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Abstract
AIM: To investigate whether bFGF regulates p21WAF1 ex-
pression of Bel-7402 cell line via PI3K/PKB pathway.

METHODS: 32P incorporation assay. The expression of p21WAF1-
mRNA was assessed by RT-PCR. The expression of p21WAF1

protein was detected by Western blot. Cell cycle analysis
was performed on a FACScan.

RESULTS: Both membrane and cytosol activity of PKB in
Bel-7402 cell which were treated with bFGF (25 µg/L)
reached the peak at 10 min. p21WAF1 mRNA level was
upregulated and peaked at 1 h (5.5 fold induction).
Correspondingly, p21WAF1 expression was increased and
peaked at 2 h (2.2 folds of reduction). Wortmannin efficiently
inhibited the activity of PKB (P <0.05), but not the level of
p21WAF1 mRNA and the expression of p21WAF1 protein. FCM
analysis showed bFGF induced S-phase entry (0.14±0.01
0.28±0.01, P <0.01), which was inhibited by wortmannin
effectively (0.28±0.01 0.22±0.01, P <0.01).

CONCLUSION:bFGF stimulates the proliferation of Bel-7402
cell line via PI3K/PKB pathway, and modulates p21WAF1 ex-
pression through separating signaling pathways.

Yu HY, Sun LP, Sun LG, Ding XH. Effect of basic fibroblast growth factor
on growth regulation in Bel-7402 cell line. Shijie Huaren Xiaohua
Zazhi  2003;11(9):1333-1336

摘要

目的: 探讨bFGF是否通过PI3K/PKB途径调节p21WAF1的表达.

方法: 32P掺入法检测PKB酶活性 RT-PCR Western blot

检测不同处理组Bel-7402细胞的p21WAF1表达 流式细胞

术分析细胞周期.

结果: 25 µg/L bFGF刺激细胞10 min 就可使胞液和膜性
PKB酶活性达高峰. p21WAF1mRNA表达水平在1 h达高峰

比对照升高了5.5倍. p21WAF1蛋白表达在2 h达高峰 比对

照升高了2.2倍. wortmannin预处理后 PKB活性在各时间

点均明显降低(P <0.05) p21WAF1 mRNA表达及p21WAF1蛋白

表达无明显变化. 流式细胞术分析显示 bFGF处理组与

对照组相比G1期细胞减少(0.65 0.01 0.49 0.02

P <0.01) S期细胞增多(0.14 0.01 0.28 0.01 P <0.01)

wortmannin能抑制此促增生作用(G1: 0.58 0.01; S: 0.22

0.01 P <0.01).

结论: PI3K/PKB途径可介导bFGF对Bel-7402细胞的促增

生作用 但是bFGF对p21WAF1表达的调节作用不依赖PI3K/

PKB途径.
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0   引言

成纤维细胞生长因子(FGFs)和成纤维细胞生长因子受体

的信号转导通路与肿瘤发生发展的关系极为密切 是

细胞信号转导研究的热点[1-20]. PI3K/PKB是近年来发现

的一个新的生长因子信号转导途径. 越来越多的证据表

明 PKB与细胞代谢 生长 凋亡 恶变等密切相关[21-29].

p21WAF1是目前已知的具有最广泛激酶抑制活性的细胞周

期抑制蛋白[30-32] 他通过依赖和非依赖P53途径 对

细胞内信号和细胞外信号均能作出反应 参与细胞生

长 发育 分化 衰老及DNA损伤修复等多种功能的

调节[33-35]. 我们采用外源性bFGF直接作用于Bel-7402

肝癌细胞 观察其对p21WAF1表达的影响 探讨生长因

子通过PKB途径调控细胞周期进程的信号转导机制.

1   材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株Bel-7402购自是中科学院上海

细胞所 DMEM培养基为Gibcolbrl 公司产品 小牛
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血清购自华美生物工程公司 TRIzol为Life-Technology

公司产品 扶济复(重组人bFGF)购自北京双鹭药业有

限公司 组蛋白2B为Roche 公司产品 cAMP蛋白激

酶抑制剂为Sigma 公司产品 [ -32P] ATP购于北京福

瑞生物工程公司 单克隆鼠抗人p21WAF1 辣根过氧

化物酶标记的二抗和ECL试剂盒购于北京中山生物技

术公司 TaKaRa RNA PCR 试剂盒购自大连宝生物工

程有限公司 其余试剂均为国产分析纯试剂.

