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GPI-PLD 通过下调 PI3K-Akt 信号通路活性抑制肝癌细胞的生长
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[ 摘要 ] 目的：明确糖基化磷脂酰肌醇特异性磷酯酶 D (glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase D，GPI-

PLD) 对肝癌细胞 HepG2 的影响以及可能的调控分子机制。方法：通过转染构建高表达 GPI-PLD 模型，利用 MTT、

荧光染色以及 Western 印迹检测高表达 GPI-PLD 对肝癌细胞的影响，同时接种于裸鼠模型中，进一步明确 GPI-PLD

在体内对肝癌细胞的影响。结果：与空白组和对照组相比，GPI-PLD 组 PI3K-Akt 信号通路活性明显受到抑制，肝癌

细胞增殖活性明显受到抑制并呈现典型的凋亡形态。肝癌裸鼠模型结果显示 GPI-PLD 组肿瘤的生长速度、肿瘤质量

[(1.87±0.09) g] 小于空白组 [(2.20±0.17) g] 和对照组 [(2.15±0.09) g]，GPI-PLD 组 AST，ALT，AFP 血清浓度显著低于空

白组和对照组 (P<0.05)。结论：GPI-PLD 可通过下调 PI3K-Akt 信号通路活性，抑制肝癌细胞的增殖及体内生长，促

进肝癌细胞的凋亡。

[ 关键词 ]   糖基化磷脂酰肌醇特异性磷酯酶 D；肝癌细胞；PI3K-Akt；凋亡
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肝 细 胞 癌 (hepatocellular carcinoma，HCC) 严

重 危 害 着 人 类 健 康。 中 国 每 年 约 11 万 人 死 于 肝

癌， 占 世 界 肝 癌 死 亡 人 数 的 45%[1]。 探 索 肝 细 胞

癌发生发展的病理生理机制，寻找有效的治疗方

法成为当今一个临床研究热点。糖基化磷脂酰肌

醇 (glycosylphosphatidylinositol，GPI) 锚 定 蛋 白 质、

小窝蛋白、糖脂和胆固醇等以脂质微域形式与大

量信息转导通路的多种蛋白富集于细胞质膜小窝

内，GPI 锚定蛋白质的改变可能影响到该蛋白质的

生物学作用和脂质微域的信号转导 [2]。多种 GPI 锚

定蛋白质在肝细胞癌等多种肿瘤的发生发展中起

重要作用 [3-4]。糖基化磷脂酰肌醇特异性磷酯酶 D 
(glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase D，

