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胰岛素样生长因子 1（IGF-I）通过 PI-3K/Akt途径对结肠癌细胞
凋亡的影响 *

刘 洁 周国兴 刘求梅 徐筱红 刘晓敏
（湖南中医药高等专科学校 湖南株洲 412012）

摘要 目的：探讨胰岛素样生长因子 -1（IGF-I）通过磷酯酰肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B（PI-3K/Akt）信号通路对结肠癌细胞株 SW480
凋亡率的影响及其凋亡抑制蛋白 survivin表达水平的变化。方法：培养结肠癌 SW480细胞株，实验分成三组：未加 IGF-I空白组、
IGF-I刺激组、IGF-I+LY294002阻断组，检测阻断剂 LY294002是否阻断 PI-3K/Akt通路（Western Blot检测三组 P-Akt表达情
况）；Western Blot及免疫荧光观察三组 survivin蛋白表达变化；MTT法检测细胞增殖活性,流式细胞术检测细胞凋亡情况。结果：
Western blot结果显示 LY294002可抑制 IGF-I诱导的 p-Akt的表达（P<0.05）；阻断 IGF-I诱导的 PI-3K/Akt通路后MTT显示结肠
癌细胞 SW480增殖抑制率升高 (P<0.05),流式细胞术分析显示凋亡率明显上升 (P < 0. 05)；Western blot及免疫荧光结果显示
LY294002可抑制 IGF-I诱导的 survivin的表达（P<0.05）。结论：IGF-I可通过 PI-3K/Akt通路诱导 survivin表达，从而抑制结肠癌
细胞 SW480的凋亡。
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ABSTRACT Objective: To investigate the effect of IGF-I on the apoptosis rate，and the expression of survivin through the signaling

pathway of PI-3K/Akt in colon cancer cell line SW480. Methods: The experiment was divided into three groups: not-added IGF-I blank
group ,added IGF-I stimulate group,added IGF-I and the specific inhibitor LY294002 block group, detected the specific inhibitor
LY294002 could inhibited the signaling pathway of PI-3K/Akt(Western blot was used to detecte the expression of P-Akt of three groups);
Western blot and cell immunofluorescence were used to detecte the expression of survivin protein of three groups; SW480 cells prolifera-
tion was measured by MTT assay. The apoptosis rate was analyzed by flow cytometry ( FCM). Result: When the signaling pathway of
PI-3K/Akt was inhibited by specific inhibitor LY294002, the expression of p-Akt and survivin proteins were obviously lower than the
IGF-I stimulate group (P<0.05); MTT showed that SW480 cells proliferation was significantly inhibited after the signaling pathway of
PI-3K/Akt was inhibited (P<0.05),The flow cytometry indicated that the apoptosis rate of SW480 cells could markedly upgrade(P<0.05）.
Conclusion: IGF-I could induce survivin expression through the PI-3K/Akt in colon cancer line SW480, then lead to the inhibition of its
apoptosis.
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前言

结肠癌是消化道最常见的恶性肿瘤之一,近年来我国结肠
癌的发病率与病死率逐年上升。胰岛素样生长因子 -1（In-
sulin-like Growth Factor-I）是一种多功能性细胞因子，当来自血
浆或肿瘤间质以及肿瘤自身表达的 IGF-I与广泛分布在间质
组织的 IGF-IR结合时，引起 IGF-IR的酪氨酸（Tyr）残基磷酸
化，激活信号通路 [1-3]，从而参与了肿瘤发生发展。IGF-I与
IGF-IR结合后，其激活的信号途径主要是两条：丝裂原激活的

蛋白激酶（MAPK） 和磷酯酰肌醇 3- 激酶 / 蛋白激酶 B
（PI-3K/Akt-1）途径，如下图所示[4]：

IGF-I 促进细胞增殖、抑制细胞凋亡的作用主要通过
PI-3K/Akt信号通路[5-7]。生成素（survivin）是凋亡抑制蛋白家族
(inhibitors of apoptosis, IAPs)的成员，其特异性地在肿瘤细胞中
表达。本试验以结肠癌细胞 SW480为对象，探讨 PI-3K/Akt信
号通路在 IGF-I诱导的结肠癌细胞中 survivin表达中的作用，
从而进一步阐明结肠癌细胞凋亡的部分机制。
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1 材料与方法

