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幽门螺杆菌Tipα对胃癌细胞顺铂敏感性的影响*

唐军梅,张启芳,何思明,陈勇昌,蔡 莉

(广西壮族自治区南溪山医院消化内科,广西桂林
 

541002)

  [摘要] 目的 基于磷酸肌醇-3激酶(PI3K)/蛋白激酶B
 

(Akt)信号通路研究幽门螺杆菌肿瘤坏死因子-
α诱导蛋白(Tipα)对胃癌细胞顺铂敏感性的作用机制。方法 使用Tipα刺激胃癌SGC-7901细胞,采用CCK8
检测细胞活性,流式细胞术检测细胞凋亡,Western

 

blot检测PI3K/Akt信号通路相关蛋白———PI3K、p-PI3K、

Akt、p-Akt表达水平,运用PI3K/Akt抑制剂———LY294002预处理细胞阻断PI3K/Akt信号通路,探讨PI3K/

Akt信号通路活性与Tipα对胃癌细胞顺铂敏感性作用的关系。结果 与顺铂组比较,Tipα联合顺铂组细胞活

性、侵袭力、p-PI3K/PI3K比值、p-Ak/Akt比值均明显增加,细胞凋亡率明显降低,差异均有统计学意义(P<
0.05);LY294002预处理可逆转Tipα对胃癌细胞顺铂敏感性的抑制作用。结论 Tipα可通过激活PI3K/Akt
信号通路抑制胃癌细胞的顺铂敏感性。
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  [Abstract] Objective To

 

study
 

the
 

role
 

mechanism
 

of
 

Helicobacter
 

pylori
 

Tipα
 

protein
 

on
 

the
 

sensitivi-
ty

 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

to
 

cisplatin
 

based
 

on
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.Methods The
 

gastric
 

cancer
 

SGC-7901
 

cells
 

were
 

stimulated
 

by
 

using
 

Tipα,
 

the
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

by
 

using
 

CCK8;the
 

cell
 

apopto-
sis

 

was
 

detected
 

by
 

using
 

flow
 

cytometry;the
 

expression
 

levels
 

of
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway
 

related
 

pro-
teins

 

PI3K,p-PI3K,Akt,and
 

p-Akt
 

were
 

detected
 

by
 

using
 

the
 

Western
 

blot;
 

the
 

PI3K/Akt
 

inhibitor
 

LY294002
 

was
 

used
 

to
 

pretreat
 

the
 

cells
 

to
 

block
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway,and
 

then
 

the
 

relationship
 

between
 

the
 

activity
 

of
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway
 

and
 

the
 

effect
 

of
 

Tip
 

protein
 

on
 

the
 

sensitivity
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

to
 

cisplatin
 

was
 

investigated.Results Compared
 

with
 

the
 

cisplatin
 

group,the
 

cell
 

viability,inva-
sion

 

ability,p-PI3K/PI3K
 

ratio
 

value
 

and
 

p-Ak/Akt
 

ration
 

value
 

of
 

the
 

Tipα
 

combined
 

with
 

cisplatin
 

group
 

were
 

significantly
 

increased,the
 

apoptosis
 

rate
 

was
 

significantly
 

reduced,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05);the
 

LY294002
 

pretreatment
 

could
 

reverse
 

the
 

inhibitory
 

effect
 

of
 

Tipα
 

on
 

the
 

sensitivi-
ty

 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

to
 

cisplatin.Conclusion Tipα
 

could
 

inhibit
 

the
 

cisplatin
 

sensitivity
 

of
 

gastric
 

cancer
 

cells
 

by
 

activating
 

the
 

PI3K/Akt
 

signaling
 

pathway.
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  幽门螺杆菌是一种革兰阴性螺旋形细菌,定植于

人胃中,被认为是慢性胃炎、溃疡和胃癌的病原体,全
世界有一半以上的人感染幽门螺杆菌[1-2]。肿瘤坏死

因子-α诱导蛋白(tumor
 

necrosis
 

factor-α-inducing
 

protein,Tipα)是幽门螺杆菌的一种致病蛋白,已发现

该蛋白是促炎性细胞因子和趋化因子基因表达的有

效诱导剂,与胃癌发生、发展相关[3]。胃癌是全球最

常见的癌症之一,发生率在东亚,东欧和南美最高[4]。
胃癌的主要治疗方式为手术,但在晚期转移胃癌或因

瘤径过大而不可切除阶段以顺铂为主的化疗是转移
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性癌症患者最有效的治疗方法[5]。然而,化疗抵抗仍

