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Abstract
AIM: To  investigate the role of phosphoinositide 
3-kinase (PI3K)-protein kinase B (Akt) pathway 
in the growth, adherence and invasion of human 
hepatoma carcinoma cell line SMMC-7221 and 
its mechanism.

METHODS: MTT reduction assay was used 
to evaluate the inhibition of SMMC-7221 cells 
treated with LY294002 (5, 10, 20, 40 μmol/L) 
for 24, 48, 72, 96 h. The tumor adhesion ability 
was detected by cell-matrix adhesion experi-
ment. Flow cytometry (FCM) was used to detect 
CD44s expression. Immunocytochemistry was 

used to detect the expression of vascular endo-
thelial growth factor (VEGF) and CD44V6 in 
SMMC-7221 cells. 

RESULTS: LY294002 at concentrations of 5, 10, 
20 and 40 μmol/L inhibited the proliferation of 
SMMC-7221 cells in a time- and dose-dependent 
manner. LY294002 at 5 and 10 μmol/L induced 
down-regulation of VEGF, CD44V6 and CD44s 
protein expression as compared with the control 
group (VEGF: 103.11 ± 18.60, 68.99 ± 15.99 vs 
137.84 ± 22.50, P < 0.01; CD44V6: 47.33 ± 6.15, 
33.09 ± 5.23 vs 61.36 ± 7.39, P < 0.01; CD44s: 
42.84% ± 6.35%, 20.21% ± 4.5% vs 89.23% ± 
3.91%, P < 0.01); meanwhile, LY294002 at 5 
and 10 μmol/L reduced the adhesion ability of 
SMMC-7221 cells in comparison with the control 
group (0.498 ± 0.024, 0.407 ± 0.029 vs 0.616 ± 0.080, 
P < 0.01). 

CONCLUSION: PI3K/AKT pathway plays an im-
portant role in the growth, adherence and invasion 
of SMMC-7221 cells, and its catastaltic may be used 
in the management of hepatocellular carcinoma. 
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摘要
目的: 探讨P I3K/A K T(磷脂酰肌醇-3-激酶
/蛋白激酶B)信号转导通路在人肝癌细胞株
SMMC-7221生长和黏附中的作用机制.

方法:  应用LY294002作用于S M M C-7221
细胞, 并设对照组和实验组(LY294002: 5、
10、20、40 μmol/L), MTT法检测LY294002
作用24、48、72、96 h后, 对SMMC-7221细
胞增殖的影响;  采用肿瘤细胞-基质黏附实
验检测对照组和干预组SMMC-7221黏附能
力的变化; 流式细胞仪检测肝癌细胞黏附分
子CD44s表达情况; 细胞免疫化学S-P法检测
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■背景资料
PI3K/AKT(磷脂
酰肌醇-3-激酶/蛋
白激酶B)信号转
导通路广泛存在
于细胞中, 是参与
调节细胞生长、

增殖、分化的信
号 传 导 通 路 .  近
年 来 研 究 表 明 , 
PI3K/AKT信号转
导通路在肿瘤的
恶性增殖、血管
新生和侵袭转移
中起着重要作用.

■同行评议者
张吉翔, 教授, 南
昌大学第二附属
医院消化内科



SMMC-7221细胞血管内皮生长因子(vascular 
endothelial growth factor, VEGF)和CD44V6蛋
白表达. 

结果: LY294002对SMMC-7221细胞的增殖
有抑制作用 ,  呈剂量和时间依赖性;  5、10 
mol/L的LY294002作用于肝癌细胞后与对照
组相比CD44s, VEGF, CD44V6蛋白表达下
降(CD44s: 42.84%±6.35%, 20.21%±4.5% 
vs  89.23%±3.91%, P <0.01; VEGF: 103.11±
18.60, 68.99±15.99 vs  137.84±22.50, P <0.01; 
CD44V6: 47.33±6.15, 33.09±5.23 vs  61.36±
7.39, P <0.01); 5、10 μmol/L的LY294002干预
后与对照组相比SMMC-7221黏附能力下降
(0.498±0.024, 0.407±0.029 vs  0.616±0.080, 
P <0.01).

结论: 阻断PI3K/AKT信号传导通路, 肝癌细
胞生长受到抑制、黏附能力下降. LY294002
抑制肝癌细胞黏附力的作用机制与通过降低
CD44V6、CD44s和VEGF水平有关.

