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Abstract
AIM: To investigate the changes of cellular Fas 
associated death domain-like IL-1β-converting 
enzyme-inhibitory protein (c-FLIP) expression 
after the inhibition of protein kinase B (PKB/
Akt) activation.

METHODS:  Human colon cancer cell line HT-29 
was treated with 10, 20 and 40 nmol/L wort-
mannin (a specific inhibitor for Akt activation) 
for 0, 3, 6, 12 and 24 hours. MTT assay was used 
to detect the proliferation of HT-29 cells. After 

HT-29 cells were treated with 40 nmol/L wort-
mannin, the levels of phosphorylated Akt (pAkt) 
and c-FLIP protein were determined by Western 
blot, and the transcription of c-FLIP gene was 
detected by reverse transcriptase-polymerase 
chain reaction (RT-PCR) at the 0, 3rd, 6th, 12th and 
24th hour.

RESULTS: Wortmannin suppressed the prolifer-
ation of HT-29 cells in a concentration- and time-
dependent manner (P < 0.01 or P < 0.05). With the 
prolonging of treatment time, the level of pAkt 
protein expression was obviously decreased, 
while the expression of c-FLIP protein was also 
down-regulated, with decreased rates of 82% and 
91% at the 24th hour, respectively. After wortman-
nin for 3 hours, the mRNA expression of c-FLIP 
was decreased to 40% of the control cells, and for 
24 hours, it was decreased to 25% of the control 
ones.

CONCLUSION: Wortmannin, a specific inhibi-
tor for Akt activation, may inhibit the prolifera-
tion of HT-29 cells in vitro by down-regulation of 
c-FLIP gene.
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摘要
目 的 :  探 讨 结 肠 癌 细 胞 中 抑 制 蛋 白 激 酶
B(PKB/Akt)的活化对c-FLIP基因表达的调控
作用. 

方法: 取对数生长期的HT-29细胞系, 分别采
用10、20和40 nmol/L的Akt活化特异性抑制
剂wortmannin对其进行干预, 运用MTT法检测
不同干预时间点的细胞增殖抑制情况. 采用
40 nmol/L的wortmannin干预HT-29细胞0, 3, 6, 
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■背景资料
细胞FLICE抑制
蛋白(c-FLIP)亦称
caspase-8抑制蛋
白, 是新近发现的
抗凋亡蛋白, 他能
抑制死亡受体介
导的凋亡. 目前已
发现在多种人类
肿瘤组织细胞中
存在c-FLIP的过
表达, 并发现其与
肿瘤的发生、发
展密切相关, 本文
课题组近期的研
究亦发现, c-FLIP
亦 过 表 达 于 胃
癌、结肠癌及子
宫内膜癌组织中, 
但有关c-FLIP表
达的调控机制尚
未阐明. 多种肿瘤
中的研究结果表
明, 蛋白激酶B经
过磷酸化而活化
后可促进c-FLIP
的表达而抑制细
胞凋亡. 然而, 在
结肠癌细胞系中
有关c-FLIP表达
与Akt信号通路的
关系还不明了. 

®



12, 24 h后,  采用Western blot检测磷酸化Akt和
c-FLIP蛋白表达水平, 逆转录PCR检测c-FLIP
基因的转录水平. 

结果: 三个浓度的wortmannin都对HT-29细胞
的生长具有抑制作用, 随着浓度、时间的递
增, 其抑制效应逐渐增强(P <0.01或0.05), 而对
照组未见明显变化(P >0.05). 随着wortmannin
的干预时间延长, 磷酸化Akt蛋白的表达水平
明显降低, 同时c-FLIP蛋白的表达水平也随之
下降, 24 h后二者表达水平分别下降了82%和
91%. wortmannin干预HT-29细胞3 h后, 与对照
组相比其c-FLIP mRNA表达水平已明显下降
到40%,  24 h后其表达水平下降到25%.

结论: Akt活化的特异性抑制剂wortmannin
可抑制体外培养的结肠癌HT-29细胞的生长, 
结肠癌中可能存在Akt/c-FLIP信号通路调节
c-FLIP基因的表达.

