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MAP4K3-mTOR信号在甘草查而酮A诱导的鳞癌
细胞自噬与凋亡中的作用研究

曾光暋卫克文*
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[摘要]暋目的:探索 MAP4K3-mTOR信号级联在甘草查而酮 A 诱导的人口腔鳞癌细胞自噬与凋亡中的作用。

方法:分别采用0、25、50毺mol/L甘草查尔酮 A刺激人口腔鳞癌SCC-25系细胞,并于刺激后0、6及24h收集细

胞,采用 Westernblot检测 MAP4K3、AKT、mTOR通路分子,细胞自噬标识分子 LC3-II、beclin1,以及细胞凋亡

标记分子caspase-3、caspase-9及bcl-2等的蛋白表达水平,采用 AnnexinV-PI染色检测细胞凋亡状况。结

果:甘草查尔酮 A可剂量及时间依赖性地降低SCC-25细胞 MAP4K3、p-mTOR及p-p70S6蛋白的表达水平,

促进其LC3-II、beclin1、caspase-3及caspase-9蛋白表达水平,并抑制其bcl-2蛋白表达水平(P<0.05)。采用

慢病毒过表达 MAP4K3后,p-mTOR、caspase-3及caspase-9蛋白表达水平显著增高,LC3-II、beclin1及bcl-
2蛋白表达水平则显著降低(P<0.05)。经甘草查尔酮 A刺激后,SCC-25细胞早期凋亡数与晚期凋亡数均较对

照组显著增多,该效应可被 MAP4K3过表达处理显著增强(P<0.05)。结论:甘草查尔酮 A 可时间剂量依赖地抑

制 MAP4K3-mTOR信号级联,并促进人口腔鳞癌细胞的自噬与凋亡,当过表达 MAP4K3活化 mTOR信号级联

后,鳞癌细胞自噬活动受到抑制,但其凋亡活动则显著增强。
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[Abstract]暋Objective:ToinvestigatetheeffectofMAP4K3-mTORsignalinginlicochalconeA-inducedautoph灢
agyandapoptosisofhumanoralsquamouscellcarcinomacells(OSCC).Methods:OSCCSCC-25cellswerea灢
doptedandtreatedoncewithlicochalconeAfor0,6,and24hat0,25and50毺M.Thecellswereharvestedfor
furtherinvestigation.Westernblotanalysiswasadoptedtodetecttheproteinexpressionof MAP4K3,AKT,

mTOR,andautophagy markermoleculesLC3-IIandbeclin1,andapoptosis marker moleculescaspase-3,

caspase-9,andbcl-2.AnnexinV-PIstainingwasusedtodetectthecellapoptosis.Results:ExposureofSCC-
25cellstolicochalconeAdose-andtime-dependentlydecreasedtheproteinexpressionofMAP4K3,p-mTOR,

andp-p70S6,andincreasedtheproteinexpressionofLC3-II,beclin1,caspase-3,andcaspase-9.Whenthe
MAP4K3wasoverexpressed,theproteinexpressionsofp-mTOR,caspase-3,andcaspase-9wereincreased,

whiletheexpressionsofLC3-II,beclin1,andbcl-2weredecreased(P<0.05).Inaddition,licochalconeAstim灢
ulationincreasedthenumberofearlyandlateapoptoticSCC-25cells,whichcouldbeobviouslyreversedby
MAP4K3overexpression (P<0.05).Conclusion:Licochalcone A dose- andtime- dependentlydecreased
MAP4K3-mTORsignaling,butincreasedtheautophagyandapoptosisofSCC-25cells.When MAP4K3was
overexpressed,thelicochalconeA-inducedautophagydecreased,butlicochalconeA-inducedapoptosisincreased.
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暋暋肿瘤细胞的凋亡(Apoptosis)与自噬(Autoph灢
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age)是近年来肿瘤研究领域的热点,其被认为与肿