是部分胃癌患者治疗的重要问题,相关机制尚未完全

阐明。磷酸肌醇-3激酶(phosphoinositide
 

3-kinase,
PI3K)是一种脂质激酶,可传递细胞内信号级联并调

节多种细胞过程,蛋白激酶B(protein
 

kinase
 

B,Akt)
是PI3K信号的重要下游效应物,可调节多种途径,包
括抑制细胞凋亡、刺激细胞生长和调节细胞代谢

等[6]。PI3K/Akt途径是人类癌症中异常激活频率最

高的信号通路[7]。此外,该通路还与癌症耐药性相

关,已被证明在顺铂耐药性胃癌细胞中发挥着积极作

用,是治疗胃癌顺铂耐药性的关键靶点[8]。本研究通

过原核表达及纯化获得重组Tipα,观察Tipα对胃癌

细胞顺铂耐药性的影响,并基于PI3K/Akt信号通路

探究其作用机制,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 材料

根据美国国家生物信息中心幽门螺杆菌Tipα编

码序列(登录号:NZ_LMXS01000175.1)由成都擎科

梓熙生物科技有限公司合成片段并构成重组质粒

pET-30a(+)-Tipα,BL21(DE3)pLysS大肠杆菌感受

态细胞(货号:CB106)购自北京天根生化科技有限公

司;胃癌SGC-7901细胞系(货号:CL-0206)购自武汉

普诺赛生命科技有限公司;杜氏改良 Eagle培养基

(Dulbecco's
 

modified
 

Eagle
 

medium,DMEM)高糖培

养基(货号:SH30022)、胎牛血清(货号:SH30084.03)
均购 自 美 国 Hyclone公 司;青 链 霉 素 双 抗(货 号:
15240062)购自美国 Gibico公司;LY294002购自美

国 Medchemexpress公司,CCK8检测试剂盒(货号:
CK04)购自日本东仁公司,Annexin

 

V-APC/PI凋亡

检测试剂盒(货号:70-AP107-60)购自杭州联科生物

技术股份有限公司;Transwell小室购自美国Corning
 

Costar公 司,异 丙 基-β-D-硫 代 半 乳 糖 苷 (货 号:
I8070)、RIPA裂解液(货号:R0010)、化学发光显影试

剂盒 (货 号:PE0010)、蛋 白 定 量 试 剂 盒 (货 号:
PC0020)均购自北京索莱宝科技有限公司;NI-NTA

 

Superflow(货号:30410)购自德国 QIAGEN公司,内
毒素高效去除纯化树脂(货号:20518ES10)购自上海

翊圣生物科技有限公;抗PI3K(货号:ab191606)一
抗、p-PI3K(货号:ab182651)一抗、Akt(货号:ab8805)
一抗、p-Akt(货 号:81283)一 抗、β-actin(货 号:
ab8227)一抗、6×His

 

Tag单克隆抗体(ab18184)、辣
根过氧化物酶标记的二抗(ab205718)均购自英国

Abcam公司。
1.2 方法

1.2.1 Tipα表达与纯化

取100
 

μL
 

BL21
 

(DE3)pLysS感受态细胞与1
 

ng
 

pET-30a(+)-Tipα重组质粒混合,在冰上静置30
 

min,42
 

℃热激60
 

s,插入冰上静置2
 

min,加入不含

卡那霉素
 

LB液体培养基900
 

μL,37
 

℃、150
 

r/min摇

菌60
 

min,随后将菌液均匀涂布至含有卡那霉素LB
固体培养基上,倒置放入37

 

℃恒温培养箱培养12
 

h。
随后挑取阳性菌落接种于2

 

mL含卡那霉素LB液体

培养基内,37
 

℃、150
 

r/min摇菌12
 

h,随后加入1
 

mmol/L异丙基-β-D-硫代半乳糖苷,30
 

℃培养4
 

h诱

导蛋白表达,然后4
 

℃、8
 

000
 

r/
 

min离心5
 

min收集

沉淀,用磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

solution,
PBS)洗涤后通过超声破碎菌体获得 蛋 白。4

 

℃、
12

 

000
 

r/
 

min离心10
 

min,取上清液,过NI-NTA柱

纯化蛋白并去除内毒素,采用十二烷基硫酸钠-聚丙稀

酰胺 (twelve
 

alkyl
 

sodium
 

sulfate-polyacrylamide,
SDS-PAGE)法鉴定重组Tipα蛋白。
1.2.2 细胞培养

将胃癌SGC-7901细胞培养于含10%胎牛血清、
1%青链霉素双抗DMEM高糖培养基中,并放置于37

 

