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骨肉瘤是常见的原发性恶性骨肿瘤，其发病率在青少年

及儿童的原发骨肿瘤中居首位，具有恶性程度高、易发生浸润

转移等特点[1-2]。磷脂酰肌醇 3-激酶（Phosphatidylinositol-3-ki-

nases，PI3K）/ 蛋白激酶B（Protein kinase B，PKB，又称Akt）信

号通路参与肿瘤细胞的增殖、凋亡和血管生成等生理病理过

程，与骨肉瘤的浸润转移等密切相关[3-5]。作为与PI3K相结合

的下游分子，活化的Akt可以激活多种下游底物，调控细胞存

活和凋亡等生物学效应，抑制Akt的活性已成为临床肿瘤治疗

的新靶点[6]。CCT128930是一类新型的Akt抑制剂，对胶质母

细胞瘤和肝癌细胞等表现出较强的抑制作用[7-8]。本研究以人

骨肉瘤U2-OS细胞为研究对象，观察CCT128930对U2-OS细

胞凋亡和自噬的影响，为CCT128930未来的临床应用提供实

验指导。

1 材料
1.1 仪器

3-30K 型高速台式冷冻离心机（德国 Sigma 公司）；iMark

型酶标仪（美国Bio-Rad 公司）；Ti-S 型倒置荧光显微镜（日本

Olympus公司）。
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摘 要 目的：研究蛋白激酶B抑制剂CCT128930对人骨肉瘤U2-OS细胞凋亡与自噬的影响。方法：体外培养U2-OS细胞，经0

（空白对照，下同）、10、20 μmol/L CCT128930作用 24 h 后采用 DNA 片段末端标记法观察 U2-OS 细胞的凋亡情况；经 0、5、10、20

μmol/L CCT128930作用 24 h 后采用 Western blot法检测细胞中半胱氨酸氨基转移酶 3（Caspase-3）、Caspase-8、Caspase-9、Caspase

切割底物PARP蛋白表达及自噬相关蛋白LC3-Ⅱ/ LC3-Ⅰ比例；将质粒绿色荧光蛋白-微管相关蛋白轻链3（GFP-LC3）转染U2-OS

细胞，经0、5、10 μmol/L CCT128930作用24 h后采用荧光观察GFP-LC3融合蛋白在细胞内的表达；采用MTT法和Western blot法

检测20 μmol/L氯喹、CCT128930及二者联合作用于细胞24 h后的细胞活力及Caspase-3、PARP蛋白的表达。结果：与空白对照比

较，CCT128930作用后 U2-OS 细胞凋亡率升高（P＜0.01），Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9、PARP 蛋白表达增强，LC3-Ⅱ/ LC3-Ⅰ

比例升高（P＜0.05或P＜0.01），GFP-LC3融合蛋白表达增强；与氯喹联用后，使U2-OS细胞活力和Caspase-3、PARP蛋白表达均下

降。结论：CCT128930可诱导U2-OS细胞发生凋亡和自噬，抑制自噬可能促进CCT128930对U2-OS细胞的毒性作用。
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Effects of Protein Kinase B Inhibitor CCT128930 on the Apoptosis and Autophagy of Human Osteosarco-
ma U2-OS Cells
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271000，China；2.School of Life Sciences，Taishan Medical University，Shandong Tai’an 271016，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of protein kinase B inhibitor CCT128930 on the apoptosis and autophagy of hu-

man osteosarcoma U2-OS cells. METHODS：U2-OS cells were cultured in vitro，and the apoptosis of U2-OS cell was observed af-

ter treated with 0（blank control，similarly hereinafter），10 and 20 μmol/L CCT128930 for 24 h. After treated with 0，5，10 and

20 μmol/L CCT128930 for 24 h，the protein expression of Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9 and Caspase cutting substrate PARP，

the proportion of autophagy-related protein LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ were detected by Western blot method. Plasmid GFP-LC3 transfected

U2-OS cells；after treated with 0，5 and 10 μmol/L CCT128930 for 24 h，immunofluorescence was used to detect the expression of

GFP-LC3 protein. MTT assay and Western blot assay were used to detect the viability，the expression of Caspase-3 and PARP pro-

tein of U2-OS cells after treated with 20 μmol/L chloroquine and CCT128930 alone or combination for 24 h. RESULTS：Compared

with blank control，the apoptotic rate of U2-OS cells increased after CCT128930 treatment（P＜0.01），and the expression of Cas-

pase-3，Caspase-8，Caspase-9 and PARP protein increased；the proportion of LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ increased（P＜0.05 or P＜0.01）；the

expression of GFP-LC3 protein increased. CCT128930 combined with chloroquine reduced the viability of U2-OS cells，the protein

expression of Caspase-3 and PARP. CONCLUSIONS：CCT128930 can induce the apoptosis and autophagy of U2-OS cells. Block-

ing autophagy can enhance the toxicity of CCT128930 to U2-OS cells.
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CCT128930（美国 Santa Cruz公司，批号：E1413；纯度：≥