1.1 材料
1.1.1 细胞来源及培养 结肠癌细胞株 SW480购自中国科学院
上海细胞库。将 SW480 细胞用含 10%新生牛血清的 RP-
MI1640培养基，在 37℃，含 5% CO2饱和湿度条件下培养，每

2~3天传代十次。
1.1.2 抗体及其他试剂 人重组 IGF-I、抗 -磷酸化 Akt抗体、特
异性抑制剂 LY294002均购自 Cell Signaling Technology公司；
抗 survivin抗体购自 Santa Cruz公司。
1.2 实验方法
1.2.1 细胞的处理 将对数生长期细胞 1×105/mL，接种于培养
瓶，待达到 80%融合时换成不含血清的 RPMI-1640培养液饥
饿 24h，使细胞同步化。前期实验已检测出以 100ng/mLIGF-I刺
激 SW480细胞 12h和 30min为 survivin及 Akt蛋白表达最佳
时间。细胞分别分成三组：未加 IGF-I空白组，加 IGF-I刺激组，
加 IGF-I和阻断剂 LY294002 组（50umol/L），按最佳时间点和
浓度点将 IGF-I加入已同步化处理的 SW480细胞中进行处理。
处理期间细胞置于细胞培养箱中，处理结束后提取蛋白。
1.2.2 流式细胞术分析 以 0.25%胰蛋白酶和 0.02% EDTA 消
化细胞，用含 1%小牛血清的培养基洗脱细胞，1000rpm离心
10min收集细胞，PBS洗涤 2次，75%乙醇（冰预冷）固定，流式
细胞仪测定、Cell Quest软件分析各组细胞的凋亡率。
1.2.3 MTT法测定 取处于对数生长期的细胞进行实验。每组
SW480细胞用 0. 25%的胰酶溶液消化,制成单细胞悬液,接种
于 96孔培养板 37℃、5％CO2培养箱中培养 12h,加入MTT液(
5mg/mL)20uL,培养 4h后,吸弃培养液,每孔加入 200μL DM-
SO,振荡溶解结晶。置酶联免疫仪上测各孔吸光度, 检测波长
570 nm,按下列公式计算抑制率。抑制率( IR% ) = ( 1 -实验组
OD570值 /对照组 OD570 )×100%。
1.2.4 Western blot (免疫印迹）参照《分子克隆》实验步骤进行
总蛋白的提取。BCA Protein Assay Reagent定量；5%脱脂奶粉
封闭含目的条带区域的聚偏氟乙烯（PVDF）膜 2h，加入一抗孵
育，水杨酸对叔丁基苯酯（TBS）洗膜 10min×3；加二抗 37℃孵
育 2h，TBST洗 10min×3次；二甲氨偶氮苯（DAB）显色。
1.2.5 细胞免疫荧光 细胞爬片冰磷酸盐缓冲液（PBS）漂洗 1

次后，4%冷多聚甲醛固定 20min；PBS 清洗 5min×3 次；0.1%
Triton X-100破膜 10min，PBS清洗 5min×3次；滴加 10%正常
羊血清，于 37℃培养箱孵育 30min；弃去血清，滴加 1:60兔抗
survivin多克隆抗体，置 37℃培养箱孵育 30min,4℃过夜；次日
将玻片置室温下自然复温后，PBS溶液洗涤 5min×3次；滴加
Cy3（红色荧光）标记的链亲和素，37℃培养箱孵育 30min，PBS
清洗 5min×3次；甘油封片，于倒置荧光显微镜下观察并摄片。
判断标准：以细胞核和细胞浆内出现绿色荧光为阳性标准。采
用 Breasalier半定量公式判断染色结果：在每张切片上随机选
取 10个视野，根据细胞染色强度分为 4级，并分别计分。阴性
为细胞无着色（0分）；弱阳性为浅绿色（1分）；中度阳性为绿色
（2分）；强阳性为亮绿色（3分）。计数每一强度的视野数，根据
下列公式计算每张切片的平均染色强度：Is（intensity score）=∑
{〔0×F0〕+〔1×F1〕+〔2×F2〕+〔3×F3〕}，F=每一强度的视野数
/10×100%。
1 3 统计学处理
以 SPSS12.0统计软件进行方差分析以及卡方检验。数据