关键词: 大肠癌; FLICE抑制蛋白; 蛋白激酶B
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0  引言

细胞FLICE抑制蛋白(cellular FLICE inhibitory 
protein, c-FLIP)亦称caspase-8抑制蛋白, 是新近

发现的抗凋亡蛋白, 他能抑制死亡受体介导的

凋亡[1-2]. 已有研究表明, c-FLIP在多种人类肿瘤

如肺癌、恶性黑色素瘤、非霍奇金淋巴瘤及肝

癌等组织细胞中过表达, 并发现其与肿瘤的发

生、发展密切相关[3-5], 我们近期的研究亦发现, 
c-FLIP亦过表达于胃癌及结肠癌组织中[6-9], 但有

关c-FLIP表达的调控机制尚未阐明. 多种肿瘤

中的研究结果表明, 蛋白激酶B(protein kinase 
B, PKB/Akt)经过磷酸化而活化后可促进c-FLIP
的表达而抑制细胞凋亡. 然而, 在结肠癌细胞

系中有关c-FLIP表达与Akt信号通路的关系还

不明了. 本实验采用Akt活化的特异性抑制剂

wortmannin进行干预, 旨在探讨结肠癌细胞中

Akt对c-FLIP表达的调控作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 人大肠癌细胞株HT-29购自湖南湘雅医

学院肿瘤研究所, 为中分化大肠腺癌. RPMI1640
培养基干粉和胎牛血清为Gibco公司产品, 青霉

素、链霉素为华北制药有限公司, 胰蛋白酶为
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Sigma公司产品, wortmannin为Alexis Biochemical
公司产品, 兔抗人c-FLIPL/S多克隆抗体为Santa 
Cruz公司产品, 鼠抗人Akt Ser473磷酸化mAb、
HRP-羊抗兔IgG和HRP-羊抗鼠IgG、预染色

的蛋白M a r k e r及增强化学发光显色试剂盒

(LumiGLOTM)购自Cell Signaling技术公司, TRIzol
试剂为Invitrogen公司产品; MMLV逆转录酶为

Promega公司产品; Taq酶、dNTP、RNasin为
Takara公司产品;  PCR引物及寡聚核苷酸由上海

生物工程公司合成. 
1.2 方法 HT-29细胞株在含100 mL/L的小牛血

清, 100 U/mL青霉素, 100 mg/L链霉素的RPMI 
1640培养基中, 于37℃、50 mL/L CO2、饱和湿

度条件下培养、增殖、传代、扩增以备用. 
1.2.1 MTT法检测wortmannin的干预对HT-29
细胞增殖活性的影响 取对数生长期的HT-29细
胞, 2.5 g/L胰蛋白酶消化, 通过血球计数板计

数, 用培养液制成单细胞悬液, 调整细胞密度为

5×107/L. 接种细胞于96孔培养板, 每孔200 µL, 
含1×104细胞, 另取1孔加入不含细胞的培养

液作为空白调零孔, 置于37℃, 50 mL/L CO2

的培养箱中培养24 h后换无血清的RPMI1640
培养液培养, 再孵育24 h使细胞同步化后分组

进行实验. 细胞培养24 h后, 更换培养液. 实验

组: 加不同浓度的wortmannin, 使其终浓度分

别为10 nmol/L, 20 nmol/L, 40 nmol/L; 对照组: 
培养液不加wortmannin. 每组均为5孔, 于37℃、

50 mL/L CO2的培养箱中继续培养. 呈色及比色: 
培养第0, 3, 6, 12, 24 h后, 在每孔加入MTT溶液

(5 g/L)20 µL, 37℃继续培养4 h后, 小心吸弃上清, 
每孔加入DMSO 150 µL振荡10 min, 使结晶物充

分溶解, 以空白孔调零, 在酶标仪中检测490 nm
波长处每孔吸光度值(absorbance, A值), 吸光度值

取平均值, 以均数±标准差(mean±SD)表示, 重复

试验3次. 按下式计算细胞存活率: 细胞存活率(%) 
= (实验孔A值/对照孔A值)×100%.
1.2.2 wortmannin干预后HT-29细胞pAkt(Ser473)
及c-FLIP蛋白的检测 将细胞悬浮液接种到底面

积为50 cm2的培养瓶中, 待细胞生长到对数生

长期, 用不含血清的RPMI1640培养液处理细胞

24 h, 使细胞同步化后, 做如下分组: A组, 用不

含小牛血清的RPMI1640培养液作为对照; B组: 
无血清的RPMI1640培养液中加入40 nmol/L的
wortmannin, 作用时间分别为0, 3, 6, 12, 24 h.  每
组收集等量细胞(2×105), 提取细胞总蛋白, 用考

马斯亮蓝法测定蛋白浓度; 以β-actin的水平作为
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■研发前沿
有关凋亡的研究
一直是肿瘤研究
的热点问题, 诱导
肿瘤细胞的凋亡
是肿瘤治疗的思
路之一. 多种化疗
药物都是通过诱
导肿瘤细胞的凋
亡而发挥作用的. 
死亡受体介导的
凋亡是参与肿瘤
细胞凋亡的重要
机制之一, 也是药
物的重要作用靶
之一. 然而, 死亡
受体介导凋亡的
机制和上下游信
号通路还不明确. 
c-FLIP因具有强
大的抗死亡受体
介导凋亡的作用
而倍受人们关注, 
有关c-FLIP抗凋
亡的机制也成为
研究热点之一.