℃、5%二氧化碳、95%空气的细胞培养箱中,2~3
 

d
换液,细胞长至90%融合时进行传代。空白对照组为

正常培养细胞,顺铂组在培养基中添加0.8
 

ng/L顺

铂,Tipα联合顺铂组在培养基中加入0.8
 

ng/L顺铂

和100
 

ng/L
 

Tipα,LY294002联合Tipα和顺铂组则

先用30
 

μmol/L
 

LY294002预处理2
 

h再加入0.8
 

ng/L顺铂和100
 

ng/L
 

Tipα。各组均培养48
 

h后收

集细胞待测。
1.2.3 CCK8试验

将细胞以5×103 个/孔接种于96孔板中,按上述

分组策略分别培养48
 

h后每个孔中分别加入10
 

μL
 

CCK-8溶液,轻轻混匀,再在37
 

℃、5%二氧化碳、
95%空气的细胞培养箱中培养3

 

h。采用 MK3酶标

仪(美国Fisher
 

Thermo公司)检测450
 

nm处的光密

度(A)值。
1.2.4 流式细胞术

胰酶消化各组细胞得到细胞悬浮液,调整为1×
105/mL,用PBS洗涤后添加500

 

μL膜联蛋白结合缓

冲液重悬细胞,再分别加入5
 

μL
 

Annexin
 

V-APC和

5
 

μL
 

PI染液,4
 

℃、避光孵育20
 

min。采用FACS-
Calibur流式细胞仪(美国Becton公司)检测细胞凋

亡率。
1.2.5 Transwell试验

用 Matrigel基质胶包被 Transwell小室,置于

37
 

℃孵育4
 

h,放入24孔板中。胰酶消化各组细胞得

到细胞悬浮液,调整为1×106/mL,在 Transwell小

室中在按200
 

μL/孔接种细胞,在24孔板中加入500
 

μL含10%胎牛血清的DMEM 培养基,然后37
 

℃、
5%二氧化碳培养15

 

h。培养完成后用棉签轻轻将小

室底部膜表面的细胞和基底膜擦除,取出Transwell
小室,用PBS洗涤细胞,甲醇固定30

 

min,采用0.1%
结晶紫800

 

μL染色20
 

min,用PBS洗涤,晾干后于显
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微镜下进行观察并拍照统计。
1.2.6 Western

 

blot
采用RIPA裂解液提取细胞总蛋白并进行蛋白

定量检测。采用10%SDS-PAGE分离蛋白,转移至

聚偏二氟乙烯膜上。聚偏二氟乙烯膜用5%脱脂牛奶

封闭1
 

h,然后与抗PI3K、p-PI3K、Akt、p-Akt、β-actin
一抗在4

 

℃下孵育过夜,再同二抗于室温下孵育1
 

h。
采用化学发光试剂盒时条带显影并在5200化学发光

凝胶成像仪(上海天能科技有限公司)观察条带,利用

ImageJ软件(美国NIH公司)统计条带灰度,根据β-
actin灰度作均一化处理。
1.3 统计学处理

采用SPSS20.0统计软件进行数据分析,计量资

料以x±s 表示,采用单因素方差分析、LSD-t 检验

等。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 Tipα的纯化鉴定

在相对分子质量26×103(标签蛋白部分为3×
103,Tipα为23×103)处有一明显蛋白条带。见图1。

 

