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肺癌是世界上发病率及病死率最高的恶性肿瘤之一，很

多肺癌患者就诊时已不适合手术治疗，而长期放化疗及分子

靶向治疗的副作用大且费用高[1]。因此，开发安全有效的新药

具有重要意义。近年来研究发现，磷脂酰肌醇 3-激酶（PI3K）

信号通路参与肿瘤细胞增殖和凋亡的调控，在肿瘤的发生发

展中起着重要的作用[2]。Akt是一种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶，

作为 PI3K/Akt信号转导通路的重要靶点，其异常活化出现在包

括肺癌等多种恶性肿瘤中[3]。抑制该通路可诱导细胞凋亡[4-5]，

因此，PI3K/Akt信号通路已经成为一个非常有希望的抗肿瘤

治疗靶点。小分子化合物MK-2206是Akt的新型抑制剂，其化

学名为8-[4-（1-氨基环丁基）苯基]-9-苯基-1，2，4-三唑并[3，4-f]

[1，6]萘啶-3（2H）-酮二盐酸盐，主要作用是抑制Akt磷酸化，可

诱导多种肿瘤细胞凋亡[6-8]，但目前有关其用于肺癌治疗的国

内外研究报道较少。本研究以肺腺癌A549细胞为受试细胞，

进一步探讨MK-2206的抗肺癌作用及其可能机制，为其抗肿

瘤研究和临床应用提供试验依据。

1 材料
1.1 仪器

倒置相差显微镜（日本Nikon公司）；310型CO2培养箱（美

国Thermo公司）；3K30型高速台式离心机（德国Sigma公司）；

Biasciences FACS Calibur 型流式细胞仪（美国 BD 公司）；680

型酶标仪（美国Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

MK-2206粉末（美国Selleck Chemicals 公司，批号：S1078，

纯度：99％）；RPMI-1640培养基和胎牛血清（美国 Gibco 公

司）；MTT（美国 Genview 公司）；碘化丙啶（PI，美国 Sigma 公

司）；电化学发光（ECL）试剂盒（美国Pierce公司）；兔抗前体半

胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3（pro-caspase-3）和 pro-多聚腺苷二磷
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摘 要 目的：研究蛋白激酶B（Akt）抑制剂MK-2206 对肺腺癌A549细胞增殖和凋亡的影响。方法：MTT法检测0（空白对照）、

0.5、1、2.5、5、10、20、30 μmol/L MK-2206处理 A549细胞 24 h 后细胞的光密度；以 0（空白对照）、5、10、20 μmol/L MK-2206处理

A549细胞24 h，倒置相差显微镜观察细胞形态变化，流式细胞术分析细胞周期分布和凋亡率，免疫印迹法检测细胞周期相关蛋白

Cyclin D1、p21、p27和细胞凋亡相关蛋白分裂的多聚腺苷二磷酸核糖聚合酶（cf-PARP）、分裂的半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 3

（cf-caspase-3）、B淋巴细胞瘤 2（Bcl-2）和Bax的表达。结果：与空白对照比较，MK-2206处理后A549细胞的光密度降低；细胞缩

小、呈空泡状；主要阻滞于 G0/G1期，细胞中 p21、p27蛋白表达增强，Cyclin D1蛋白表达减弱；细胞凋亡率增加，细胞内 cf-PARP、

cf-caspase-3、Bax 表达增强，Bcl-2表达减弱。各效应均呈浓度依赖性（P＜0.05或 P＜0.01）。结论：MK-2206可抑制 A549细胞增

殖，并通过激活caspase-3、下调Bcl-2和上调Bax蛋白的表达诱导其凋亡。

关键词 肺腺癌A549细胞；Akt抑制剂MK-2206；细胞增殖；细胞凋亡

Effects of Akt Inhibitor MK-2206 on Proliferation and Apoptosis of Lung Adenocarcinoma A549 Cells
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of Akt inhibitor MK-2206 on the proliferation and apoptosis of lung adenocarcino-

ma A549 cells. METHODS：The optical density of A549 cells was detected by MTT assay after treated with 0（blank control），0.5，