瘤的存活、生长、转移等活动密切相关,也是化疗药

物抗肿瘤的重要作用机制[1]。细胞凋亡过程由半胱

天冬酶(Caspase)和Bcl-2家族蛋白分子执行。细

胞自噬过程被认为受到多种分子和细胞信号通路的

调节,如自噬相关基因家族分子 Beclin-1[1],丝裂

原活化激酶(Mitogen-activatedproteinkinases,

MAPKsMAPKs)家族分子[2],以及磷脂酰肌醇3-
激酶-AKT- 雷帕霉素靶蛋白(PI3K-AKT-
mTOR)级联途径[3]。

暋暋甘草查尔酮 A(LicochalconeA)是存在于甘草

中的一种酚类查尔酮化合物,本课题组及国际上其

他研究组织的最新研究结果显示,甘草查尔酮 A 具

有显著的抗肿瘤作用,可时间及剂量依赖地激活人

鳞癌细胞的凋亡与自噬活动,而对正常口腔角化细

胞的增殖及凋亡活动均无显著影响[4,5],但其中的

分子调控机制仍不清楚。本研究旨在揭示 MAPKs
以及PI3K-AKT-mTOR信号级联在甘草查尔酮

A促进鳞癌细胞的自噬与凋亡活动中的调控作用。

1暋材料与方法

1.1暋实验材料暋SCC-25人口腔鳞状细胞癌细胞

系购自美国细胞株保藏中心(AmericanTypeCul灢
tureCollection,ATCC),甘草查尔酮 A购自瑞芬思

生物科技有限公司(批号:58749-22-7,成都),胰
酶消化液(C0201)及细胞裂解液 RIPA(P0013B)均
购自上海碧云天生物科技有限公司。MAP4K3(1:

400,sc-7256)、p-AKT(1:800,#4056)、p-
mTOR (1:800,#5536)、p-p70S6(1:800,#9234)
抗体均购自美国 CellSignallingTechnology公司,

Beclin-1(1:400,sc-11427)、LC3-II(1:400,sc
-28266)、caspase-3(1:400,sc-271759)、caspase
-9(1:400,sc-133109)、bcl-2(1:400,sc-7386)
抗体均购自美国 SantaCruz生物技术公司。毬-
Actin抗体(CW0096)、山羊抗兔二抗(CW0103)、山
羊抗小鼠二抗(CW0105)及 BCA 蛋白定量试剂盒

均购自北京康为世纪公司。MAP4K3过表达慢病

毒载体 pGC- MAP4K3-LV 及其空白对照载体

均购自上海吉玛制药技术有限公司。

1.2暋实验方法

1.2.1暋实验分组和处理暋取SCC-25系细胞,按
照1暳107/孔密度接种于6孔板中,分别用甘草查

尔酮 A 终浓度为0、25、50毺mol/L的 RPMI1640
培养液继续培养0、6、24h后,收集各组细胞进行下

述检测。

1.2.2暋MAP4K3过表达慢病毒转染暋将SCC-25
系细胞按照1暳107/孔密度接种于6孔板中,按照

预实验中确定的最适病毒感染复数(MOI)值为50
的病毒细胞比加入 MAP4K3过表达病毒及对照空

病毒感染细胞24h后,再分别换用甘草查尔酮A终

浓度为0及50毺mol/L的 RPMI1640培养液继续

培养24h后,收集各组细胞进行下述检测。

1.2.3暋Westernblot检测蛋白表达量暋加入细胞

裂解液RIPA裂解细胞,取上清测定总蛋白浓度,十
二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶跑电泳,再以半干

法转印到PVDF膜上,5%脱脂奶粉封闭 1h,滴加

一抗4曟下孵育过夜;TBST洗膜后,再滴加二抗室

温孵育 2h;TBST 洗膜后,ECL 化学发光试剂显

影,化学发光凝胶成像系统检测蛋白条带,并计算蛋

白的表达水平。

1.2.4暋AnnexinV-PI染色检测细胞凋亡暋常规

收集上述各组细胞,以1暳标记缓冲液重悬细胞至1
暳106 细胞/mL,吸取100毺L细胞悬液进行标记,
加入5毺LAnnexinV-FITC和5毺LPI,将细胞混

匀,在室温下避光孵育20min后,每管中另加200
微升l暳标记缓冲液,FACS-Ariaflow流式细胞仪

检测。

1.3暋统计学分析暋上述数据的计算均由2个对实

验设计不了解的实验员各计数2次,并间隔1周。
采用标准一致性检验,结果显示2人所得数据高度

吻合(r>0.9),因此计数均值被用于统计分析。采

用 SPSS11.0统计软件对数据进行方差分析,两两

比较用 Tukey检验,检验水准毩=0.05。

2暋结果

2.1暋甘草查尔酮 A 可抑制鳞癌细胞 MAP4K3及

m-TOR信号暋SCC-25细胞经25毺mol/L甘草

查尔酮 A刺激24h后,其 MAP4K3、p-mTOR及

p-p70S6蛋白的表达水平较溶剂对照组显著降低

(P<0.05);当甘草查尔酮 A浓度升高到50毺mol/

L时,其细胞中 MAP4K3、p-mTOR及p-p70S6
蛋白的表达水平较25毺mol/L刺激组及对照组显

著降低(P<0.05),见图1、图2;此外,细胞经50微

摩尔甘草查尔酮A后,其 MAP4K3、p-mTOR及p
-p70S6蛋白的表达水平均随着培养时间的延长而

逐渐降低,3组间两两相比差异均具有统计学意义,
见图1、图2(P<0.05)。

2.2暋MAP4K3过表达可逆转甘草查尔酮 A 抑制

鳞癌细胞 m-TOR信号活化的作用暋经 MAP4K3
过表达病毒处理的SCC-25细胞内 MAP4K3及p
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-mTOR蛋白的表达较空白病毒对照组均显著增