2.2 Tipα抑制顺铂对胃癌细胞的细胞毒性

与空白对照组比较,顺铂组胃癌细胞活性明显降

低,细胞凋亡率明显升高,Tipα干预逆转顺铂对胃癌

细胞活性的抑制作用,明显降低了顺铂诱导的细胞凋

亡,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图2。

  M:蛋白 Marker;1:BL21/pET30a-Tipα总蛋白;2:纯化后的重组

Tipα。

图1  重组Tipα蛋白的纯化电泳图

  A:Tipα对顺铂处理的胃癌细胞活性的影响;B:Tipα对顺铂处理的胃癌细胞凋亡的影响;a:P<0.05;b:P<0.05。

图2  Tipα抑制顺铂对胃癌细胞的细胞毒性

2.3 Tipα逆转顺铂对胃癌细胞侵袭的抑制作用

与空白对照组比较,顺铂组侵袭细胞个数明显降

低,Tipα干预明显降低了顺铂对胃癌细胞侵袭能力的

抑制作用,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图3。

  a:P<0.05,b:P<0.05。

图3  Tipα逆转顺铂对胃癌细胞侵袭的抑制作用

2.4 Tipα处理激活胃癌细胞PI3K/Akt通路

顺铂组胃癌细胞PI3K、Akt总蛋白表达水平与

空白对照组比较,差异均无统计学意义(P>0.05);p-
PI3K/PI3K、p-Akt/Akt比值均明显低于空白对照

组,差异均有统计学意义(P<0.05)。Tipα联合顺铂

组胃癌细胞PI3K、Akt总蛋白表达水平与顺铂组比

较,差异均无统计学意义(P>0.05);p-PI3K/PI3K、

p-Akt/Akt比值明显高于顺铂组,差异均有统计学意

义(P<0.05)。见图4。
2.5 LY294002部分抵消Tipα对胃癌细胞顺铂毒性

的抑制作用

与Tipα和顺铂组比较,LY294002联合 Tipα和

顺铂组胃癌细胞活性明显降低,细胞凋亡率明显升

高,差异均有统计学意义(P<0.05)。见图5。
2.6 LY294002部分抵消了Tipα促进顺铂诱导的胃

癌细胞侵袭作用

与Tipα联合顺铂组比较,LY294002联合 Tipα
和顺铂组胃癌细胞侵袭能力明显降低,差异有统计学

意义(P<0.05)。见图6。
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  a:P<0.05,b:P<0.05。

图4  Tipα处理激活胃癌细胞PI3K/Akt通路

  A:LY294002干预对Tipα促进顺铂处理的胃癌细胞存活的影响;B:LY294002干预对 Tipα抑制顺铂处理胃癌细胞凋亡的影响。a:P<

0.05,b:P<0.05。

图5  LY294002部分抵消Tipα对胃癌细胞顺铂毒性的抑制作用

  a:P<0.05。

图6  LY294002部分抵消Tipα促进顺铂诱导的

胃癌细胞侵袭作用

3 讨  论

  以顺铂为基础的化疗是晚期转移性癌症患者辅

助治疗及手术切除后抑制复发最有效的方法之一,然
而,耐药性是阻碍化疗疗效的主要因素,严重威胁癌

症患者的预后。目前,顺铂耐药的机制尚未完全阐

明,本研究探讨了幽门螺杆菌Tipα对胃癌细胞顺铂

敏感性的影响,结果显示,Tipα处理后胃癌细胞对顺

铂的敏感性降低,PI3K/Akt信号通路被活化。

Tipα是一种幽门螺杆菌毒力蛋白,多以二聚体形

式发挥功能,通过与细胞表面核仁蛋白直接结合而进

入细胞中,诱导肿瘤坏死因子-α和趋化因子基因的表

达,并激活核因子κB介导的炎症信号通路,发挥促炎

作用[9-10]。
 

肖玲巧等[11]通过体外表达Tipα并处理巨

噬细胞发现,Tipα通过激活人NOD样受体家族蛋白
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3(NLPR3)炎 性 小 体 促 进 巨 噬 细 胞 凋 亡。CHEN
等[12]发现,Tipα通过激活白细胞介素-6/转录激活子

3信 号 通 路 促 进 胃 癌 细 胞 上 皮-间 质 转 化。DE-
VANAND等[1]发现,B淋巴细胞易位基因2能抑制

胃癌细胞膜表面核仁蛋白表达,从而抑制Tipα对肿

瘤坏死因子-α等的诱导作用而发挥抑癌作用。本研

究结果显示,Tipα能逆转顺铂对胃癌细胞活性和侵袭

能力的抑制作用,以及对胃癌细胞凋亡的促进作用。
提示Tipα不仅能促进胃癌细胞上皮-间质转化,还能

降低胃癌细胞对顺铂的敏感性,对胃癌患者的治疗产

生不利影响。
 

PI3K/Akt信号通路是重要的信号传导途径,具
有多种生物学功能,包括调控细胞生长、存活、分化及

葡萄糖转运和代谢[13]。近年来,PI3K/Akt信号通路

对促进肿瘤发生、发展及化疗抗性的作用被广泛报

道[14-15]。DU等[16]发现,芒果苷能通过阻断 PI3K/

Akt信号通路的活化抑制胃癌细胞活性并促进细胞

凋亡。LU 等[17]通过抑制PI3K/Akt信号通路纠正

了胃癌细胞的顺铂耐药性。本研究发现,Tipα促进了

PI3K/Akt信号通路的激活,而利用PI3K/Akt信号

通路抑制剂———LY294002处理后能部分消除 Tipα
对胃癌细胞顺铂敏感性的抑制作用,说明PI3K/Akt
信号通路的活化参与了Tipα对胃癌细胞顺铂敏感性

的抑制过程,阻断PI3K/Akt信号通路的活化可能是

治疗Tipα相关胃癌耐药的潜在手段。
综上所述,本研究通过原核表达方式在体外表达

重组Tipα发现,其能通过增加顺铂处理的胃癌细胞

活性,抑制顺铂处理的胃癌细胞凋亡,并促进顺铂处

理的胃癌细胞侵袭,其机制可能与PI3K/Akt信号通

路活化有关。
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