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PC-3对TGF-β 的敏感性 
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摘要  前列腺癌对 TGF-β诱导的生长抑制不敏感, 而 PI3K-PKB 信号通路在大多数前列腺癌中高度活化. 
通过生长抑制实验和荧光素酶报告基因系统发现, PI3K-PKB信号通路抑制前列腺癌细胞PC-3对TGF-β
诱导的生长抑制和细胞周期停滞的反应; PI3K-PKB 信号通路抑制 TGF-β诱导的基因转录. 免疫共沉淀
结果显示, PKB 与 Smad3 之间存在蛋白质相互作用, 两者之间的相互作用是通过 Smad3 的 MH2 和
Linker结构域介导的; TGF-β减弱 PKB与 Smad3的结合, 胰岛素(模拟 PKB活化)增强两者的结合; PKB
与 Smad3的结合是 PKB激酶活性依赖的, 丧失激酶活性的 PKB不能与 Smad3相互作用. 结果表明, 前
列腺肿瘤丧失对TGF-β的敏感性与PI3K-PKB 信号通路的过度活化明显相关. PI3K-PKB 信号通路通过
PKB与 Smad3的结合抑制 TGF-β诱导的生长抑制和基因转录.  

关键词  蛋白激酶 B  转化生长因子β  蛋白质相互作用  前列腺癌 

转化生长因子β(TGF-β)是有多种生物学行为的
自分泌、旁分泌生长因子. 它拥有一个巨大的超家族, 
其参与许多基础生物学行为包括细胞迁移、细胞生长

与凋亡、细胞黏附、细胞分化、肿瘤的浸润与转移、

上皮间质转化以及免疫调节等 [1]. 随着对TGF-β研究
的逐步深入, 人们发现, TGF-β的多能性并不是因为
它激活了许多不同的信号通路 , 而是因为对同一信
号通路有不同的“解读”方式 , 即细胞信号通路网络
对TGF-β信号通路的调节决定了TGF-β功能的多样 
性[2].  

PI3K-PKB信号通路与前列腺癌的发生、发展、
治疗、预后都有密切的关系 [3] . 多数前列腺癌细胞 
株TGF-β诱导的生长抑制和凋亡不敏感 [ 4 ] ,  推测 
PI3K-PKB信号通路可以调节前列腺癌细胞对TGF-β
信号通路的敏感性. 有研究报道, 在肝癌细胞Hep3B
中 , PI3K-PKB信号通路可以抑制 TGF-β诱导的
caspase3 的激活 [5]. 在正常大鼠前列腺上皮细胞中 , 
IGF通过PI3K-PKB信号通路抑制了Smad3 的转录活
性[6].  

由于前列腺癌中 PI3K-PKB 信号通路的高度活
化和对 TGF-β的不敏感, 我们猜想 PI3K-PKB信号通
路可以调节前列腺癌细胞对 TGF-β信号通路的敏感
性, 并通过实验证明前列腺癌细胞中 PI3K-PKB信号
通路可以抑制 TGF-β信号通路的活化并调节细胞对
T G F - β的敏感性 ,  这种作用可能是通过 P K B  和 

Smad3的蛋白质相互作用调节的.  

1  材料与方法 
(ⅰ) 细胞与试剂.  人前列腺癌细胞 PC-3 及人

胚胎肾细胞株 293T由本所保存. 重组人 TGF-β (R和
D Systems)、胰岛素(Sigma)、抗-HA 抗体、抗-Myc
抗体、抗 -EGFP 抗体、辣根过氧化物酶标记二抗
(Sigma)、DMEM/F-12 (Hylcone)、胎牛血清  (Invi-
trogen)、LY294002 (Sigma)、 MTT(Sigma)、两步法
逆转录试剂盒、荧光素酶检测试剂盒为 Promega公司
产品. 其余试剂购置 Sigma公司.  

(ⅱ ) 表达质粒 .  HA-Smad2, Myc-Smad3, HA- 
smad4, HA-PKB (WT), HA-PKB (AA), 组成性活化
(constitutive active) PKB (Myr-PKB), PTEN (WT), 
PTEN (GE), PTEN (CS), 4个Smad3突变体 (Myc-MH1, 
Myc-MH1 + Linker, Myc-MH2, Myc-MH2+Linker), CAGA
荧光素酶报告基因质粒, pCMV-Renilla 均由清华大
学生物系陈晔光教授提供. Smad2, Smad3及Smad4全
长 cDNA通过高保真Taq酶扩增出全长 , 并克隆到
pEGFP-C3 空载体中, 得到真核表达质粒EGFP- Smad2/ 
Smad3/Smad4, 经过测序和蛋白印迹, 荧光确定所有构
建质粒均表达. 

