
Aβ1-42 oligomers into right lateral cerebral ventricle． Methods After screening with Morris water maze，60 rats
with escape latency less than 60 s were randomly assigned equally into four groups: the naive group，PBS control
group and Aβ 1-42 fiber group and Aβ1-42 oligomers group． The rats in Aβ oligomers and fiber group were infused
Aβ1-42 oligomers or Aβ1-42 fiber into right cerebral ventricle to establish Alzheimer's disease( AD) rat model; PBS
control group received the same volume of PBS; naive group received no treatment． Four weeks after modeling，

Morris water maze were performed to detect the changes in the ability of learning and memory in rats． ＲT-PCＲ as-
say was used to detect the expression of cortical Bcl-2 mＲNA and Caspase-3 mＲNA in AD rats． Western blot assay
was carried out to investigate cortical Bcl-2 protein expression and activity of Caspase-3 protein． Ｒesults Com-
pared with naive and PBS control group，the escape latency in Aβ1-42 fiber group and Aβ1-42 oligomers group
were prolonged than before modeling ( P ＜ 0. 05) ，the escape latency in Aβ1-42 oligomers group was longer than in
Aβ1-42 fiber group; the cortical Bcl-2 mＲNA expression in Aβ1-42 fiber and oligomers group were decreased( P ＜
0. 05) ，and the Caspase-3 mＲNA expression and activity were increased ( P ＜ 0. 05) ． The above-mentioned chan-
ges of Bcl-2 and Caspase-3 mＲNA expression in Aβ1-42 oligomers group were more prominent than that in Aβ1-42
fiber group． Conclusion Aβ1-42 fiber，Aβ1-42 oligomers can all lead to cognitive dysfunction，up-regulating
Caspase-3 mＲNA expression，increasing the activity of Caspase-3 protein and inhibiting Bcl-2 expression in AD
rats，but the effects of Aβ1-42 oligomers on Caspase-3 and Bcl-2 mＲNA expression are greater than in Aβ1-42 fi-
ber．
Key words Alzheimer's disease; Aβ1-42 fiber; Aβ1-42 oligomers; Bcl-2; Caspase-3

LY294002 靶向抑制 PI3K /Akt 信号通路
干预 K562 细胞增殖的研究

耿英华1，2，武文娟3，于北凯4，夏瑞祥1

摘要 目的 探讨 PI3K /Akt 抑制剂 LY294002 对慢性髓系

白血病细胞株 K562 的增殖抑制作用及相关机制。方法

MTT 法检测 LY294002 对 K562 细胞增殖的抑制作用; 10、20

μmol /L LY294002 作用 K562 细胞 36 h，流式细胞术观察细

胞周期 的 变 化，ＲT-PCＲ 法 测 定 LY294002 对 K562 细 胞

Skp2 基因表达的影响，Western blot 法检测 Skp2 蛋白表达的

变化。结果 LY294002 能够抑制 K562 细胞的生长，该抑制

作用具有浓度及时间依赖性 ( P ＜ 0. 05 ) 。LY294002 作用

2013 － 11 － 08 接收

基金项 目: 安 徽 省 高 等 学 校 省 级 自 然 科 学 研 究 项 目 ( 编 号:

KJ2011B098 ) ; 蚌 埠 医 学 院 自 然 科 学 项 目 ( 编 号:

Byky1224)

作者单位: 1 安徽医科大学第一附属医院血液内科，合肥 230022
2 蚌埠医学院第一附属医院血液内科，蚌埠 233004

蚌埠医学院3 生物化学与分子生物学教研室、4 临床检验

诊断学实验中心，蚌埠 233030

作者简介: 耿英华，女，副主任医师;