1，2.5，5，10，20 and 30 μmol/L MK-2206 for 24 h；after pretreatment with 0（blank control），5，10 and 20 μmol/L MK-2206 for 24

h，morphological changes of A549 cells were observed with inverted microscope. Cell cycle and apoptosis rate were analyzed by

flow cytometry. Western blot was used to detect the expression of cell cycle-related proteins Cyclin D1，p21 and p27 and apopto-

sis-related protein PARP（cf-PARP），cf-caspase-3，Bcl-2 and Bax. RESULTS：Compared with blank control，the optical density of

A549 cells decreased，cells shrank and presented vesicular state after treatment of MK-2206；A549 cells arrested in G0/G1 stage，

the protein expression of p21 and p27 strengthened while that of Cyclin D1 decreased；the apoptotic rate of cells increased，the ex-

pression of cf-PARP，cf-caspase-3 and Bax in cells increased while that of Bcl-2 decreased. All reponse were in concentration-de-

pendant manner（P＜0.05 or P＜0.01）. CONCLUSIONS：MK-2206 can inhibit the proliferation of A549 cells，and induce the

apoptosis of A549 cells by adjusting the expression of activating caspase-3，down-regulating Bcl-2 and up-regulating Bax.

KEYWORDS Lung adenocarcinoma A549 cells；Akt inhibitor MK-2206；Cell proliferation；Cell apoptosis
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酸核糖聚合酶（PARP）多克隆抗体（美国 Cell Signaling Tech-

