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ＳＰＩＮＫ３ 促进体外培养的原代大鼠肝细胞增殖
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摘要　 肝病是威胁人类健康的主要疾病之一，而肝具有强大的再生能力，因此开发肝再生的药物靶

标对肝病防治具有重大意义。 本室前期采用大鼠全基因组芯片检测发现，丝氨酸蛋白酶抑制剂

Ｋａｚａｌ 型Ⅲ（ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｋａｚａｌ ｔｙｐｅ Ⅲ， ＳＰＩＮＫ３）在大鼠肝再生中表达显著改变。 研究表

明，ＳＰＩＮＫ３ 是一类结构与表皮生长因子（ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＥＧＦ）相似的生长因子，能够与表

皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）结合促进细胞增殖。 本文通过基因过表达和干涉的方法处理原代大鼠肝

细胞，通过 ＣＣＫ８ 法、Ｋｉ６７ 免疫荧光法、ＰＩ 单染法和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染法检测 ＳＰＩＮＫ３ 表达变化对

原代大鼠肝细胞活力、增殖、周期和凋亡的影响。 结果显示 ＳＰＩＮＫ３ 过表达时能够显著提高原代大

鼠肝细胞的细胞活力，促进其细胞周期和增殖，并抑制其细胞凋亡，而干涉 ＳＰＩＮＫ３ 表达则显著降

低原代大鼠肝细胞的细胞活力，抑制其细胞周期和增殖，并促进其细胞凋亡。 以上结果表明，
ＳＰＩＮＫ３ 能够促进体外培养的原代大鼠肝细胞的增殖，并抑制其凋亡。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ 　 ｓｅｒｉｎｅ ｐｒｏｔｅａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｋａｚａｌ ｔｙｐｅ Ⅲ； ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ； ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 肝是由肝细胞、胆管上皮细胞等多种细胞构成

的复杂器官。 其中，肝细胞是肝中数量最多的细胞，
约占肝细胞总数的 ６５％和总肝量的 ７０％ ～８０％ ［１］，
承担能量代谢、氨基酸利用、胆汁酸合成与排泄、氨
解毒、生物转化和免疫应答等多种生理功能［２］。 正

常情况下，肝细胞处于高度分化状态，几乎不进行分

裂［３］。 部分肝切除后，处于静止状态的残余肝细胞

首先被激活，进入细胞周期循环，以补偿丢失的肝组

织［４］。 近年来，科学家积极尝试利用肝再生潜能治

疗肝病。 因此，在细胞水平对肝再生进行研究，将会

极大促进对肝再生分子机制的阐明和理解，具有重

要的理论意义和应用价值。
本室建立大鼠 ２ ／ ３ 肝切除（ｐａｒｔｉａｌ ｈｅｐａｔｅｃｔｏｍｙ，

ＰＨ）模型并分离了再生肝的 ８ 种细胞，完成大鼠肝

细胞、胆管上皮细胞等 ８ 种肝细胞在肝再生中的功

能基因组学研究，发现 ９ ７６２ 个肝再生相关基因，运
用系统生物学方法进行数据挖掘，筛选出参与肝再

生调控的重要基因，并且将通过体内实验证实它们

对肝再生的调节作用。 根据上述基因在再生肝及 ８
种细胞中的表达谱变化，选择丝氨酸蛋白酶抑制剂

Ｋａｚａｌ Ⅲ 型 （ ｓｅｒｉｎｅ ｐｅｐｔｉｄａｓｅ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｋａｚａｌ３，
ＳＰＩＮＫ３）基因作为重点研究对象［５］。

Ｋａｚａｌ 型丝氨酸蛋白酶抑制剂是一种胰蛋白酶

抑制 剂， 又 称 为 胰 腺 分 泌 的 胰 蛋 白 酶 抑 制 剂

（ｐａｎｃｒｅａｔｉｃ ｓｅｃｒｅｔｏｒｙ ｔｒｙｐｓｉｎ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＰＳＴＩ）或肿瘤相