夏瑞祥，男，教授，主任医师，博士生导师，责任 作 者，E-

mail: xrx2041@ 163． com

K562 细胞 36 h，随着浓度的增加，G0 /G1 期阻滞增强，S 期

细胞减少( P ＜ 0. 05) ，Skp2 的 mＲNA 表达量减少，Skp2 蛋白

的表达量显著降低。结论 LY294002 能够抑制 K562 细胞

的生长，诱 导 细 胞 发 生 G0 /G1 期 阻 滞，这 可 能 是 通 过

LY294002 影响了 Skp2 表达而实现的。

关键词 LY294002; PI3K /Akt ; Skp2; K562

中图分类号 Ｒ 733. 7; Ｒ 329. 25

文献标志码 A 文章编号 1000 － 1492( 2014) 03 － 0295 － 05

Akt 是一类调节细胞凋亡与存活的胞质信号转

导蛋白，生理状态下，Akt 以低活性存在于细胞质

中，当各种因素刺激时，Akt 在 PI3K 作用下发生磷

酸化而激活［1］。活化的 Akt 可促进细胞的生存、增

殖、转移以及血管的形成。研究［2 － 3］表明，Akt 在人

类多种肿瘤中常被过度活化，如在胃肠道肿瘤、胰腺

癌等组织中均高表达及活化。肿瘤细胞中 Akt 的活

化与肿瘤细胞增殖、凋亡密切相关。Akt 磷酸化可

被 PI3K 特异性抑制剂 LY294002［4］所抑制。该研究
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以慢性髓系白血病细胞株 K562 为研究对象，观察

LY294002 对 K562 细胞增殖的影响并探讨其相关机

制。

1 材料与方法

1． 1 细胞株 人慢性髓系白血病细胞株 K562 由

蚌埠医学院临床检验诊断学实验中心冻存。培养条

件: 含 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养基，同时加

入 100 U /L 链霉素和 100 U /L 青霉素，于 37 ℃、5%
CO2 饱和湿度培养箱中培养。每 2 ～ 3 d 传代 1 次。
实验时，取对数生长期细胞。
1． 2 主要试剂 ＲPMI 1640 培养基( 美国 Gibco 公

司) ; 胎 牛 血 清 ( 浙 江 天 杭 生 物 科 技 有 限 公 司 ) ;

MTT、DMSO( 美国 Sigma 公司) ; 总 ＲNA 提取试剂

盒、cDNA 第 一 链 合 成 试 剂 盒、PCＲ 试 剂 盒、DNA
Marker( 北京天根生化科技有限公司) ; LY294002、
PI 单染周期检测试剂盒( 上海碧云天生物技术有限

公司) ; Skp2、GAPDH 引物( 南京金斯瑞生物科技有

限公司) ; β-actin、Skp2 鼠抗人单克隆抗体、山羊抗

小鼠二抗( 美国 Santa Cruz 公司) ; 细胞培养板( 美国

Corning 公司) 。
1． 3 MTT 比色法测定 取对数生长期 K562 细

胞，调节细胞浓度为 5 × 104 /ml，每孔 100 μl 种植于

96 孔培养板中。实验组 LY294002 终浓度分别为

2. 5、5、10、20、40、60 μmol /L，每个浓度设 3 个复孔，

同时设阴性对照组和空白调零组，在 37 ℃、5% CO2

条件下培养 24、48 h 后，每孔加 MTT 溶液( 5 mg /ml)
20 μl，继续孵育 4 h 后终止培养，加 DMSO 150 μl /
孔，室温振摇 10 min 后，于波长 570 nm 处读取吸光

度( OD) 值。取 3 孔 OD 值的均数按公式计算细胞增

殖抑制率，细胞增殖抑制率 ( % ) = ( 1 － OD实验组 /
OD对照组 ) × 100%
1． 4 流式细胞术检测细胞周期 常规培养 K562 细

胞，取对数生长期细胞调节细胞浓度为 5 × 104 /ml，
2 ml每孔接种于 6 孔培养板，分对照组、LY294002
终浓度为 10、20 μmol /L 的实验组。用含 10% 胎牛

血清的 ＲPMI 1640 培养液培养 36 h，收集细胞，预冷

PBS 洗涤 1 次，离心去除 PBS，加入预冷的 70%乙醇

溶液固定细胞 12 ～ 24 h，离心弃去固定液，PBS 洗涤

1 次后收集细胞于流式管，每管细胞样品中加入预

先配置好的含有 ＲNase A 和 PI 的染色液 0. 5 ml，缓

慢并充分重悬细胞，37 ℃ 避光孵育 30 min，随后冰

浴放置并用 BD 流式细胞仪在 488 nm 激发波长下

检测红色荧光和光散射情况，Flowjo 软件分析细胞

周期。
1． 5 ＲT-PCＲ 法检测 Skp2 mＲNA 表达 取对数

生 长 期 K562 细 胞 接 种 于 6 孔 板，分 对 照 组、
LY294002 终浓度为 10、20 μmol /L 的实验组。用含

有 10%胎牛血清的 ＲPMI 1640 培养液培养 36 h，收

集细胞。按照试剂盒说明提取总 ＲNA，检测 ＲNA
提取纯度及浓度，每组取 2 μg ＲNA 进行逆转录，并

对各组细胞的目的基因 Skp2 和内参基因 GAPDH
进行 PCＲ 扩增。扩增条件为 94 ℃ 预变性 5 min; 94
℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，72 ℃延伸 45 s，32 个