GPI-PLD) 是人体内唯一可水解细胞膜表面 GPI 结

构，调节 GPI 锚定蛋白释放的酶 [2-3,5]。肝脏是血浆中

GPI-PLD 的重要来源，Raymond 等 [6] 发现 HCC 患者

血浆 GPI-PLD 的活性水平低下，推测 HCC 患者肝组

织合成和储存 GPI-PLD 均减少。本课题组成员前期

研究 [2,5,7] 发现高表达 GPI-PLD 基因影响 HepG2 细胞

的生物学特性并在维甲酸诱导肝癌细胞 HepG2 的凋

亡过程中有重要作用，推测其分子机制可能是 GPI-
PLD 基因表达增强，使 GPI-PLD 酶活性增加，水解

释放细胞膜上 GPI 锚定的蛋白质如 CD87，CD55，

CD59，PLAP，CEA 和 CEACAM6 等增加，改变了这

些 GPI 锚定蛋白质的功能和信号转导途径。但迄今

为止，GPI-PLD 如何调节肝癌细胞 HepG2 的生物学

特性以及其调控的分子机制尚不明确。因此，进一

步明确 GPI-PLD 对肝癌细胞的作用机制，对探索肝

癌的病理生理机制以及寻找新的有效的治疗靶点均

有重要的意义。

本 课 题 组 运 用 脂 质 体 转 染 构 建 高 表 达 GPI-
PLD 肝癌细胞株，观察高表达 GPI-PLD 对肝癌细胞

HepG2 的生物学影响及其调节分子机制，并将稳定

高表达 GPI-PLD 的肝癌细胞株进行裸鼠皮下注射，

构建裸鼠成瘤模型，观察和测量肿瘤生长情况，分

析 GPI-PLD 高表达抑制肝癌细胞生长的作用机制，

确定 GPI-PLD 在肝细胞癌治疗过程中的作用和地位。

1   材料与方法

1.1   材料

肝 癌 细 胞 HepG2 由 中 南 大 学 肿 瘤 研 究 所 赠

送。 重 组 的 真 核 细 胞 表 达 型 质 粒 pcDNA3.1(+)/
GPI-PLD 由本室构建，并保存于大肠杆菌 TG1。

β-actin 抗体购自武汉博士德生物工程有限公司 , 质
粒提取试剂盒购自普洛麦格 ( 北京 ) 生物技术有限

公司，膜蛋白提取试剂盒购自美国 Pierce 公司，

其他所有单克隆抗体均购自于美国 Cell signaling 公

司，AST 和 ALT 检测试剂盒购自上海科华生物有

限公司，AFP 购自美国雅培公司，实验所用的裸

鼠购自于中南大学实验动物学部。

1.2   HepG2 细胞的培养及高表达 GPI-PLD 细胞模

型的构建与分组

HepG2 细 胞 采 用 含 100 U/mL 青 霉 素 和 100 
U/mL 链 霉 素 的 DMEM 培 养 基 与 10% 小 牛 血 清

在 37 ℃，5% CO2 饱 和 湿 度 条 件 下 培 养。 运 用 脂

质体转染法将已经构建的 GPI-PLD 真核表达载体

pcDNA3.1(+)/GPI-PLD 转入 HepG2 细胞，G418 筛

选获得稳定高表达 GPI-PLD 肝癌细胞株 HepG2。

 Methods: MTT, fluorescent staining and Western blot were applied to analyze the effect and 
molecular mechanism of GPI-PLD on hepatoma cells by transfected high expression GPI-PLD 
model. We inoculated HepG2 in nude mice models to further clarify the effect of GPI-PLD on 
hepatoma cells in vivo.

 Results: Compared with the control groups, PI3K-Akt signaling pathway activity and proliferation 
of hepatoma cells were significantly inhibited in the GPI-PLD group. Nude mice models showed 
that the tumor growth and tumor weight [(1.87±0.09) g] of the GPI-PLD group were significantly 
less than those of the blank control group [(2.20 ± 0.17) g] and the negative control group [(2.15± 
0.09) g]. AST, ALT and AFP serum concentration in the GPI-PLD group were significantly lower 
than those of the control groups (P<0.05). 

 Conclusion:  GPI-PLD can inhibit the proliferation of hepatoma cells and growth in vivo, and 
promote the apoptosis of hepatoma cells by reducing the activity of PI3K-Akt signaling pathway.

 KEY WORDS glycosylphosphatidylinositol-specific phospholipase D; hepatoma cell; PI3K-Akt; apoptosis
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分别以正常培养、转染空白质粒 pcDNA3.1(+) 以

及表达载体 pcDNA3.1(+)/GPI-PLD 的肝癌细胞为

空白组、对照组和 GPI-PLD 组。

1.3  GPI-PLD 酶活性的测定

将对数生长期的 HepG2 细胞制备细胞悬液，

取细胞 5×106 个，用自制含完整 GPI 结构的胎盘碱

性磷酸酶为底物，通过 TX-114 分相，定量检测各

组细胞中 GPI-PLD 活性。具体步骤按已经报道的

方法进行 [8]。

1.4  MTT 法测定细胞生长曲线

将对数生长期的 HepG2 细胞制成单细胞悬液，

分别接种于 4 块 96 孔板中，每孔接种 1×104 个细

胞，37 ℃，5% CO2 条件下培养箱中培养，分别培

养 24，48，72，96 h，弃上清，每孔加入 5 g/L 的
MTT 溶液 10 μL，37 ℃作用 4 h 后，每孔再加入

100 μL DMSO，37 ℃ 作 用 4 h， 酶 标 仪 560 nm 读

取 OD 值。整个实验在同样条件下重复 3 次，按时

间及每孔细胞抑制率平均数绘制曲线。以时间为

横轴，吸光度值为纵轴绘制细胞生长曲线。

1.5  Hochest 33258 荧光染色

取各组细胞用 PBS 洗涤并制成 105 个 /mL 的

细胞悬液，取 100 µL 细胞悬液涂于盖玻片上，甲醇 :

冰醋酸 (3:1)4℃固定 10 min，蒸馏水漂洗后，加入

荧光染色液 Hochest 33258 染色 15 min，用双蒸水

洗 3 次，自然晾干，封片，荧光显微镜下观察并摄影。

1.6  Western 印迹检测

制备各组 HepG2 细胞悬液，取细胞 5×106 个，

按照膜蛋白提取试剂盒说明书操作，提取各组细

胞膜蛋白。应用 BCA 法精确测量各组蛋白含量后，

取 等 量 蛋 白 (50~60 μg) 上 样，SDS- 聚 丙 烯 酰 胺

凝胶电泳，用湿式转膜仪将蛋白转移至 PVDF 膜

上，5% 脱脂奶粉封闭液封闭。加入兔抗人单抗 (1:       