■创新盘点
既往国外的和我
们的研究已发现, 
在结肠癌组织中
存在c-FLIP基因
的上调表达. 本文
首次提出, 在结肠
癌细胞中, Akt可
促进c-FLIP基因
表达, 从而进一步
抑制肿瘤细胞凋
亡, 这一发现必将
丰富肿瘤生物学
理论.
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等量蛋白质上样对照, 每个样本至少重复3遍, 取
50 μg蛋白质样品进行SDS-PAGE电泳, 并转至硝

酸纤维膜(PVDF)上, 加入100 g/L脱脂奶粉室温

封闭2 h后, 加入一抗工作液(兔抗人c-FLIPL/S多
克隆抗体和鼠抗人Akt Ser473磷酸化mAb的稀释

度皆为1∶1000)后4℃过夜, 加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔或鼠IgG二抗(1∶2000), 室温摇

床孵育2 h, 增强化学发光显色系统显色, 暗室内

X光底片感光成像. 
1.2.3 wortmannin干预后HT-29细胞中c-FLIP的转

录水平检测 收集HT-29细胞, 每5×106-10×106

个细胞加入1 mL TRIzol提取总RNA, 每例取总

RNA 2 μg用MMLV逆转录酶进行逆转录, PCR扩
增c-FLIP, 同时扩增β-actin作为内参照, 每个标本

至少重复3遍, c-FLIP引物序列(512 bp):  5'-TGT 
TGC TAT AGA TGT GG-3'(sense), 5'-AAG GAT 
CCT TGA GAC TCT-3'(antisense); β-actin引物序

列(475 bp):  5'-TGA CGG GGT CAC CCA CAC 
TGT GCC-3'(sense), 5'-CTG CAT CCT GTC GGC 
AAT GCC AG-3'(antisense). 95℃ 3 min 预变性后

开始循环: 95℃ 30 s, 53℃ 30 s, 72℃ 45 min, 共
30个循环, 最后于72℃延伸7 min. 扩增产物在

15 g/L琼脂糖凝胶上电泳分离, 并在凝胶成像系

统中计算每个样本所测得的c-FLIP与β-actin的积

分光密度比值. 

2  结果

2.1 wortmannin对HT-29细胞增殖的影响 用终浓

度10 nmol/L, 20 nmol/L, 40 nmol/L的wortman-
nin分别处理生长良好的HT-29细胞0, 3, 6, 12、
24 h, 采用MTT法检测其对细胞增殖的影响. 3
个浓度的wortmannin都对HT-29细胞的生长具

有抑制作用, 随着浓度、时间的递增, 其抑制效

应逐渐增强(P <0.01或P <0.05), 而对照组未见明

显变化(P >0.05)(图1).
2.2 wortmannin对pAkt及c-FLIP蛋白表达的影响 
wortmannin是PI3'K特异性抑制剂, PI3'K的活性

抑制后可导致Akt不能磷酸化而活化. 本实验通

过在结肠癌细胞株HT-29中加入wortmannin干预

不同的时间, 以观察磷酸化Akt蛋白水平的变化

及其对c-FLIP蛋白表达的影响. 经与β-actin的相

对积分光密度分析表明, 随着wortmannin的干预

时间延长, 磷酸化Akt蛋白的表达水平明显降低, 
干预24 h后下降到基础水平的18%; 同时, west-
ern blot亦显示c-FLIP蛋白的表达水平也随之下

降, 3 h后其表达水平已明显降低, 至24 h则降至

基础水平的9%(图2)
2.3 wortmannin对c-FLIP基因转录水平的影响 
wortmannin干预3 h后, c-FLIP mRNA表达水平

已明显下降到40%, 24 h后其表达水平下降到

25%(图3). 

3  讨论

大肠肿瘤的发生、发展过程中包含了一系列的

基因突变(如p53, APC, DCC, ras), 随着基因突变

的不断累积最终导致正常肠腺上皮转变为腺瘤

乃至恶性转化为腺癌. 其中凋亡失衡在这一过程

中起着重要的作用, 结肠腺癌细胞可通过不同

的机制逃逸受体介导的凋亡, 使肿瘤细胞继续生

长. c-FLIP基因是最近发现的抗凋亡基因, c-FLIP
蛋白能抑制caspase-8的活化从而阻断死亡受体

Fas, TNF-R1, DR3及TRAIL-R介导的凋亡. 
我们在前期的研究中发现, c-FLIP基因过

高表达于胃癌、子宫内膜癌中, 并且与细胞凋

亡的抑制密切相关, 另外, 我们同样发现在结
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图  1  不同浓度及作用时间的wortmannin对HT-29细胞体
外生长的影响.
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图  2   wortmannin干预后HT-29细胞c-FLIP和pAkt蛋白表达
水平变化.
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图  3   wortmannin干预后HT-29细胞c-FLIP mRNA表达水平
变化.