98％）；DMEM培养基和胎牛血清（美国Gibco公司）；MTT、自

噬抑制剂氯喹固体粉末（批号：C6628，纯度：≥98％）、鼠抗人

β-actin抗体、兔抗人自噬相关蛋白LC3-Ⅱ抗体（美国Sigma Al-

drich公司）；DNA片段末端标记法（TUNEL）凋亡检测试剂盒

（瑞士Roche 公司）；增强化学发光（ECL）试剂盒（美国Thermo

Scientific Pierce 公司）；绿色荧光蛋白-微管相关蛋白轻链 3

（GFP-LC3，由北京大学生命科学学院祝海川博士赠送）；转染

试剂Lipofectamine 2000（美国 Invitrogen公司）；兔抗人半胱氨

酸氨基转移酶3（Caspase-3）抗体、Caspase-8抗体、Caspase-9抗

体和Caspase切割底物PARP抗体（美国Cell Signaling Technol-

ogy公司）；辣根过氧化物酶标记的二抗（北京中杉金桥生物技

术有限公司）。

1.3 细胞株

人骨肉瘤U2-OS细胞购自中国科学院上海生命科学研究

院细胞资源中心，生长于含有10％胎牛血清的DMEM培养基

中，于37 ℃和5％ CO2条件下培养。

2 方法
2.1 TUNEL法检测细胞凋亡

接种5×103个U2-OS细胞于96孔板中并过夜培养，加入0

（空白对照）、10、20 μmol/L CCT128930作用 24 h，接着用磷酸

盐缓冲液（PBS）洗涤细胞 2次，4％甲醛溶液于 4 ℃固定细胞

1 h 后，PBS 洗涤细胞，用 0.1％聚乙二醇辛基苯基醚（Triton

X-100）打孔2 min。然后按照TUNEL凋亡检测试剂盒说明书

对细胞进行凋亡染色[4，6-联脒-2-苯基吲哚（DAPI）染色和异

硫氰酸荧光素（FITC）染色]，倒置荧光显微镜观察细胞TUNEL

染色结果，凋亡细胞核呈绿色荧光。试验重复3次。

2.2 免疫印迹法（Western blot）检测相关蛋白表达

2.2.1 凋亡相关蛋白 接种2×105个U2-OS细胞于6孔板中并

过夜培养，加入 0（空白对照）、5、10、20 μmol/L CCT128930作

用24 h，接着用含有蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液冰上裂解20

min，4 ℃下13 000 r/min（离心半径为8.2 cm）离心20 min，收集

上清，用二喹啉甲酸（BCA）法进行蛋白定量分析。取 20～30

μ g 总蛋白进行十二烷基磺酸钠 -聚丙烯酰胺凝胶电泳

（SDS-PAGE），然后电转移至硝酸纤维素膜，用5％脱脂奶粉室

温封闭 2 h，分别加入鼠抗人β-actin抗体和兔抗人PARP、Cas-

pase-9、Caspase-8、Caspase-3抗体，4 ℃孵育过夜；TBST洗膜 3

次，分别加入辣根过氧化物酶标记的二抗，室温孵育2 h，最后

用ECL试剂盒于暗室曝光显影，以相关蛋白与内参β-actin灰

度值的比值评价各相关蛋白的表达水平。试验重复3次。

2.2.2 自噬相关蛋白 按“2.2.1”项下方法检测0（空白对照）、

5、10、20 μmol/L CCT128930作用24 h后细胞中自噬相关蛋白

LC3-Ⅱ/ LC3-Ⅰ比例。试验重复3次。

2.3 荧光检测GFP-LC3融合蛋白表达

接种1×105个U2-OS细胞于12孔板中过夜培养，将纯化的

GFP-LC3质粒和转染试剂Lipofectamine 2000以适当的比例稀

释于无血清Opti-MEM 培养基中，混匀；室温孵育20 min后，缓

慢加入U2-OS细胞中，放置培养箱中培养。转染 6 h后，换完

全培养基继续培养 24 h，接着加入 0（空白对照）、5、10 μmol/L

CCT128930作用24 h，于倒置荧光显微镜下观察并拍照，观察