关的 胰 蛋 白 酶 抑 制 剂 （ ｔｕｍｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｔｒｙｐｓｉｎ
ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＴＡＴＩ） ［６］。 目前，对 ＳＰＩＮＫ 家族功能的研

究主要集中在与胰腺发育和疾病的关系［７， ８］。 近期

的研究表明，ＳＰＩＮＫ３ 还与肝病及肝再生相关。 １９９０
年，Ｋｉｄｏ 等首次报道 ＳＰＩＮＫ３ 在大鼠的肝细胞和肝

中存在［９］。 在松节油诱导的急性炎症模型中，血清

中 ＳＰＩＮＫ３ 在诱导 ４８ ｈ 后增加约 １７ 倍，进一步检测

发现，ＳＰＩＮＫ３ 只存在于炎症诱导后的肝中［１０］。 研

究发现，ＴＡＴＩ 的高表达与大肠癌和乳腺癌的肝转移

有关，是不良预后的独立预测指标［１１］。 ＳＰＩＮＫ１ 在

ＨＢＶ 和 ＨＣＶ 患者中均表达上调，而且包含这 ２ 种

病毒的细胞对丝氨酸蛋白酶引起的细胞凋亡产生抵

抗性［１２］。 小鼠中敲除 ＳＰＩＮＫ３ 基因将导致腺泡细胞

的自噬性死亡和腺泡细胞再生受损，表明 ＳＰＩＮＫ３

在保持腺泡细胞的完整性和再生方面发挥了重要作

用［１３］。 上述结果表明，ＳＰＩＮＫ３ 与肝病、细胞凋亡及

细胞再生密切相关，可能在肝再生中具有重要作用。
本室用 Ｒａｔ Ｇｅｎｏｍｅ ２３０ ２􀆰 ０ 芯片检测部分肝切除后

的再生肝和及其分离的 ８ 种肝细胞的基因表达谱，
发现 ＳＰＩＮＫ３ 几乎在整个肝再生中表达上调，在肝

细胞、星形细胞、树突状细胞、窦内皮细胞、库普弗细

胞、陷窝细胞中上调表达变化至少为对照的 １０
倍［５］，推测其在肝再生中具有重要的作用，期望通

过研究 ＳＰＩＮＫ３ 对肝再生的作用，为揭示肝再生的

分子机制提供资料，为肝病药物的研发提供新的靶

点。 本文通过基因过表达和基因干涉的方法检测

ＳＰＩＮＫ３ 对原代大鼠肝细胞的细胞活力、细胞周期及

凋亡的影响，以研究 ＳＰＩＮＫ３ 对原代大鼠肝细胞的

作用。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达腺病毒载体构建与 ＳＰＩＮＫ３
过表达腺病毒制备

用 ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ限制性核酸内切酶酶切

ｐＨＢＡｄ⁃ＭＣＭＶ⁃ＲＦＰ 载体，电泳回收相关条带。 根据

ＳＰＩＮＫ３ ＯＲＦ 序列设计引物： ＳＰＩＮＫ３⁃Ｆ： ａｃａｃｇｇａｔｃｃ
ＡＴＧＡＡＧＧＴＡＧＣＡＡＴＴＡＴＣＴＴＴＣ， ＳＰＩＮＫ３⁃Ｒ： ａｃａｃｇａａ
ｔｔｃＴＣＡＧＣＡＡＧＴＣＣＣＴＣＴＣＣ；ＰＣＲ 扩增 ＳＰＩＮＫ３ ＯＲＦ
序列，用上述限制性核酸内切酶酶切后电泳回收，将
回收的目的片段与载体进行连接，构建 ｐＨＢＡｄ⁃
ＭＣＭＶ⁃ＲＦＰ⁃ＳＰＩＮＫ３ 重组载体。 转化感受态 ＤＨ５α
大肠杆菌，于含有 １００ μｇ ／ ｍＬ 氨苄青霉素（Ａｍｐ ＋ ）
固体培养基 Ｌｕｒｉａ⁃Ｂｅｒｔａｎｉ ｂｒｏｔｈ（ＬＢ）上 ３７℃培养过