■应用要点
本文的研究证实
在结肠癌细胞中
存在Akt/c-FLIP
信 号 通 路 调 节
c-FLIP基因的表
达, 这一成果可进
一步指导基于死
亡受体凋亡通路
的抗肿瘤研究, 必
将为以后肿瘤的
活学和基因治疗
提供有益的思路
和线索.
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肠癌组织亦存在c-FLIP基因的上调表达. 然而, 
有关c-F L I P在肿瘤中表达的调节机制还不明

了, 尤其是促其表达上调的上游分子事件还知

之甚少. 已知, 在一系列生长因子的刺激下, 活
化的Akt可通过磷酸化作用于不同的下游分子

(如Forkhead转录因子家族、核转录因子κB及

Erk等)而抑制凋亡, 最近有研究表明, Akt可促进

c-FLIP的表达而抑制细胞凋亡, 这在肝癌[10]、卵

巢癌细胞系[11]、肾细胞癌细胞系[12]、甲状腺癌

细胞系[13]、内皮细胞[14]、乳腺癌及黑色素瘤细

胞系中都得到了证实[15]. 然而, 在结肠癌中Akt对
c-FLIP的表达有否调控作用还不明了. 我们通过

检测结肠癌HT-29细胞系中Akt的活化与c-FLIP
基因表达的关系, 以初讨在结肠癌中是否亦存

在Akt/FLIP调节通路, 从而进一步了解c-FLIP表
达的调节机制. 

既往研究表明, 非磷酸化A k t蛋白不具备

生物学活性, 然而Akt可经PI3K/Akt信号途径的

磷酸化作用生成磷酸化Akt(phosphorylated Akt, 
pAkt)而活化, 其后pAkt能够通过两种不同的机

制促进细胞转化: (1)促进细胞增殖, 使肿瘤细

胞通过正常的细胞周期阻滞; (2)抑制细胞凋亡, 
使肿瘤细胞免于机体自身所诱导的死亡, 延长

其生存时间[16]. wortmannin是PI3'K特异性抑制

剂, PI3'K的活性抑制后可导致Akt不能磷酸化

而活化. 本实验在体外培养的HT-29细胞中加入

wortmannin后其生长明显受到抑制, pAkt表达水

平明显降低, 同时伴有c-FLIP蛋白的显著下调表

达, 故此我们推测, 在结肠癌中存在Akt/FLIP信
号通路调节c-FLIP基因的表达. 

为了进一步考察wortmannin对c-FLIP蛋
白表达的抑制效应是否伴随有c-F L I P基因转

录水平的下调 ,  我们采用了逆转录P C R检测

wortmannin干预不同时间点及对照组中HT-29的
c-FLIP mRNA表达水平, 结果显示wortmannin干
预3 h后, c-FLIP mRNA表达水平已明显下降达

40%, 24 h后其表达水平下降达75%. 由此我们

认为, 在HT-29细胞系中, wortmannin通过抑制

Akt的活化而下调c-FLIP基因转录水平, 进一步

导致c-FLIP蛋白表达的下调. 
总之, 本研究表明在结肠癌细胞中, c-FLIP

基因的表达水平依赖于Akt蛋白的活化, 存在一

条Akt/FLIP信号通路调节FLIP基因的表达, 然
而, 其确切的机制还不明了. 既往的研究表明, 
Akt能够磷酸化多种转录调控因子(如叉头转录

因子和核因子-κB等), 而这些转录调控因子大多

参与凋亡相关基因的表达. 核因子-κB在结肠癌

等消化系疾病中扮演着重要角色[17-18], Micheau
等发现H e L a细胞中核因子-κ B的活化可诱导

FLIP基因的转录[19], 在胰腺癌细胞和卵巢癌中

同样存在此现象最新的研究表明, 在结肠癌细

胞系Caco-2中, 核因子-κB能够调控FLIP基因的

表达[20], 故此, 我们推测, 结肠癌中Akt可能通过

活化核因子-κB后而进一步促进FLIP基因的转

录, 当然, 这还有待于深入的研究验证. 
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