1 000)，4℃孵育过夜。以 GAPDH(1:1 000) 做内参

照。 次 日 应 用 TBST 洗 膜，10 min×3 次， 加 入 辣

根过氧化物酶标记二抗 (1:2 000)，室温孵育 1 h，

再用 TBST 洗膜，10 min×3 次，ECL 法显色。Bio-
Rad 化学发光成像系统收集图像。

1.7  建立裸鼠肝癌模型

取 BALB/c 裸 小 鼠 60 只， 随 机 分 成 空 白

组、 对 照 组 和 GPI-PLD 组， 分 别 取 对 数 期 正 常

培养、转染空白质粒 pcDNA3.1(+) 以及表达载体

pcDNA3.1(+)/GPI-PLD 的 肝 癌 细 胞， 制 成 细 胞 悬

液，于裸鼠颈背部皮下接种。

1.8  小鼠肿瘤生长情况检测 
分 别 于 种 植 后 第 1，3，5，7，10，14，21，

28 天测量肿瘤的最长径 a 和最短径 b，根据公式计

算肿瘤体积 V，计算公式 V=πab2/6。绘制裸鼠瘤

体体积 - 时间曲线，并于第 28 天处死所有裸鼠，

测量肿瘤包块的质量。在第 28 天处死所有裸鼠前，

心脏采血 2 mL，3 000 r/min 离心取血清，采用奥林

帕斯全自动生化仪 AU5800 测定血清 AST，ALT 浓度，

雅培化学发光法测定血清 AFP 浓度。

1.9  统计学处理

计 量 资 料 以 均 数 ± 标 准 差 (x±s) 表 示， 采 用

SPSS 18.0 统计软件进行分析，多组数据比较采用

方差分析，两组之间比较采用方差分析中的两两

比较法，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结  果

2.1  各组细胞 GPI-PLD 酶活性

培养各组细胞 48 h 后，制成细胞悬液，测定

其 GPI-PLD 酶活性水平，结果发现 GPI-PLD 组酶

活 性 为 (18.23±2.48)%， 高 于 空 白 组 (7.14±1.13)%
和对照组 (6.77±1.22)%(P<0.01)，而空白组与对照

组之间比较差异无统计学意义 (P>0.05)。

2.2  各组细胞 MTT 测定结果 
空 白 组 与 对 照 组 细 胞 增 殖 活 性 差 异 无 统 计

学 意 义， 而 GPI-PLD 组 肝 癌 细 胞 增 殖 活 性 受 到

显著抑制，其增殖活性明显低于空白组和对照组

(P<0.05，图 1)。

图 1  各组细胞的 MTT 测定结果 

Figure 1  Results of MTT assay in differcent groups
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2.3  各组细胞荧光凋亡结果

Hoechst 33258 是一种可以穿透细胞膜的特异

性 DNA 荧光染料，在荧光显微镜下，活细胞核呈

弥散均匀荧光，出现细胞凋亡时，细胞核或细胞

质内可见浓染致密的颗粒块状荧光。空白组及对

照组 HepG2 细胞质膜完整，胞质丰富饱满，细胞

核呈现均匀一致的蓝色荧光，而 GPI-PLD 组肝癌

细胞染色质密度增加，核质浓缩、聚集并破裂成

大小不等的细胞碎片，呈现典型的凋亡细胞形态

特征 ( 图 2)。

图 2  各组细胞的荧光染色结果

Figure 2  Fluorescence staining cells in different groups

A: Blank group; B: Control group; C: GPI-PLD group
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2.4  细胞信号通路检测

Western印迹结果显示：稳定转染GPI-PLD的

HepG2细胞PI3K表达减弱，低于空白组和对照组；

同时GPI-PLD组磷酸化Akt表达降低。3组细胞全长

caspase-3，9表达量相差不大，但断裂caspase-3，9在

GPI-PLD组表达增多，结合Bcl表达下调，提示高活

性GPI-PLD有助于抑制PI3K-Akt信号通路活化，抑制

Akt磷酸化，从而促进肝癌细胞凋亡(图3)。

2.5  裸鼠模型肿瘤体积生长曲线

裸鼠模型肿瘤生长曲线显示：GPI-PLD组肿
瘤生长速度显著小于空白组和对照组(P<0.05)，而
空白组与对照组之间无显著性差异，说明高表达
的GPI-PLD有助于抑制肝癌细胞的生长(图4)。