夜，随机挑取 ５ 个菌落，经 ＰＣＲ 鉴定后，将阳性克隆

菌液送上海桑尼生物技术有限公司测序。
大量制备以上所得的 ＳＰＩＮＫ３ 重组腺病毒载体

质粒，将对数生长期的菌液 ２ ｍＬ 加入 １００ ｍＬ ＬＢ
（Ａｍｐ ＋ ）培养基中，３７℃，３００ ｒ ／ ｍｉｎ，震荡过夜培养，
用康为世纪中提质粒试剂盒提取质粒。 转染前 １ ｄ，
将人胚肾上皮 ＨＥＫ２９３Ｔ 细胞接种于含有 １０％
Ｈｙｃｌｏｎ 胎牛血清 ＤＭＥＭ 培养基的 ６０ ｍｍ 培养皿中，
置于 ３７℃含 ５％ＣＯ２ 的培养箱中培养过夜。 待细胞

生长至愈合度为 ７０％ ～ ８０％ 时，取重组腺病毒载体
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质粒 ＳＰＩＮＫ３ 及骨架质粒 ｐＨＢＡｄ⁃ＢＨＧ，用 ＬｉｐｏｆｉｔｅｒＴＭ

转染试剂进行转染。 收获病毒，获得高滴度的

ＳＰＩＮＫ３ 过表达腺病毒。
１􀆰 ２　 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 腺病毒干涉载体的构建与

ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 腺病毒的制备

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 公布的大鼠 ＳＰＩＮＫ３ 基因的

ｍＲＮＡ 序列（登录号 ＮＭ＿０１２６７４）设计 ＳＰＩＮＫ３ 干涉

序列 （ Ｔａｂｌｅ １ ）， ｓｉＲＮＡ１： ＡＣＣＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＧＧＴ
ＧＡＡＴＧＧＡＡＡ； ｓｉＲＮＡ２： ＣＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴＡＡＣＧ

ＧＡＡＴＴＡ； ｓｉＲＮＡ３： ＧＧＧＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＴＧＡ。
由上海桑尼生物合成 ＰＡＧＥ 胶纯化的 ｏｌｉｇｏ 序列，分
别稀释至 １００ μｍｏｌ ／ Ｌ 后，利用 ３′和 ５′的单链退火获

得 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 片段，并与酶切后的 ｐＨＢＡｄ⁃Ｕ６⁃
ＲＦＰ 干扰载体连接。 按照上述方法转化并获得表达

ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 的阳性单克隆大肠杆菌。
大量提取构建成功的 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 重组干涉

质粒，按照上述方法构建和收集 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 腺

病毒。
Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡｓ
ｓｈＲＮＡ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

ｓｈＲＮＡ１： Ｔｏｐ Ｓｔｒａｎｄ （７２ ｂｐ）

Ｂｏｔｔｏｍ Ｓｔｒａｎｄ （７２ ｂｐ）

５′⁃ＡＡＴＴＣＧＡＣＣＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＡＴＧＧＡＡＡｔｔｃａａｇａｇａ
ＴＴＴＣＣＡＴＴＣＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＧＡＧＧＧＴｔｔｔｔｔｔｇ—３′
５′⁃ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＡＣＣＣＴＣＣＡＧＣＴＧＡＧＧＴＧＡＡＴＧＧＡＡＡＴｃｔｃｔｔｇａａ
ＴＴＴＣＣＡＴＴＣＡＣＣＴＣＡＧＣＴＧＧＡＧＧＧＴＣｇ—３′

