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　　［摘　要］　目的：研究ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路是否通过下游糖原合成酶激酶３β（ＧＳＫ３β）途径调控ＡＢＣ转运蛋
白的表达参与人结肠癌ＨＣＴ１５细胞的多药耐药。方法：选用人结肠癌ＨＣＴ１５细胞为实验对象，分别采用ＧＳＫ３β
抑制剂（ＨＹ１９８０７）和ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制剂（ＨＹ１３８９８）处理细胞。ＣＣＫ８法检测奥沙利铂对细胞的半数抑制浓
度，计算抑制率及耐药指数。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞内 Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＧＳＫ３β、ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９及 ＡＢＣ转运蛋白（Ｐｇｐ
和ＭＲＰ２）的水平。ＲＴｑＰＣＲ法检测各组细胞内ＡＢＣ转运蛋白 ｍＲＮＡ的表达变化。流式细胞术检测不同抑制剂
对细胞周期的影响。结果：应用 ＧＳＫ３β抑制剂 ＨＹ１９８０７处理后的 ＨＣＴ１５细胞，其奥沙利铂半数抑制浓度较对
照组明显上升，并出现ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９、Ｐｇｐ和ＭＲＰ２蛋白水平的上调（Ｐ＜００５），Ａｋｔ及 ｐＡｋｔ的蛋白水平变化不
明显（Ｐ＞００５）；ＲＴｑＰＣＲ结果同样为ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的ｍＲＮＡ表达量升高（Ｐ＜００１）；同时细胞周期检测结果
显示ＨＹ１９８０７处理能够促进ＨＣＴ１５细胞由Ｇ１期向Ｓ期过渡，细胞增殖旺盛。而应用ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制剂ＨＹ
１３８９８作用于ＨＣＴ１５细胞后，其奥沙利铂半数抑制浓度较对照组下降，并出现ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９、ｐＡｋｔ、Ｐｇｐ和ＭＲＰ２
的蛋白水平下调（Ｐ＜００１）；ＲＴｑＰＣＲ检测结果同样为ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的ｍＲＮＡ表达量降低（Ｐ＜００１）；同时出
现Ｇ１期延长，细胞由 Ｇ１期向 Ｓ期过渡受到抑制，细胞的增殖受到抑制。各实验组总 ＧＳＫ３β蛋白表达一致。
结论：ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路通过调控ＧＳＫ３β的磷酸化水平，改变ＡＢＣ转运蛋白的表达，参与结直肠癌细胞的增殖与
多药耐药。
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　　结直肠癌（ｃｏｌｏｒｅｃｔａｌｃａｎｃｅｒ，ＣＲＣ）是常见的恶性
肿瘤之一，且发病率有逐年升高趋势。据２０１８年全
球肿瘤统计报告显示，结直肠癌在恶性肿瘤中的发

病率位列第４位，但死亡率却高居第２位［１］。在我

国，结直肠癌在男性恶性肿瘤中的发病率位列第４，
在女性则位列第３位［２］。手术治疗是早期结直肠癌

的根治方法，而中晚期结直肠癌患者则依赖于化疗、

放疗以提高５年生存率［３］。

目前临床上改善结直肠癌预后的主要化疗药物

以奥沙利铂为主，但仍有半数以上的患者疗效不显

著，肿瘤细胞的多药耐药性（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，
ＭＤＲ）是导致化疗失败的主要原因之一。克服结直
肠癌的ＭＤＲ，提高化疗效果是目前亟待解决的问题。
产生ＭＤＲ的机制复杂多样，其中以转运蛋白的活化
最为主要。本课题所研究的转运蛋白包括 Ｐ糖蛋白
（Ｐｇｌｙｃｏｐｒｏｔｅｉｎ，Ｐｇｐ）和多药耐药相关蛋白２（ｍｕｌｔｉ
ｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ２，ＭＲＰ２）同属于
ＡＢＣ家族，其中 Ｐｇｐ由 ＡＢＣＢ１基因编码，ＭＲＰ２由
ＡＢＣＣ２基因编码。目前研究发现，作为磷脂酰肌醇
３激酶（ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ＰＩ３Ｋ）／Ａｋｔ信号
通路下游靶因子的糖原合成酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎ
ｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，ＧＳＫ３β）参与肿瘤细胞的发生与发
展，是肿瘤细胞的关键调节因子，但在结直肠癌细胞