2.6  各组肿瘤质量的比较
测 量 各 组 裸 鼠 肿 瘤 质 量 ， 结 果 显 示 ： G P I -

P L D组肿瘤质量( 1 . 8 7 ± 0 . 0 9 )  g，显著小于空白组

[(2.20±0.17) g]和对照组[(2.15±0.09) g]，差异有统计

学意义(P<0.05)，而空白组与对照组之间差异无统计

学意义，说明高表达的GPI-PLD有助于抑制肝癌细胞

的生长。

2.7  各组裸鼠模型血清AST，ALT，AFP浓度比较
GPI-PLD组AST，ALT，AFP血清浓度显著低于

空白组和对照组(表1)， 说明GPI-PLD组裸鼠肝脏受

到侵害或者肝细胞癌的严重程度整体上小于空白组

和对照组，进一步说明GPI-PLD对肝癌细胞增殖，甚

至侵袭有一定的抑制作用。

图 3  细胞信号通路检测结果

Figure 3  Detection results of cell signaling pathway 

A: Blank group; B: Control group; C: GPI-PLD group
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Figure 4   Growth curves of nude mice tumor volume
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表 1   各组裸鼠模型血清 AST，ALT，AFP 浓度比较 (n=20，x±s )

Table 1   Comparison of the serum AST, ALT, AFP levels in each nude mice group (n=20, x±s )

组别 AST/(U/L) ALT/(U/L) AFP/(U/mL)

空白组 99.95±30.30 99.70±19.88 286.55±62.57

对照组 94.95±27.85 93.65±17.53 299.20±48.89

GPI-PLD 组 71.05±17.40* 76.35±15.90* 227.60±39.25*

与空白组及对照组比较，*P<0.05

3  讨   论

GPI-PLD是人体内唯一可水解细胞膜表面GPI
结构、调节GPI锚定蛋白释放的酶。越来越多的研

究[2,5,7,9-10]认为GPI-PLD 及GPI锚定蛋白质在细胞的生

长、增殖、凋亡以及血管损伤等方面都有重要的作

用。Tang等[2,5,7]研究认为GPI-PLD 基因过度表达可

抑制HepG2细胞的生长，诱导其细胞凋亡，增强肿

瘤细胞对补体杀伤的敏感性，但文献仅对GPI-PLD 
基因过度表达对HepG2 细胞的生物学特性进行了研

究，并未对其分子机制进行探讨。

GPI-PLD作用的GPI锚定蛋白质主要与小窝蛋

白、糖脂和胆固醇等以脂质微域形式富集于细胞质

膜的小窝内[11]。小窝内富集了大量信息转导通路的

多种蛋白，这些信息转导通路包括G蛋白介导途径、

Ca2+介导途径、酪氨酸激酶途径等，因此，GPI蛋白

在细胞的各种病理活动中的信号转导过程中有重要

作用[4,12]。人们已经利用GPI将传统的跨膜型表面蛋

白锚定于细胞表面而发挥治疗作用。目前，GPI改

造过的分子包括MHC2 I，MHC2 II，B721，CD2，

CD4，CD8，CD16A，TCR，ICAM21，LFA21，

MCP，GM2CSF，L22，L212和凋亡蛋白21等，GPI
锚定修饰是治疗肿瘤的一种非常有潜力和前景的新

策略[4,12-13]。本课题分别应用MTT以及荧光染色对高

表达的GPI-PLD对HepG2 细胞增殖和凋亡的影响进行

研究，同时利用蛋白免疫印迹法对其可能的信号通

路以及可能的分子机制进行了进一步研究，发现高

表达的GPI-PLD可通过抑制PI3K-Akt的活性，阻断其

对下游多种抗凋亡效应分子的活化，从而促进肝癌

细胞凋亡。目前以PI3K-Akt信号通路关键分子为靶点

的肿瘤治疗策略正在发展中[14-16]。

人肝癌裸鼠模型被认为是目前实验中最能反映

人类肝癌生物学特性的“活试管”，此模型是目前

研究人肝癌转移机制及抗转移治疗较为理想的高转

移模型。裸鼠人肝癌模型的建立使得在动物身上研

究人类肝癌成为可能，保留了人原发性肝癌的形态

和功能等特征，是最接近人的一种肝癌模型。本课

题利用转染的GPI-PLD HepG2细胞经皮下注射入裸鼠

中，并设立空白组和对照组，连续观察了28 d，研究

发现注射转染的GPI-PLD HepG2 细胞形成的包块生

长速度及质量均显著小于空白组和对照组，GPI-PLD
组AST，ALT，AFP血清浓度显著低于空白组和对照

组，说明GPI-PLD对肝癌细胞增殖，甚至侵袭有一定

的抑制作用，高表达的GPI-PLD有助于抑制HepG2 细
胞在体内的增殖和生长，有助于减轻注射的肝癌细

胞对机体的侵害。

综上所述，本课题通过高表达转基因GPI-PLD
肝癌细胞株，构建裸鼠成瘤模型，进一步确证高表

达GPI-PLD可通过释放GPI锚定蛋白，抑制PI3K-Akt
信号通路活性，有效抑制肝癌细胞增殖和生长，诱

导细胞凋亡，为治疗肝癌开辟一种新策略。
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