循环; 72 ℃延伸 10 min。扩增产物在 1. 5% 琼脂糖

凝胶上电泳，BIO-ＲAD 凝胶成像仪检测条带并分析

灰度值，计算各组 Skp2 mＲNA 相对量。实验重复 3
次。见表 1。

表 1 待测基因的 PCＲ 引物序列及扩增片段长度

基因 引物序列
扩增长度

( bp)

Skp2 F: 5'-GTGGTATCGCCTAGCGTCTG-3' 226
Ｒ: 5'-TATGCCGTGGAGGGTGGA-3'

GAPDH F: 5'-CGGAGTCAACGGATTTGGTCGTAT-3' 496
Ｒ: 5'-AGCCTTCTCCATGGTGGTGAAGAC-3'

1． 6 Western blot 法检测 Skp2 蛋白表达的变化

取对数生长期 K562 细胞接种于 6 孔板，分对照组、
LY294002 终浓度为 10、20 μmol /L 的实验组，培养

36 h 后收集细胞，加蛋白裂解液冰上裂解 30 min，采

用 BCA 法对各组蛋白进行定量检测。每组取 25 μg
蛋白，10% SDS-PAGE 电泳，转膜至 PVDF 膜，封闭

液室温封闭 3 h; 小鼠抗人 Skp2 一抗按 1 ∶ 1 000 稀

释，小鼠抗人 β-actin 一抗按 1 ∶ 3 000 稀释，4 ℃摇

床上孵育过夜; TBST 洗膜 10 min，重复 3 次; 山羊抗

小鼠二抗按 1 ∶ 5 000 稀释，37 ℃孵育 2 h; TBST 洗

膜 10 min，重复 3 次; 最后用 ECL 发光试剂盒显影;

BIO-ＲAD 凝胶成像仪检测条带并进行灰度值分析，

计算各组 Skp2 蛋白相对量。实验重复 3 次。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 17. 0 软件进行分析，

实验数据以 珋x ± s 表示，各处理组间差异采用单因素

方差分析，两两比较采用 SNK 法。

2 结果

2． 1 不同浓度 LY294002 对 K562 细胞增殖抑制作

用 MTT法检测各组细胞的增殖抑制率的结果表
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图 1 流式细胞术检测 LY294002 作用 K562 细胞 36 h 后各组细胞周期分布情况

A: 对照组; B: 10 μmol /L LY294002; C: 20 μmol /L LY294002

明: 不同浓度 LY294002 对 K562 细胞的增殖均有抑

制作 用，在 相 同 作 用 时 间 下，增 殖 抑 制 作 用 与

LY294002 浓度呈正比关系，浓度越高，抑制作用越

强; 在同一浓度下，LY294002 作用时间越长，细胞增

殖抑制率越高，表现出时间-剂量依赖性，见表 2。
2． 2 LY294002 对细胞周期的影响 LY294002 作

用于 K562 细胞 36 h 后，流式细胞术检测结果表明:

LY294002 能显著改变 G0 /G1 与 S 期细胞的比例。
与对照组相比，随着 LY294002 浓度的升高，S 期细

胞比例逐渐减少，G0 /G1 期细胞则呈现出逐渐增加

的趋势，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05) ，G2 /M 期细

胞没有显著变化( P ＞ 0. 05) 。见图 1、表 3。

表 2 不同浓度 LY294002 作用不同时间后

K562 细胞的增殖抑制率( n = 3，珋x ± s)

LY294002 浓度

( μmol /L)
24 h 48 h

2． 5 3． 04 ± 0． 51 13． 15 ± 1． 32* #

5 12． 41 ± 1． 27* 23． 31 ± 2． 15* #

10 17． 80 ± 2． 31* 36． 65 ± 3． 31* #

20 26． 99 ± 4． 12* 50． 93 ± 3． 72* #

40 36． 28 ± 3． 15* 64． 57 ± 4． 07* #

60 51． 91 ± 4． 29* 75． 80 ± 3． 51* #

与对照组( 0 μmol /L LY294002 ) 比较: * P ＜ 0. 05 ; 与同一浓度

的 24 h 实验组比较: #P ＜ 0. 05

表 3 LY294002 对 K562 细胞周期分布的影响( % ，珋x ± s)