关键词 :  P I3K/A K T信号转导通路; L Y294002; 

SMMC-7221; 血管内皮生长因子; CD44s; CD44V6; 

MTT法; 流式细胞术; 细胞免疫化学
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0  引言

PI3K/AKT(磷脂酰肌醇-3-激酶/蛋白激酶B)信
号转导通路广泛存在于细胞中, 是参与调节细

胞生长、增殖、分化的信号传导通路. 近年来

研究表明, PI3K/AKT信号转导通路在肿瘤的恶

性增殖、血管新生和侵袭转移中起着重要作

用[1-2]. LY294002是PI3K的特异性抑制剂, 能完

全抑制PI3K的活性. 我们以PI3K/AKT信号转导

通路特异性抑制剂LY294002作用于肝癌细胞株

SMMC-7221, 观察其对肝癌细胞生长、增殖、黏

附能力的影响及对黏附蛋白表达的影响.

1  材料和方法

1.1 材料  人肝癌细胞株S M M C-7221由郑州

大学医学院惠赠 ;  LY294002(碧云天生物公

司); F12培养基、RPMI 1640培养基(Gibco公
司); 新生牛血清(杭州四季青生物公司); CD44s 
mAb (PharMingen公司); CD44V6 mAb、VEGF 
m A b、S P-9000免疫组化通用试剂盒(北京中

1494                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年5月18日    第16卷    第14期

杉金桥生物公司); Matrigel(BD公司); 酶标仪

(Wellseav MK2型全自动酶标仪, Labsystem), 流
式细胞仪为美国Becton Dickinson公司产品. 人
肝癌细胞株SMMC-7221用含100 mL/L小牛血清

的RPMI 1640培养基, 置37℃、50 mL/L CO2孵

箱中, 细胞换液时间为2-3 d, 传代时间为3-5 d, 
传代前用2.5 g/L胰酶消化. 取对数生长期细胞作

为实验用细胞.
1.2 方法 
1.2.1 MTT法检测LY294002对SMMC-7221细

胞生长的影响: 取对数生长期的细胞以3000个
每孔接种于96孔培养板, 每孔200 μL培养体系. 
LY294002分4个不同浓度组分别为5、10、20、
40 μmol/L, 每组5个复孔, 对照组加入等体积培

养基, 并设空白对照孔, 分别于加药后1-4 d检
测细胞活力. 细胞孵育终止前每孔加入5 g/L的
MTT 20 μL, 5 h后吸弃上清, 加入200 μL二甲基

亚砜(DMSO)震荡溶解10 min, 使结晶物充分溶

解, 使用空白对照孔调零, 酶标仪测490 nm处

吸光度(A ), 绘制细胞生长曲线. 根据增殖抑制

实验结果, 选择5、10 μmol/L作为下述实验中

LY294002的浓度. 
1.2.2 基质-黏附实验检测黏附能力: 以无血清

F12培养液稀释Matrigel至100 μg/L, 按50 μL/孔
加入96孔细胞培养板, 置于超净台过夜风干. 临
用前按100 μL/孔加入无血清F12培养液, 室温静

置90 min后吸取液体以除去未结合的Matrigel. 
使用5、10 μmol/L的LY294002作用3 d后的

SMMC-7221细胞制备成个3×107个/L的细胞悬

液, 按每孔100 μL加入黏附系统, 每组设5个复

孔, 对照组加入等量未经处理过的细胞, 37℃, 
50 mL/L CO2孵箱培养2 h, PBS洗去未黏附的细

胞按100 μL/每孔加入5 g/L结晶紫染色, 染色10 
min. 用PBS洗涤, 37℃干燥. 按100 μL/孔加入10 
mL/L醋酸乙醇溶液, 混合后静置10 min. 酶标仪