ｓｈＲＮＡ２： Ｔｏｐ Ｓｔｒａｎｄ （７２ ｂｐ）

Ｂｏｔｔｏｍ Ｓｔｒａｎｄ （７２ ｂｐ）

５′⁃ＡＡＴＴＣＧＣＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴＡＡＣＧＧＡＡＴＴＡｔｔｃａａｇａｇａ
ＴＡＡＴＴＣＣＧＴＴＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣＡＣＡＧＧｔｔｔｔｔｔｇ—３′
５′⁃ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＣＣＴＧＴＧＴＧＴＧＧＧＡＣＴＡＡＣＧＧＡＡＴＴＡＴｃｔｃｔｔｇａａ
ＴＡＡＴＴＣＣＧＴＴＡＧＴＣＣＣＡＣＡＣＡＣＡＧＧＣｇ—３′

ｓｈＲＮＡ３： Ｔｏｐ Ｓｔｒａｎｄ （６３ ｂｐ）

Ｂｏｔｔｏｍ Ｓｔｒａｎｄ （６３ ｂｐ）

５′⁃ＡＡＴＴＣＧＧＧＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＴＧＡｔｔｃａａｇａｇａ
ＴＣＡＴＡＡＡＴＣＣＴＧＧＧＡＣＡＴＣＣＣｔｔｔｔｔｔｇ—３′
５′⁃ＧＡＴＣＣＡＡＡＡＡＡＧＧＧＡＴＧＴＣＣＣＡＧＧＡＴＴＴＡＴＧＡＴｃｔｃｔｔｇａａ
ＴＣＡＴＡＡＡＴＣＣＴＧＧＧＡＣＡＴＣＣＣｇ—３′

１􀆰 ３　 ＣＣＫ８ 法检测细胞活力

按照原位灌流法分离获得原代大鼠肝细胞，调
节其浓度至 １􀆰 ５ × １０４ 个细胞 ／ ｍＬ，以２ ０００个 ／孔的

量接种于 ９６ 孔板中，设置 １６ 组，每组 ３ 个重复。 １
～ ４ 组，５ ～ ８ 组，９ ～ １２ 组和 １３ ～ １６ 组分别为过表

达对照组 Ａｄ⁃ＲＦＰ，过表达 ＳＰＩＮＫ３ 基因病毒感染组

Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３，干涉对照组 Ａｄ⁃ＮＣ 和干涉 ＳＰＩＮＫ３ 基

因病毒感染组 Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３。 分别用相应的病毒侵

染后放入 ３７℃，５％ ＣＯ２ 培养箱中培养。 并在侵染

后的 ０、２４、４８ 和 ７２ ｈ，向每孔加入 １０ μＬ ＣＣＫ８ 溶

液，培养箱内孵育 ３ ｈ，酶标仪测定 ４５０ ｎｍ 处的吸光

度。 实验重复 ３ 次。
１􀆰 ４　 Ｋｉ６７ 免疫荧光法检测细胞增殖

将分离获得原代大鼠肝细胞调节至浓度为 ５ ×
１０４ 个细胞 ／ ｍＬ，以 １ ｍＬ ／孔的量接种于 ２４ 孔板中，
设置 ４ 组，分别为 Ａｄ⁃ＲＦＰ 组、Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组、Ａｄ⁃ＮＣ
组和 Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组，每组设置 ３ 个重复。 分别用

相应的病毒侵染。 于侵染后 ４８ ｈ，按照如下方法进

行免疫荧光处理：移去培养基，用 ＰＢＳ 在室温下清

洗细胞 ２ 次，４％ 多聚甲醛在室温固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ
在室温下漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，用含 ０􀆰 １％ Ｔｒｉｔｏｎ⁃
Ｘ⁃１００ 的 ＰＢＳ 在室温通透化处理 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 在室

温漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，含 ３％ ＢＳＡ 的 ＰＢＳ 在室温

封闭 １ ｈ，ＰＢＳＴ 室温漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，加入一

抗（１％ ＢＳＡ⁃ＰＢＳＴ 稀释） 在湿盒内 ４℃ 孵育过夜

（ｋｉ６７ １∶ １００），ＰＢＳＴ 在室温漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，
加入荧光二抗（１∶ １ ０００）在室温下避光孵育 １ ｈ，
用 ＰＢＳＴ 在室温下漂洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，用抗荧光