(ⅲ) 细胞增殖实验.  采用MTT法进行. PC-3细
胞在 10%胎牛血清的完全培养液 DMEM/F12中传代, 
以适宜浓度接种到 24孔板中, 18 h后转到含 0.2%胎
牛血清的 DMEM/F12培养基中. 血清饥饿 18 h后加 
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入 TGF-β (2.5 ng/mL)和/或 LY294002 (10~20 μmol/L) 
(图 1). 继续培养 72 h, 收获细胞前 4 h转到无血清培
养基, 加入 MTT 储液 10 μL 孵育 4 h. 去除培养基, 
缓冲液洗涤 1次, 加入 DMSO, 室温震摇孵育 20 min, 
酶标仪 570 nm检测各孔吸光值. 每一浓度做 5 个复
孔, 计算平均值并绘制曲线.  

(ⅳ) 细胞周期检测.  PC-3细胞血清饥饿 18 h后
加入TGF-β (2.5 ng/mL)和/或LY294002 (10 μmol/L)刺
激 48 h, 收集漂浮和贴壁的所有细胞, 1000 r/min离心
10 min, 细胞沉淀用 1×PBS 洗 1次, 1000 r/min离心
10 min, 加 70%冷乙醇, 分散成单细胞悬液 4℃固定. 
1000 r/min离心 10 min, 70%乙醇重悬细胞于−20℃保
存, 检测前 30 min加入碘化丙啶(PI)使终浓度为 100 
μg/mL, 混匀后置于 4℃孵育 30 min, 在流式细胞仪
上检测细胞增殖周期的变化.  

(ⅴ ) 荧光素酶报告基因分析 .  CAGA, CMV- 

Renilla是一对报告基因系统的质粒. CAGA是在荧光
素酶编码基因的启动子区插入了 12个 Smad3特异性
的 DNA 结合序列的报告基因, CMV-Renilla 用于降
低背景, 减少误差. 0.5 μg CAGA, 50 ng CMV-Renilla
与各种野生型(WT)、突变型(mutant)质粒共同转染到
PC-3细胞中(磷酸钙转染方法), 12 h后换液, 经各种试
剂处理或不处理 18~24 h, 加入细胞裂解液, 后按照荧
光素酶报告基因试剂盒指南操作.  

(ⅵ) RNA提取和 RT-PCR.  PC-3细胞血清饥饿
18 h 后加入 TGF-β(2.5 ng/mL)刺激 2 h, 细胞用
TRIzol RNA 提取试剂(GIBCO)提取总 RNA, 经过 
DNA酶消化去除DNA后检测A260/A280比值, 比值在 
1.85~2.0 间的用于下一步 RT-PCR. 取 2 μg 的 RNA 

采用二步法 RT-PCR试剂盒(Promega), 以Oligo dT为
引物, 合成 cDNA 第一链, 以基因特异性引物进行
PCR, 以 GAPDH 为内参照. 反应条件如下: 95℃, 3 
min; 95℃, 30 s, 不同温度(55℃~60℃)退火 30 s, 72℃, 
30 s, 25~30个循环; 72℃延伸 10 min. 在 PE 公司的
9600 型 PCR 仪上进行扩增. 产物以含溴化乙锭(EB)
的 1.5%琼脂糖凝胶电泳检测.  

(ⅶ ) 蛋白印迹和免疫共沉淀 .  293T 细胞以
20%的密度传代到培养皿中, 24 h后用磷酸钙方法进
行转染, 转染完 10 h后换培养液, 48 h后用细胞裂解
液回收细胞, 4℃混匀 10 min, 4℃ 12000 r/min离心, 
上清夜加入上样缓冲液后 100℃煮沸 5 min, 然后电
泳转膜 . 免疫共沉淀则在离心后的上清夜中加入抗
体 4℃混匀 3 h, 然后加入蛋白 A珠 4℃混匀 10 h, 经
过 4 次用 TNE 溶液洗涤后加入上样缓冲液后 100℃
煮沸 5 min然后上样, 电泳, 转膜.  