中关于ＧＳＫ３β与多药耐药的关系尚未见报道。本
课题通过应用不同抑制剂改变 ＧＳＫ３β的磷酸化状
态，监测多药耐药相关蛋白的表达变化及其对奥沙

利铂敏感性的影响，旨在探讨 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的
下游靶因子ＧＳＫ３β与ＡＢＣ转运蛋白及结直肠癌多
药耐药的关系。

材　料　和　方　法

１　材料
　　人结肠癌 ＨＣＴ１５细胞购于广州吉妮欧生物有
限公司。细胞计数试剂盒 ８（ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＫｉｔ８，

ＣＣＫ８）购自上海同仁化工有限公司；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号
通路抑制剂 ＨＹ１３８９８及 ＧＳＫ３β抑制剂 ＨＹ１９８０７
购自ＭＣＥ；奥沙利铂购自深圳海王药业有限公司；总
ＲＮＡ抽提试剂盒和定量 ＰＣＲ试剂盒购自天根生化
科技有限公司；ＧＡＰＤＨ和 ＡＢＣＢ１、ＡＢＣＣ２基因上下
游引物和探针购自 ＴａＫａＲａ；ＲＩＰＡ及 ＰＭＳＦ购自 Ｓｏ
ｌａｒｂｉｏ；ＢＣＡ蛋白质定量试剂购自碧云天生物科技有
限公司；抗Ｐｇｐ和 ＭＲＰ２单克隆抗体购于 ＣｅｌｌＳｉｇ
ｎａｌｉｎｇ；抗Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＧＳＫ３β和 ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９单克
隆抗体购自博奥森生物有限公司。ＮａｎｏＤｒｏｐ２０００
超微量分光光度仪购自 Ｔｈｅｒｍｏ，ＣＦＸ９６定量 ＰＣＲ仪
购自ＢｉｏＲａｄ，酶标仪购自 Ｔｈｅｒｍｏ，化学发光仪购自
Ｔａｎｏｎ。
２　方法
２．１　细胞培养　结肠癌细胞系 ＨＣＴ１５用含 １０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养液于３７℃、５％ ＣＯ２的
条件下培养。实验选用对数生长期细胞，分为３组：
对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组：ＨＣＴ１５细胞 ＋ＤＭＳＯ；ＨＹ１９８０７
组：ＨＣＴ１５细胞 ＋ＧＳＫ３β抑制剂（ＨＹ１９８０７溶于
ＤＭＳＯ，实验终浓度为 ４０μｍｏｌ／Ｌ，作用细胞 ２ｈ）；
ＨＹ１３８９８组：ＨＣＴ１５细胞 ＋ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路抑
制剂（ＨＹ１３８９８溶于 ＤＭＳＯ，实验终浓度为 ３０
μｍｏｌ／Ｌ，作用细胞２４ｈ）。
２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白水平　取３个实验组处
于对数生长期细胞，用ＰＢＳ洗涤细胞３次，加入细胞
裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１），在冰上静置３０ｍｉｎ。
细胞刮子刮取细胞并移至 ＥＰ管内，４℃、１２０００ｒ／
ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清至另一 ＥＰ管内。采用 ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度，并取各组４０μｇ蛋白
上样。细胞蛋白通过１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离，并转移
到 ＰＶＤＦ膜上。在室温下，ＰＶＤＦ膜在封闭缓冲液中
封闭 １～２ｈ，孵育 Ｉ抗缓冲液（ＧＳＫ３β１∶１０００；ｐ
ＧＳＫ３βＳｅｒ９１∶１０００；Ａｋｔ１∶１０００；ｐＡｋｔ１∶１０００；
Ｐｇｐ１∶１０００；ＭＲＰ２１∶１０００），４℃过夜。次日用
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ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，室温下孵育 ＨＲＰ标记
的 ＩＩ抗缓冲液（１∶１０００）２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次
１０ｍｉｎ。ＰＶＤＦ膜浸泡于 １∶１比例的 ＥＣＬ发光液
２～３ｍｉｎ，使用天能分子成像仪激发和采集目的条
带，借助ＩｍａｇｅＪ分析软件定量目的条带。
２．３　ＣＣＫ８法检测细胞生长情况　取３个实验组
的对数生长期细胞制成细胞悬液，以每孔１００μＬ接
种于９６孔板中，并调整每孔细胞数约６×１０３个。待
４ｈ后细胞贴壁，分别加入含有不同浓度奥沙利铂的
培养基１００μＬ，每孔设４个复孔，继续放置在３７℃、
５％ ＣＯ２的孵箱内培养。２４ｈ后每孔内加入含有１０
μＬＣＣＫ８的ＲＰＭＩ１６４０培养基１００μＬ，继续孵育３
ｈ后，在４５０ｎｍ波长下用酶标仪测量每孔的吸光度
（Ａ）值。用细胞的存活曲线计算达到５０％细胞生长
抑制的奥沙利铂的浓度，计算细胞的生长抑制率、耐

