胞

培养模型建立后 , 加入不同浓度 ADM(0、0.001、0.01、0.1 、1 、10

μg ml),继续培养 2 d 后 , 进行消化处理 , 制备成单细胞悬液 , 置

于离心管中 , 室温 , 1 000 r min 离心 4 min 后弃上清 , 加入 0.01

mol L PBS 1 ml , 吹打成单细胞悬液 , 用微量移液器吸取 7 μl单

细胞悬液于血球计数器上 ,镜下进行细胞计数 ,以 ADM 浓度为

横轴 , 细胞存活率为纵轴绘制生长曲线 , 取不同阿霉素浓度下

的细胞存活百分数的均值 ,用 excel作浓度-存活百分数的分布

拟合曲线 ,根据分布拟合曲线计算出在细胞存活百分数为 50%

的条件下的药物浓度 ,即为其对 ADM IC50值。细胞存活率=不

同浓度ADM 组存活细胞数 未加 ADM 组存活细胞数×100%。

1.2.5.2　平面培养细胞　　采用 MTT 法[ 2] , 以 ADM 浓度为横

轴 ,细胞存活率为纵轴绘制生长曲线 , 并求出 IC50值(细胞存活

率=不同浓度 ADM 组光吸收值 未加 ADM 组光吸收值 ×

100%)。

1.3　统计学处理
　　实验数据用 x±s表示 ,采用 SPSS10.0 软件处理 , 行方差分

析及组间多重比较。

2　结果

2.1　不同培养条件对细胞凋亡的影响
　　肺腺癌 A549 细胞平面培养组的凋亡率为(18.78 ±

2.47)%, 高于立体培养组的凋亡率(7.84±1.65)%, 两者相差

非常显著(P<0.01);立体培养细胞加入 LY294002 后凋亡率上

升为(10.71±1.29)%, 与立体培养组比较差异显著(P<0.05),

而同平面培养组的差异性缩小(图 1)。

2.2　相关蛋白的表达情况
2.2.1　Akt的表达　　平面培养组的 Akt 表达量为(4 243.649

±114.045)Int×mm2 , 低于立体培养组的 Akt表达量(5 303.912

±128.661)Int×mm2 , 两者差异性非常显著(P<0.01)。

2.2.2　抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达　　平面培养组的 Bcl-2 表达

量为(4 012.909±180.547)Int×mm2 , 低于立体培养组的 Bcl-2

表达量(4 990.402±161.717)Int×mm2 ,两者相关非常显著(P <

0.01);立体培养细胞加入显著(P<0.01), 而同平面培养组的

差异性缩小。

2.2.3　前凋亡蛋白 Bad 的表达　　平面培养组的 Bad 表达量

为(4 501.392±169.431)Int×mm2 , 高于立体培养组的 Bad 表达

量(3 611.178±112.477)Int×mm2 , 两者相差非常显著(P <

0.01);立体培养细胞加入 LY294002 后 Bad 表达量上升为

(3 987.807±167.191)Int×mm2 , 与立体培养组比较差异非常显

著(P<0.01),而同平面培养组的差异性缩小。

A:Digested adenocarcinoma A549 cells(×200);B:Cell apoptosis in 2D system(fluorescence microscope ×200);C:Cell apoptosis in 3D system(fluorescence

microscope ×200);D:Cell apoptosis in 3D system after adding LY294002 to culture medium (fluorescence microscope ×200)

图 1　肺腺癌 A549细胞在不同培养条件下细胞凋亡情况

Fig 1　Apoptosis of adenocarcinoma A549 cells under different culture conditions
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2.3　药物敏感性检测
2.3.1　平面培养及加入 LY294002前后立体培养细胞的生长曲

