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Abstract
AIM: To investigate the activity of protein 
kinase B (PKB) and the expression of Cyclin A in 
colorectal cancer LoVo cell line after treatment 
of basic fibroblast growth factor (bFGF), and 
to further analyze the signal transduction 
mechanism of bFGF in regulating the growth of 
LoVo cells via PI3-K/PKB pathway.

METHODS: Colorectal cancer cell line LoVo 
was cultured in vitro using routine method, and 
then treated with bFGF, LY294002 (inhibitor of 
PI3-K), and bFGF plus LY294002, respectively. 
MTT assay was used to determine the prolif-
eraion of LoVo cells; PKB activity in LoVo cells 
was measured by (γ-32P)ATP incorporation as-
say; Cyclin A mRNA expression was examined 
by reverse transcription-polymerase chain reac-
tion (RT-PCR); Cyclin A protein expression was 
detected by Western blot.

RESULTS: The activity of PKB was increased 
in LoVo cells after bFGF treatment at different 
time, but it was decreased by LY294002 pre-

treatment [704.32 ± 12.35 pmol/(mg·min) vs 
1352.79 ± 19.85 pmol/(mg·min), P < 0.05]. The 
expression of Cyclin A was significantly in-
creased at both protein and mRNA levels in the 
cells treated by bFGF, but the up-regulation of 
Cyclin A was obviously inhibited by LY294002 
pre-treatment.

CONCLUSION: Via PI3-K/PKB pathway, bFGF 
can regulate the transcriptional activity of Cyclin 
A and modulate its expression in LoVo cells, 
which may promote the proliferation of colorec-
tal cancer cells.
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摘要
目的: 通过改变碱性成纤维细胞生长因子
(bFGF)作用于LoVo细胞的时间, 检测PKB活
性和Cyclin A的表达情况, 进一步研究bFGF通
过PI3-K/PKB通路调控大肠癌细胞生长的信
号转导机制. 

方法: MTT法分析bFGF对LoVo细胞增殖程
度的影响; (γ-32P)ATP掺入法检测大肠癌LoVo
细胞株中PKB的活性; RT-PCR法检测大肠癌
LoVo细胞株中Cyclin A的表达; Western blot法
检测bFGF作用LoVo细胞后Cyclin A的表达. 

结果: bFGF以不同时间作用于LoVo细胞时, 
通过(γ-32P)ATP掺入法检测发现其可提高细
胞PKB活性, PI3-K的抑制剂LY294002预处理
后再施加bFGF, 可显著降低PKB的活性, 两者
相比差异显著[704.32±12.35 pmol/(mg·min) 
vs  1352.79±19.85 pmol/(mg·min), P <0.05]. 
bFGF刺激LoVo细胞时Cyclin A蛋白和Cyclin 
A mRNA表达均高于其他各施加因素组, 而
PI3-K的抑制剂LY294002组的Cyclin A蛋白和
Cyclin A mRNA明显降低.

®

■背景资料
近 年 来 ,  肿 瘤 的
发生与细胞生长
因子关系已日益
受 到 重 视 .  碱 性
成纤维细胞生长
因子(bFGF)作为
一种细胞丝裂原
和促血管生成因
子, 在许多肿瘤的
生长中起着重要
的作用, 研究证明
bFGF与多种肿瘤
发生密切相关.
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结论: bFGF刺激大肠LoVo细胞后可通过依赖
PI3-K/PKB途径调节Cyclin A的转录活性, 促
进其表达, 进而促进细胞增殖.

关键词: 碱性成纤维细胞生长因子; 蛋白激酶B; 

Cyclin A; 大肠癌 
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0  引言

碱性成纤维细胞生长因子(bFGF)作为一种细胞

丝裂原和促血管生成因子, 在许多肿瘤的生长

中起着重要的作用[1-2]. 他对神经胶质瘤、白血

病、肺癌、肝癌等细胞具有促增殖分化的功能, 
但对大肠癌细胞这方面的研究报道很少. 目前

认为, bFGF不仅可以促进肿瘤血管的生成, 在肿

瘤的发生、发展中起着重要作用, 而且对肿瘤

细胞具有促增殖作用[3]. 大肠癌是常见恶性肿瘤

之一, 手术治疗仍是大肠癌首选治疗方法. 但相

当一部分在发现时已出现浸润或转移, 即便手

术切除之后仍有复发, 对放疗和化疗的治疗效

果亦不甚理想. 关于bFGF通过PI3-K/PKB信号

途径调控大肠癌细胞生长的具体机制仍不清

楚[4]. 我们通过改变bFGF作用于LoVo细胞的时

间, 检测PKB活性和Cyclin A的表达情况, 进一

步研究bFGF通过PI3-K/PKB通路调控大肠癌细

胞生长的信号转导机制, 以抑制肿瘤细胞增殖, 
诱导肿瘤细胞凋亡, 这为治疗大肠癌提供了新

思路. 