1.2 方法

1.2.1 32P掺入法检测PKB酶活性  将对数生长期细胞1

108/L 接种于培养瓶 待达到70 融合时换成无血

清DMEM 培养液孵育过夜 使细胞同步化 然后随

机按下述时间点和浓度点分组施加因素. 分组如下:  (1)

不同剂量组: 0 25 50 75 µg/L 处理时间10 min;
(2)不同时间组: 0 5 10 60 min 剂量为 25 µg/L;
(3)wortmannin预处理组: 处理时细胞同步化同前 空白

对照以等量二甲基亚砜替代wortmannin 加入wortmannin

终浓度100 nmol/L 置于细胞培养箱中孵育1 h 然后

按(2)的各时间点加bFGF 处理. 处理期间细胞置于细胞培

养箱中. 处理结束后 收集细胞 用冰PBS 洗涤 3次.

按照文献[36]方法进行PKB酶活性检测.

1.2.2 Western blot 分析  取各组细胞40 µg总蛋白上样
于150 g/L SDS PAGE电泳分离 电转移至硝酸纤维素

膜上 加入一抗 孵育2 h 洗膜 加入羊抗鼠辣根过

氧化物酶标二抗 孵育2 h 按ECL免疫印迹检测试剂

盒说明进行显色 曝光. 分组如下: (1)bFGF组: 0 30 min

1 h 2 h 6 h 剂量为25 µg/L; (2)wortmannin+bFGF组:
先加入100 nmol/L wortmannin 孵育 1 h 然后按(1)

的各时间点加bFGF 处理.

1.2.3 RT-PCR检测p21WAF1mRNA 表达  应用premer

Primer5软件设计引物 由大连宝生物工程有限公司合

成 p21WAF1:上游引物5 -ACTTTGTCACCGAGACAC

CA-3 ; 下游引物5 -CCTCAGCCTTCCAAGTAGC 5 .

β-actin: 上游引物 5 -GATGACCCAGATCATGTTTG-3 ;
下游引物 5 -TGGAGTTGAAGGTAGTTTCG-3 . 按

Trizol试剂操作说明提取各处理组细胞的总RNA. 紫外检

测仪分别在260 nm和 280 nm波长下检测RNA的吸光

度A值 测定RNA的纯度. cDNA合成后 建立25 µL
反应体系 95 预变性90 s 循环 28 次 循环条件

为: 94 变性1 min 58 退火1 min 72 延伸1 min.

循环结束后72 延伸10 min. PCR产物用15 g/L琼脂糖

凝胶电泳 凝胶成像仪扫描摄影. 分组如下: (1) bFGF组:

0 30 min 1 h 2 h 剂量为25 µg/L; (2) wortmannin+bFGF
组: 先加入100 nmol/L wortmannin 孵育 1 h 然后按

(1)的各时间点加bFGF 处理.

1.2.4 细胞周期分析  收集消化的贴壁细胞 离心后重

悬在含100 mg/L RNA酶和10 g/L碘化丙啶的PBS中

用FACScan 检测 结果用Cell-Quest 软件分析数据.

        统计学处理  差异显著性采用t 检验.

2   结果

2.1 bFGF激活PKB活性  采用外源性bFGF刺激细胞

检测PKB酶活性 计算比活性值绘制浓度曲线(图1A)

和时间曲线(图 1B C). 结果发现 不同浓度的bFGF

孵育Bel-7402 细胞迅速激活PKB 且膜性PKB活性

高于胞液PKB活性. 25 µg/L bFGF刺激细胞10 min 就
可使胞液和膜性PKB酶活性达高峰.

A  浓度曲线.

B  胞膜PKB活性.

C  胞液PKB活性.
图1  bFGF对Bel-7402细胞PKB活性的影响.

1: 对照; 2, 3, 4: bFGF分别孵育0.5, 1, 2 h; 5, 6, 7: wortmannin 预处理
1 h后bFGF分别孵育0.5, 1, 2 h.
图 2  RT-PCR分析bFGF对p21WAF1表达的影响.

2.2 bFGF对p21WAF1转录和表达的影响  经25 µg/L bFGF
处理后 Bel-7402细胞p21WAF1mRNA表达水平增高 (见

图2) 在1 h达高峰 与对照相比升高了5.5倍. Western
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blot 分析显示 经25 µg/L bFGF处理后 Bel-7402细
胞的p21WAF1蛋白表达增加 在2 h达高峰 与对照相

比升高了2.2倍 (图 3).

