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● 基础研究

地塞米松对人肝癌细胞系FOX01、PEPCK和PGC-la表达的影响

朱晓军 孙琦 曾静波 潘清荣 李玉秀 王短

【摘要】目的研究地塞米松对FOX01表达的影响以及FOX01表达和磷酸烯醇丙酮酸羧激酶(PEPCK)及

过氧化物酶体增生激活受体7协同刺激因子la(PGC-la)表达之间的关系。方法 采用RT-PCR技术和Western

blot技术观察地塞米松刺激人肝癌细胞系(HepG。)后转录因子FOX01，PCKl和PGC-la的mRNA水平及蛋白水

平的改变。结果500 nmol／L地塞米松刺激HepG。细胞30 min后，FOX01 mRNA水平明显升高，约在1 h达到最

大值，刺激4 h后，Fox01蛋白水平也升高。地塞米松刺激的HepGz细胞FOX01、PCKl和PGC-la mRNA表达均

在1h达到峰值，未发现三者在时间上的先后顺序。结论 地塞米松能促进HepG。细胞中FOX01、PEPCK和

PGC-la mRNA的同时表达。

【关键词】地塞米松；肝肿瘤；细胞系，肿瘤

Dexamethasone on expression of FOX01、PEPCK and

PGC—la in hepatic cells(HepG2)
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[Abstract]Objective To investigate the effects of dexamethasone on the expression of FOX01 in hepatic cells

(HepG2 cells)and relationship with expression of PCKl and PGC-la．Methods FOX01，PEPCK(PCKl)and PGC-

la mRNA levels and protein levels in HepG2 cells cultured with dexamethasone were observed using RT—PCR technol—

ogy and Western blot technology．Results Dexamethasone significantly increased the mRNA levels of FOX01 in

HepG2 cells，which reached the maximum by lh．Dexamethasone increased the protein level of FOX01 paralleling

with the mRNA levels．The time of reaching peaks of FOX01，PCKl and PGC-1 amRNA expression stimulated by

dexamethasone was identical at lh，which meant that there was no sequence relationship among them．Conclusion

Dexamethasone promotes the expression of FOXOI in HepG2 cells．The changes in FOX01 gene expression do not

precede the changes in PCKl and PGC-la gene expression．
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2型糖尿病是影响人类健康的主要慢性代谢性

疾病之一，其主要临床表现为空腹及餐后血糖升高，

但在临床上有部分2型糖尿病患者在餐后血糖稍高

或正常的情况下，空腹血糖明显升高。研究发现肝

糖异生增加而导致肝糖输出增加是2型糖尿病空腹

血糖升高的重要原因，但目前对于引起肝糖异生增

加的机制尚不清楚，深入了解肝糖异生增加的机制

将有助于进一步了解2型糖尿病特别是以空腹血糖

升高为主的2型糖尿病发生发展的病理生理机制。

肝脏糖异生的调控，最主要是通过调节磷酸烯

●

醇丙酮酸羧激酶(phosphoenolpyruvate carboxyki—

nase，PEPCK)的表达来实现。胰高血糖素和糖皮

质激素促进PEPCK的表达，而胰岛素抑制PEPCK

的表达。胰高血糖素和胰岛素作用于肝细胞后，

PEPCK的转录和表达在很短时间内就出现，表明胰

高血糖素和胰岛素的这种调控并不依赖于转录因子

的蛋白合成，称之为快调节；更进一步研究表明胰岛

素的调控不仅于此，存在依赖于转录蛋白合成的调

控，称之为慢调节[1]。

Fox01蛋白是一种转录因子，在没有胰岛素的
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情况下，Fox01位于细胞核内，作为一种转录因子．