1  材料和方法

1.1 材料 LoVo细胞株购自中科院上海细胞所; 
DMEM培养基(Gibcolbrl公司); 小牛血清(华美

生物工程公司); 扶济复(重组人bFGF, 北京双

鹭药业有限公司); LY294002(美国Sigma公司); 
TRLzol(Life-Technology公司); Cyclin A(美国

NeoMarkers公司)及PKB(SANTA CRUZ)一抗, 
羊抗鼠及兔抗羊辣根过氧化物酶标记的二抗和

ECL试剂盒(北京中山生物技术公司), TaKaRa 
RNA PCR试剂盒(大连宝生物工程有限公司).
1.2 方法 

1.2.1 细胞培养 将低温冷冻的大肠癌LoVo细胞

株常规方法制成均匀细胞悬液(8×107/L)37℃, 
50 mL/L CO2孵箱中培养. 24 h换液密度达到106

个以上时收集对数生长期细胞, 以6×107/L接种

于培养瓶, 每24 h换液一次. 
1.2.2 实验分组及施加实验因素 将培养的大肠

癌细胞按随机原则分为: (1)空白对照(作为bFGF
及LY294002组的对照); (2)bFGF组: 观察bFGF对
细胞的作用; (3)LY294002组: 观察LY294002对
细胞的作用; (4)bFGF+LY294002组: 观察bFGF
及LY294002同时施加时对细胞的作用. 
1.2.3 MTT比色 胰酶消化处于对数增殖期的细

胞, 以5×103个细胞/孔接种于96孔板, 在37℃, 
50 mL/L CO2, 及饱和湿度的条件下恒温密闭

培养. 按分组要求加入肝素8 μL(2 g/L)和含有

不同浓度的bF G F培养液, 使各孔终体积均为

200 μL. 将96孔板放回孵箱, 3 d后倾出培养液, 
每孔加MTT溶液(5 g/L)20 μL. 继续孵育4 h, 每
孔加入150 μL DMSO, 振荡10 min, 用酶联免疫

检测仪读取每孔A值(测量波长600 nm, 参考波

长570 nm), 绘制细胞生长曲线, 根据公式B/A×

100%计算细胞的增殖、抑制率(A, B分别为对

照组和实验组的光密度值). 实验重复3次, 每浓

度均设3孔. 
1.2.4 (g-32P)ATP掺入法检测大肠癌LoVo细胞

株中PKB的活性 实验分组: 根据预实验结果确

定对LoVo细胞不同浓度bFGF处理时间为4 h, 
bFGF浓度分别为0, 25, 50, 75, 100 μg/L. 进行

3次重复测定, 对结果进行统计学处理. PKB活

性测定方法: 将-70℃保存的样品取出融化, 超
声波处理30 s, 离心(35 000 g , 60 min), 上清液

用于胞液PKB测定, 沉淀用150 μL匀浆缓冲液

溶解后, 作膜性PKB测定. 反应完成后取25 μL
在W h a t m a n P81强阳离子交换滤纸上 ,  放入

75 mmol/L磷酸溶液终止反应, 并用此磷酸液反

复洗3次, 每次2 min, 取出晾干, 放入预装有9 mL
蒸馏水的液闪瓶中, 液闪仪测定cpm数. PKB比
活性计算方法: PKB比活性 = (CPM数-本底CPM
数)/总放射性×ATP浓度/时间(min)/蛋白量. 
1.2.5 RT-PCR检测Cyclin A的表达 细胞总RNA
提取, 在设定条件下进行逆转录反应. PCR扩增

后的产物, 取8 μL进行聚丙烯酰胺凝胶电泳, 凝
胶成像仪扫描摄影, 用b-actin作为参照标化各组

中Cyclin A的含量. 
1.2.6 Western blot检测Cyclin A的表达 收集细

胞, 进行裂解, 蛋白定量采用考马斯亮蓝定量

法. 取各组细胞40 μg总蛋白上样于100 g/L SDS-
PAGE电泳分离后, 电转移至硝酸纤维素膜上, 
转印膜在封闭液中封闭过夜. 分别用Cyclin A和