淬灭封片剂封片，激光共聚焦显微镜拍摄照片。
实验重复 ３ 次。
１􀆰 ５　 ＰＩ 单染法检测细胞周期

将分离获得原代大鼠肝细胞调节至浓度为 ８ ×
１０４ 个细胞 ／ ｍＬ，以 ３ ｍＬ ／孔的量接种于 ６ 孔板中。
设置 ４ 组，分别为 Ａｄ⁃ＲＦＰ 组、Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组、Ａｄ⁃ＮＣ
组和 Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组，每组设置 ３ 个重复。 分别用

相应的病毒侵染。 侵染 ４８ ｈ，用 ＰＢＳ 洗细胞培养板

２ 次，胰酶消化，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去培养

液，各管加入 １０ ｍＬ ＰＢＳ，轻柔地悬浮细胞，ＰＢＳ 洗

细胞 ２ 次，用 ３００ μＬ ＰＢＳ 轻柔悬浮细胞，得到单个

的细胞悬液，不得有细胞聚集物。 一边振荡细胞，一
边快速加入预冷的无水乙醇 ７００ μＬ，４℃冰浴过夜。
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃去固定液，ＰＢＳ 洗细胞 ２
次，１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ。 弃去 ＰＢＳ，用 ０􀆰 ５ ｍＬ 含

有 ＲＮａｓｅ Ａ（１０ ｍｇ 溶解于 １０ ｍＬ ＰＢＳ，过滤除菌）
的 ＰＢＳ 悬浮细胞，在 ３７℃消化 １ ｈ。 加入用 １０ μＬ
１ ｍｇ ／ ｍＬ 的 ＰＩ 染液混匀细胞，４℃ 避光 １５ ｍｉｎ，用
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３００ 目细胞筛过滤，流式细胞仪分析细胞周期分布

情况。
１􀆰 ６　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 双染法检测细胞凋亡

按照 １􀆰 ５ 的方法处理细胞 ４８ ｈ，胰酶消化，
１ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，弃去培养液，各管加入 １０ ｍＬ
ＰＢＳ，轻柔地悬浮细胞，洗细胞 ２ 次，取 １ × １０５ 细胞

加入 １００ μＬ １ ×结合缓冲液，加 ５ μＬ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和

５ μＬ ＰＩ，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，加入 ４００ μＬ 结合缓

冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡。
１􀆰 ７　 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 检测 ＳＰＩＮＫ３ 相关通路基因的表达

按照 １􀆰 ５ 的方法处理细胞 ４８ ｈ，胰酶消化，收集

材料，冻存备用。 按本室先前报道的方法分离、纯化

各处理组细胞的 ＲＮＡ［１４］。 用纯化的 ２ μｇ ＲＮＡ 为

模板，按照 ＡＭＶ 反转录试剂盒 （ Ｐｒｏｍｅｇａ 公司，
ＵＳＡ）操作说明，进行反转录获得 ｃＤＮＡ 第 １ 链。 根

据 ＴＯＹＯＢＯ 的 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ （ ＳＹＢＲ
Ｇｒｅｅｎ）试剂盒的操作指南，在 Ｒｏｔｏｒ Ｇｅｎｅ ３０００ Ａ 上

分别对 ＳＰＩＮＫ３ 过表达组和干涉组细胞的 ＳＰＩＮＫ３
信号通路的活化、增殖相关基因以及内参基因 β⁃肌
动蛋白分别进行 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测，计算靶基因在