高,见图3(P<0.05)。

LicA:甘草查尔酮 A;**表示与空白对照组或刺激0小时组相比

P<0.01;#表示与25毺mol/L刺激组或刺激6h组相比P<0.05
图1暋Westernblot检测甘草查尔酮 A刺激对人鳞癌细胞 MAP4K3

及p-AKT蛋白表达水平的影响

Fig.1暋WesternblotanalysisoftheexpressionofMAP4K3andp-

AKTinthesquamouscellcarcinomacellsstimulatedbylic灢
ochalconeA.

*表示与空白对照组或刺激0h组相比P<0.05,**表示与空白

对照组或刺激0h组相比P<0.01;#表示与25毺mol/L刺激组或

刺激6h组相比P<0.05,##表示与25毺mol/L刺激组或刺激6h

组相比P<0.01

图2暋 Westernblot检测甘草查尔酮 A 刺激 对 人 鳞 癌 细 胞 p-

mOTR及p-p70S6蛋白表达水平的影响

Fig.2暋Westernblotanalysisoftheexpressionofp-mTORandp

-p70S6inthesquamouscellcarcinomacellsstimulatedby

licochalconeA.

2.3暋MAP4K3过表达可逆转甘草查尔酮 A 促进

鳞癌细胞自噬的作用暋MAP4K3过表达组自噬标

识分子LC3-II及beclin-1蛋白的表达与空白病

毒对照组无显著差异,见图3(P>0.05);50毺mol/

L甘草查尔酮A刺激SCC-25细胞24h,可显著促

进其LC3-II及beclin-1蛋白的表达,见图3(P<
0.05),但当SCC-25细胞 MAP4K3蛋白过表达后

再行甘草查尔酮 A 刺激,其 LC3-II及beclin-1
蛋白的表达则较单纯甘草查尔酮 A 刺激组显著降

低,见图3(P<0.05)。

*表示与空白对照组相比P<0.05,**表示与空白对照组相比P

<0.01;#表示与甘草查尔酮 A 刺激组相比P<0.05,##表示与

甘草查尔酮 A刺激组相比P<0.01
图3暋Westernblot检测 MAP4K3过表达或/及甘草查尔酮 A 刺激

对人鳞癌细胞 MAP4K3-mTOR 信号级联,自噬相关分子

LC3-II、beclin-1,凋亡相关分子caspase-3、caspase-9及

bcl-2蛋白水平表达的影响

Fig.3暋WesternblotanalysisoftheexpressionofMAP4K3,p-

mTOR,LC3-II,beclin-1,caspase-3,caspase-9,and

bcl-2inthesquamouscellcarcinomacellsstimulatedbyli灢
cochalconeAand/orMAP4K3overexpression.

2.4暋MAP4K3过表达可增强甘草查尔酮 A 促进

鳞癌细胞凋亡的作用暋MAP4K3过表达组细胞凋

亡分子caspase-3蛋白表达与空白病毒对照组相

比显著增高(见图3,P<0.05),而caspase-9及bcl
-2蛋白表达则在两组间无显著差异(P>0.05),见
图3;50毺mol/L甘草查尔酮 A刺激SCC-25细胞

24h,可显著促进其凋亡分子caspase-3及caspase
-9蛋白的表达,抑制其抗凋亡分子bcl-2蛋白的

表达,见 图 3(P<0.05),但 当 SCC-25 细 胞

MAP4K3蛋白过表达后再行甘草查尔酮 A 刺激,
其caspase-3及caspase-9蛋白的表达则较单纯

甘草查尔酮 A刺激组显著增强,bcl-2蛋白的表达

则进一步降低(P<0.05),见图3。此外,MAP4K3
过表达组早期细胞凋亡数较空白病毒对照组显著增

高,见图4(P<0.05),但晚期凋亡细胞数在两组间

无显著差异(P>0.05),见图4;经甘草查尔酮 A 刺

激后,SCC-25细胞早期凋亡数与晚期凋亡数均较

对照组显著增高,该效应可被 MAP4K3过表达处理
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*表示与空白对照组相比P<0.05,**表示与空白对照组相比P<0.01;#表示与甘草查尔酮 A刺激组相比P<0.05,##表示与甘草查尔

酮 A刺激组相比P<0.01
图4暋流式细胞计数检测 MAP4K3过表达或/及甘草查尔酮 A刺激对人鳞癌细胞凋亡活动的影响

Fig.4暋FlowcytometryanalysisoftheapoptosisofthesquamouscellcarcinomacellsstimulatedbylicochalconeAand/orMAP4K3overex灢

pression.

