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Abstract
AIM: To investigate the effects of Genestein on 
the expression of Akt and its phosphorylated 
proteins (p-Akts) in human gastric carcinoma 
cell line SGC-7901.

METHODS: SGC-7901 cells were exposed to 0, 5, 
10, 20, 40 and 80 μmol/L Genistein for 24 hours. 
The effect of Genistein on cell proliferation was 
measured by methyl thiazolyl tetrazolium (MTT) 
assay, and the apoptosis of SGC-7901 cells was 
evaluated by Hoechst 33342 staining. The ex-
pression of Akt and p-Akts (Ser473 and Thr308) 
were measured by Western blot�.

RESULTS: The inhibitory rate was 6.85% ± 
3.71%, 13.19% ± 1.90%, 20.94% ± 1.83%, 29.58% 

± 1.19% and 41.75% ± 1.92%, respectively, as 
SGC-7901 cells were exposed to 5, 10, 20, 40 
and 80 μmol/L Genistein for 24 hours. Typical 
morphological changes of apoptosis were in-
duced by Genistein at the concentrations (20-80 
μmol/L). Genistein had no marked influences 
on Akt expression. Both Ser473 and Thr308 were 
expressed in SGC-7901 cells 24 hours after Ge-
nistein treatment, and they were decreased with 
the increasing of Genistein concentrations. The 
weakest expression appeared as 80 μmol/L Ge-
nistein was used.

CONCLUSION: The anti-cancer action of Ge-
nistein may be associated with the decreased 
expression of p-Akt (Ser473) and p-Akt (Thr308).
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摘要
目的: 研究金雀异黄素(Genistein)对人胃腺癌
细胞SGC-7901中Akt及其磷酸化蛋白p-Akt 
(Ser473)和p-Akt(Thr308)表达的影响. 

方法: 用浓度为0, 5, 10, 20, 40和80 μmol/L
的Genistein处理SGC-7901细胞24 h后, 采用
四甲基偶氮唑盐(MTT)方法检测Genistein对
SGC-7901增殖的抑制作用, Hoechst 33342染
色观察Genistein对SGC-7901凋亡的诱导作
用, Western blot方法检测不同浓度Genistein处
理后的SGC-7901细胞中Akt, p-Akt(Ser473)和
p-Akt(Thr308)的表达情况. 

结果: 5, 10, 20, 40和80 μmol/L的Genistein对
S G C-7901细胞增殖的抑制率分别为6.85%
±3.71%, 13.19%±1.90%, 20.94%±1.83%, 
29.58%±1.19%和41.75%±1.92%. 20-80 
μmol/L的Genistein处理组细胞呈现明显的凋
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■背景资料
研究表明Genis-
tein对多种肿瘤有
抑制作用. Akt作
为一种丝氨酸/苏
氨酸蛋白激酶, 是
PI3K/Akt通路中
的关键分子. 在许
多人类肿瘤中发
现, Akt信号传导
通路异常与肿瘤
发生、发展关系
密切. 因此, Akt可
能成为抗肿瘤治
疗的一个新靶点. 
探讨Genistein抑
制胃癌细胞增殖
与其影响Akt表达
和磷酸化Akt蛋白
表达的关系有助
于揭示Genistein
的抗癌机制, 为将
Genistein应用于
预防和治疗胃癌
提供理论依据. 



亡形态学改变. Genistein对细胞中Akt蛋白的
表达没有明显影响. 不同浓度Genistein处理
SGC-7901细胞24 h后, 均有两种磷酸化Akt蛋
白的表达, 两种磷酸化蛋白表达均随Genistein
浓度的增加而逐渐减弱, 80 μmol/L Genistein
处理组表达最弱.

结论: Genistein的抗癌活性与其抑制磷酸化
Akt蛋白表达有关.