LY294002 浓度

( μmol /L)
G0 /G1 S G2 /M

0 45． 21 ± 2． 11 43． 35 ± 2． 34 12． 97 ± 1． 02
10 53． 71 ± 2． 52* 35． 79 ± 1． 98* 13． 05 ± 0． 95
20 61． 74 ± 3． 21* # 27． 51 ± 2． 65* # 11． 89 ± 1． 53

与对照组( 0 μmol /L LY294002) 相比: * P ＜ 0． 05; 与 10 μmol /L

LY294002 组比较: #P ＜ 0. 05

2． 3 LY294002 对 Skp2 mＲNA 表达的影响 ＲT-
PCＲ 法结 果 显 示: 与 对 照 组 相 比，10、20 μmol /L
LY294002作用K562细胞36 h后，Skp2 mＲNA的表达

受影响，相对表达量分别为 0. 367 ± 0. 035、0. 242 ±
0. 025，与对照组( 0. 476 ± 0. 027) 相比，表达量明显

降低，差异有统计学意义 ( P ＜ 0. 05) 。见图 2。

图 2 LY294002 作用于 K562 细胞 36 h 后 Skp2 mＲNA 的表达变化

M: Marker; 1: 对照组; 2: 10 μmol /L LY294002 组; 3: 20 μmol /L

LY294002 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05

2． 4 LY294002 对 Skp2 蛋白表达的影响 Western
blot 法结果表明，经 LY294002 作用 36 h 后，Skp2 蛋

白的表达量显著降低，10、20 μmol /L LY294002实验
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组 Skp2 蛋白相对表达量分别为 0. 528 ± 0. 091 和

0. 349 ± 0. 067，与对照组( 0. 695 ± 0. 077) 比较，差异

有统计学意义( P ＜ 0. 05) 。见图 3。

图 3 LY294002 作用于 K562 细胞 36 h 后 Skp2 蛋白的表达

1: 对照组; 2: 10 μmol /L 组; 3: 20 μmol /L 组

3 讨论

白血病是一类造血干细胞的恶性克隆性疾病，

是最常见的血液系统恶性疾病。当前临床使用的治

疗药物多数为细胞毒类药物，此类药物一般抑制细

胞的 DNA 和蛋白质合成等基本机能，所以对正常细

胞也有毒性，从而引起一系列的毒副作用等。20 世

纪末以来，分子靶向抗癌药物成为肿瘤治疗研究最

活跃的领域之一。此类药物一般作用于肿瘤细胞的

特定分子靶点，利用肿瘤细胞与正常细胞在基因、
酶、信号转导等方面的异常，选择性抑制肿瘤细胞的

增殖、侵袭、转移等恶性生物行为，从而产生抗肿瘤

作用，而对正常细胞的副作用较小。因此分子靶向

抗癌药物很少产生传统化疗的毒副作用。
PI3K 为一类脂激酶，主要催化磷脂酰肌醇 4，5-

二磷酸( PIP2) 磷酸化形成磷脂酰肌醇 3，4，5-三磷

酸( PIP3) ，继而激活下游的 Akt( 蛋白激酶 B) 等促

进细胞的生存、增殖、转移以及血管生成。生理状态

下，Akt 以低活性存在于细胞质中，当各种因素刺激

时，Akt 在 PI3K 作用下发生磷酸化而激活。PI3K /
Akt 信号通路诱导细胞的增殖、分化，避免细胞发生

凋亡，此信号通路作为细胞生长增殖的重要转导通

路，在维持细胞恶性生物学特性中起重要作用［5］。
因 此 抑 制 该 信 号 通 路 成 为 肿 瘤 治 疗 靶 点 之 一。
LY294002 改造自槲皮素，是经典的 PI3K 抑制剂，其

