
中国肿瘤临床 2012年第39卷第12期

抑制ERK和Akt激酶对曲古柳菌素诱导的卵巢癌

细胞凋亡的影响

张 莉 郝 权 包乐纹 付 欣

摘要 目的：探讨抑制胞外信号调节激酶（extracellular regulated protein kinases，ERK）和蛋白激酶 B（Akt）对曲古柳菌素

（TSA）诱导的卵巢癌细胞凋亡的影响。方法：常规培养OVCAR-3卵巢癌细胞株，分为对照、TSA、TSA+PD98059和TSA+Y294002 四

组，其中TSA组为TSA 2.5 μM 处理24 h，TSA+PD98059组和TSA+Y294002组采用5 μM PD98059或Y294002预处理1 h后，2.5 μM
TSA处理 24 h。MTT法分析各组细胞生存情况，Western blot法检测P53及细胞色素C蛋白的表达，分光光度法检测Caspase-9，
Caspase-8和Caspase-3活性。结果：MTT分析结果显示，与对照组比较，TSA处理后显著降低OVCAR-3细胞的存活率（P<0.05）；

与TSA单独处理比较，采用5 μM PD98059或Y294002预处理可以进一步降低OVCAR-3细胞的存活率（P<0.05）。Western bot分
析结果显示TSA处理可以显著增加OVCAR-3细胞中P53及细胞色素C蛋白的表达，增加OVCAR-3细胞Caspase-9，Caspase-8和

Caspase-3活性；对比 TSA单独处理，TSA和Y294002联合应用可以增加OVCAR-3细胞中 P53及细胞色素C蛋白的表达，提高

Caspase-9，Caspase-8和Caspase-3的活性（P<0.05），而TSA和PD98059联合应用无这种效果。结论：TSA可以诱导卵巢癌OV⁃
CAR-3细胞凋亡，其机制可能与上调 P53及细胞色素C蛋白表达，激活Caspase-9、Caspase-8、Caspase-3和线粒体凋亡途径有

关。抑制Akt可以通过以上机制进一步促进TSA诱导的细胞凋亡。
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Abstract Objective: To explore the effect of ERK and Akt inhibition on trichostatin A ( TSA ) -induced apoptosis of ovarian car-

cinoma cells. Methods: OVCAR-3 cells were divided into four groups as follows: control group, TSA treatment group, TSA + PD98059

group, and TSA + Y294002. The cells were pretreated with PD98059 or Y294002 for 1 h, and then treated with TSA for 24 h. The cell viability

was assayed via MTT. The apoptotic-related proteins were detected by Western blot. The activities of the caspases were determined using

the caspase assay kits according to the manufacturer's instructions. Results: Compared with that of the control groups, the cell viability

decreased in the TSA treatment group. The pretreatment with PD98059 or Y294002 further decreased the cell viability. The result of the

Western blot indicated that the TSA treatment increased the expression of cytochrome C and P53 and the expression of caspase-8, caspase-9,

and caspase-3. The inhibition of Akt promoted the TSA-induced apoptosis and the activation of apoptosis-related proteins and caspases.

However, the inhibition of ERK did not yield the same results. Conclusion: TSA can induce the apoptosis of OVCAR-3 cells by increasing

the protein expression of cytochrome C and P53 and promoting the activation of caspase-8, caspase-9, and caspase-3. Moreover, TSA

enhanced the mitochondria-mediated apoptotic pathways. The inhibition of Akt may increase the apoptotic effect of TSA through the bi-

ological mechanisms mentioned above.
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曲古柳菌素（Trichostatin A，TSA）是一种组蛋白

去乙酰化酶抑制剂，研究认为组蛋白去乙酰化酶抑

制剂可以通过调节胞外信号调节激酶（ERK）和蛋白

激酶B（Akt）通路促进肿瘤细胞的凋亡，但抑制ERK
和 Akt后在不同的肿瘤细胞中发生不同的效应，可以

是增生或凋亡［1-4］。本研究将采用OVCAR-3卵巢癌

细胞株，研究 TSA与 ERK或Akt抑制剂的同时作用

后，能否进一步促进卵巢癌细胞凋亡，并探讨其作用

的分子生物学机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂

ERK抑制剂 PD98059，Akt抑制剂Y294002，TSA
和 3-（4，5-二甲基噻唑-2）-2，5-二苯基四氮唑溴盐

（MTT）购自美国 sigma公司；Caspase-9，Caspase-8和
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Caspase-3活性检测试剂盒购自美国R&D公司；小鼠