nology公司）；兔抗Cyclin D1、B细胞淋巴瘤2（Bcl-2）和Bax单

克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；兔抗 p21和 p27单克隆抗体

（美国NeoMarkers公司）；辣根过氧化物酶标记山羊抗兔二抗

（北京中杉金桥生物技术有限公司）；Annexin Ⅴ-FITC细胞凋

亡检测试剂盒（南京凯基生物有限公司）。

1.3 细胞

人肺腺癌A549细胞由中国科学院上海生物化学与细胞

生物学研究所细胞库提供，生长于含有 10％ 胎牛血清的RP-

MI-1640 培养基（含 1×105 u/L青霉素和 100 mg/L链霉素）中，

于37 ℃、5％ CO2条件下培养。

2 方法
2.1 细胞活性的检测

采用MTT法测定细胞活性。将A549 细胞接种于96孔板

中，分别加入 0（空白对照）、0.5、1.0、2.5、5、10、20、30 μmol/L

的 MK-2206 处理 24 h，终止培养前 4 h 每孔加入 20 μl MTT

（5 mg/ml），弃培养液并加入150 μl二甲基亚砜（DMSO），室温

振荡 10 min，在 490 nm波长下用酶标仪检测光密度（OD），试

验重复3次。同法测定6个平行孔。

2.2 细胞形态变化的观察

以 0（空白对照）、5、10、20 μmol/L 的 MK-2206处理 A549

细胞24 h，用倒置相差显微镜观察细胞形态变化。

2.3 细胞周期与凋亡的检测

采用流式细胞术检测细胞周期与凋亡情况。刮下“2.2”项

下处理后的细胞，用胰酶消化并制备细胞悬液，加入75％的冰

乙醇4 ℃固定过夜，再用磷酸盐缓冲液（PBS）洗2次，加入终质

量浓度为 50 mg/L 的核糖核酸酶 A（RNase A），37 ℃反应 30

min，加入终质量浓度为50 mg/L的PI，4 ℃闭光染色10 min后

用流式细胞仪检测。用Cell Quest获取、ModFit软件分析各组

细胞的周期分布。同时按AnnexinⅤ-FITC/PI法照试剂盒说明

进行细胞凋亡测定，试验重复3次。计算细胞总凋亡率（％）＝

早期凋亡率（Annexin+/PI－）+晚期凋亡率（Annexin+/PI+）。

2.4 相关蛋白表达的检测

采用免疫印迹法分析细胞周期与凋亡相关蛋白的表达。

在冰上操作，刮下“2.2”项下处理后的细胞，移至 1.5 ml 离心

管中，用预冷的RIPA 裂解液冰上裂解 20 min，4 ℃、12 000×g

离心 20 min，收集蛋白，二喹啉甲酸（BCA）法测定蛋白浓度。

取等量的各组总蛋白进行十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电

泳（SDS-PAGE），然后转至PVDF膜上，5％脱脂奶粉室温下封

闭2 h，加入细胞周期相关蛋白Cyclin D1、p21、p27 抗体和凋亡

相关蛋白 pro-caspase-3、pro-PARP、Bcl-2、Bax 蛋白抗体，4 ℃

孵育过夜，二抗室温孵育1 h，PBST洗膜，ECL显影，应用化学

发光成像仪进行图像采集。试验重复 3次，以β-actin为内参，

应用 Image-Pro Plus 6.0软件分析蛋白条带积分光密度（IOD），

以靶蛋白 IOD值/β-actin IOD值反映靶蛋白表达量。

2.5 统计学方法

用SPSS 13.0统计软件进行分析。数据用x±s表示，两两

比较采用单因素方差分析，检验水准α＝0.05。P＜0.05表示差

异具有统计学意义。

3 结果
3.1 细胞增殖情况

结果显示，0（空白对照）、0.5、1.0、2.5、5、10、20、30 μmol/L的

MK-2206 处理后 A549 细胞的 OD 值分别为 1.084±0.042、

1.066 ± 0.036、0.932 ± 0.028、0.877 ± 0.046、0.827 ± 0.059、

0.712±0.025、0.505±0.038、0.313±0.044。这表明 MK-2206

可抑制A549细胞的增殖，且抑制作用呈浓度依赖性。与空白

对照比较，2.5、5、10、20、30 μmol/L的MK-2206处理后细胞的

OD值差异有统计学意义（P＜0.05或P＜0.01）。

3.2 细胞形态变化

除空白对照外，其余各细胞均出现缩小且呈空泡状改变；

MK-2206的浓度越高，细胞变化越明显，细胞总数越少，且易

从培养板表面脱落。这表明MK-2206可抑制A549细胞的生长。

A549细胞经不同浓度MK-2206处理后的形态变化见图1。

3.3 细胞周期及相关蛋白表达情况

与空白对照比较，A549细胞经MK-2206处理后G0/G1期细

胞增加，细胞中p21、p27蛋白表达增强，Cyclin D1蛋白表达减

弱，其中10、20 μmol/L MK-2206处理后差异有统计学意义（P＜

0.05或P＜0.01）。A549细胞经不同浓度MK-2206处理后的细胞

周期变化见表1，相关蛋白表达的电泳图见图2，表达量见表2。

表1 A549细胞经不同浓度MK-2206处理后的细胞周期变化

（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 Cell cycle change of A549 cells after treated with di-

fferent concentrations of MK-2206（x±±s，n＝3，％％）

MK-2206，μmol/L

0（空白对照）

5

10

20

G0/G1

64.67±2.36

70.70±3.57

78.61±2.43＊

83.81±2.92＊＊

G2/M

14.32±1.12

11.13±1.05

7.56±1.36

10.33±1.06

S

21.01±1.35

18.17±1.78

13.84±2.13

5.86±2.81＊

注：与0 μmol/L比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. 0 μmol/L，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

图1 A549细胞经不同浓度MK-2206处理后的形态变化（×200）
Fig 1 Morphology changes of A549 cells after treated with

different concentrations of MK-2206（×200）

0 μmol/L 5 μmol/L

10 μmol/L 20 μmol/L

图2 A549细胞经不同浓度MK-2206处理后细胞周期相关蛋

白表达的电泳图

Fig 2 Electrophoretogram of the expression of A549 cell cy-

cle-related protein after treated with different concen-

trations of MK-2206

Cyclin D1

p21

p27

β-actin

0 μmol/L 5 μmol/L 10 μmol/L 20 μmol/L
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表2 A549细胞经不同浓度MK-2206处理后细胞周期相关蛋