可以激活糖异生的一些关键酶，目前的研究表明，

Fox01可能在肝脏葡萄糖异生中起重要作用，通过

转基因技术增加Fox01的表达能够增加PEPCK

的表达r2]。糖皮质激素为重要的升糖激素，其升高

血糖主要是通过促进肝脏葡萄糖异生。因此本研究

观察人肝癌细胞(HepG：细胞)在糖皮质激素地塞

米松刺激下FOX01 mRNA和蛋白表达水平与糖

异生的关键酶PEPCK及另一转录因子过氧化物酶

体增生激活受体7协同刺激因子la(peroxisome

proliferator一7 activated reeeptor-coaetivator一1 a，

PGC-la)表达的关系，来探讨FOX01在肝脏糖异

生发生机制(慢调节)中的作用。

1材料与方法

1．1 HepGz细胞的培养和传代HepG。细胞由北

京协和医院心内科实验室赠送，在1640培养液中培

养，当生长细胞铺展面积达培养瓶底面积的90％时

进行传代培养。分别以105，104，103／ml 3个浓度，

200wl／孑L将HepGz细胞接种于96孔板。HepG。细

胞在96孔培养板分别生长2、3、4、5、6、7、8、9、10、

11d时用MTT法检测细胞的生长状态。生长状态

良好的细胞培养约48h后，细胞长到60％～70％，

将细胞分为对照组和实验组，换无血清培养基，加地

塞米松500 nmol／L[31刺激细胞，刺激前和刺激后

0．5、O．75、1、2、3、4、5h收集细胞备检。

1．2 FOX01、PGC-h和PCK mRNA检测 将收

集的细胞裂解提取RNA，采用SYBR染料法的RT—

PCR技术测定FOXol、PGC^1a和PCK mRNA的

相对量的表达，／3-actin为内对照。

FOX01：N一末端5，-TTTCTCGAGATGGCCGAG—

GCGCCTCAGGTG一3’

C一末端5。TTTCTGTCA CAGATCTAC

GAGTGGATGGT一37

P C K 1：N一末端5，-GTACAAAAAACAGCAGGCT

CCA

G末端5，_C℃(、AGArC；丁rC℃A(℃Aa册C

PGC-la：N一末端5，．GCCACTCGAAGGAACTTCA

GAT一3’

C一末端5。GGGTTAAGGCTGTTATCAA

TCAAT CGC一37

B—actin：N一末端5，-TCATGAAGTGTGACGTGGA—

CAT(、-3’

C一末端5，．CAGGAGGAGCAATGATCT

TGATCT一3’

1．3 Fox01蛋白表达的检测 将刺激前和刺激后

4h收集的细胞加入细胞裂解液，采用蛋白免疫印迹

法分析地塞米松刺激后Fox01蛋白表达水平的变

化，pactin为内对照。采用免疫印迹法用扫描仪将

X光胶片上的图像扫描至电脑中，用ScionImage分

析各个条带的灰度值。

1．4数据分析RT—PCR结果采用Applied Bio—

system公司的7500 system SDS software进行分

析，得到基因表达的相对定量结果。

1．5 统计学分析 计量资料以z±s表示，组间比

较用t检验，统计软件SPSSl3．0。

2 结 果

2．1 地塞米松刺激HepG2细胞后FOX01，PGC-

1a和PCKl mRNA水平变化 FOX01和PGC-la

是调节PEPCK转录的重要转录因子，而PEPCK是

糖异生途径的重要限速酶。为了解地塞米松在刺激

细胞进行糖异生时FOX01和PGC一1a，以及PCKl

的变化，笔者用RT—PCR技术观察不同刺激时间点

FOX01、PGC—h和PCKl mRNA水平的变化(表

1、2、3)。FOX01、PGC-la和PCKl的mRNA水

平在地塞米松刺激后均升高，在1h左右达到最大

值，后逐渐下降，FOX01 mRNA在5h时仍明显高

于对照组，而PGC—la及PCKl mRNA已与对照组

无显著差异。

2．2 地塞米松刺激HepG2细胞4h后Fox01蛋白

水平的变化见图1。地塞米松刺激后，Fox01蛋

白水平高于对照[(3．36±0．35)VS(o．95±o．28)，

P<0．053。

表1 地塞米松刺激HepG2细胞的FOX01 mRNA表达水平

注：每个时间点为每次3孔，重复3次的平均值，对照为13-actin／FOX01拷贝数相对比值。与对照组相比，。P<0．05，。P<0．001
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注：每个时间点为每次3孔，重复3次的平均值，对照为pactill／P()c-1a拷贝数相对比值。与对照组相比，’P<0．05，8 P<0．001