可以在上游非特异性地阻断 PI3K /Akt 信号通路，

诱导肿瘤细胞凋亡［6 － 7］。在细胞增殖实验中发现

LY294002 体外作用 K562 细胞后，细胞增殖抑制率

随着作用时间和作用浓度的增加而逐渐增强，为明

确 LY294002 抑制白血病细胞增殖的机制，本研究

选取 36 h 这个时间点通过细胞周期实验和检测细

胞周期中重要的调节因子 Skp2 做进一步的探究。
细胞周期调控与细胞增殖密切相关，在细胞周期调

控中其增殖的速度是由 G1 期的长短决定的，当处

于 G0 /G1 细胞越多，S 期细胞越少时细胞的增殖速

度就会越低，这也是很多抗肿瘤药物抑制肿瘤细胞

增殖的机制之一，该研究显示在不同浓度 LY294002
作用下，S 期细胞比例减少，G0 /G1 期细胞增加，即

表现为细胞被阻滞于 G0 /G1 期，且这种阻滞效应随

着 LY294002 浓度的升高而更加明显，而 G2 /M 期变

化不大。这与李焘 等［8］在脑胶质瘤 U87 细胞株的

研究结果相近。因此可以认为 LY294002 的使用产

生了周期阻滞，抑制了 K562 细胞的增殖过程。
Skp2 是细胞周期中重要的调节因子，能特异性

识别磷酸化底物并介导其泛素化降解，许多细胞周

期调控因子如 p27、P21、cyclinE、cyclinD 和 C-myc 等

都是 Skp2 依 赖 性 泛 素 蛋 白 酶 体 途 径 底 物。研

究［9-11］表明，Skp2 能够负调控细胞周期调节因子

p27，下调的 p27 能够使细胞顺利通过 G1-S 期调控

点，完成 G1→S 期的转变。Skp2 在肿瘤细胞中异常

高表 达，与 多 种 恶 性 肿 瘤 的 发 生 和 发 展 密 切 相

关［12］。Skp2 的表达降低能够抑制肿瘤细胞的周期

转换，从而影响肿瘤细胞增殖［13］。本研究结果表明

LY294002 作用 K562 细胞 36 h 后 Skp2 mＲNA 和

Skp2 蛋白水平随药物浓度增加而显著下降，使细胞

周期不能顺利通过 G1-S 期的调控点，阻滞在 G0 /G1
期，S 期细胞减少。由此推测，阻断 PI3K /Akt 通路

的抗肿瘤细胞增殖效应可能是通过下调 Skp2 的表

达来实现的。
综上所述，LY294002 能够通过抑制 Skp2 的表

达，使 K562 细胞的生长周期受影响，无法顺利通过

G1-S 期限制点，形成 G0 /G1 期阻滞，从而抑制 K562
细胞的增殖，为 PI3K /Akt 信号通路成为白血病治疗

靶点奠定理论与实验基础。
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LY294002 targeting PI3K /Akt signal pathway
inhibit the proliferation of K562 cells

Geng Yinghua1，2，Wu Wenjuan3，Yu Beikai4，et al
( 1Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022;
2Dept of Hematology，The First Affiliated Hospital of Bengbu Medical College，Bengbu 233004;

3 Dept of Biochemistry and Molecular Biology，4 Ｒesearch Center of Clinical
Laboratory Science，Bengbu Medical College，Bengbu 233030)

Abstract Objective To explore the inhibition effects of LY294002( PI3K /Akt inhibition) on the proliferation and
correlated regulatory factors of chronicmyeloid leukemia cell line K562． Methods The effect of LY294002 on the
proliferation of K562 cells were evaluated by MTT assays． K562 cells were cultured with 10，20 μmol /L LY294002
for 36 h． Flow cytometry analysis was used to determine the cell cycle． ＲT-PCＲ was applied to measure the expres-
sion of S phase kinase associated protein 2 ( Skp2) mＲNA． Western blot was used to analyze Skp2 phenotypes． Ｒe-
sults Administered with LY294002，the proliferation of K562 cells were inhibited，the inhibition was in dose and
time dependent manners( P ＜ 0. 05) ． The G0 /G1 period rate of K562 cells gradually raised and S period obviously
decreased( P ＜ 0. 05) ． The expression of Skp2 mＲNA down-regulated，after K562 cells treated by LY294002 for 36
h． Compared with normal control group，the expression of Skp2 protein was significantly lower． Conclusion
LY294002 can inhibit proliferation of K562 cells，induce G0 /G1 period arrest，which possibly through the regula-
tion of Skp2 expressions．
Key words LY294002; PI3K /Akt; Skp2; K562
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