570 nm测量吸光度, 表示细胞-基质黏附能力. 
1.2.3 流式细胞仪检测CD44s: 取对数生长期细

胞, 用胰酶消化后, 吹打为单个细胞悬液加入

LY294002使其终浓度为5、10 μmol/L, 对照组

加入等量培养基, 培养3 d后收集细胞, 取细胞悬

液100 μL, 置于预先已加入CD44s-FITC 10 μL的
12 mm×75 mm塑料管中, 并在室温下避光反应

30 min, 以流式细胞术检测细胞表面标记, 具体

操作按试剂说明书进行. Cell-Quest软件分析, 至
少分析10 000个细胞.
1.2.4 免疫细胞化学S-P法检测VEGF和CD44V6: 

www.wjgnet.com

■研发前沿
PI3K/AKT信号转
导通路在肿瘤侵
袭、转移中的机
制还不清除, 因此
探明其机制及寻
找有效的抑制剂
抑制该通路的高
活性在肿瘤治疗
方面显得尤为重
要.
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取对数生长期细胞, 用胰酶-EDTA消化后, 吹打

为单个细胞悬液, 以105个每孔接种于加有载玻

片的6孔培养板中, 每孔4 mL培养体系. 分为对照

组(加等体积培养基做为对照), LY294002组(浓
度为5、10 μmol/L), 用含100 mL/L新生牛血清

的1640培养基置培养置37℃, 50 mL/L CO2孵箱

中培养3 d后将爬片取出. 采用免疫细胞化学S-P
法染色, 步骤: 爬片使用丙酮固定后用PBS冲洗, 
然后于30 mL/L的双氧水中室温下孵育10 min, 
山羊血清工作液封闭, 滴加VEGF(一抗), 或者

CD44V6(一抗), 在湿盒中过夜. 滴加生物素标记

二抗37℃孵育30 min, 滴加过氧化物酶标记的链

霉卵白素工作液室温孵育30 min, DAB显色剂显

色, 苏木素复染, 常规脱水, 透明, 封片. 通过对设

定阳性色彩的识别, 并自动将之转换为积分吸光

度IA值, 客观的反映阳性染色的面节和强度的综

合情况. 每张爬片随机选取5个视野(400倍)测量

IA , 使用Image-Pro Plus 5.0软件分析. 
统计学处理 数据用mean±SD表示, 采用

SPSS10.0统计软件处理. 根据资料性质采用单因

素方差分析、随机区组设计的双因素方差分析. 
以P <0.05为差异有显著性.

2  结果

2.1 LY294002对肝癌细胞增殖的影响 5、10、、10、10、、
20、40、4040 μmol/L的LY294002(图1)作用于肝癌细胞图1)作用于肝癌细胞)作用于肝癌细胞

12 h后均表现出对增殖的抑制作用. 且随着药物

浓度的提高, 抑制作用逐渐增强. 5、10、20、40 
μmol/L浓度组间比较差异有显著性(P <0.01). 各
实验组与对照组比较差异有显著性(P <0.01). 各
药物浓度组间细胞增殖抑制率随着时间的延长

有增高趋势. 以A值对药物浓度作药物量效的相

关回归分析, 可见两者间存在着线性关系.
2.2 LY294002对SMMC-7221细胞黏附能力的影

响 用5、10 μmol/L的LY294002处理肝癌细胞3 

d后测定黏附能力, 平均吸光度A值分别为0.498
±0.024和0.407±0.029, 均低于对照组(0.616±
0.080), 与对照组相比差异均有显著性(P <0.01),  
两处理组之间比较, 差异也有显著性(P <0.01) .
2.3 LY294002对C D44s表达的影响 用5、10 
μmol/L的LY294002处理肝癌细胞3 d后测定

C D44s平均表达率分别为42.84%±6.35%、

20.21%±4.5%, 分别与对照组(89.23%±3.91%)
比较, 差异均有显著性(P <0.01), 两处理组之间

比较差异也有显著性(P <0.01).
2.4 LY294002对VEGF表达的影响 VEGF(图2)分
布在胞质内呈棕色, 弥漫性分布. 用5、10、1010 μmol/L
的LY294002处理肝癌细胞3 d后染色较对照组变

浅, 表达阳性率降低. 测定VEGF平均吸光度值

A分别为103.11±18.60和68.99±15.99, 与对照

组137.84±22.50比较, 差异均有显著性(P <0.01). 
两处理组之间比较差异有显著性(P <0.01).
2.5 LY294002对CD44V6表达的影响 CD44V6 
(图3)分布在胞膜, SP染色呈棕黄色. 用5、10 
μmol/L的LY294002处理肝癌细胞3 d后染色较对

照组变浅, 阳性表达率降低. 测定CD44V6平均

吸光度值A分别为47.33±6.15、33.09±5.23, 
分别与对照组61.36±7.39比较, 差异均有显著

性(P <0.01). 两处理组之间比较差异有显著性

(P <0.01).