不同处理组中的相对含量。 每个样品设置 ３ 个复

孔，实验重复 ３ 次。

１􀆰 ８　 统计学方法

使用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ２０ 软件进行统计学分

析，单因素方差分析组间差异，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 表示有显著

性差异，Ｐ ＜ ０􀆰 ０１ 表示差异极显著。 以上所有实验

均设置 ３ 次重复。

２　 结果

２􀆰 １　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达腺病毒载体和 ｓｈＲＮＡ 腺病毒

载体的构建与制备

ＰＣＲ 扩增 ＳＰＩＮＫ３ ＯＲＦ 序列时条带大小为 ２４０
ｂｐ。 单克隆 ＰＣＲ 鉴定时，由于 ＰＣＲ 使用的为载体

通用引物，所以条带大小会比基因片段大 ２００ ｂｐ 左

右。 电泳结果显示，ＳＰＩＮＫ３ 过表达腺病毒载体构建

成功（ Ｆｉｇ． １）。 感染性滴度检测 Ａｄ⁃ＲＦＰ：Ｔ ＝ ２ ×
１０１０ＰＦＵ ／ ｍＬ；Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３：Ｔ ＝ １ × １０１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ。 将

合成的 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 片段连接到 ｐＨＢＡｄ⁃Ｕ６⁃ＲＦＰ
干扰载体后，筛选 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 的阳性单克隆大

肠杆菌，收集 ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ 腺病毒并进行病毒滴

度检测，检测结果为 Ａｄ⁃ＲＦＰ：Ｔ ＝ ２ × １０１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ；
Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ１： Ｔ ＝ １ × １０１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ； Ａｄ⁃
ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ２： Ｔ ＝ １􀆰 ２６ × １０１０ ＰＦＵ ／ ｍＬ； Ａｄ⁃
ＳＰＩＮＫ３ ｓｈＲＮＡ３：Ｔ ＝ １􀆰 ５８ × １０１０ＰＦＵ ／ ｍＬ。

Ｆｉｇ． １　 Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｐＨＢＡｄ⁃ＭＣＭＶ⁃ＲＦＰ⁃ＳＰＩＮＫ３　 　 （Ａ） Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３
ＯＲＦ ｂｙ ＰＣＲ； （Ｂ） Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｂｙ ＰＣＲ ａｎｄ ｄｏｕｂｌｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｐＨＢＡｄ⁃ＭＣＭＶ⁃ＲＦＰ⁃ＳＰＩＮＫ３

２􀆰 ２　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达及干扰效率鉴定

荧光显微镜观察 Ａｄ⁃ＲＦＰ、Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３、Ａｄ⁃ＮＣ、
Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 各组细胞病毒感染后荧光，发现各组

细胞中荧光蛋白的表达率较高，表明上述载体已成

功转入相应的细胞（Ｆｉｇ． ２），可以进行后续实验。
以 ＧＡＰＤＨ 为内参，ｑＲＴ⁃ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹检测

各组细胞 ＳＰＩＮＫ３ 的表达情况（Ｆｉｇ． ３），鉴定过表达

及干涉组腺病毒的转染效率，筛选出最佳干涉片段。
ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果显示，病毒感染效果良好，过表达效

果非常明显，ｓｈＲＮＡ３ 干扰效果最强。 Ｗｅｓｔｅｒｎ 印迹

结果与 ｑＲＴ⁃ＰＣＲ 结果一致。 因此，选择 ｓｈＲＮＡ３ 对

应的腺病毒用于后续检测实验。
２􀆰 ３　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达增强原代大鼠肝细胞的细胞

活力

为研究 ＳＰＩＮＫ３ 过表达和干涉对原代大鼠肝细

胞活力的影响，用 ＣＣＫ８ 检测各组细胞的细胞活力

变化。 结果显示，实验组 Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 细胞的活力明

显高于对照组 Ａｄ⁃ＲＦＰ（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），而干涉组 Ａｄ⁃
ｓｈＳＰＩＮＫ３ 细胞活力明显低于对照组 Ａｄ⁃ＮＣ （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）（Ｆｉｇ． ４）。 因此，过表达 ＳＰＩＮＫ３ 可以提高原

代大鼠肝细胞的细胞活力，而干涉该基因表达则降

低原代大鼠肝细胞的细胞活力。
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Ｆｉｇ． ２　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ 　 　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ

Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｉｎ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　 　 （Ａ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｓｈＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ． （Ｂ） ＳＰＩＮＫ３ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ． ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ａ ｌｏａｄｉｎｇ ｃｏｎｔｒｏｌ