表3地塞米松刺激ne96z细胞的PCKI mRNA表达水平

注：每个时间点为每次3孔，重复3次的平均值，对照为[3-actin／PCKl拷贝数相对比值。与对照组相比，。P<0．05，8 P<0．001

图1地塞米松刺激I卸G2细胞4h后的FoxOl蛋白表达变化

3讨论

多种激素对血糖水平有着重要的调节作用，其中

糖皮质激素的升糖作用虽慢但持久，是体内主要的升

糖激素。地塞米松是一种半衰期较长的糖皮质激素，

其升糖机制主要是通过肝糖异生，因此是体外培养诱

导糖异生的常用制剂[3]。本实验采用地塞米松刺激

HepGz细胞来诱导糖异生。经地塞米松诱导后，葡萄

糖异生关键酶PEPCK的表达增多，说明本实验成功

地应用地塞米松诱导了肝糖异生的发生。

FoxO蛋白是Fox转录因子家族中的一个亚

族，这一亚族特色是能够被胰岛素／P13K／Akt[胡信

号通路所调节，在代谢、细胞增殖和氧化应激中起重

要作用[5]。在基础状态下，FoxO位于细胞核内，作

为一种转录因子与辅激活因子例如PGC-laE63结合，

激活其靶基因包括葡萄糖异生的关键酶及蛋白胰岛

素样生长因子结合蛋白(insulin growth factor

binding proteins)，葡萄糖-6-磷酸酶(glucose-6-

phosphatase，G6Pase)和PEPCK等。一旦胰岛素

激活P13K／Akt通路，可以诱导FoxO蛋白特异丝

氨酸24和苏氨酸256和329磷酸化，磷酸化的

FoxO蛋白不能与反应元件结合，从胞核中释放出

来进入胞浆，从而使之调控的基因转录停止。人类

中有4个FOXO同源基因，FOX01是其中一员，余

为FOX02，FOX03a和FOX04。近年来的一些研

究表明，Fox01蛋白表达增加可能是糖尿病的一个

发病机制，体外细胞培养的研究显示重组腺病毒编

码转染肝细胞过度表达Fox01可以使基础G6p水

平增加，肝细胞糖输出增加；FOX01基因敲除

(FOX01+／-)的胰岛素抵抗小鼠，肝脏葡萄糖生成

基因的表达减少，糖尿病表型减少。对KKAy胰岛

素抵抗小鼠的研究结果发现Fox01表达在胰岛素

抵抗动物KKAy小鼠肝脏、肌肉显著高于对照

C57BL小鼠，Fox03a蛋白肝脏中表达在KKay糖

尿病小鼠和对照小鼠没有显著差别，而肌肉中表达

在KKay糖尿病小鼠显著高于对照小鼠[7]。这些实

验结果显示，FoxO表达增多可能在糖尿病的发生

机制中具有重要的作用。

2型糖尿病患者空腹血糖升高主要源于基础状

态下糖异生升高所致，因此肝脏基础状态下FoxO

表达增多可能是引发糖异生增多从而至空腹血糖升

高的重要原因，但是有关FoxO表达与肝糖异生的

研究甚少，需要进一步的实验来证实。而PGC一1a

是细胞中的重要辅激活因子，能与多种转录因子相

互作用，在糖异生方面，能与Fox01、肝细胞核因子

(hepatocyte nuclear factor)、CREB及糖皮质激素

受体等相互作用，形成复合体，调节PEPCK的转

录，促进糖异生¨’8舟]。本实验应用地塞米松诱导肝

细胞糖异生后来观察FOX01及PGC-le、PEPCK

的表达情况。肝细胞经地塞米松持续刺激后，取多

个时间点测定糖异生关键酶PEPCK及转录因子

FOX01的mRNA水平，结果表明在地塞米松持续

刺激下，肝细胞FOX01 tuRNA的表达显著增加。

与FOX01 tuRNA表达增加同步的是糖异生关键

酶PEPCK mRNA、PGC-1d mRNA表达的增加，三

(下转第313页)
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后肺组织内hnRNP—H。的表达明显升高，可能导致

Bcl—xS／Bcl—xL的比例升高；FAH的表达明显下降， [53

可能导致急性肺栓塞后肺组织细胞周期阻滞于

Gz／M期，二者共同促进了肺组织细胞的凋亡。

[1]

[2]

[3]

[4]
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者均于地塞米松刺激后约1h达到最高峰。在

FOX01 mRNA水平表达增高的同时，肝细胞

Fox01蛋白水平亦显著升高。在肝脏中固有活化

FOX01的表达能够增加胰岛素抵抗[1 0|，而糖皮质

激素能够增加FOX01的表达，故糖皮质激素可通

过升高FOX01的表达水平来拮抗胰岛素作用。且

因为PEPCK mRNA、PGC_la mRNA表达的增加

并不迟滞于FOX01 mRNA水平表达增高，可以推

测PEPCK mRNA、PGC-la mRNA表达增高并不

是继发于FOX01 mRNA的蛋白合成后。Pere

等[81证实FOX01能与PGC—la相互作用促进糖异

生，故作者推测地塞米松促进FOX01表达的升高

在糖异生的慢调节机制中占有重要地位，FOX01

转录的增高在诱发PEPCK的转录增高有重要意

义。本研究结果有助于对2型糖尿病患者空腹血糖

升高机制的认识。本实验所采取的时间点分布较

宽，PEPCK的表达是否存在多个表达峰尚需进一

步研究，并深入探讨转录因子表达和PEPCK表达

之间的关系。
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