药指数（ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｉｎｄｅｘ，ＲＩ）。计算公式：生长抑制
率（％）＝（Ａ对照组平均值 －Ａ实验组平均值）／（Ａ
对照组平均值 －Ａ空白对照组平均值）×１００％；ＲＩ
＝实验组细胞的ＩＣ５０／对照组细胞的ＩＣ５０。实验重复

３次，取平均值。
２．４　ＲＴｑＰＣＲ法检测 ｍＲＮＡ的表达　取３个实验
分组中处于对数生长期的细胞加入ＴＲＩｚｏｌ置冰上１５
ｍｉｎ，然后１２０００×ｇ、４℃离心１５ｍｉｎ，小心取上层清
液，按照 ＲＮＡ提取步骤依次加入１／５体积的氯仿及
等体积异丙醇。将提取的 ＲＮＡ用 Ｎａｎｏｄｒｏｐ２０００分
光光度计分析测定所抽提ＲＮＡ的浓度及Ａ２６０／Ａ２８０
的数值，且 Ａ２６０／Ａ２８０在１８～２１之间为纯度符合
要求。放于－８０℃保存备用。按照反转录试剂盒操
作步骤将提取的ＲＮＡ反转录为ｃＤＮＡ。总反应体系
２０μＬ，包含２×ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ标准混合液１０μＬ，
上、下游引物各１μＬ，标本２μＬ，去 ＲＮａｓｅ水６μＬ。
ＰＣＲ条件为：９５℃ １５ｍｉｎ；９５℃５ｓ、６０℃３０ｓ、７２℃
２０ｓ，共 ４０个循环，所有标本检测 ３次。用内参照
ＧＡＰＤＨ标准化结果，结果采用靶基因与内参照
ＧＡＰＤＨ浓度的比值表示。采用相对定量方法
（２－ΔΔＣｔ法）对定量结果进行比较分析。各基因引物
序列见表１。

表１　ＲＴｑＰＣＲ实验的各基因引物序列
Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒＲＴｑＰＣＲ

Ｎａｍｅ Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ（５’３’） Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ（５’３’）