GAPDH一抗, 37℃孵育2 h, 洗膜, 加上兔抗羊和

■研发前沿
肿瘤细胞信号转
导特别是细胞生
长因子与肿瘤发
生的信号转导更
是该领域的研究
热点 ,  bFGF通过
PI3-K/PKB通路
调控大肠癌细胞
生长的信号转导
机制是其中之一.
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羊抗鼠辣根过氧化物酶标二抗, 孵育1 h, TTBS
洗2次, TBS洗1次. 化学发光试剂ECL A液和B液
等量混合, 按0.125 mL/cm2膜面积点于转印膜上, 
室温孵育1 min, 倾掉ECL, 保鲜膜覆盖后置暗盒

中曝光40 s至1 min, 冲洗胶片, 可重复曝光. X光

片扫描成像, 经凝胶自动分析成像系统分析各

样品灰度值.
统计学处理 根据分析采用SPSS 10.0软件包

中进行统计处理, t检验来判断差异的统计学意

义, P <0.05具有显著性.

2  结果

2.1 bFGF对LoVo细胞增殖程度的影响 (1)12 h A
值变化不明显, 24 h细胞开始随浓度增大而增加

(图1), 36 h细胞数随着浓度加大而下降, 48 h细
胞数量下降更加明显; (2)48, 36 h第一个空白孔

A值相似, 12, 24 h第一个空白孔A值相似, 两个

A值差异显著, 这说明此细胞的增殖周期为30 h
左右.
2.2 bFGF对LoVo细胞PKB活性的影响 当采用外

源性bFGF(50 μg/L)以不同时间作用于LoVo细
胞时, 通过(g-32P)ATP掺入法检测发现, 其可提

高细胞PKB活性(图2A). LY294002(100 nmol/L)
预处理1 h后再施加bFGF, 可显著降低PKB的活

性, 单因素方差分析表明, LY294002预处理组

和未做预处理组之间差异有显著性[704.32±
12.35 pmol/(mg·min) vs  1352.79±19.85 pmol/
(mg·min), P <0.05], 说明bFGF可通过PI3-K调控

PKB的活性(图2B). 
2.3 RT-PCR检测bFGF对LoVo细胞Cycl in A 
mRNA表达的影响 当外源性bFGF(50 μg/L)以不

同时间作用于LoVo细胞时, Cyclin A表达增加, 
在30 min时达到高峰, 与未处理相比升高1倍, 用
LY294002预处理1 h后施加bFGF, 发现Cyclin A
表达减少, 说明, bFGF可通过PI3-K调节Cyclin A
表达增加(图3).
2.4 Western blot检测LoVo细胞施加不同因素后

Cyclin A蛋白的表达情况 bFGF刺激LoVo细胞

图  1  MTT法分析施加不同浓度bFGF 24 h后对LoVo细胞的
影响.
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图  2  bFGF处理不同时间对LoVo细胞和LY294002预处理的
LoVo细胞PKB活性的影响.
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图  3  LoVo细胞中Cyclin A的表达. 1: Maker; 2: bFGF; 3: 

bFGF+LY294002; 4: LY294002; 5: 饥饿细胞.
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图  4  Western blot法检测LoVo细胞施加不同因素后Cyclin A
蛋白的表达情况. 1: Marker; 2: 正常培养细胞; 3: 饥饿细胞; 

4: LY294002; 5: bFGF+LY294002; 6: bFGF.

■创新盘点
目前国内外关于
bFGF在大肠癌组
织中的表达及临
床意义的研究较
多 ,  而关于bFGF
通过PI3-K/PKB
信号途径调控大
肠癌细胞生长的
具体机制研究不
多并还不清楚. 本
文通过改变bFGF
作用于LoVo细胞
的时间, 检测PKB
活性和Cyclin A
的表达情况, 进一
步研究bFGF通过
PI3-K/PKB通路
调控大肠癌细胞
生长的信号转导
机制.
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时Cyclin A蛋白表达都高于其他各施加因素组, 
LY294002抑制组蛋白明显降低(图4), 从而也证

实bFGF引起LoVo细胞Cyclin A的蛋白表达是通

过PKB之途径而介导.