以均数±标准差（X±S）表示。以α＝0.05为检验水准。

2 结果

2 1 流式细胞术检测阻断 IGF-I诱导 PI-3K/Akt通路对 SW480
细胞凋亡率的影响

利用 FCM 检测未加 IGF-I 空白组、IGF-I 刺激组、
IGF-I+LY294002 阻断组各组 SW480 细胞的凋亡率，分别为
5.18±0.415%、0.85±0.052%、3.15±0.411%，各组之间有明显
差别（P＜0.05，见图 1、2、3）。

2 2 MTT检测阻断 IGF-I诱导 PI-3K/Akt通路对 SW480 细胞
增殖的影响

利用 MTT 检测未加 IGF-I 空白组、IGF-I 刺激组、
IGF-I+LY294002 阻断组各组 SW480 细胞的增殖抑制率分别
为：31.6± 3. 7%，16.8±4.8%和 40.4±7.2%(P< 0.05)。

图 1 未加 IGF-I空白组
Fig. 1 Blank group
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2.3 阻断 PI-3K/Akt通路对 SW480细胞中磷酸化 Akt表达水
平的影响

以 PI-3K/Akt特异性阻断剂 LY294002 预孵育 SW480 细
胞 1h 后，加入 100ng/mL IGF-I 刺激 SW480 细胞 30min，以
IGF-I刺激组为对照组。Western blot结果显示 LY294002可抑
制 IGF-I诱导的 p-Akt的表达（P<0.05）（图 4）。
2.4 阻断 PI-3K/Akt通路对 SW480细胞中 survivin表达水平的
影响

以 PI-3K/Akt特异性阻断剂 LY294002 预孵育 SW480 细
胞 1h后，加入 100ng/mL IGF-I刺激 SW480细胞 12h，以 IGF-I
刺激组为对照组。Western blot 结果显示 LY294002 可抑制
IGF-I诱导的 survivin的表达（P<0.05）（图 5）。
以 LY294002预孵育 SW480细胞 1h后，加入 100ng/mL

IGF-I刺激 SW480细胞 12h，细胞免疫荧光结果显示 survivin
蛋白阳性染色定位于癌细胞浆和细胞核,以胞浆与胞核双阳性
为主。以 IGF-I刺激组为对照组，该组呈绿色荧光的细胞较多，

亮度较强，而未加 IGF-I空白组和 IGF-I+LY294002抑制组，呈
绿色荧光的细胞，其数量和亮度均明显降低。空白组、IGF-I刺
激组和 IGF-I+LY294002阻断组 survivin蛋白的表达强度分别
为（0.348±0.031）%,（1.369±0.016）%,（0.683±0.023）%。表明
空白组和阻断组两组与对照组在 survivin蛋白的表达强度有
明显统计学差别（P<0.05），而空白组和阻断组之间无统计学差
别（P＞0.05）（图 6、7、8）。

3 讨论

IGF-I是一种多功能细胞调控因子，它的大部分生物学效
应是通过与 IGF-IR相结合而发挥作用的。IGF-IR在许多肿瘤
中表达增高，并通过多方面参与肿瘤的发生发展[8-12]。在肝癌、
结肠癌、前列腺癌及胰腺癌细胞中通过降低 IGF-IR的表达，从
而抑制细胞的生长[13-17]。IGF-I与 IGF-IR结合时，主要导致两条
信号通路的活化即丝裂原激活的蛋白激酶（MAPK）和磷酯酰
肌醇 3-激酶 /蛋白激酶 B（PI-3K/Akt）途径[18]。PI-3K/ AKT是
多种信号转导途径的共同通路,其经磷酸化过程激活后,便可
对下游蛋白进行调节,最终抑制细胞凋亡[19]。Survivin是迄今为
止发现的最强的凋亡抑制因子之一，可抑制多种凋亡刺激因子