抗人细胞色素C抗体，小鼠抗人P53抗体和β-actin抗
体以及羊抗小鼠二抗均购自美国Santa cruz公司。

1.2 细胞培养及实验分组

OVCAR-3卵巢癌细胞株购自美国ATCC公司，

常规培养于含 10%胎牛血清的 RPMI 培养液中，

37℃、5% CO2饱和湿度条件下培养。所有实验均在

细胞处于指数生长期进行。实验分为 4组：对照组、

TSA组、TSA+ PD98059组和 TSA+Y294002组，其中

TSA组采用 2.5 μM TSA处理 24 h，TSA+PD98059组

和 TSA+Y294002组采用 5 μM PD98059或 Y294002
预处理1 h后，2.5 μM TSA处理24 h。
1.3 细胞生存分析

96孔板各孔加入MTT 20 μL，继续培养4 h，吸出培

养液，加入DMSO 150 μL，振荡10 min。在570 nm波长

处，读取OD值，设置只加培养液的空白孔，用于调零。

对照为未加任何处理的心肌细胞，细胞生存率通过公

式：细胞生存率 =（对照组A值-处理组A值）/对照组A
值×100%。空白对照即为未加任何处理的细胞。

1.4 蛋白印迹分析（Western-blot）实验

分别取各处理组OVCAR-3卵巢癌细胞，加入适当

的裂解液，提取细胞蛋白，用考马斯亮兰蛋白定量试剂

盒测定各组样本蛋白浓度。各取 40 μg蛋白进行

SDS-PAGE电泳，电泳结束后转膜、室温封闭2 h；分别孵

育对应的一抗（细胞色素C：1：1 000、P53 1：1 000和actin：
1：1 000）4℃过夜；室温孵育对应HRP二抗（1：5 000）1 h
后采用ECL发光法检测蛋白的表达情况。

1.5 Caspase-9，Caspase-8和Caspase-3活性检测

收集各组细胞，PBS洗涤 2次，2 000 r/min离心

5 min，收集 3×106～5×106个细胞，用 60 μL冰冷Lysis
Buffer悬浮细胞，-20℃放置 20 min，4℃，10 000 rpm
离心3 min，测定细胞裂解液上清蛋白浓度，并调整蛋

白浓度为 1.8 μg/μL。每孔吸取 50 μL，同时取 50 μL
Lysis Buffer作空白对照。每 50 μL 2×Reaction Buffer

加入 0.5 μLDTT，每孔吸取 50 μL已配制 2×Reaction
Buffer，再加入 5 μ L Caspase-3 、Caspase-8 或 Cas⁃
pase-9底物，37℃避光孵育1 h，酶标仪测定A405。