２􀆰 ４　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达增强原代大鼠肝细胞的增殖

能力

为研究 ＳＰＩＮＫ３ 对原代大鼠肝细胞增殖能力的

影响，用 Ｋｉ６７ 免疫荧光法检测 ＳＰＩＮＫ３ 过表达组和

干涉组细胞增殖情况。 结果显示，Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组与

Ａｄ⁃ＲＦＰ 组相比增殖细胞显著增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ａｄ⁃
ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＮＣ 组相比增殖细胞显著减少（Ｐ
＜ ０􀆰 ０１）（Ｆｉｇ． ５），表明 ＳＰＩＮＫ３ 过表达促进原代大

鼠肝细胞增殖，而干涉该基因表达则抑制原代大鼠

肝细胞的增殖。
２􀆰 ５　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达促进原代大鼠肝细胞的细胞

周期

ＰＩ 为插入性核酸荧光染料，能选择性的嵌入核

酸 ＤＮＡ 和 ＲＮＡ 双链螺旋的碱基之间与之结合。 为

探讨 ＳＰＩＮＫ３ 与原代大鼠肝细胞周期之间的相互作

用，用 ＰＩ 检测 ＳＰＩＮＫ３ 过表达组和干涉组细胞周期

Ｆｉｇ． ４ 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｃｏｕｌｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　 Ｔｈｅ Ａ ｖａｌｕｅ ｏｆ
ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｈｅ ＳＰＩＮＫ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ
ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＣＣＫ８ ａｔ ０， ２４， ４８ ａｎｄ ７２ ｈｏｕｒｓ． ＃＃Ｐ
＜ ０􀆰 ０１， Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＲＦＰ； ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，
Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＮＣ
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Ｆｉｇ． ５　 ＳＰＩＮＫ３ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ　 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｒ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｏｎ
ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｋｉ６７ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ． ∗∗ Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ
Ａｄ⁃ＲＦＰ， Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＮＣ

的变化。 结果显示，Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＲＦＰ 组相

比，处于 Ｇ２ ／ Ｍ 期的细胞比例明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）。
Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＮＣ 组相比，处于 Ｇ２ ／ Ｍ 期的

细胞比例明显下降（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）（Ｆｉｇ． ６）。 结果表明，
过表达 ＳＰＩＮＫ３ 极显著增加原代大鼠肝细胞在 Ｇ２ ／
Ｍ 期的比例，而干涉该基因表达则极显著减少原代

大鼠肝细胞在 Ｇ２ ／ Ｍ 期的比例。 表明 ＳＰＩＮＫ３ 促进

原代大鼠肝细胞的细胞周期，而干涉该基因表达则

抑制原代大鼠肝细胞的周期。
２􀆰 ６　 ＳＰＩＮＫ３ 过表达降低原代大鼠肝细胞的细胞

凋亡率

为进一步探讨 ＳＰＩＮＫ３ 与原代大鼠肝细胞凋

亡的相互关系，用 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ 测定 ＳＰＩＮＫ３ 过表

达组以及干涉组对原代大鼠肝细胞凋亡的影响。

结果显示，Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＲＦＰ 组相比，细胞

凋亡率极显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组与

Ａｄ⁃ＮＣ 组相比，细胞凋亡率极显著升高（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１）
（Ｆｉｇ． ７）。 结果表明，ＳＰＩＮＫ３ 过表达抑制原代大鼠

肝细胞凋亡，干涉其表达则促进原代大鼠肝细胞

凋亡。
２􀆰 ７ 　 ＳＰＩＮＫ３ 表达变化影响原代大鼠肝细胞中

ＳＰＩＮＫ３ 信号通路相关基因的表达

检测 ＳＰＩＮＫ３ 表达变化对原代大鼠肝细胞中

ＳＰＩＮＫ３ 信号通路相关基因表达的影响。 结果显示，
Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＲＦＰ 组相比，ＳＰＩＮＫ３ 相关信号