3  讨论

关于FGF的细胞内转导通路虽然早有报道[1-2], 
但至今为止, 人们对其调节仍然没有统一认识. 
bFGF作为一种细胞有丝分裂原和促血管生成因

子, 可以直接刺激内皮细胞的增生, 促进内皮细

胞产生蛋白酶, 调节内皮细胞的迁移, 从而促进

肿瘤血管生成, 在许多肿瘤的生长中起着重要

的作用[3-5]. bFGF不仅可以促进肿瘤血管的生成, 
而且对肿瘤细胞有促增殖的作用. 许多研究表

明 ,  b F G F能够促进细胞恶性转化及肿瘤形

成[6-10]. 
蛋白激酶B(protein kinase B, PKB)是丝氨

酸/苏氨酸蛋白激酶, PKB是磷脂酰肌醇3-激酶

(phosphatidylinositol3-Kinase, PI3- Kinase)的直

接下游靶蛋白, PKB就成为信号转导深入研究的

焦点[11]. PKB在蛋白质和脂类合成、葡萄糖代谢

与运输、细胞周期、凋亡和肿瘤转化等方面发

挥重要的作用, 处于多个信号转导通路的交叉

点, 成为生长因子介导的PI3-K信号转导通路中

的重要组成因子[22-27], 尤为重要的是PKB介导细

胞存活而且在恶性肿瘤发生中也是关键的因

素[12-13]. PKB蛋白的过度活化可使细胞发生恶性

转化, 在不同的肿瘤如胰腺癌、甲状腺癌、大

肠癌、卵巢癌和乳腺癌等均发现PKB的过度活

化, 提示PKB在肿瘤细胞恶性行为中起重要的作

用[14-19]. 体外实验发现, 不仅PKB水平在人肺癌

癌前病变细胞和肺癌细胞中明显高于正常支气

管上皮细胞, 而且PKB在前两者中处于持续活化

状态, 在后者中却处于非活化状态, 提示PKB在
肺癌的发生过程中可能起重要作用[20-21]. 

本实验研究表明 ,  当采用外源性b F G F 
(50 μg/L)以不同时间作用于LoVo细胞时, 通过

(g-32P)ATP掺入法检测发现, 其可提高细胞PKB
活性. 而PI3-K的抑制剂LY294002预处理1 h后再

施加bFGF[32], 可显著降低PKB的活性, 单因素方

差分析表明, LY294002预处理组和未做预处理

组之间差异有显著性, 说明bFGF可通过PI3-K调

控PKB的活性. 随着对细胞周期调控认识的不断

深入, 出现了“癌症可能是一类细胞周期性疾

病”的观点! 因为, 在多种肿瘤细胞都存在着若

干细胞周期调控因子的改变. 而肿瘤的发生、

发展和恶变与细胞周期调控失控密切相关. 周
期素是一类存在于细胞周期的不同阶段, 能够

活化CDK的蛋白, 是细胞得以通过细胞周期的

各个阶段所必需的. Cyclin A是一类在哺乳动物

细胞S期和G2/M期两个调节点均起重要作用的

蛋白. Cyclin A在S期可以检测到, 在进入G2期含

量增加, 是细胞增殖的有用标记物[28-29]. 在多种

肿瘤中可检测到周期素A表达的增加, 提示与肿

瘤增殖状态密切相关[30-31]. 
我们采用外源性bFGF处理LoVo细胞, 显示

bFGF能促进Cyclin A mRNA水平的提高, 导致

Cyclin A的表达增加. 已知Cyclin A属S期和G2期

达峰值[28-29], PI3-K抑制剂LY294002预处理的细

胞, 经bFGF刺激后, 在各时间点Cyclin A mRNA
水平均下降, 同时Cyclin A表达水平也降低, 表
明bFGF对LoVo细胞周期素A表达的影响是通过

影响其转录活性实现的, 而且这种调节作用依

赖于PI3-K/PKB途径. 我们通过体外实验证明, 
PI3-K/PKB途径可介导bFGF对LoVo细胞的促增

殖作用, 通过调节Cyclin A的转录活性促进其表

达而促进细胞增殖. 进一步的体内研究如能证

实内源性bFGF通过PI3-K/PKB途径影响Cyclin 
A表达, 将为在信号转导通路的不同水平上的肿

瘤治疗提供新思路和新方法. 
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■同行评价
本文目的明确, 行
文流畅, 各部分内
容简洁明了, 理论
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