显著增强,见图4(P<0.05)。

3暋讨论

暋暋口腔鳞状细胞癌(Oralsquamouscellcancer,

OSCC))约占口腔颌面部恶性肿瘤中的80%以上,
且每年有超过50万的新发病例,严重影响患者的生

活质量[6,7]。丝裂原活化蛋白激酶(Mitogenactiva灢
tedproteinkinases,MAPKs)级联是细胞内重要的

信号传导系统,细胞运用这一系统将胞外刺激信号

(如化疗药物刺激等)传递给胞核,参与细胞生长、发
育、死亡等一系列生理病理过程[2]。MAP4K3是

MAPKs家族中的一员,文献报道紫外线辐射及肿

瘤坏死因子毩均可激活 MAP4K3,从而启动内源性

细胞凋亡通路,可见 MAP4K3 具有显著的促凋亡

作用[8,9]。MAP4K3亦被证实可显著抑制细胞自噬

活动,其可通过促进 mTOR下游关键分子p70S6K
蛋白激酶的磷酸化从而正向激活 mTOR信号通路,
发挥抑制细胞自噬的作用[10]。Tsai等对人宫颈癌

细胞的最新研究显示,甘草查尔酮 A 可通过抑制

PI3K/Akt/mTOR信号级联从而激活细胞自噬活

动[11]。本研究结果显示,甘草查尔酮A可时间及剂

量依赖地促进人鳞癌细胞的自噬及凋亡活动,这与

本课题组前期研究结果吻合[4,5]。同时,甘草查尔

酮 A可显著抑制 MAP4K3-mTOR 信号级联,提

示 MAP4K3-mTOR信号级联参与了甘草查尔酮

A的抗肿瘤效应。与 Tsai等研究不同的是,PI3K
-Akt信号通路在本研究中并未激活,这可能与不

同细胞来源有关。当本文采用慢病毒使 MAP4K3
过表达后,mTOR信号通路被活化,人鳞癌细胞的

自噬活动受到显著抑制,但其凋亡活动则显著增强,
表明 MAP4K3-mTOR 信号级联可通过抑制自

噬,促进凋亡的途径进一步加强甘草查尔酮 A 对人

鳞癌细胞的抑瘤效果,这一结果与 Tsai等采用雷帕

霉素激活 mTOR信号从而促进人宫颈癌细胞凋亡

的结果吻合[14]。上述结果表明,无论是在人鳞癌细

胞或是宫颈癌细胞中,mTOR信号通路具有抑制细

胞自噬活动,促进细胞凋亡的效应。但由于本研究

仅使用了SCC25舌癌细胞系进行实验,后续研究采

用其他组织来源的鳞癌细胞系或原代分离的鳞癌患

者细胞进行验证,将有助于增强本研究结果的说服

力。

暋暋在本研究中,甘草查而酮 A 能诱导SCC25细

胞的自噬和凋亡,而 MAP4K3-mTOR 信号在此

过程中是被抑制的。当过表达 MAP4K3后,却只能

抑制甘草查而酮 A诱导的自噬过程,其诱导的凋亡

作用却进一步增强了。这一看似矛盾的结果可能有

如下解释:其一,过表达 MAP4K3已被证实可升高
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细胞内bax/bcl-2比例,从而启动内源性细胞凋亡

通路[8,9],但甘草查而酮 A 诱导鳞癌细胞凋亡可能

并不 通 过 MAP4K3 信 号 通 路;其 二,过 表 达

MAP4K3抑制了鳞癌细胞的自噬,而抑制细胞自噬

已被证实可加强甘草查尔酮 A 促进肿瘤细胞凋亡

的抗肿瘤效应[11]。

暋暋综上所述,本研究结果显示甘草查尔酮 A 可时

间剂量依赖地抑制 MAP4K3-mTOR 信号级联,
并促进人口腔鳞癌细胞的自噬与凋亡,当过表达

MAP4K3活化 mTOR 信号级联后,鳞癌细胞自噬

活动受到抑制,但其凋亡活动则显著增强,该研究为

抑制肿瘤细胞的自噬,从而促进甘草查尔酮 A 的抗

肿瘤效果提供了重要理论依据。
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