白表达量（x±±s，n＝3）

Tab 2 The expression levels of the expression of A549 cell

cycle-related protein after treated with different con-

centrations of MK-2206（x±±s，n＝3）

MK-2206，μmol/L

0（空白对照）

5

10

20

Cyclin D1/β-actin

0.280±0.008

0.217±0.011＊

0.154±0.023＊

0.081±0.004＊＊

p21/β-actin

0.142±0.010

0.161±0.012

0.195±0.011＊

0.288±0.013＊＊

p27/β-actin

0.078±0.003

0.087±0.031

0.132±0.025＊

0.171±0.037＊＊

注：与0 μmol/L比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. 0 μmol/L，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

3.4 细胞凋亡及相关蛋白表达情况

与空白对照比较，A549细胞经MK-2206处理后细胞总凋

亡率增加，细胞内分裂的（cf）-PARP、cf-caspase-3、Bax表达增

强，Bcl-2表达减弱，且呈浓度依赖性（P＜0.05或 P＜0.01）。

A549细胞经不同浓度MK-2206处理后的凋亡情况见图 3，蛋

白表达的电泳图见图4，表达量见表3。

4 讨论
肺癌是多因素、多基因共同作用所导致的恶性肿瘤。

PI3K/Akt信号通路与肿瘤细胞的增殖、凋亡和代谢等生命过

程密切相关，在维持细胞恶性生物学行为中起重要作用。Akt

作为PI3K 的下游靶蛋白，是PI3K/Akt信号通路的核心靶点，

表3 A549细胞经不同浓度MK-2206处理后细胞凋亡相关蛋

白表达量（x±±s，n＝3）

Tab 3 The expression levels of the expression of A549 cell

apoptosis-related protein after treated with different

concentrations of MK-2206（x±±s，n＝3）

MK-2206，
μmol/L

0（空白对照）

5

10

20

cf-PARP/
β-actin

0.006±0.001

0.026±0.004＊

0.299±0.041＊

0.372±0.019＊＊

cf-caspase-3/
β-actin

0.003±0.001

0.010±0.005

0.016±0.007＊

0.040±0.003＊＊

Bcl-2/β-actin

0.272±0.029

0.122±0.006

0.067±0.002＊

0.025±0.005＊＊

Bax/β-actin

0.031±0.008

0.161±0.018＊

0.183±0.028＊

0.252±0.022＊＊

注：与0 μmol/L比较，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

Note：vs. 0 μmol/L，＊P＜0.05，＊＊P＜0.01

因此，通过调控Akt表达可调整细胞增殖和凋亡的平衡，进而

达到抑制肿瘤生长的目的[3]。本研究发现，MK-2206可以抑制

A549细胞的增殖，且抑制作用具有浓度依赖性。

细胞周期有G1/S和G2/M两个关键调节限制点，主要由细

胞周期蛋白（Cyclins）、细胞周期依赖性激酶（CDK）和细胞周

期依赖性激酶抑制因子（CDKI）调控，其中Cyclins和CDK是

细胞周期的正调控因子[9]。Cyclin D1和CDK形成复合物后可

调节细胞从G1期向S期转变[10]。p21和 p27是CDKI重要家族

成员，可以结合Cyclin D1-CDK复合物，是细胞周期的负调控

因子 [11]。为进一步阐明 MK-2206抑制 A549细胞增殖的分子

机制，笔者采用流式细胞术分析了MK-2206对细胞周期的影

响，发现A549细胞经MK-2206处理后，A549细胞内p21和p27

的蛋白水平上调，Cyclin D1的蛋白表达被抑制，从而使细胞阻

滞于G0/G1期，抑制了细胞的生长。

此外，笔者还采用Annexin Ⅴ-FITC/PI法检测MK-2206对

A549细胞凋亡的影响，发现 MK-2206可诱导 A549细胞发生

明显凋亡。细胞外信号可活化 caspase-3并分解其作用靶点

PARP，促进细胞凋亡信号传导[12]。本研究结果显示，MK-2206

可激活 caspase-3，剪切 PARP，此作用与MK-2206呈明显的浓

度依赖性。另外，Bcl-2家族成员在线粒体凋亡途径中发挥着

重要作用，是目前研究最多的一类细胞凋亡调控蛋白因子，

