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【摘要】 　 目的　 探讨小分子抑制剂 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ抑制 ＰＩ３ＫＡｋｔ信号通路活性及对人肝母细胞瘤细胞
系增殖、凋亡的效应作用及其相关机制。 　 方法　 采用不同浓度的小分子抑制剂 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ（０ μｍｏｌ ／ Ｌ、
２ μｍｏｌ ／ Ｌ、４ μｍｏｌ ／ Ｌ、８ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理人肝母细胞瘤细胞 ＨｅｐＧ２ 细胞，通过四氮唑盐比色法检测 Ｓｅｒａ
ｂｅｌｉｓｉｂ对细胞增殖的抑制作用，采用流式细胞仪检测细胞凋亡变化情况，采用蛋白质免疫印迹检测 Ｓｅ
ｒａｂｅｌｉｓｉｂ处理后 ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＰＩ３Ｋ信号通路活性及凋亡相关蛋白表达变化情况。 　 结果 　 当 Ｓｅｒａ
ｂｅｌｉｓｉｂ浓度≥４ μｍｏｌ ／ Ｌ时，对人肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖具有显著抑制作用，随着 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ
浓度增加，其对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制率逐渐增大，具有剂量和时间依赖性。 随着 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 浓度增
加，ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡率明显升高，同样具有剂量依赖性。 蛋白质免疫印迹检测发现 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ处理后的
ＨｅｐＧ２ 细胞中 ＰＩ３Ｋ信号通路中关键激酶 Ａｋｔ磷酸化水平降低，促凋亡蛋白 ＰＡＲＰ ８９ＫＤ 裂解片段表达
增加。 　 结论　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ通过抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号转导通路，抑制人肝母细胞瘤 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖，并
诱导凋亡。
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　 　 肝母细胞瘤（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＨＢ） 是婴幼儿最
常见的胚胎源性肝脏肿瘤，多发生于 ３ 岁以下婴幼

儿，占儿童原发肝脏恶性肿瘤的 ８０％ ［１］ 。 该病发展

迅速，瘤体生长迅速，恶性程度高，易发生浸润和侵

袭转移，目前多采用手术联合化疗的多学科综合治

疗方案［２］ 。 由于术后残留、复发，对化疗药物的不

耐受及耐药性等问题一直未得到有效解决，因此寻

找安全、低毒的化疗药物是目前国内外研究热点之

一［３］ 。 目前有关 ＰＩ３Ｋ激酶小分子抑制剂的研究已



-411-临床小儿外科杂志   2020 年 5 月第 19 卷第 5 期  J Clin Ped Sur,  May 2020, Vol.19, No.5

经成为肿瘤学研究的热点，但是有关靶向亚型的小

分子抑制剂对肝母细胞瘤效应的研究较少。 因此，

本研究将采用新型的小分子抑制剂 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ，通
过靶向 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路，探讨其对于肝母细胞瘤
细胞增殖、凋亡的作用，同时检测相关的分子机制，

为肝母细胞瘤的治疗寻找新的药物和途径，并为

Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ治疗肝母细胞瘤的临床前研究提供实验
依据和理论基础。

材料与方法

一、细胞系与试剂

人肝母细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２ 由本实验室保
存［４］ 。 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ、二甲基亚砜（ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｓｕｌｆｏｘｉｄｅ，
ＤＭＳＯ） 购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ 公司；胎牛血清购自美国
Ｇｉｂｃｏ 公司； ＤＭＥＭ高糖培养基、胰酶购自美国 Ｈｙ
Ｃｌｏｎｅ 公司；四甲基偶氮唑蓝（ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏ
ｌｉｕｍ，ＭＴＴ）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司，ＰＢＳ缓冲液配制成
５ ｍｇ ／ ｍＬ储存液，０． ２２ μＭ滤膜过滤除菌，分装后于
－ ２０℃避光保存；Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｋｉｔ购
自联科生物公司；ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ 流式细胞仪购自美
国 ＢＤ公司； 针对 ８９ＫＤ ＰＡＲＰ 裂解片段的 ｃｌｅａｖｅｄ
ＰＡＲＰ抗体、Ａｋｔ 抗体及 ｐＡｋｔ 抗体购自美国 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ公司；βＡｃｔｉｎ 抗体购自美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公
司；ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌ Ｗｅｓｔ Ｐｉｃｏ Ｃｈｅｍｉｌｕｍｉｎｅｓｃｅｎｔ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
ｔｒｉａｌ ｋｉｔ（３４０７９）购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司。 显影剂、定
影剂和 Ｘ 光片均购自日本柯达公司。

二、实验方法

（一）ＨｅｐＧ２ 细胞培养及 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ的配制
ＨｅｐＧ２ 细胞培养于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ

高糖培养基中，于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２细胞培养箱中培
养。 细胞经 ０． ２５％胰酶消化传代，取对数生长期的
细胞进行培养。 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 先用 ＤＭＳＯ 配成原液，
分装冻存，临用时细胞培养基稀释成所需浓度，ＤＭ
ＳＯ终浓度为 ０． １％ 。

（二） ＭＴＴ 比色法
调整处于对数期细胞悬液的浓度，将 ＨｅｐＧ２ 细

胞接种在 ９６ 孔板上（每孔 １００ μＬ），１２ ｈ 后加入不
同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 并处理不同时间； 加入 ＭＴＴ（每
孔 １０ μＬ），３７℃、５％ ＣＯ２培养 ４ ｈ；１ ８００ ｒｐｍ 离心
５ ｍｉｎ，小心弃上清，加入 ＤＭＳＯ 溶解各孔 ＭＴＴ 代谢
产物，酶标仪内震荡孵育 １０ ｍｉｎ，检测 ４９２ ｎｍ 波长
下吸光度值（Ａ）。 细胞生长抑制率（％ ） ＝ ［１ － （处
理组 Ａ 均值 ／对照组 Ａ 均值）］ × １００％ ；细胞活性

（％ ） ＝ （处理组 Ａ 均值 ／对照组 Ａ 均值） × １００％ 。
重复实验 ３ 次，取平均值，计算标准差。

（三）细胞凋亡测定

将 ＨｅｐＧ２ 细胞接种在 ６ 孔板上，１２ ｈ 后加入不
同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 处理 ４８ ｈ 后，使用 ＡｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ ／ ＰＩ细胞凋亡检测试剂盒。 收集细胞于离心管
中，１ ０００ ｒｐｍ离心 ５ ｍｉｎ，加入 ５００ μＬ １ ×结合缓冲
液、５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ和 ５ μＬ ＰＩ 混匀，避光孵育
２０ ｍｉｎ，流式细胞仪进行检测，使用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件进
行结果分析。

（四）Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ检测相关蛋白
ＨｅｐＧ２ 细胞以不同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 处理 ４８ ｈ

后，以蛋白裂解液裂解细胞，提取上清液即为总蛋

白，按照 ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒测定蛋白质浓
度。 ９９℃、１０ ｍｉｎ加热变性后，进行 １０％ ＳＤＳＰＡＧＥ
凝胶电泳。 然后将蛋白质转移置 ＰＶＤＦ膜上，封闭、
孵育一抗、二抗，Ｘ光片曝光、显影、定影显示目标条
带。 使用 ＮＩＨ ＩｍａｇｅＪ软件对条带进行密度分析。

三、统计学处理

应用 ＳＰＳＳ１６． ０ 对数据进行统计分析。 所有服
从正态分布的计量数据以（ ｘ ± ｓ）表示。 多组间均
数独立样本采用单因素方差分析，两样本均数间比

较采用 ｔ检验。 Ｐ ＜ ０． ０５ 为差异有统计学意义。

结　 果

一、 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ对 ＨｅｐＧ２ 细胞增殖的抑制作用
为证实小分子抑制剂 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 对人肝母细胞

瘤细胞株的抑制作用，以不同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ （０
μｍｏｌ ／ Ｌ，２ μｍｏｌ ／ Ｌ，４ μｍｏｌ ／ Ｌ，８ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理人肝母
细胞瘤细胞系 ＨｅｐＧ２ 细胞 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ，以 ＭＴＴ
法检测细胞活性，并计算细胞生存率。 结果显示随

着浓度的升高，Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 对于细胞增殖的抑制作
用增强，且抑制作用呈剂量和时间依赖性（图 １）。

二、Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ对 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡的影响
不同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ （ ０ μｍｏｌ ／ Ｌ， ２ μｍｏｌ ／ Ｌ，

４ μｍｏｌ ／ Ｌ，８ μｍｏｌ ／ Ｌ） 处理人肝母细胞瘤细胞系
ＨｅｐＧ２ 细胞 ４８ ｈ 后，以 Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ／ ＰＩ 双标法
检测细胞早期凋亡率和晚期凋亡率。 发现 ＨｅｐＧ２
细胞早期和晚期凋亡率均随 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 浓度增加而
增加，呈明显剂量依赖性（图 ２），实验重复 ３ 次，取
均值和标准差。 细胞凋亡趋势与 ＭＴＴ结果相一致。
提示 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 对人肝母细胞瘤细胞具有抑制作
用，可能与其诱导细胞凋亡有关。
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图 １　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ抑制人肝母细胞瘤细胞系的增殖。 ＨｅｐＧ２
细胞以 １０４ 个细胞 ／孔种植于 ９６ 孔板，不同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ
（０ μｍｏｌ ／ Ｌ，２ μｍｏｌ ／ Ｌ，４ μｍｏｌ ／ Ｌ，８ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理不同时间
（２４ ｈ，４８ ｈ，７２ ｈ）后，以 ＭＴＴ 法检测细胞活性。 平行 ３ 孔，
柱状图表示生存率和标准差。 表示与对照组（０ μｍｏｌ ／ Ｌ）
相比 Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． １ 　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｈｅｐａｔｏ
ｂｌａｓｔｏｍａ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅｓ

　 　 三、Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 抑制 ＨｅｐＧ２ 细胞中 Ａｋｔ 磷酸化
及促进 ＰＡＲＰ的裂解

Ａｋｔ的本质是大小为 ５６ｋＤ的丝氨酸 ／苏氨酸蛋
白激酶，处于 ＰＩ３Ｋ信号转导通路的核心部位。 Ａｋｔ

在 ＰＩ３Ｋ等作用下发生磷酸化后充分活化，其磷酸
化水平反映信号通路活化水平。 ＰＡＲＰ （ ｐｏｌｙＡＤＰ
ｒｉｂｏｓｅ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ）是一种 ＤＮＡ 修复酶，为 Ｃａｓｐａｓｅ
的催化底物，可被催化为 ８９ＫＤ 和 ２４ＫＤ 的裂解产
物而失活，其裂解片段是细胞凋亡的分子标志之

一。 为进一步证明 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 可以抑制 ＰＩ３ＫＡｋｔ
信号通路并且诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞凋亡，我们用 Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ印迹检测了 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 作用下 ＨｅｐＧ２ 细胞株
Ａｋｔ蛋白磷酸化水平及 ＰＡＲＰ 裂解产物水平的变
化。 结果显示，Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 抑制 Ａｋｔ 激酶磷酸化水平
存在剂量依赖性，提示该小分子抑制剂可以抑制

ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路活性；而 ＰＡＲＰ ８９ＫＤ裂解片段随
Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ浓度增加而增加，呈剂量依赖性（图 ３）。

讨　 论

肝母细胞瘤（ｈｅｐａｔｏｂｌａｓｔｏｍａ，ＨＢ） 是婴幼儿最
常见的胚胎源性肝脏肿瘤，其主要形成机制是在胚

图 ２　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ诱导 ＨｅｐＧ２ 细胞系凋亡，呈明显剂量依赖性　 注　 Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞以不同浓度 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ处理 ４８ ｈ后，Ａｎｎｅｘ
ｉｎ Ｖ和 ＰＩ染色后，流式细胞仪检测细胞凋亡率。 本组图片为其中 １ 次检测结果，分别标识早期凋亡（Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ ＋ ／ ＰＩ － ）
和晚期凋亡（Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ＋ ／ Ｐ ＋ ）和完全坏死细胞（Ａｎｎｅｘｉｎ ＶＦＩＴＣ － ／ ＰＩ ＋ ）比例； Ｂ：柱状图表示早期凋亡和晚期凋亡细胞总
比例，为 ３ 次实验平均值，ｂａｒ表示标准差。 表示与对照（０ μｍｏｌ ／ Ｌ）相比 Ｐ ＜ ０． ０５
Ｆｉｇ． ２　 Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ ｉｎ ａ ｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ

图 ３　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ抑制人肝母细胞瘤细胞 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路活性及促进凋亡相关蛋白表达　 注　 Ａ：ＨｅｐＧ２ 细胞以不同浓度
Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ（０ μｍｏｌ ／ Ｌ，２ μｍｏｌ ／ Ｌ，４ μｍｏｌ ／ Ｌ，８ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理 ４８ ｈ 后，提取细胞总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐＡｋｔ、ＴＡｋｔ 及 ＰＡＲＰ
８９ＫＤ裂解产物，以 βａｃｔｉｎ作为上样量参照。 条带使用 ＩｍａｇｅＪ软件进行扫描并分析； Ｂ：采用 ＮＩＨ ＩｍａｇｅＪ 软件分析各条带灰
度值，并与 βａｃｔｉｎ进行比较
Ｆｉｇ． ３　 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ
ＨｅｐＧ２ ｃｅｌｌｓ
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胎发育期间，由肝脏内的多能干细胞分化增殖产生