关键词: 金雀异黄素; 胃癌; 丝/苏氨酸蛋白激酶
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0  引言

金雀异黄素(Genistein)又称为染料木黄酮, 是一

种来源于豆类植物和齿类植物的异黄酮类化合

物, 其化学名为4', 5, 7-三羟基异黄酮[1]. 研究表

明, Genistein可能抑制多种肿瘤细胞的体外增

殖, 故Genistein已经成为广受各界关注的一种非

营养素成分[2-5]. Akt又被称为蛋白激酶B(protein 
kinase B, PKB), 他是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白

激酶, 是PI3K/Akt通路中的关键分子. 磷酸化活

化的Akt在促进肿瘤细胞的增殖、抑制细胞凋

亡、促进细胞侵袭和转移等方面起重要作用[6-12]. 
最近在许多人类肿瘤中发现, PKB/Akt信号传导

通路异常与肿瘤发生、发展关系密切[13-17], 因此, 
Akt可能成为抗肿瘤治疗的一个新靶点. Akt的充

分激活必须有两个磷酸化位点(Thr308和Ser473)
都被磷酸化. 我们采用体外细胞培养技术, 拟研

究Genistein对人胃腺癌细胞SGC-7901中Akt及
其磷酸化蛋白p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)表
达的影响, 探讨Genistein抑制胃癌细胞增殖与其

影响Akt表达和磷酸化Akt蛋白表达的关系.

1  材料和方法

1.1 材料 Genistein、MTT、胰酶和荧光染料

Hoechst 33342均购自美国Sigma公司, Genistein
纯度不低于98%; RPMI1640培养基购自美国

Gibco公司, 胎牛血清购自杭州四季青公司. 兔
抗人Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)抗体购

自美国Cell Signaling公司. 碱性磷酸酶标记羊抗

兔二抗和BCIP/NBT显色系统购自美国Promega
公司. SGC-7901由哈尔滨医科大学肿瘤研究所

提供. 细胞常规培养于含100 mL/L胎牛血清的
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RPMI1640培养液中. Genistein用二甲基亚砜

(DMSO)溶解, 配制成80 mmol/L的储备液, 用培

养液稀释至所需浓度. DMSO在各组培养液中的

终浓度均为1 mL/L.
1.2 方法 
1.2.1 四甲基偶氮唑盐(MTT)实验检测Genistein
对SGC-7901细胞增殖的抑制作用 取对数生长

期的SGC-7901细胞, 常规胰酶消化接种于96孔
板, 每孔4×103个细胞, 培养24 h后加入Genistein
使其终浓度为0, 5, 10, 20, 40和80 μmol/L, 每个

浓度设5个平行孔. 培养24 h后加入5 g/L MTT 20 
μL, 再培养4 h后倒尽板中的培养液, 各孔加100 
μL DMSO, 轻轻振荡后用酶标仪(波长490 nm)测
定各孔的吸光度A值, 以每组5个孔A值的平均值

作为各组的平均A值. 实验重复3次. 根据下列公

式计算Genistein对SGC-7901细胞的抑制率: 抑
制率 = (1-实验组A值/对照组A值)×100%.
1.2.2 荧光显微镜观察Genistein对SGC-7901细胞

凋亡的作用 常规培养SGC-7901细胞, 按1×105

个/孔接种于24孔细胞培养板. 24 h后用含不同

剂量Genistein的20 g/L RPMI1640处理24 h. 加入

5 mg/L的Hoechst 33342, 于4℃避光染色15 min
后, PBS洗2次, 置Nikon荧光倒置显微镜下观察. 
1.2.3 Western blot方法检测Genistein对SGC-7901
细胞中Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)表达

的影响 常规收集不同浓度Genistein处理24 h的
细胞, 提取细胞总蛋白; 用Bradford法测定含量

后, 取50 μg总蛋白经100 g/L聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离并转移至硝酸纤维素膜上. 用含10 g/L 
BSA的TBST室温封闭1 h; 分别加1∶600稀释的

兔抗人Akt, p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)抗体, 
室温孵育2 h; 用TBST漂洗10 min, 3次; 加1∶
7500稀释的碱性磷酸酶标记的二抗, 室温孵育1 
h; 用TBST漂洗10 min, 3次, TBS漂洗2次, NBT/
BCIP显色, 去离子水漂洗, 上海天能凝胶成像图

像分析系统照相记录结果.
统计学处理 采用SPSS12.0统计软件进行单

因素方差分析, 组间比较用LSD法.