3  讨论

PI3K和AKT共同构成一条重要的信号转导通路, 
能够利用PI3K/AKT通路传递信号的分子主要

为生长因子如: PDGF, IGF, EGF以及胰岛素等. 
近年来, 此信号转导通路在肿瘤细胞的生长、

转移中的作用日益成为研究的热点. PI3K/AKT
信号转导通路促进恶性肿瘤转移的机制主要

为: 增加肿瘤细胞的运动能力、对生长因子受

体的调节、降低细胞间的黏附力[2]、对细胞外

基质(extracellular matrix, ECM)的影响、增加

核转录因子的活性使基质金属蛋白酶-2(matrix 
metalloproteinase-2, MMP-2), 基质金属蛋白酶

-9(matrix metalloproteinase-9, MMP-9)产量增加, 
使组织降解, 有利于细胞转移[3-6]. 可见此信号转

导通路通过多种途径促进肿瘤的转移, 具有重

要的研究价值.
不同浓度的LY294002在体外干预人肝癌

细胞SMMC-7221细胞, 发现LY294002可抑制

SMMC-7221生长增殖, 40 μmol/L LY294002可直

接将肝癌细胞杀死, 以致于其生长曲线为一条

平直曲线. 从浓度为0-40 μmo/L随着LY294002

对照组
5 μmol/L
10 μmol/L
20 μmol/L
40 μmol/L

1               2                3               4

A
值

图  1  SMMC-7221细胞生长曲线.

t /d

■创新盘点
本 研 究 应 用
LY 2 9 4 0 0 2 特 异
性抑制肝癌细胞
PI3K后 ,  检测黏
附分子、血管内
皮生长因子及黏
附能力变化及其
相 关 性 ,  从 而 探
讨肿瘤转移机制.
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浓度的增大、作用时间的延长, 生长抑制率也

随之增大. 并与CD44s、CD44V6表达降低成正

相关, 二者均为异质性黏附的重要因子, 可能

通过影响细胞黏附能力, 继而细胞不能贴壁以

至于不能生长而死亡. 另外随着药物浓度增大, 
VEGF表达降低, VEGF是促进血管生长的必要

因素, 但在体外是否能直接影响细胞生长还有

待于进一步研究, 其杀死细胞的具体机制还有

待于探讨. 可见PI3K/AKT信号传导通路对肝癌

的生长、增殖是必要的条件.
肿瘤血管的生成既为肿瘤生长提供了营养, 

又为肿瘤转移提供了有利条件. 肿瘤血管生成

是包括血管内皮细胞增殖、迁移及细胞外基质

降解的多步骤和复杂的过程. 其中VEGF是促进

肿瘤血管生成的重要因子, 并通过特异性受体

Flk-1, Flt-1和Flt-4作用于血管内皮细胞. 肝癌细

胞株SMMC-7221通过体外培养, 免疫细胞化学

实验可以发现, 他可通过自分泌机制分泌VEGF, 
主要存在于胞质, 这与Tian et al研究的胃癌细

胞自分泌VEGF的结果一致[7-8]. Abid et al [9]研究

VEGF可以活化PI3K/AKT信号通路, 本研究中

抑制此信号转导通路可以抑制VEGF表达, 可见

VEGF可以通过PI3K/AKT信号转导途径正反馈

生成, 从而为肿瘤血管的生成创造条件. 可见, 
阻断PI3K/AKT信号转导通路可以抑制VEGF的
生成, 从而抑制肿瘤的血道转移. Bachelder et al [10]