图3  bFGF对p21WAF1蛋白表达的影响.

2.3 PI3K抑制剂对bFGF作用的影响  经 PI3K抑制剂

wortmannin预处理与未经预处理的各组相比 PKB活

性在各时间点均存在显著差异(P <0.05) p21WAF1 mRNA

表达及p21WAF1蛋白表达均无明显变化.

2.4 bFGF调节细胞周期  FCM显示 经25 µg/L bFGF孵
育16 h后 与对照组相比G1期细胞减少(0.65 0.01

0.49 0.02 P <0.01) S 期细胞增多(0.14 0.01

0.28 0.01 P <0.01) 但 wortmannin 能抑制此促增

生作用(G1: 0.58 0.01; S: 0.22 0.01 P <0.01).

3   讨论

大量研究表明 FGFS/FGFRS信号传递与肿瘤发生发

展的关系极为密切 多种肿瘤细胞表达水平极高的

FGFR1 和 aFGF/bFGF 以过量表达FGFR1 和 aFGF/

bFGF为特征的自分泌信号环路是肿瘤细胞恶性增生的

首要条件. 研究肿瘤细胞信号传导机制 选择性的阻断

肿瘤细胞自分泌或旁分泌的信号传导通路 破坏其自

控性生长调节机制 正在成为极具吸引力的研究热点[33].

p21 WAF1是最早发现并克隆的周期素依赖性激酶抑制剂

对细胞内信号和细胞外信号均能作出反应 参加细胞

多种功能活动 [30, 34]. p21WAF1通过抑制Cyclin-CDK复合物

活性 充当协调细胞周期转换 检查点控制的内部定时

机制 而外部生长控制信号通过影响p21WAF1功能来控制

细胞周期[31, 35]. bFGF作用于MCF-7细胞 既能增加

p21WAF1的转录和表达并使cdk2 失活及Rb去磷酸化

降低cyclin A的表达 同时又上调G1期蛋白如cyclin

D1 cyclin E 和 cdk4的表达 此双重作用的结果是抑

制MCF 7细胞的增生. FGF通过不依赖MAPK的途径

活化STAT1 上调p21WAF1的mRNA水平和蛋白表达

抑制MCF-7细胞增生[18]. FGF-2处理NIH3T3细胞后 通

过非依赖MAPK途径诱导p21WAF1蛋白表达 但FGF-2

对p21WAF1mRNA水平的上调作用部分依赖MAPK途径

并且通过MAPK途径促进细胞进入S期[19]. 我们采用外

源性bFGF处理Bel-7402细胞 结果表明bFGF能促

进p21WAF1 mRNA水平升高 导致p21WAF1的表达增加.

PI3K抑制剂wortmannin预处理的细胞 经bFGF刺激

后 在各时间点p21WAF1 mRNA水平无明显改变 同时

p21WAF1表达水平也无明显变化 表明bFGF对Bel-7402

p21WAF1表达的影响是通过影响其转录活性实现的 但

是这种调节作用不依赖PI3K/PKB途径. FCM检测细胞

周期结果表明 bFGF处理后细胞G1期比例下降 S期

比例增加 这与bFGF促进细胞增生相符 预先加入

PI3K 抑制剂wortmannin再用 bFGF处理后 这种促增

生作用受到抑制(P <0.01) 提示 bFGF通过PI3K/PKB

途径促进细胞周期进程 使细胞从G1期 S期. 可见

bFGF对p21WAF1表达的诱导作用和对细胞周期进程的促

进作用是通过不同途径实现的. 已知p21WAF1是具有最广

泛激酶抑制活性的细胞周期抑制蛋白 可与几乎每一

个Cyclin-CDK复合物结合. p21WAF1抑制Cyclin D-CDK4

和Cyclin E-CDK2的活性 使Rb蛋白不能磷酸化 从

而使细胞周期停止在G1期. p21WAF1通过与Cyclin A-

CDK2结合间接抑制DNA合成[32-36]. 本结果表明bFGF既

能上调p21WAF1的表达 同时又促进细胞进入S期 这

似乎是矛盾的. 但是 这两种作用是通过不同途径发生

的. bFGF能调节周期素和周期素依赖性激酶的表达[17]. 因

此 我们可以初步推测如果bFGF诱导过量Cyclin/CDK

的复合物形成 超过了p21WAF1的结合能力 细胞将

从G1期 S期.
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