恶性肿瘤细胞，多发生于 ３ 岁以下婴幼儿，占儿童
原发肝脏恶性肿瘤的 ８０％ ［１，２］ 。 目前的治疗手段

主要是手术联合化疗。 ＨＢ 治愈率在 ８０％左右，而
剩余 ２０％的侵袭性更强的肿瘤对化疗基本没有反
应，这些患者的预后很差，但是由于术后残留、复

发，患者对化疗药物的不耐受及耐药性等负面效

应一直存在［３，５］ 。

目前 ＨＢ 的发病机制尚不清楚，除了肿瘤遗传
学事件的发生，肝母细胞瘤的发生、增殖、侵袭与转

移同样离不开环境中的各种生物信号，信号转导通

路的异常也被认为是肝母细胞瘤的发病机制之一。

近期研究表明，ＰＩ３ＫＡｋｔ 通路是一个经典的促增
殖、抑凋亡的信号转导途径，在促进肿瘤细胞的生

长、增殖，抑制细胞凋亡，促进细胞侵袭和转移，促

进血管生成，抵抗化疗和放疗中细胞的凋亡上均发

挥重要作用，该信号通路的所有成员（包括 Ａｋｔ）被
认为是单一治疗或联合治疗的靶点用于治疗各种

癌症，阻断 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号转导通路的异常活化成为
肿瘤治疗的新靶点［６ － １０］ 。

凋亡是细胞程序化死亡的过程，发生在细胞老

化过程中，在正常组织的动态平衡和发育中起着重

要作用［１１］ 。 细胞凋亡是一种重要的抗肿瘤途径，多

种抗肿瘤药物通过诱导细胞凋亡在肿瘤中发挥重

要作用，在癌变过程中诱导细胞凋亡被认为能有效

减缓癌症的进展［１２，１３］ 。 ＰＡＲＰ（ｐｏｌｙＡＤＰｒｉｂｏｓｅ ｐｏｌｙ
ｍｅｒａｓｅ）是一种 ＤＮＡ 修复酶，为 Ｃａｓｐａｓｅ 的催化底
物，可被催化为 ８９ＫＤ 和 ２４ＫＤ 的裂解产物而失活，
其裂解片段也是细胞凋亡的分子标志之一［１４］ 。 Ａｋｔ
是大小为 ５６ｋＤ 的丝氨酸 ／苏氨酸蛋白激酶，处于
ＰＩ３Ｋ信号转导通路的核心部位。 Ａｋｔ 在 ＰＩ３Ｋ 等
作用下发生磷酸化后充分活化，其磷酸化水平反映

了信号通路活化水平［１５］ 。 细胞凋亡的激活受多种

信号通路的调控，其中 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 通路是最重要的
信号通路之一［１６］ 。

研究表明，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路异常活化在肝母
细胞瘤的发生发展中起着重要作用［１７，１８］ 。 有研究

表明肝母细胞瘤中存在 ＰＩ３Ｋα 亚基突变，从而导致
激酶活性增加。 通过 ＰＩ３Ｋ 体外抑制和随后的 Ａｋｔ
和 ＧＳＫ３β磷酸化的减少证实 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号通路的
异常活化是肝母细胞瘤细胞存活的关键［１７］ 。

Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ （ ＩＮＫ１１１７，ｍＬＮ１１１７，ＴＡＫ１１７） 是
一种新型的、有效的、具有高度选择性并且可采用

口服的 ＰＩ３Ｋα 抑制剂［１９］ 。 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 可有效抑制

ＰＩ３Ｋα的活性，其选择性比其他Ⅰ类 ＰＩ３Ｋ家族成员
高 １００ 倍以上。 对携带有 ＰＩＫ３α 突变的肿瘤细胞
系进行 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ处理，细胞内 ＰＩ３Ｋ 信号通路被有
效抑制，细胞增殖阻滞并引起细胞凋亡，并且有效

抑制肿瘤细胞的增殖，抑制胞内 Ａｋｔ 的磷酸化和活
性。 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ单用或者与其他抑制剂联合应用已
经在非血液系统恶性肿瘤、胃癌、乳腺癌、肾肿瘤及

非小细胞肺癌在内的实体瘤中进行了体外及临床

研究，疗效得到了肯定［９，１９，２０］ 。

目前 ＰＩ３Ｋ激酶小分子抑制剂的研究已经成为
肿瘤学研究的热点，但是靶向亚型的小分子抑制剂

对于肝母细胞瘤效应的研究较少。 本研究发现，

ＰＩ３Ｋα特异性的小分子抑制剂 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 可以抑制
肝母细胞瘤细胞系细胞的增殖，诱导其凋亡，并呈

剂量依赖性，其分子机制涉及到抑制 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ信号
通路及 ＰＡＲＰ 的裂解失活；后续我们将在其他 ＨＢ
细胞系及体内实验进一步验证该小分子抑制剂的

作用，为 Ｓｅｒａｂｅｌｉｓｉｂ 用于肝母细胞瘤治疗的临床前
研究提供实验依据和理论基础。
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