引起的凋亡，它广泛表达于人类的胚胎组织和人类几乎所有常

见恶性肿瘤组织。实验研究发现用不同途径阻断
IGF-IR-PI-3K/Akt通路能够抑制肿瘤细胞中的 survivin蛋白表

图 2 IGF-I刺激组
Fig. 2 IGF-I stimulate group

图 3 IGF-I+LY294002阻断组
Fig. 3 IGF-I+LY294002 block group

1：未加 IGF-I空白组 2：IGF-I刺激组 ：IGF-I+ LY294002阻断组

图 4 免疫印迹法检测 LY294002阻断后对 SW480细胞 p-Akt蛋白表

达的影响

Fig. 4 Expression of p-Akt in SW480 cells after they were treated with

LY294002.

Line 1:Blank group；Line 2：IGF-I stimulate group；Line 3：
IGF-I+LY294002 block group

1：未加 IGF-I空白组 2：IGF-I刺激组 3：IGF-I+ LY294002阻断组

图 5 免疫印迹法检测 LY294002阻断后对 SW480细胞 survivin蛋白

表达的影响

Fig. 5 Expression of survivin in SW480 cells after they were treated with

LY294002.

Line 1: Blank group；Line 2：IGF-I stimulate group；Line 3：
IGF-I+LY294002 block group.

1080· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress inModern Biomedicine Vol.11 NO.6 MAR.2011

图 6 SW480细胞未受 IGF-I处理时，survivin的基础表达（20×10，
SABC-Cy3法）,绿色免疫荧光表明 survivin蛋白阳性染色定位于癌细

胞浆和细胞核

Fig. 6 The basal expression of survivin in SW480 cells that were not

treated with IGF-I, the blue immuno-fluorescence indicated: the positive

staining of survivin protein located in cytoplasm and cellular.(20×10,

SABC-Cy3)

图 7 100ng/mL IGF-I处理后的 SW480细胞（20×10，SABC-Cy3法）,

呈绿色荧光的细胞较多，亮度较强

Fig. 7 SW480 cells were treated with 100ng/ml IGF-I.( 20×10,

SABC-Cy3)

图 8 IGF-I+ LY294002阻断 PI-3K/Akt信号通路后的细胞（20×10，
SABC-Cy3法），呈绿色荧光的细胞明显减少，荧光明显减弱

Fig. 8 SW480 cells were treated by IGF-I+ LY294002 to block PI-3K/Akt

signaling pathway.( 20×10, SABC-Cy3)

达[20-21]。另外研究还发现在肾癌细胞、前列腺癌、甲状腺癌细胞、
多发性骨髓瘤细胞和黑素瘤细胞中 IGF-I能上调 survivin蛋白
的表达[22-27]。Mitsiades等[27]在多发性骨髓瘤细胞中用特异性阻

断剂 LY294002阻断 PI-3K途径，发现它能抑制 IGF-I诱导的
survivin表达。提示 IGF-I可能通过 PI-3K/Akt通路调节凋亡抑
制蛋白 survivin的表达。

IGF-I在不同类型肿瘤中抑制凋亡的机制并不完全相同。
我们以往的研究发现 IGF-I能激活 PI-3K途径，诱导 SW480细
胞中 survivin蛋白的表达并具有剂量和时间依赖性。本研究结
果用特异性阻断剂 LY294002阻断 IGF-I激活的 PI-3K/Akt信
号通路后，明显抑制了 survivin表达，并能抑制结肠癌细胞
SW480的增殖和提高其凋亡率。提示在结肠癌细胞中 IGF-I可

通过 PI-3K/Akt信号通路诱导结肠癌细胞 survivin的表达，抑
制肿瘤细胞的凋亡。
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