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罗格列酮对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌细胞凋亡影响
及机制探究
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　 　 【摘要】 　 目的　 探讨罗格列酮对结肠癌 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞增殖、凋亡情况的影响以及 ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β 信号通

路的变化。 方法　 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌细胞经不同浓度罗格列酮（２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ，８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ）处理

后，采用 ＭＴＴ 法检测细胞增殖能力的变化，ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 试剂盒检测细胞凋亡情况，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ２、
Ｂａｘ 以及 Ａｋｔ、ＧＳＫ３β 表达情况。 结果　 与空白对照组相比，不同浓度的罗格列酮对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌细胞的

增殖均有影响（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），并且影响呈剂量依赖关系；不同浓度的罗格列酮对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞均有诱导凋亡的

作用（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），且诱导 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡呈剂量依赖性；罗格列酮处理细胞 ４８ ｈ 后，与空白对照组相比

Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ 表达水平、Ｐ⁃ＧＳＫ３β、Ｐ⁃Ａｋｔ 表达水平明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ａｋｔ、ＧＳＫ３β 表达水平较空白对照组差异无显

著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 结论　 罗格列酮可能通过抑制 Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 通路的激活，改变 Ｂｃｌ２ ／ Ｂａｘ 情况，发挥抑制细胞增

殖、诱导凋亡的作用。
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　 　 由于人口结构和饮食习惯的改变，结肠癌在我

国的发病率呈逐年上升趋势［１］。 在世界范围内，结
肠癌的发病率分别位列女性和男性肿瘤的第二位

和第三位［２］，因此对于结肠癌的防治研究尤为重

要。 噻唑烷二酮类药物罗格列酮 （ ｒｏｓｉｇｌｉｔａｚｏｎｅ，
ＲＯＺ）是一种 ＰＰＡＲγ 特异性配体。 作为胰岛素增敏

剂，本身具备较少、较轻的药物毒副作用，同时已有

许多研究证实在肝癌、乳腺癌、结肠癌等多种肿瘤

细胞的生物学行为有明显的抑制作用，但是对于结

肠癌细胞的抑制作用研究甚少，具体发挥作用的信

号通路尚不可知［３］。 因此，我们进行体外研究，采
用 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 人结肠癌细胞系，予以不同浓度

的罗格列酮，探讨结肠癌细胞的凋亡情况以及

ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β 信号通路的变化。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞系及试剂仪器

人结肠癌细胞株 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６，购买于中国科

学院干细胞库；ＤＭＥＭ 培养基 （Ｇｉｂｃｏ 公司）；四季

青胎牛血清（浙江天杭生物公司）；抗体 Ｂｃｌ⁃２、Ｂａｘ、
Ｐ⁃Ａｋｔ、Ａｋｔ、Ｐ⁃ＧＳＫ３β、ＧＳＫ３β、ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 染

料试剂盒（ Ｓｉｇｍａ 公司）；ＨＲ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ 二

抗、β⁃ａｃｔｉｎ 抗体、ＭＴＴ 试剂盒、ＤＡＢ 显影液（上海碧

云天生物技术研究所）；ＢＣＡ 蛋白浓度测定试剂盒、
ＲＩＰＡ 裂解液、 ＰＭＳＦ、 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶配制试剂盒

（北京索莱宝科技有限公司）；酶标仪、湿转系统（上
海 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公司）；流式细胞仪（ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂｕｒ，ＢＤ 公

司）；罗格列酮（上海三维制药有限公司）。
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 细胞培养

ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６、细胞用含 １０％ ＦＢＳ 的 ＤＭＥＭ
培养基，３７􀆰 ０℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养，每 ２ ｄ 传代

１ 次。
１􀆰 ２􀆰 ２　 细胞增殖能力检测

采用 ＭＴＴ 法，取对数生长期的细胞，制备成单

细胞悬液，按 ５ × １０３ ／孔接种于 ３ 个 ９６ 孔板中，细胞

贴壁后以不含 ＦＢＳ 的培养基培养 １２ ｈ 同步化细胞。

弃去培养基，配置 ＲＯＺ 终浓度为 ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、４０􀆰 ０
μｍｏｌ ／ Ｌ、８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的含 １０％ ＦＢＳ 的完全培养基