GFP-LC3融合蛋白在U2-OS细胞内的表达（绿色荧光斑点的

数量）。

2.4 MTT法测定细胞活力及相关蛋白检测

将U2-OS细胞接种于96孔板中，然后进行分组，即氯喹组

（20 μmol/L）、CCT128930 组（20 μmol/L）、联用组（氯喹 20

μmol/L+CCT128930 20 μmol/L）和对照组（二甲基亚砜）。按

分组加药，加入CCT128930前先加入氯喹预处理 1 h，接着联

合CCT128930共同作用 24 h。终止培养前 4 h加MTT于各个

孔中，吸去培养液并加二甲基亚砜振荡混匀，用酶标仪在 490

nm波长下测定光密度（OD），计算细胞活力＝给药组OD值/对

照组OD值×100％。按“2.2.1”项下方法测定上述各组U2-OS

细胞中Caspase-3、PARP、LC3-Ⅱ、LC3-Ⅰ蛋白表达情况。

2.5 统计学方法

采用SPSS 17.0 软件处理数据。数据以x±s表示，多组间

单因素比较，先用单因素法分析其正态分布，后以LSD 法进行

统计。P＜0.05表示差异有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞凋亡情况

TUNEL 试验中 DAPI 染色标记细胞核用以明确细胞个

数；FITC染色标记用以明确凋亡细胞。结果显示，U2-OS细胞

经 10、20 μmol/L CCT128930作用 24 h后，细胞发生明显的凋

亡现象。不同浓度CCT128930对U2-OS细胞凋亡的影响见图

1，凋亡率的检测结果见表1。

3.2 凋亡相关蛋白表达

试验结果发现，CCT128930能够促进 U2-OS 细胞中 Cas-

pase-3、Caspase-8、Caspase-9和PARP的活性剪切（蛋白表达增

强），表明 CCT128930可能通过激活 Caspase 家族成员诱导

U2-OS细胞发生凋亡。不同浓度CCT128930对U2-OS细胞中

Caspase-3、Caspase-8、Caspase-9、PARP蛋白表达的影响见图2。

图1 不同浓度CCT128930对U2-OS细胞凋亡的影响

Fig 1 Effects of different concentrations of CCT128930 on

the apoptosis of U2-OS cells

DAPI FITC

0 μmol/L

10 μmol/L

20 μmol/L
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3.3 自噬相关蛋白表达

试验结果显示，U2-OS细胞经不同浓度CCT128930作用

24 h后，细胞中LC3-Ⅱ蛋白表达水平增强，LC3-Ⅱ/ LC3-Ⅰ比

例增加。不同浓度CCT128930作用后U2-OS细胞中LC3-Ⅱ、

LC3-Ⅰ蛋白表达的电泳图见图3，LC3-Ⅱ/ LC3-Ⅰ比例的检测

结果见表2。

3.4 GFP-LC3融合蛋白表达

CCT128930处理GFP-LC3转染的U2-OS细胞 24 h后，荧

光显微镜观察 GFP-LC3融合蛋白在细胞中的表达，发现随

CCT128930浓度的增加，细胞中GFP-LC3融合蛋白表达逐渐

增强；而空白对照细胞的GFP-LC3融合蛋白呈弥散分布。不

同浓度 CCT128930作用后 U2-OS 细胞中 GFP-LC3融合蛋白

分布的荧光图见图4。

3.5 细胞活力和Caspase-3、PARP蛋白表达

与CCT128930组和氯喹组比较，联用组U2-OS细胞的细

胞活力、Caspase-3、PARP 蛋白表达降低（P＜0.01），LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比例升高，表明CCT128930 可诱导U2-OS 细胞发生保