Bcl-2 家族是抗凋亡蛋白，Bax则是促凋亡蛋白，两者结合成异

构二聚体存在于细胞中，与肿瘤的发生密切相关[13]。免疫印迹结

果显示，MK-2206 可下调Bcl-2蛋白表达，上调Bax蛋白表达，

且随着 MK-2206浓度的增加，此调节作用越明显。这提示

MK-2206可通过调控 Bcl-2家族蛋白因子的平衡，最终激活

caspase3并剪切其下游PARP来诱导A549细胞凋亡。

综上所述，MK-2206可抑制 A549细胞的增殖，并诱导

细胞发生凋亡，其机制与激活 caspase-3、下调Bcl-2、上调Bax

有关。
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常用透皮吸收促进剂对盐酸西替利嗪经皮渗透性能的影响Δ
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摘 要 目的：研究常用透皮吸收促进剂对盐酸西替利嗪（CET）经皮渗透性能的影响。方法：采用改良Franz扩散池，以pH 7.4的

磷酸盐缓冲液为接收液，以累积透过量为指标，考察氮酮（0.06％～2.5％）、油酸（0.5％～10％）、1，3-丙二醇（0.5％～10％）、丙三醇

（0.5％～5％）等常用透皮吸收促进剂对CET透过离体小鼠腹部皮肤的影响。结果：1，3-丙二醇对CET无促渗作用；CET在0.06％氮

酮、0.5％油酸、1％丙三醇中的24 h累积透过量均属同类型中最高，分别为227.94、85.25、215.15 μg/cm2。结论：促渗作用强弱依次

为氮酮＞丙三醇＞油酸＞1，3-丙二醇。其中，氮酮、丙三醇促渗作用较好。

关键词 盐酸西替利嗪；经皮渗透；透皮吸收促进剂

Effects of Common Percutaneous Enhancers on Transdermal Permeability of Cetirizine Hydrochloride

LIU Haiyan1，HUANG Zhijun2，LIANG Ying2，ZHOU Xueqin1（1.Chemical Engineering College，Tianjin Universi-

ty，Tianjin 300056，China；2.The Affiliated Hospital of Tianjin Academy of TCM，Tianjin 300021，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the effects of common percutaneous enhancers on transdermal permeability of cetirizine hy-

drochloride（CET）. METHODS：Using pH 7.4 phosphate buffer as receiving solution，accumulative permeation rate as index，mod-

ified Franz diffusion cell was used to investigate the effects of common percutaneous enhancers on transdermal permeability of

CET in skin of abdomen isolated from mice，such as azone（0.06％-2.5％），oleic acid（0.5％-10％），1，3-propanediol（0.5％-

10％），propanetriol（0.5％-5％）. RESULTS：1，3- propanediol had no improvement effect on the permeability of CET. 24 h accu-

mulative permeation amount of CET in 0.06％ azone，0.5％ oleic acid and 1％ propanetriol were the highest among same types，

being 227.94，85.25 and 215.15 µg/cm2，respectively. CONCLUSIONS：Of four percutaneous enhancers，the transdermal enhanc-

ing efficiencies from high to low are azone＞glycerol＞oleic acid＞1，3-propanediol. Azone and glycerol have the conspicuous pene-

tration enhancing effects.

KEYWORDS Cetirizine hydrochloride；Transdermal permeability；Percutaneous enhancers
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