处理各组细胞，空白对照组为不含 ＲＯＺ 的完全培养

基。 每组设 ９ 个复孔，培养 ２４ ｈ、４８ ｈ。 各孔加入 ５
ｍｇ ／ ｍＬ ＭＴＴ 溶液 １０ μＬ，继续培养箱中反应 ４ ｈ，弃
培养基，每孔加入 ＤＭＳＯ １００ μＬ，置于培养箱中反

应 １５ ｍｉｎ。 用酶标仪在波长 ５７０ ｎｍ 处测定各孔吸

光度值（ＯＤ 值）。 因 ＯＤ 值与孔内存活细胞数呈正

比，故用 ＯＤ 值表示细胞增殖能力。
１􀆰 ２􀆰 ３　 Ａｎｎｅｉｘｉｎ⁃Ｖ ／ ＰＩ 染色检测罗格列酮对细胞凋

亡影响

取对数生长期细胞，制备成单细胞悬液，接种

于 ６ 孔板中，同步化细胞。 按空白对照组，以及不同

浓度的 ＲＯＺ 分组，每孔加入 ２ ｍＬ 培养基。 ３７℃，
５％ ＣＯ２ 条件下培养 ４８ ｈ，胰酶消化，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ 重悬细胞，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ，弃上清，加入 １８５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ 结合液重

悬细胞后，加入 ５ μＬ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ、１０ μＬ ＰＩ 染色

液混匀。 室温避光孵育 １０ ｍｉｎ，１ ｈ 内上机进行流式

细胞仪检测分析，以早期凋亡和晚期凋亡细胞的含

量合计为凋亡细胞，３ 次独立的重复实验获得以下

数据。
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达

两株细胞经浓度为 ４０􀆰 ０ μｍ ／ Ｌ ＲＯＺ 处理 ４８ ｈ
后，ＲＩＰＡ 裂解液充分裂解细胞，离心收集蛋白。
ＢＣＡ 法定量总蛋白，加入等体积 ２ × 蛋白上样缓冲

液后 １００℃变性 ５ ｍｉｎ， － ８０℃保存备用。 进行 ＳＤＳ⁃
ＰＡＧＥ 蛋白电泳，再分别进行转膜（９０ Ｖ，９０ ｍｉｎ），
１０％脱脂奶封闭，一抗孵育过夜（１∶ １０００），二抗（１∶
１００）３７℃ 孵育 ２ ｈ，荧光显色。 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析灰

度值。 相关蛋白表达量计算 ＝ （所测蛋白灰度值 ／
内参灰度值） × １００％ 。
１􀆰 ３　 统计学方法

采用 ＳＰＳＳ １９􀆰 ０ 统计软件，实验数据以平均数

±标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示，资料数据采用单因素方差分

析，进一步两两比较采用 ＬＳＤ 检验。 以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为

差异有显著性。
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２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度 ＲＯＺ 对结肠癌细胞增殖的影响

ＭＴＴ 结果显示，培养 ２４ ｈ、４８ ｈ、７２ ｈ 后不同浓

度的 ＲＯＺ 对两株结肠癌细胞的增殖均有影响，并且

影响呈剂量依赖关系。 ＲＯＺ 浓度越高，对细胞增殖

影响越大，２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
组与空白对照组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
（见表 １）

２􀆰 ２　 不同浓度 ＲＯＺ 对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌细

胞凋亡促进作用

通过 ａｎｎｅｘｉｎ⁃Ｖ ／ ＰＩ 染色检测细胞凋亡，结果显

示，浓度为 ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ、８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ
的 ＲＯＺ 对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞均有诱导凋亡的作

用，各组凋亡率均高于空白对照组，差异有显著性

（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 且 ＲＯＺ 诱导 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡

呈剂量依赖性，两两比较 ＬＳＤ 检验组间差异有显著

性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 （见图 １，表 ２）
表 １　 各组不同时间 ＯＤ 值检测

Ｔａｂ． １　 ＯＤ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｌｌｓ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ
组别 ＨＴ２９ ＨＣＴ１１６
Ｇｒｏｕｐｓ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ ７２ ｈ
对照组

Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ０􀆰 ２９９ ± ０􀆰 ０４７ ０􀆰 ５５８ ± ０􀆰 ０５７ １􀆰 １０７ ± ０􀆰 ０５９ ０􀆰 ３０５ ± ０􀆰 ０４６ ０􀆰 ５３９ ± ０􀆰 ０４８ １􀆰 １２１ ± ０􀆰 ０６３

ＲＯＺ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 ２３５ ± ０􀆰 ０３５∗ ０􀆰 ４３９ ± ０􀆰 ０５９∗ ０􀆰 ８０１ ± ０􀆰 ０５１∗ ０􀆰 ２２４ ± ０􀆰 ０３８∗ ０􀆰 ４５１ ± ０􀆰 ０５７∗ ０􀆰 ８０７ ± ０􀆰 ０５５∗

ＲＯＺ ４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 １９９ ± ０􀆰 ０３２∗ ０􀆰 ３８７ ± ０􀆰 ０５０∗ ０􀆰 ５６０ ± ０􀆰 ０６６∗ ０􀆰 １９０ ± ０􀆰 ０２６∗ ０􀆰 ３８７ ± ０􀆰 ０５３∗ ０􀆰 ５８２ ± ０􀆰 ０７２∗

ＲＯＺ ８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ０􀆰 １７５ ± ０􀆰 ０３５∗ ０􀆰 ２５７ ± ０􀆰 ０６１∗ ０􀆰 ３２４ ± ０􀆰 ０４６∗ ０􀆰 １７１ ± ０􀆰 ０３６∗ ０􀆰 ２５６ ± ０􀆰 ０６１∗ ０􀆰 ３０６ ± ０􀆰 ０６６∗

注：与空白对照组比，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

图 １　 罗格列酮对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡率的影响

Ｆｉｇ． １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＯＺ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＴ２９ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ
表 ２　 罗格列酮对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡率的影响

Ｔａｂ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＯＺ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ
ＨＴ２９ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ

组别
Ｇｒｏｕｐｓ

凋亡率 ／ ％ Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ
ＨＴ２９ ＨＣＴ１１６

对照组 Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ２􀆰 ５７ ± ０􀆰 ３６ ３􀆰 ５０ ± ０􀆰 ３６
ＲＯＺ ２０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ４􀆰 ８７ ± ０􀆰 ３８▲ ５􀆰 ９６ ± ０􀆰 ５２▲

ＲＯＺ ４０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ ７􀆰 ３７ ± １􀆰 １２▲ ９􀆰 ５４ ± １􀆰 ０５▲

ＲＯＺ ８０􀆰 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ １３􀆰 ５６ ± １􀆰 ０１▲ １５􀆰 ９３ ± ０􀆰 ５５▲

注：与空白对照组比，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，▲Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

２􀆰 ３　 ＲＯＺ 诱导 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌凋亡相关蛋

白的检测

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 进行相关凋亡蛋白表达量的检测，
结果显示（图 ３），与空白对照组相比，抗凋亡蛋白

Ｂｃｌ２ 表达水平降低，促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达水平上
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升，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 这表示，ＲＯＺ 诱导

ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 结肠癌细胞凋亡可能与 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 表

达水平下降有关系。 （见图 ２）
２􀆰 ４　 ＲＯＺ 对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞 Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β蛋