2  结果 

2.1  抑制 PI3K-PKB信号通路可以增强 TGF-β抑制
增殖的作用 

由于P C - 3 细胞中P T E N基因 (可以负性调节
PI3K-PKB信号通路活性)不表达[7], PI3K-PKB信号通
路在P C - 3 细胞中高度活化 .  用LY 2 9 40 02 抑制
PI3K-PKB信号通路, 观察其对TGF-β抗增殖作用的
调节. TGF-β1 (2.5 ng/mL)可以轻微抑制PC-3细胞的
增殖, LY294002 (10 μmol/L)可以明显抑制细胞增殖, 
两者有协同抑制增殖的作用(图 1(a)). 虽然LY294002 
(20 μmol/L)同样可以明显抑制细胞增殖 ,  但是与
TGF-β1(2.5 ng/mL)没有协同作用(图 1(b)). 流式细胞 

 

 
图 1  抑制 PI3K-PKB信号通路增强 TGF-β诱导生长抑制的功能 

TGF-β, 2.5 ng/mL; LY294002, 10 μmol/L(a), 20 μmol/L(b) 
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术结果显示, TGF-β1 (2.5 ng/mL)可以将 G1期的细胞
从 51.35%增加到 77.69%, LY294002 (10 μmol/L)可以
将 G1 期的细胞从 51.35%增加到 84.39%, LY294002 
(10 μmol/L)和 TGF-β1(2.5 ng/mL)同时作用可以将G1
期的细胞从 51.35%增加到 95.89%(图 2). 

2.2  PI3K-PKB信号通路可以抑制TGF-β诱导的基因
转录 

用TGF-β可诱导的、Smad3 依赖的报告基因
CAGA系统 , 通过报告基因的活性间接了解细胞对
TGF-β的敏感性 .  如图 3(a)所示 ,  在PC-3 细胞中
CAGA报告基因对TGF-β刺激有反应而且呈剂量依赖
关系 .  由于PC-3 细胞中PTEN基因 (可以负性调节
PI3K-PKB信号通路活性)不表达[7], PI3K-PKB信号通
路在PC-3 细胞中高度活化 . 据推测 , 用LY294002 
(PKB通路特异性抑制剂)抑制PI3K-PKB信号通路活
性后可以增强TGF-β信号通路的活性. 结果表明, 单
独用LY294002 (10 μmol/L)对CAGA活性无明显影响, 
但是与单独用TGF-β(2.5 ng/mL)比较, LY294002 与
T G F - β联合应用可以明显增强 C A G A的活性 

(图 3(b)). 与此相反, 尽管PC-3 细胞中PI3K-PKB信号
通路高度活化[7], 胰岛素(模拟PI3K-PKB信号通路活
化)可以进一步抑制CAGA荧光素酶报告基因活性(图
3(c)).  

在 PC-3 细胞中重新瞬时表达 PTEN, 结果发现
野生型的 PTEN 可以增强 TGF-β诱导的 CAGA 荧光
素酶报告基因活性并可以部分逆转胰岛素对 CAGA
活性的抑制作用, 突变型的 PTEN 对 TGF-β诱导的
CAGA 活性无明显影响且不能逆转胰岛素对 CAGA
活性的抑制作用(图 4(a)). 通过瞬时转染增强 PC-3内
PKB的表达来活化 PI3K-PKB信号通路, 发现转染野
生型 PKB和组成活化型 PKB可以明显抑制 TGF-β诱
导的 CAGA活性, 且野生型 PKB对 CAGA活性的抑
制程度与胰岛素类似, 而组成活化型 PKB 对 CAGA
活性的抑制程度还要强于胰岛素 ; 胰岛素 (模拟
PI3K-PKB 信号通路活化)不能进一步增强 PKB 抑制
TGF-β诱导 CAGA 活性的作用. 激酶失活型 PKB 可
以略微增强 CAGA 报告基因活性, 并且可以逆转胰
岛素对 CAGA报告基因活性的抑制作用(图 4(b)). 