ＡＢＣＢ１ ＧＧＡＧＣＣＴＡＣＴＴＧＧＴＧＧＣＡＣＡＴＡＡ ＧＴＡＧＣＴＣＡＴＣＡＴＣＴＧＧＧＡＣＡ

ＡＢＣＣ２ ＡＧＴＧＡＴＣＡＣＣＡＴＣＧＣＣＣＡＣＡ ＧＴＴＣＡＣＡＴＴＣＴＣＡＡＴＧＣＣＡＧＣＴＴＣ

ＧＡＰＤＨ ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ ＴＧＧＴＧＡＡＧＡＣＧＣＣＡＧＴＧＧＡ

２．５　细胞周期分布的检测　收集对数生长期的各
组细胞，弃上清，用预冷 ＰＢＳ洗细胞 ２次。用含有
１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基稀释成细胞悬
液，加入预冷的７０％乙醇，４℃固定过夜，离心，ＰＢＳ
洗涤，加入５００μＬＰＩ染液，室温避光孵育１５ｍｉｎ，上
流式细胞仪检测。

３　统计学处理
　　数据采用 ＳＰＳＳ１９０软件分析，计量资料实验
数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，多个样本均
数间的比较先进行方差齐性检验，方差齐时进行单

因素方差分析，相关性分析采用Ｓｐｅａｒｍａｎ相关分析。
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，将 ＨＹ１９８０７作用
于人结肠癌 ＨＣＴ１５细胞后，ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９、Ｐｇｐ和
ＭＲＰ２的表达较未用药的 ＨＣＴ１５组明显升高（Ｐ＜

００５），ＧＳＫ３β上游的Ａｋｔ及ｐＡｋｔ的蛋白水平变化
不明显（Ｐ＞００５）；而将 ＨＹ１３８９８作用于 ＨＣＴ１５
细胞后，ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９和 ｐＡｋｔ的蛋白水平降低
（Ｐ＜００１），Ｐｇｐ和 ＭＲＰ２蛋白的相对表达量均明
显低于对照组（Ｐ＜００１）；总 ＧＳＫ３β在２个实验组
中的水平变化不明显，差异无统计学显著性（Ｐ＞
００５），见图１。提示ＨＹ１９８０７能够通过促进磷酸化
ＧＳＫ３βＳｅｒ９增加 ＨＣＴ１５细胞 ＡＢＣ转运蛋白的表
达，而 ＨＹ１３８９８可以通过抑制 ＧＳＫ３βＳｅｒ９磷酸化
降低ＡＢＣ转运蛋白的表达，且ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９与Ｐｇｐ
和ＭＲＰ２的蛋白水平存在正相关。
２　ＨＣＴ１５细胞应用不同抑制剂后对奥沙利铂敏感
性的影响

　　应用 ＨＹ１９８０７作用于人结肠癌 ＨＣＴ１５细胞
后，奥沙利铂对 ＨＣＴ１５细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０）
由（１９８３±０８０）ｍｇ／Ｌ升至（２７１５±１５７）ｍｇ／Ｌ，
耐药指数为 １３６（Ｐ＜００１）。ＨＹ１３８９８作用于人
结肠癌ＨＣＴ１５细胞阻断ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激活后，
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆｔｏｔａｌＧＳＫ３β，ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９，Ａｋｔ，ｐＡｋｔ，ＭＲＰ２ａｎｄＰ
ｇｐｉｎｔｈｅＨＣＴ１５ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同抑制剂对ＨＣＴ１５细胞的ＧＳＫ３β、ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＭＲＰ２和Ｐｇｐ蛋白水平的影响

奥沙利铂对 ＨＣＴ１５细胞的半数抑制浓度（ＩＣ５０）由
（１９８３±０８０）ｍｇ／Ｌ降至（９９３±１７７）ｍｇ／Ｌ，耐药指
数为 ０５（Ｐ＜００１），见图 ２。提示 ＨＹ１９８０７增加

ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９的水平后可以降低 ＨＣＴ１５细胞对奥
沙利铂的敏感性，而ＨＹ１３８９８使ＧＳＫ３βＳｅｒ９去磷酸
化后可以增强ＨＣＴ１５细胞对奥沙利铂的敏感性。

Ｆｉｇｕｒｅ２．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆＩＣ５０（Ｂ）ｉｎｔｈｅＨＣＴ１５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝

３．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
图２　不同抑制剂对ＨＣＴ１５细胞生存率和ＩＣ５０的影响

３　ＲＴｑＰＣＲ实验结果
　　ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，将ＨＹ１９８０７作用于人
结肠癌 ＨＣＴ１５细胞后，ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２的 ｍＲＮＡ
表达较对照组明显升高（Ｐ＜００１）；将 ＨＹ１３８９８作
用于ＨＣＴ１５细胞后，ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２的 ｍＲＮＡ相
对表达量均明显低于对照组（Ｐ＜００５），见图３。提
示ＨＹ１９８０７使 ＧＳＫ３βＳｅｒ９位点磷酸化增加，可以
促进ＡＢＣ转运蛋白 ｍＲＮＡ的表达；相反，ＨＹ１３８９８
使ＧＳＫ３βＳｅｒ９位点去磷酸化后可抑制 ＡＢＣ转运蛋
白ｍＲＮＡ的表达。
４　细胞周期分布的变化
　　经流式细胞术分析，ｃｏｎｔｒｏｌ组 Ｇ１期细胞占比
（５９６１±０７３）％，Ｓ期细胞占比（２３３８±０７４）％，
ＨＣＴ１５细胞经ＨＹ１９８０７处理后与对照组相比Ｇ１期

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＢＣＣ２ａｎｄＡＢＣＢ１ｉｎ
ｔｈｅＨＣＴ１５ｃｅｌｌｓａｆｔｅｒｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ．
Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

图３　不同抑制剂处理ＨＣＴ１５细胞后ＡＢＣＣ２和ＡＢＣＢ１的
ｍＲＮＡ相对表达量的变化
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细胞的百分率为（４５６９±０９６）％，明显减少（Ｐ＜
００１），同时Ｓ期细胞的百分率为（３９７７±０９２）％，显
著增加（Ｐ＜００１），表明ＨＹ１９８０７可促使 ＨＣＴ１５细
胞由Ｇ１期向Ｓ期过渡，促进细胞增殖。用ＨＹ１３８９８
处理 ＨＣＴ１５细胞后，Ｇ１期的细胞百分率为（８４１７

±１３５）％，明显增加（Ｐ＜００１），同时Ｓ期的细胞百
分率为（６９０±０５９）％，显著减少（Ｐ＜００１），表明
ＨＹ１３８９８可阻止ＨＣＴ１５细胞由Ｇ１期向Ｓ期过渡，
细胞增殖受到抑制，见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｏｎｔｈｅｃｅｌｌｃｙｃｌｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｉｎｔｈｅＨＣＴ１５ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝４．Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎ
ｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图４　流式细胞术分析不同抑制剂处理ＨＣＴ１５细胞后对细胞周期分布的变化

讨　　论

　　结直肠癌的发病率及死亡率一直呈上升趋势，
化疗是治疗结直肠癌的重要辅助手段。奥沙利铂作

为临床上广泛应用的铂类化疗药，因为肿瘤细胞多

药耐药的出现严重影响其化疗效果。国内外学者多

方面研究发现，奥沙利铂导致多药耐药的主要原因

之一是细胞内转运蛋白的活化，致使药物外排作用

增加，降低细胞内的有效药物浓度。本课题研究的２
种转运蛋白 Ｐｇｐ和 ＭＲＰ２同属于 ＡＢＣ转运蛋白家
族，Ｐｇｐ是由１２８０个氨基酸组成的分子质量为１７０
ｋＤ的单链跨膜糖蛋白，ＭＲＰ是由１５３１个氨基酸组

成的分子质量为１９０ｋＤ的多药耐药相关蛋白，两者
能够利用ＡＴＰ水解的能量，将疏水亲脂的化疗药物
主动排出细胞外，降低细胞内药物蓄积，从而使肿瘤

细胞产生多药耐药。Ｐｇｐ可以直接将药物由细胞内
排出，使得细胞免受化疗药物的毒性作用。而 ＭＲＰ
需要谷胱甘肽与药物的共价结合来确保转运的实

现［４５］。越来越多的证据表明这两种转运蛋白（Ｐｇｐ
和ＭＲＰ２）的活化是由于 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活所
致［６７］。