白信号通路蛋白的调控

细胞经浓度为 ４０􀆰 ０ μｍ ／ Ｌ 的 ＲＯＺ 处理 ４８ ｈ
后，消化收集细胞提取蛋白。 在验证了细胞发生凋

亡了之后，我们验证了 Ａｋｔ 及其下游 ＧＳＫ３β 的表达

情况。 结果显示，各组总 Ａｋｔ，ＧＳＫ３β 的表达含量不

变，与对照组相比差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５），但各

组 ｐ⁃Ａｋｔ 和 ｐ⁃ＧＳＫ３β 的表达含量下降明显，与对照

组相比差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。 ｐ⁃Ａｋｔ 减少可以

使 ＧＳＫ３β 磷酸化下降，导致 ＧＳＫ３β 失活减少，从而

促进凋亡。 这表明在 ＲＯＺ 诱导细胞凋亡的过程中，
Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 信号通路可能起到了重要的作用。 （见
图 ３）

图 ２　 ＲＯＺ 对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＯＺ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

图 ３　 ＲＯＺ 对 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞 ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＲＯＺ ｏｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＡＫＴ ／ ＧＳＫ３β ｏｆ ＨＴ２９ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ＨＣＴ１１６ ｃｅｌｌｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

３　 讨论

结肠癌发病原因及机制尚不清楚，目前研究认

为，结肠癌的发生是由环境、饮食、生活习惯以及遗

传因素等共同作用的结果［４， ５］。 目前对于结肠癌的

治疗依然是以手术治疗为主并结合放化疗，但治疗

效果并不理想，面对着复发转移、抗药性同时以及

辅助治疗时严重的副作用等问题［６， ７］。
既往大量研究发现 ＰＰＡＲγ 在肿瘤组织中表达

均有不同程度的上调，ＰＰＡＲγ 配体可以抑制肿瘤细

胞生长从而达到肿瘤的化学预防和治疗的作

用［８ － １１］。 Ｃｈｅｎ 等［１２］ 研究证明 ＰＰＡＲγ 配体抑制

ＨＴ２９ 细胞生长和诱导其凋亡是通过下调 ｂｃｌ⁃２ 的表

达来实现的。 许多研究证实 Ｂｃｌ⁃２ 家族不仅调节细

胞凋亡而且能改变化疗药物对肿瘤的敏感性［１３， １４］。
诱导细胞凋亡是目前大多数抗癌药物的主要作用

位点，这也成为评价抗癌药物能力的指标［１５］。 本次

实验通过 ＭＴＴ，流式细胞仪检测细胞凋亡，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测相关凋亡蛋白表达证实了 ＲＯＺ 可以通过

凋亡途径抑制 ＨＴ２９ 和 ＨＣＴ１１６ 细胞，并且呈剂量依

赖性。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ⁃２ 表达

下调，促凋亡蛋白 Ｂａｘ 表达上调，我们推测 ＲＯＺ 促

进 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡可能是通过 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ
表达水平下降来实现的。

Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 信号通路是一个重要的抗凋亡、促
增殖的信号通路，在多种人类肿瘤中都可检测到该
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信号通路的异常［１６ － １８］， ＧＳＫ３β 的磷酸化可以抑制

Ｂａｘ 线粒体转位和 Ｂｃｌ⁃２ 的降解，从而抑制凋亡，故
干扰 Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 的表达可诱导肿瘤细胞凋亡的发

生［１９ － ２１］。 因此本实验探究了 ＲＯＺ 对 Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β
信号通路的影响。

本次实验结果显示 ＲＯＺ 处理 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细

胞 ４８ ｈ 后，ＧＳＫ３β、Ａｋｔ 的活化产物 Ｐ⁃ＧＳＫ３β、Ｐ⁃Ａｋｔ
表达水平明显降低，因此推测 ＲＯＺ 可能通过抑制

Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 通路的激活，破坏 Ｂｃｌ⁃２ ／ Ｂａｘ 比例，发挥

抑制细胞增殖、诱导凋亡的作用。 但 Ａｋｔ ／ ＧＳＫ３β 可

能不是 ＲＯＺ 诱导 ＨＴ２９、ＨＣＴ１１６ 细胞凋亡的唯一通

路，其对凋亡的影响及其中具体的作用机制需后续

实验进一步深入研究。
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