护性自噬。各组 U2-OS 细胞活力的测定结果见表 3，Cas-

pase-3、PARP蛋白表达的电泳图见图5。

表3 各组U2-OS细胞活力的测定结果（x±±s，n＝6）

Tab 3 Results of the viability of U2-OS cells in each group

（x±±s，n＝6）

组别
对照组
氯喹组
CCT128930组
联用组

作用浓度
0 μmol/L

20 μmol/L

20 μmol/L

20 μmol/L+20 μmol/L

细胞活力，％
100

93.09±6.83

53.61±4.78

36.28±5.92＊

注：与氯喹组和CCT128930组比较，＊P＜0.01

Note：vs. chloroquine group and CCT128930 group，＊P＜0.01

4 讨论
PI3K/Akt 信号通路是治疗肿瘤的常见靶点，与肿瘤的发

生发展、侵袭转移密切相关 [9]。本研究结果发现，Akt 抑制剂

CCT128930能够降低U2-OS细胞的细胞活力，诱导U2-OS细

胞发生凋亡与自噬；抑制细胞的自噬可促进CCT128930的抗

肿瘤活性。

在细胞发生自噬的过程中，LC3-Ⅱ通常被看作是自噬的

标志蛋白，LC3-Ⅱ与LC3-Ⅰ的比例反映了自噬的发生程度[10-11]。

本研究结果发现，U2-OS 细胞经 CCT128930 作用 24 h 后，

GFP-LC3融合蛋白在细胞内呈点状分布，提示CCT128930对

自噬具有诱导作用；同时细胞内LC3-Ⅱ的表达水平升高，LC3-

Ⅱ/LC3-Ⅰ的比例升高，进一步证实了CCT128930可促进细胞

表 2 不同浓度 CCT128930作用后 U2-OS 细胞中 LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比例的检测结果（x±±s，n＝3）

Tab 2 Results of the proportion of LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ in U2-

OS cells after treated with different concentrations of

CCT128930（x±±s，n＝3）

CCT128930浓度，μmol/L

0（空白对照）

5

10

20

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ，％
2.66±0.37

10.17±2.08＊

36.79±4.20＊＊

91.22±6.88＊＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图 4 不同浓度CCT128930作用后U2-OS细胞中GFP-LC3

融合蛋白分布的荧光图

Fig 4 Immunofluorescence of the distribution of GFP-LC3

fusion protein in U2-OS cells after treated with differ-

ent concentrations of CCT128930

5 μmol/L 10 μmol/L0 μmol/L

表1 不同浓度CCT128930作用后U2-OS细胞凋亡率的检测

结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Results of the apoptotic rate of U2-OS cells after

treated with different concentrations of CCT128930

（x±±s，n＝3）

CCT128930浓度，μmol/L

0（空白对照）

10

20

凋亡率，％
2.26±1.06

11.95±2.83＊

26.29±4.57＊

注：与空白对照比较，＊P＜0.01

Note：vs. blank control，＊P＜0.01

图 2 不同浓度CCT128930对U2-OS细胞中Caspase-3、Cas-

pase-8、Caspase-9、PARP蛋白表达的影响

Fig 2 Effects of different concentrations of CCT128930 on

the expression of Caspase-3，Caspase-8，Caspase-9

and PARP protein in U2-OS cells

PARP

Caspase-9

Caspase-8

Caspase-3

β-actin

5 μmol/L 10 μmol/L 20 μmol/L0 μmol/L

图 3 不同浓度 CCT128930作用后 U2-OS 细胞中 LC3-Ⅱ、

LC3-Ⅰ蛋白表达的电泳图

Fig 3 Electrophoretogram of the expression of LC3-Ⅱ and

LC3-Ⅰ protein in U2-OS cells after treated with dif-

ferent concentrations of CCT128930

5 μmol/L 10 μmol/L0 μmol/L 20 μmol/L

LC3-Ⅰ
LC3-Ⅱ

β-actin
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发生自噬。

自噬在肿瘤发生发展中具有双重作用，表现在自噬既能

抑制细胞凋亡，又能在某些情况下促进细胞发生凋亡[12-13]。为了

探讨 CCT128930诱导的 U2-OS 细胞自噬与细胞活力的相关

性，笔者用自噬抑制剂氯喹来观察自噬对CCT128930抑制细

胞活力的影响。从表 3可见，经氯喹预处理后，CCT128930对

细胞活力的抑制作用明显增强，表明CCT128930诱导的自噬

对U2-OS细胞起保护作用。接着用免疫印迹试验检测了氯喹

与CCT128930联用对细胞凋亡相关的PARP和Caspase-3活性

的影响，发现抑制自噬促进了PARP和Caspase-3的切割，进一

步证实CCT128930诱导的自噬对U2-OS细胞有保护作用。

综上所述，CCT128930抑制U2-OS细胞的活性与其诱导

细胞凋亡相关；CCT128030在诱导U2-OS细胞凋亡的同时，也

诱导了保护性自噬，抑制自噬的发生能增强 CCT128930对

U2-OS细胞的杀伤作用。CCT128930与自噬抑制剂氯喹的联

合应用可能为骨肉瘤的临床治疗提供新策略。
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图5 各组U2-OS细胞中Caspase-3、PARP蛋白表达的电泳图

Fig 5 Electrophoretogram of the expression of Caspase-3

and PARP protein in U2-OS cells of each group
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