　　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号传导通路是一条酪氨酸激酶级联
信号传导通路，是细胞生存通路之一。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通
路激活使Ａｋｔ发生磷酸化而激活，活化的Ａｋｔ通过磷
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酸化作用激活或抑制其下游靶蛋白 Ｂａｄ、ｃａｓｐａｓｅ９、
ＮＦκＢ、ＧＳＫ３β、ＦＫＨＲ、ｍＴＯＲ、ＦＫＨＲ和 ｐ２７Ｋｉｐ１
等。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路活化后不仅能够促进细胞增
殖与侵袭，Ｍａ等［８］研究发现 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路在介导
人白血病多药耐药方面发挥重要作用。众多学者在

胃癌［９］、肺癌［１０］、人乳腺癌［１１］和肝癌［１２］等多种肿瘤

细胞中证实 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路能够调控 ＡＢＣ转运蛋白
的表达参与肿瘤细胞多药耐药，但具体机制尚不清

楚。Ｓｕｉ等［６］研究发现通过抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路下游
ＮＦκＢ磷酸化能够下调 Ｐｇｐ的表达，逆转人结肠癌
多药耐药。

　　ＧＳＫ３β是 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路下游靶因子之一，
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路激活后可使 ＧＳＫ３β丝氨酸９位点发
生磷酸化，从而抑制 ＧＳＫ３β的活性。ＧＳＫ３β作为
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路下游的靶因子，在人类多种肿瘤细胞
中发挥着重要的作用。有研究表明，在前列腺癌［１３］

及胰腺癌［１４］中ＧＳＫ３β能够促进肿瘤细胞的增殖与
转移。与此同时，在胆管癌细胞［１５］和乳腺癌［１６］中，

ＧＳＫ３β激活后能够降低 ＡＢＣ转运蛋白的表达并逆
转肿瘤细胞的多药耐药。通过前人的研究发现

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路的激活能够导致多药耐药的发生，且
ＧＳＫ３β与肿瘤细胞增殖与耐药之间存在密切关系，
但在直结肠癌中，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是否通过下游靶因
子ＧＳＫ３β途径调控ＡＢＣ转运蛋白的表达来参与多
药耐药在大肠癌细胞中的作用未见报道。

　　本课题研究结果显示，应用ＧＳＫ３β抑制剂ＨＹ
１９８０７后，奥沙利铂对 ＨＣＴ１５细胞的半数抑制浓度
（ＩＣ５０）由（１９８３±０８０）ｍｇ／Ｌ升至（２７１５±１５７）
ｍｇ／Ｌ。应用 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制剂 ＨＹ１３８９８后，奥
沙利铂对ＨＣＴ１５细胞的ＩＣ５０由（１９８３±０８０）ｍｇ／Ｌ
降至（９９３±１７７）ｍｇ／Ｌ，说明抑制 ＧＳＫ３β活性后
能够增加细胞的耐药性，阻断 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路，
增强ＧＳＫ３β活性后能降低细胞的耐药性。进一步
研究发现，ＨＹ１９８０７作用于 ＨＣＴ１５细胞后，ｐＧＳＫ
３βＳｅｒ９、Ｐｇｐ及 ＭＲＰ２的表达增加，而 ＨＹ１３８９８作
用于 ＨＣＴ１５细胞后，Ａｋｔ表达增加，ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ
３βＳｅｒ９、Ｐｇｐ及ＭＲＰ２的表达降低，两种抑制剂对总
ＧＳＫ３β表达无影响。ＲＴｑＰＣＲ检测结果显示，应用
ＨＹ１９８０７后，ＨＣＴ１５细胞ＡＢＣＢ１和ＡＢＣＣ２的ｍＲ
ＮＡ表达增加，应用 ＨＹ１３８９８后，ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２
的ｍＲＮＡ表达降低。提示 ＨＹ１９８０７抑制 ＧＳＫ３β
活性后，能够增加 ＨＣＴ１５细胞中 Ｐｇｐ、ＭＲＰ２的蛋
白表达及 ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２的 ｍＲＮＡ表达，导致药
物外排作用增加，细胞内药物浓度降低，减弱肿瘤细