2  结果

2.1 Genistein对SGC-7901细胞增殖的抑制作用 
在5-80 μmol/L浓度时, Genistein对SGC-7901细
胞的增殖有明显抑制作用, 并且其抑制作用随

着Genistein浓度的提高而增强(表1).
2.2 Genistein对SGC-7901细胞凋亡的诱导作用 
Hoechst 33342荧光染料特异性结合细胞内的
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■研发前沿
自从发现Genis-
tein是一种蛋白酪
氨酸激酶(PTK)特
异性抑制剂以来, 
其抗癌活性引起
广泛关注. 体内体
外实验及流行病
学研究结果显示, 
Genistein对多种
肿瘤均有抑制作
用. 研究Genistein
对肿瘤细胞中信
号传导途经的调
节作用已经成为
研究其抗癌活性
机制的一个主要
环节.
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DNA, 使细胞核发出淡蓝色荧光. 在荧光显微镜

下观察, 正常细胞呈现弥散均匀蓝色荧光, 细胞

边缘整齐; 凋亡细胞变圆、体积缩小、核染色

质致密深染形成浓染致密的颗粒块状蓝色荧光, 
核碎裂呈大小不等的圆形小体. 本实验对照组

偶见凋亡细胞, 而各Genistein处理组则可见较多

的凋亡细胞, 并且随着Genistein浓度的提高, 凋
亡细胞数明显增多(图1).
2.3 Genistein对SGC-7901细胞中Akt表达的影响 
不同浓度Genistein处理SGC-7901细胞24 h后, 均
有Akt蛋白的表达条带, 各组Akt蛋白条带的光

密度强度差别不明显, 仅80.0 μmol/L Genistein
处理组Akt表达量略有降低(图2). 
2.4 Genistein对SGC-7901细胞中两种p-Akt表达

的影响 不同浓度Genistein处理SGC-7901细胞

24 h后, 均有两种磷酸化Akt蛋白的表达条带, 
但条带的光密度强度不同, 两种磷酸化蛋白均

在对照组表达最强, 随Genistein浓度的增加, 其
表达程度逐渐减弱, 80 μmol/L Genistein处理组

表  1  Genistein对SGC-7901细胞增殖的影响

     
分组(μmol/L)	    A 值	                      存活率(%)	    抑制率(%)  

  0	            0.438±0.009              100	                   0

  5	            0.408±0.017a	 93.15±3.71a	   6.85±3.71

10	            0.380±0.015ac	 86.81±1.90ac	 13.19±1.90a

20	            0.347±0.015ace	 79.06±1.83ace	 20.94±1.83a

40	            0.309±0.007aceg	 70.42±1.19aceg	 29.58±1.19aceg

80	            0.255±0.010acegi	 58.25±1.92acegi	 41.75±1.92acegi

aP<0.05 vs  对照组; cP<0.05 vs  5 μmol/L组; eP<0.05 vs  10 μmol/L组; gP<0.05 vs  20 

μmol/L组; iP<0.05 vs  40 μmol/L组.

图  1  荧光显微镜观察不同浓度Genistein诱导的SGC-7901细胞形态学改变(×200). A: 0 μmol/L; B: 20 μmol/L; C: 40 μmol/L; 

D: 80 μmol/L.

60 kDa

1         2        3          4        5        6        M

图  2  Genistein处理24 h后Akt蛋白表达情况. 1: 0 μmol/L; 

2: 5 μmol/L; 3: 10 μmol/L; 4: 20 μmol/L; 5: 40 μmol/L; 6: 80 

μmol/L.

■创新盘点
本研究发现Geni-
stein抑制磷酸化
A k t 的 表 达 可 能
是Genistein诱导
人 胃 腺 癌 细 胞
SGC-7901细胞凋
亡、抑制其增殖
的原因之一.