线　　见图 2 ,平面培养组 、立体培养组及立体培养+LY294002

组的 IC50值分别为:0.09 、0.19、0.14μg ml。

图 2　不同培养条件下 A549细胞的生长曲线

Fig 2　The growth curve of A549 cells under different culture conditions

2.3.2　平面培养及加入 LY294002 前后立体培养细胞对 ADM

敏感性的比较　　以最接近 IC50值的 ADM 浓度(0.1 μg ml)为

基准 , 比较三者间药物敏感性的差异 , 细胞存活率越高表示对

药物的敏感性越低。 平面培养组的细胞存活率为(47.97 ±

1.45)%, 低于立体培养组的细胞存活率(54.53±1.50)%,两者

相差非常显著(P<0.01);立体培养细胞加入 LY294002 后细胞

存活率下降为(52.62±1.14)%, 与立体培养组比较差异非常显

著(P <0.01), 而同平面培养组的差异性缩小。 显著立体培养

组对 ADM的敏感性明显低于平面培养组 , 在加入 LY294002 后

立体培养细胞的药物敏感性上升。

3　讨论

　　在Teiches等发现肿瘤细胞存在群集耐药现象后 ,

Taylor等
[ 4]
进一步研究发现 ,这种耐药现象可能主要与

肿瘤三维立体结构中细胞-细胞或细胞-基质的相互作

用所致的整个细胞群体的耐药表型改变有关。PI3K

是磷脂酰肌醇(Ptdlns)依赖激酶家族成员 ,可特异催化

Ptdln(4 ,5)P2 和 Ptdln4P 的 3-OH 磷酸化 ,分别生成 Pt-

dln(3 ,4 ,5)P3和 Ptdln(3 , 4)P2 两种多磷脂酰肌醇衍生

物作为信使分子 ,参与一系列细胞功能的调节 ,包括增

殖 、生存 、分化 、细胞骨架构筑等。Akt是 PI3K最主要

的靶酶 ,与多种细胞活动 、物质代谢调节 ,尤其是与抑

制细胞凋亡 、促进细胞生存有密切关系
[ 5]
。在 PI3K途

径中 ,当上游信号刺激细胞膜表面时 ,穿膜受体酪氨酸

激酶自磷酸化或磷酸化其他底物后 ,可在细胞膜内表

面产生PI3K结合位点 ,PI3K 结合后可产生一些磷脂 ,

激活其下游的Akt ,活化的 Akt可介导各种类型的细胞

生长 、生存和分化
[ 6]
,同时还可上调抗凋亡基因的表

达 ,抑制由 c-myc诱导的细胞凋亡 ,或活化细胞内其他

信号转导通路 ,调节细胞的适应性生存
[ 7]
。

　　凋亡是一个细胞的主动死亡过程 ,在正常情况下 ,

机体可通过诱导凋亡来清除受损或无生理意义的细

胞 ,有利于机体环境的稳定 ,而在肿瘤中 ,肿瘤细胞却

可通过抑制凋亡来实现自我保护 ,以利于生存。ADM

等化疗药物除直接杀伤肿瘤细胞外 ,还可通过诱导肿

瘤细胞进入凋亡程序 ,以达到消灭肿瘤细胞的目的 ,由

此推论 , 细胞凋亡能力可直接影响化疗药物的效

应
[ 8 ,9]
。肿瘤细胞可通过抑制进入凋亡程序 ,从而表现

出对化疗药物的耐受性 ,是肿瘤细胞所具有的自我保

护功能之一。

　　由于平面培养细胞为贴壁生长而立体培养细胞为

有载体支撑悬浮生长 ,因此在比较两者药物敏感性时

分别采用MTT法及血球计数器计数法 ,在保证两种培

养条件下各组间细胞数基本一致 ,根据各组存活细胞

百分比均值所绘制的两条生长曲线具有可比性。本研

究证实同平面培养相比立体培养的肺腺癌 A549细胞

表现为 Akt的高表达 ,细胞凋亡率低 ,抗凋亡蛋白Bcl-2

高表达 ,前凋亡蛋白 Bad 低表达 ,同时对 ADM 的敏感

性低 ,在给予PI3K阻滞剂 LY294002后 ,两者上述指标

的差异性明显缩小。表明 PI3K通路可通过抑制肿瘤

细胞凋亡在肺腺癌A549细胞群集耐药中发挥作用。
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