胞对奥沙利铂的化疗敏感性。ＨＹ１３８９８抑制ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路，使ＧＳＫ３β去磷酸化而激活，能够降低
ＨＣＴ１５细胞中 ｐＡｋｔ、ｐＧＳＫ３βＳｅｒ９、Ｐｇｐ及 ＭＲＰ２
的蛋白表达，降低 ＡＢＣＢ１和 ＡＢＣＣ２的 ｍＲＮＡ表达，
药物外排作用减弱，细胞内药物浓度增加，增强肿瘤

细胞对奥沙利铂的化疗敏感性。ＧＳＫ３β作为ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路下游的靶因子，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路激
活后磷酸化 ＧＳＫ３βＳｅｒ９位点，使 ＧＳＫ３β活性降
低，Ｐｇｐ及 ＭＲＰ２表达增加。抑制 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通
路能够使 ＧＳＫ３βＳｅｒ９去磷酸化，ＧＳＫ３β活性增
强，Ｐｇｐ及 ＭＲＰ２表达减少。以上实验结果表明在
ＨＣＴ１５细胞中 Ｐｇｐ及 ＭＲＰ２的表达是通过 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路下游的 ＧＳＫ３β途径调控的，直接参与
结直肠癌细胞的的多药耐药。

本课题也证实了通过改变 ＧＳＫ３βＳｅｒ９的磷酸
化表达同样能够对 ＨＣＴ１５细胞的增殖起到调控作
用。应用ＧＳＫ３β抑制剂 ＨＹ１９８０７使 ＧＳＫ３β活性
受到抑制后，ＨＣＴ１５细胞 Ｇ１期细胞百分率明显减
少，Ｓ期细胞百分率显著增加，表明 ＧＳＫ３β抑制剂
可促使 ＨＣＴ１５细胞由 Ｇ１期向 Ｓ期转变，促进细胞
增殖。而应用 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑制剂 ＨＹ１３８９８使
ＧＳＫ３β激活后，出现Ｇ１期细胞百分率明显增加，同
时Ｓ期细胞百分率显著减少，表明 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路抑
制剂可以阻止ＨＣＴ１５细胞由 Ｇ１期转变为 Ｓ期，细
胞增殖受到抑制。考虑 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路可以通过
ＧＳＫ３β途径调控 ＨＣＴ１５细胞的细胞周期，影响细
胞的增殖，进而影响化疗药物在临床治疗中的效果。

直结肠癌的多药耐药机制上存在复杂性和多因

素性，ＧＳＫ３β如何调控 ＡＢＣ转运蛋白表达的机制
尚不清楚。ＧＳＫ３β作为激酶能够磷酸化多种底物，
ＧＳＫ３β是否具有直接磷酸化 ＡＢＣ转运蛋白的功能
还需要进一步试验证实。本研究仅在细胞水平进行

研究及实验，且细胞系单一，实验结果存在一定的局

限性，后续研究可在多种细胞系间做比较，并收集临

床标本开展组织学实验，从而更全面地研究 ＧＳＫ３β
在大肠癌多药耐药中的作用。如能明确 ＧＳＫ３β与
ＡＢＣ转运蛋白之间存在直接相关性，则可将 ＧＳＫ３β
作为调控大肠癌细胞化疗敏感性的靶基因，临床上

就可通过抑制大肠癌患者 ＧＳＫ３βＳｅｒ９位点的磷酸
化表达来提高细胞的化疗敏感性。
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