1.6 统计分析

实验数据以x±s表示，采用SPSS 16.0统计软件进

行分析，组间比较采用单因素方差分析，P<0.05为差异

有统计学意义。

2 结果

2.1 抑制ERK和Akt对TSA诱导的细胞凋亡的影响

MTT分析结果显示与对照组比较，TSA可以显著

降低OVCAR-3细胞的生存率（P<0.05）；与单独采用

TSA处理比较，采用 5 μM PD98059或Y294002预处

理可以进一步降低卵巢癌OVCAR-3细胞的存活率

（P<0.05）。本实验结果提示了抑制 ERK 和 Akt 对
TSA诱导的细胞凋亡可能产生协同作用（图1）。

*：与control组比较，P<0.05；#：与TSA组比较，P<0.05
图1 各处理组细胞存活率

Figure 1 Comparison of the cell viability among four treatment groups

2.2 抑制ERK和Akt对凋亡相关蛋白表达的影响

Western bot 分析结果显示 TSA 可以显著增加

OVCAR-3细胞的 P53及细胞色素C蛋白的表达（图

2A）。与 TSA 单独处理组比较，联合应用 TSA 和

PD98059后OVCAR-3细胞中P53及细胞色素C蛋白

的表达并无明显增加（P>0.05），但联合应用 TSA和

Y294002后，OVCAR-3细胞中P53及细胞色素C蛋白

的表达明显增加（P<0.05，图2B、2C）。
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A. Western blot 检测卵巢癌OVCAR-3细胞P53和细胞色素C蛋白表达情况（1.对照组；2. TSA组；3. TSA+PD98059；4. TSA+Y294002）；B.各处理组P53
半定量分析结果（*：与control组比较，P<0.05；#：与TSA组比较，P<0.05）；C. 各处理组细胞色素C半定量分析结果（*：与control组比较，P<0.05；#：与TSA
组比较，P<0.05）
图2 Western blot检测各处理组凋亡相关蛋白的表达
Figure 2 Expression of apoptosis-related protein in the four treatment groups by Western blot
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2.3 抑制ERK和Akt对Caspase-9，Caspase-8和Cas⁃
pase-3活性的影响

TSA处理后可以显著增加 OVCAR-3细胞 Cas⁃
pase-9，Caspase-8和Caspase-3活性；与TSA单独处理

组比较，联合应用TSA和PD98059后OVCAR-3细胞的

Caspase-9，Caspase-8和Caspase-3活性并无明显增加

（P>0.05），但联合应用TSA和Y294002后OVCAR-3细
胞的Caspase-9，Caspase-8和Caspase-3活性均进一步

增加（P<0.05，图3）。

*：与control组比较、P<0.05；#：与TSA组比较，P<0.05
图3 各处理组Caspase-9，Caspase-8和Caspase-3活性的比较

Figure 3 Comparison of the activities of caspase-9，caspase-8 and cas⁃
pase-3 among the four treatment groups

3 讨论

组蛋白去乙酰化酶抑制剂可以通过活化细胞表

面的死亡受体和增加线粒体膜通透性诱导大部分的

肿瘤细胞凋亡［5］。曲古柳菌素是一种组蛋白去乙酰

化酶抑制剂，可以通过Caspase依赖途径诱导细胞凋

亡。本研究结果证实了 TSA可以促进卵巢癌 OV⁃
CAR-3细胞株的凋亡，并且证实 TSA可以促进OV⁃
CAR-3细胞的细胞色素C 的释放，激活Caspase-9介
导的细胞凋亡途径。有研究结果显示Caspase-8可

以直接激活 Caspase-3［6］，同样 TSA 可以激活 OV⁃
CAR-3细胞中 Caspase-8和 Caspase-3的活性，提示

了 TSA促卵巢癌OVCAR-3细胞凋亡作用是通过线

粒体凋亡途径和外源性的细胞凋亡途径实现。

ERK和Akt信号通路可以调节细胞的增生、分化

和凋亡，然而在不同的肿瘤细胞株中抑制ERK或Akt
后产生的效应并不尽相同［7-9］。本研究发现联合应用

TSA和Akt抑制剂及ERK抑制剂后OVCAR-3细胞存

活率明显下降，提示了TSA与抑制ERK和Akt信号通

路可以能存在协同促凋亡作用。但是本研究结果显

示与 TSA单独处理比较，采用ERK抑制剂和 TSA共

同处理细胞并不能增加细胞色素C蛋白的表达水平，

而采用Akt抑制剂却能进一步增加细胞色素C蛋白

的表达。类似情况出现在细胞Caspase-8，Caspase-9
和 Caspase-3的活化中。提示了抑制 Akt可以诱导

OVCAR-3细胞凋亡，进一步促进TSA诱导的细胞凋

亡作用，而ERK抑制剂可能仅仅是存在与 TSA诱导

凋亡的协同效应。

P53的激活可以促发凋亡，研究表明P53不仅可

以激活线粒体凋亡信号途径和死亡受体凋亡途径，

还可以损伤DNA和诱发氧化应激促进凋亡［10］。本研

究证实Akt抑制剂可以增加TSA诱导上调的P53表达

水平，提示了Akt抑制对TSA的协同促凋亡作用可能

是通过增加P53的表达水平实现的。然而，ERK抑制

剂却并无此作用。

本研究结果显示了抑制Akt和ERK在TSA对卵

巢癌细胞的促凋亡作用中的影响并不相同。在卵巢

癌细胞中，Akt抑制剂和TSA可以产生协同的促凋亡

作用，这种作用是通过激活线粒体凋亡途径和死亡

受体途径以及上调P53表达水平实现的。本研究结

果也提示在TSA治疗卵巢癌的过程中，同时抑制Akt
可以带来更大的益处。
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