 

 
图 2  抑制 PI3K-PKB信号通路增强 TGF-β诱导细胞周期停滞于 G1的功能 
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图 3  PI3K-PKB信号通路抑制 TGF-β通路信号诱导的基因转录 

(a) PC-3保持对TGF-β的响应; (b) LY294002增强TGF-β信号; (c) 胰岛素抑制TGF-β 信号 

 

 
图 4  PTEN逆转胰岛素对 TGF-β信号的抑制作用 

多种 PTEN表达载体(a)和 PKB表达载体(b)与 CAGA报告基因共转染到 PC-3细胞中, 胰岛素(1 μmol/L)  
和 TGF-β(2.5 ng/mL)于收获细胞前 18 h加入到培养基中 

 
2.3  PI3K-PKB信号通路不调节TGF-β通路信号分子
的表达 

为了探讨 PI3K-PKB信号通路调节细胞对 TGF-β
敏感性的机制, 用 RT-PCR 检测了 TGF-β信号通路诸
信号分子的表达. 激活和抑制 PI3K-PKB 信号通路都
不能调节 Smad2, Smad3, Smad4, TβRⅠ及 TβRⅡ的表
达(图 5). 虽然 TGF-β刺激 可以上调 TGF-β信号通路
抑制性分子Smad7, SnoN及TGIF的表达, 但是用胰岛
素激活 PKB 通路不能上调它们的表达, 用 LY294002
抑制 PKB通路也不能下调它们的表达(图 5).  

2.4  PKB可与 Smad3发生蛋白质相互作用 

已有研究报道, PKB与Smad3的相互结合可以调
节TGF-β信号 [8,9] . 我们通过免疫共沉淀实验也发现, 
PKB可以特异性的与Smad3发生蛋白质相互作用, 而
不与Smad2和Smad4结合(图 6(a)). 同样, Smad3也可
以与PKB发生蛋白质相互作用(图 6(b)), 利用表达不
同功能域的S m a d 3 进行免疫共沉淀发现S m a d 3 

 
图 5  PI3K-PKB信号通路不调节 TGF-β通路信号分子的表达 
Con, 对照组; TGF, TGF-β处理组(TGF-β, 2.5 ng/mL); In, 胰岛素处理

组(1 μmol/L); LY, LY294002处理组(10 μmol/L) 
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是通过它的 MH2 和 Linker 区与 PKB 发生相互作用
的(图 6(c)). 

Smad3与Smad4的结合对TGF-β信号的传递起着
重要的作用[10]. 免疫共沉淀结果显示, Smad3既可以
与Smad4 结合也可以与PKB发生相互作用(图 6(d)). 
由于 293T细胞对TGF-β刺激不敏感, 我们通过瞬时
转染组成性活化TGF-β的Ⅰ型受体(TβRⅠ- GGD)来
模拟TGF-β刺激, 发现随着TβRⅠ-GGD转染剂量的

增大, Smad3和PKB的相互作用减弱(图 6(d)), 而胰岛
素在并不明显调节Smad3 与Smad4 结合的前提下可
以略微增加Smad3 和PKB的相互作用(图 6(e)). 由于
胰岛素激活PKB需要磷酸化PKB分子 308和 473位氨
基酸 , 且这两个位点的磷酸化对PKB的激酶活性有
重要调节作用 [11] , 我们进一步观察这两个位点的磷
酸化对Smad3 和PKB的结合有无影响 .  实验表明 , 
P K B 与 S m a d 3 的 作 用 是 P K B 激 酶  

 
图 6  Smad3与 PKB相互作用 

IP, 免疫共沉淀; WB, 免疫印迹. (a) PKB特异性与Smad3结合; (b) Smad3与PKB结合; (c) Smad3的Linker和MH2结构域介导了与PKB 
的结合; (d) TGF-β信号抑制Smad3与PKB的结合; (e) 胰岛素增强Smad3与PKB的结合; (f) PKB的磷酸化促进其与Smad3的结合 
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活性依赖的, 因为野生型的PKB可以与Smad3相结合
而激酶失活型的 PKB不能与 Smad3相结合(图 6(f)). 

3  讨论 
TGF-β是体内主要的负性生长因子, 大多数肿瘤

细胞通过各种各样的途径逃避TGF-β诱导的生长抑
制和凋亡, 最常见的方式就是TGF-β信号通路信号分
子的突变、缺失、下调表达[4,12]. 荧光素酶报告基因
系统显示PC-3 细胞对TGF-β刺激有反应, 而且呈剂
量依赖性关系, 虽然与对TGF-β敏感的细胞Hep3B相
比有差距. RT-PCR的结果表明, PC-3细胞的TGF-β信
号通路是完整的, 至少没有信号分子的突变和缺失. 
这与van der Poel[13]的报道在PC-3细胞中TGF-β可以
活化pGL3-SBE 报告基因的结论是一致的.  