A B

DC
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表达最弱(图3).

3  讨论

Genistein是一种具有多种生物学作用的异黄酮

类物质, 自从发现Genistein是一种蛋白酪氨酸激

酶(protein tyrosine kinase, PTK)特异性抑制剂以

来, 其抗癌活性引起广泛关注. 体内体外实验及

流行病学研究结果显示, Genistein对多种肿瘤

均有抑制作用[18-26]. 本研究采用MTT方法也证

实Genistein对SGC-7901细胞的体外增殖有抑制

作用, 并且20-80 μmol/L的Genistein处理能诱导

SGC-7901细胞形成典型的凋亡形态学改变. 上
述研究结果说明, Genistein具有抑制肿瘤细胞增

殖的作用. 
A k t是细胞内信息传导途径中的一个

重要的蛋白激酶 ,  他是磷脂酰肌醇 - 3 -激酶

(phosphoinositide-3-kinase, PI3K)下游的靶蛋白, 
是PI3K/Akt信号传导途径的中心环节, 他在控

制细胞存活和凋亡过程中具有重要作用[27]. Akt
的持续活化是其发挥促细胞生存、抑制细胞

凋亡功能的重要前提[28], 而Ser473和/或Thr308
位点的磷酸化是Akt激活的必要条件. 例如, 表
皮生长因子(epidermal growth factor, EGF)等生

长因子通过激活PI3K而磷酸化Akt的Ser473和
Thr308位点使Akt活化, 继而活化的Akt磷酸化

失活一些下游靶基因, 从而抑制凋亡而促进细

胞存活[29-30]. Akiyama et al [31]早在1987年就首次

报道了Genistein是一种选择性的, 有效的PTK抑

制剂, 同时对丝/苏氨酸的活性也有弱抑制作用. 
本研究中我们发现, Genistein对SGC-7901细胞

中Akt的表达没有明显影响, 但是显著降低Akt

的活性形式——p-Akt(Ser473)和p-Akt(Thr308)
两种磷酸化蛋白的表达. 目前已发现, Akt可通

过磷酸化使多种细胞内蛋白失活, 其中一些底

物蛋白, 如Bad, Caspase 9, IkB激酶(IkB kinase, 
IKK)、糖原合酶激酶3b(g lycogen synthase 
kinase3b, GSK3b)等在磷酸化后可通过直接改变

凋亡途径的组件或间接改变编码凋亡途径组件

的基因表达水平, 从而抑制细胞凋亡的发生. 因
此, Genistein可通过抑制Akt活性形式——磷酸

化Akt的形成而诱导肿瘤细胞凋亡、抑制肿瘤

细胞增殖. 
总之, Akt可能成为肿瘤治疗的一个新靶点, 

本研究结果表明, 抑制磷酸化Akt的表达可能是

Genistein诱导人胃腺癌细胞SGC-7901细胞凋

亡、抑制其增殖的原因之一. 因此, 在化疗时联

合应用Genis te in可能是一种有效治疗胃癌的

措施. 
致谢: 衷心感谢刘金福教授和李晓雁老师对课

题的关注及给予的大力支持. 
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■应用要点
探讨Genistein抑
制胃癌细胞增殖
与其影响Akt表达
和磷酸化Akt蛋白
表达的关系有助
于揭示Genistein
的抗癌机制, 为将
Genistein应用于
预防和治疗胃癌
提供理论依据.

■名词解释
Akt: 又被称为蛋
白激酶B(protein 
kinase B, PKB), 
他是一种丝氨酸
/苏氨酸蛋白激酶, 
是PI3K/Akt通路
中的关键分子. 磷
酸化活化的Akt在
促进肿瘤细胞的
增殖、抑制细胞
凋亡、促进细胞
侵袭和转移等方
面起重要作用.
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■同行评价
本文研究了金雀
异黄素对人胃腺
癌细胞中Akt及其
磷酸化蛋白表达
的影响, 文章书写
较流畅, 逻辑性较
强, 具有一定的创
新性和指导临床
胃癌治疗的作用.