研究发现, 体外抑制PI3K活性而实现抑制转移性

乳腺癌细胞VEGF的表达从而诱导细胞凋亡也证

实了这一点. 阻断PI3K/AKT转导通路也能阻断由

表皮生长因子诱导的VEGF表达[11]. 但是多篇文

献报道[12-14], 不同肿瘤中VEGF的信号转导通路

并不相同, 可见在针对VEGF的抗肿瘤治疗过程

中, 靶点并不一致.
侵袭和转移是恶性肿瘤的主要生物学特

征, 是导致手术、放疗、化疗等手段失败和患

者死亡的最主要原因. 肿瘤的侵袭和转移是一

个极其复杂、多步骤的过程. 主要包括: 癌细胞

从原发部位脱落, 结合并降解基底膜; 癌细胞

侵入血管、淋巴管; 癌细胞在循环中运行和滞

留最后穿出血管、淋巴管并增殖形成转移灶. 
CD44V6和CD44s二者均为异质性黏附因子, 经
LY294002作用后表达下降并与其黏附能力下降

成正相关. 可见阻断PI3K/AKT信号转导通路可

以通过黏附分子CD44V6、CD44s表达下降而使

其异质性黏附能力下降, 从而降低细胞的侵袭

和转移. CD44分子是一种跨膜受体糖蛋白, 能够

与多种配体分子结合, 参与细胞与细胞、细胞

与ECM之间的特异性黏附. CD44V6在肿瘤转移

中的主要作用可归纳为: (1)CD44V6高表达的癌

细胞可获得淋巴细胞的伪装, 逃避人体免疫系

统的识别和杀伤, 更易进入淋巴结, 形成转移[15];  
(2)CD44V6表达的蛋白分子参与了癌细胞与基

1496                          ISSN 1009-3079    CN 14-1260/R          世界华人消化杂志     2008年5月18日    第16卷    第14期

■应用要点
本 研 究 为 寻 找
PI3K/AKT信号转
导通路中靶点治
疗以及预防转移
和复发提供科学
依据.

图  3  CD44V6在肝癌细胞中的表达(SP×400). A: 对照组; B: 5 μmol/L LY294002; C: 10 μmol/L LY294002.

A B C

图  2  VEGF在肝癌细胞中的表达(SP×400). A: 对照组; B: 5 μmol/L LY294002; C: 10 μmol/L LY294002.

A B C
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底层粘连蛋白及Ⅳ型胶原酶的黏附, 为癌细胞

降解细胞外基质创造条件; (3)通过改变癌细胞

的骨架构像和分布, 影响癌细胞的运动能力, 介
导癌细胞的转移; (4)与细胞外基质中的配体结

合, 导致细胞形态、游走性的改变, 为肿瘤细胞

的迁移奠定基础[16]. 众多文献表明[17], CD44V6
与人类多种恶性肿瘤组织如: 胃癌、结肠癌、

肝癌、乳腺癌、肺癌、卵巢癌、鼻咽癌等肿瘤

生长、侵袭和转移有关, 普遍存在CD44V6表达

失控[18-21]. Endo et al研究表明高表达CD44V6的
肝癌细胞患者高转移率和低生存率[22-23], 因此有

人提出将其作为判断肿瘤预后的标记物. CD44s
在肿瘤转移中的作用则报道不一, Mathew et al [24]

研究正常肝细胞表面不表达CD44s, 在27例肝细

胞肝癌中, 6例CD44s阳性, 其中5例有转移. 本实

验中经流式细胞仪检测: SMMC-7221的CD44s
表达率为85%, 经LY294002处理后表达明显下

降(P <0.005), 下降率与黏附能力下降成正比. 推
测在SMMC-7221中CD44s通过PI3K/AKT信号

转导途径表达, 并在肿瘤转移中具有重要作用. 
CD44分子与VEGF之间也存在着密切的关系, 
高表达CD44分子的肿瘤具有高侵袭性, 在肿瘤

转移过程中二者密切配合. 在食管鳞癌, 大肠癌, 
乳腺癌, 肝癌等多种癌组织中都有二者的同时

表达升高并且与转移成高度相关性[25-28]. 二者具

体的分子生物学关系有待于深入研究.
本实验应用 P I 3 K / A K T 通路抑制剂

LY294002能够特异性的抑制PI3K的p110亚单位

的催化活性, 这种抑制剂因为对细胞的毒性还

都限于体外研究, 尚未发展到临床应用[29-30]. 尽
管如此, 对信号转导途径中靶点的治疗已经成

为治疗肿瘤的重要策略之一[31-32]. 通过此实验研

究发现, PI3K/AKT通路在肝癌细胞的生长、增

殖、黏附能力及黏附分子表达方面具有重要的

作用, Ward et al多年来一直研究其在多种肿瘤

中的各种作用, 已取得了一定成果, 但其机制纷

繁复杂, 仍有待于深入研究, 其有可能为肿瘤的

突破点之一.
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