调节TGF-β信号通路抑制性蛋白的表达也可以
影响细胞对TGF-β敏感性 . Smad7, SnoN, TGIF是
TGF-β信号通路的负性调节分子. EGF可以促进三者
的表达 , 抑制 TGF-β信号 [14~16]. 实验结果显示 , 
TGF-β可以上调这 3 种基因的表达, 这可能是细胞的
自反馈机制; 但是用胰岛素激活PI3K-PKB信号通路
或LY294002抑制PI3K-PKB信号通路均不能影响这 3
种基因的表达, 表明PI3K-PKB信号通路不能调节这
3 种基因的表达, 说明PI3K-PKB信号通路并不是通
过上调TGF-β信号通路负性调节因子来调节TGF-β信
号的.  

调节细胞对TGF-β敏感性的另一主要方式就是
其他信号通路对TGF-β信号通路的调节. TGF-β通路
可以受很多其他信号通路的调节 , 包括丝裂原活化
蛋白激酶通路 (MAPK通路 )、钙调蛋白激酶通路
(CamKⅡ)、蛋白激酶C(PKC)通路等[17]. 最近研究表
明, 在前列腺肿瘤细胞中雷帕霉素(mTOR的抑制剂, 
mTOR是PKB的底物)可以激活Smad活性 [18], 这间接
表明PI3K-PKB信号通路与TGF-β信号通路存在相互
关系. 本研究表明, PI3K-PKB信号通路对TGF-β诱导
的生长抑制和细胞周期停滞起着抑制作用(图 1和 2). 
PI3K-PKB信号通路可以抑制TGF-β诱导的基因转录
(图 3和 4). LY294002 (20 μmol/L)与TGF-β无协同作
用可能是因为PI3K-PKB信号通路是细胞的主要存活
通路 , 明显抑制该通路活性可以直接导致细胞死亡
(图 1(b)). 

研究报道 , PKB可与Smad3 竞争性结合Smad3, 
抑制Smad3 的入核, 减弱Smad3 的转录能力, 导致
Smad3 作为TGF-β信号通路主要信号传递分子的能

力减弱 [8,9]. 本研究结果也表明, 作为Smad3 既可以
与Smad4 结合也可以与PKB发生相互作用; TGF-β信
号通路活化促进两者解离; 胰岛素增强两者结合; 而
PKB的活化更可以促进两者的结合(图 6). 由于前列
腺癌中PI3K-PKB信号通路高度活化, PKB的活性和
含量都高于正常组织, 于是更多的Smad3与PKB结合, 
较少的Smad3 与Smad4 结合, TGF-β信号因为主要信
号传递分子缺乏而受到抑制. 这可能就是PC-3 细胞
对TGF-β不敏感的机制之一.  

Smad3 是 TGF-β信号通路中的主要信号传递分
子, 它可以与许多蛋白质发生相互作用介导TGF-β信
号通路与其他信号通路的“crosstalk”. 最近的研究表
明, PTEN和 mTOR (PKB的底物)也可以与 Smad3结 
合[19,20]. 而在前列腺中, 雄激素受体可以与Smad3 发
生相互作用, 抑制TGF-β诱导的基因转录; Smad3 也
可以抑制雄激素诱导的基因转录, 这些作用是TGF-β
和雄激素依赖性的并且可能参与了前列腺癌向雄激

素非依赖的转化[21~23]. 进一步证明PKB与TGF-β具有
“crosstalk”需要在PC-3 细胞中进行. 我们已经构建了
EGFP/RFP-Smads系列荧光融合蛋白, 准备利用荧光
共振能量转移实验证明Smad3 和PKB在PC-3 中也可
以结合.  

信号通路是一个及其精细、复杂的网络系统, 每
条信号通路的激活都可以激活其他信号通路 , 同时
又受其他信号通路的调节和抑制 [2]. 我们发现, 细胞
中的PKB与Smad3 处于动态平衡中 ,  正常情况下 , 
Smad3 主要与Smad4 结合, 传递TGF-β信号. 当PKB
通路激活时 ,  PKB与Smad3 的亲和力增强 ,  更多 
Smad3与 PKB结合, 减弱了 Smad3与 Smad4的结合, 
TGF-β信号的传递受到抑制 . 前列腺癌发生时 , 
PI3K-PKB 信号通路活化 , 打破了平衡 . 更多的
Smad3 与 PKB 结合 TGF-β信号因为主要信号传递分
子缺乏而受到抑制 . 这可能就是大多数前列腺癌对
TGF-β诱导的生长抑制和凋亡不敏感的原因.  

致谢  感谢清华大学生物系分子细胞实验室陈晔光教授及
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