通路基因 ＡＫＴ１、 ＳＴＡＴ３、 ＳＲＣ 表达显著上调 （Ｐ ＜
０􀆰 ０１）。 Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ 组与 Ａｄ⁃ＮＣ 组相比， ＡＫＴ１、
ＳＴＡＴ３、ＳＲＣ 表达显著下调（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１） （Ｆｉｇ． ８）。 上
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Ｆｉｇ． ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　 （ Ａ） Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｏｒ ｋｎｏｃｋ ｄｏｗｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＰＩ ｓｉｎｇｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ； （Ｂ） Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ∗∗Ｐ ＜
０􀆰 ０１， Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＲＦＰ， Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＮＣ

述结果表明，ＳＰＩＮＫ３ 可能通过 ＳＲＣ ／ Ｐ３８、ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ
和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信号通路来调节原代大鼠肝细胞

增殖。

３　 讨论

ＳＰＩＮＫ３ 作为一种与表皮生长因子（ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ
ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ， ＥＧＦ）结构相似的生长因子，能够与表

皮生长因子受体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＥＧＦＲ）结合来促进细胞增殖［５］。 Ｗａｎｇ 等［１５］经过一

系列的研究发现，ＳＰＩＮＫ３ 在小鼠胚胎发育过程中的

细胞增殖和各种细胞的分化等方面发挥重要作用。
Ｒäｓäｎｅｎ 等［１６］ 研究表明，在卵巢癌症中 ＳＰＩＮＫ１ 抑

制细胞凋亡。 由此可见，ＳＰＩＮＫ３ 在细胞增殖和细胞

凋亡中发挥重要的作用。 本文研究 ＳＰＩＮＫ３ 对原代

大鼠肝细胞的细胞周期和细胞凋亡的影响，发现

ＳＰＩＮＫ３ 可促进原代大鼠肝细胞的细胞增殖与抑制

细胞凋亡。
Ｔｉｗａｒｉ 等［１７］经研究也表明，ＳＰＩＮＫ３ 促进结直肠

癌细胞增殖。 Ｏｈｍｕｒａｙａ 等［１８］ 通过对 ＳＰＩＮＫ３ 缺乏

小鼠的研究发现，小鼠在出生后的几天内，其胰腺和

十二指肠的细胞频繁出现细胞死亡，小鼠缺乏

ＳＰＩＮＫ３ 后表现出过度的自噬［７］。 Ｒｏｍａｃ 等［１９］ 也发

现，敲除 ＳＰＩＮＫ３ 基因的小鼠其存活不会超过 １５ ｄ，
并且敲除小鼠也因为胰腺细胞的自噬而缺乏正常结

构的胰腺。 由此可见，ＳＰＩＮＫ３ 在细胞的正常死亡即

细胞凋亡中发挥重要作用。 本文通过过表达
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Ｆｉｇ． ７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｐｒｉｍａｒｙ ｒａｔ ｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ 　 　 （Ａ） Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３
ｇｒｏｕｐ ａｎｄ Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ＰＩ； （Ｂ） Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ． ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＲＦＰ， Ａｄ⁃ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＮＣ

ＳＰＩＮＫ３ 发现，原代大鼠肝细胞的细胞活性增强，Ｇ２ ／
Ｍ 期细胞增多以及细胞凋亡率下降，而干涉 ＳＰＩＮＫ３
表达后，原代大鼠肝细胞的细胞活性减弱，Ｇ２ ／ Ｍ 期

细胞相对减少以及细胞凋亡率上升。
Ｉｄａ 等［２０］ 通过研究发现，ＳＰＩＮＫ３ 与 ＥＧＦ 受体

（ＥＧＦＲ）结合能激活其下游信号通路，从而促进结

肠癌细胞增殖。 ＥＧＦＲ 下游信号通路包括 ＰＩ３Ｋ ／
ＡＫＴ ／ ｍＴＯＲ， ＳＲＣ， ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ， ＮＦ⁃κＢ 以及 ＲＡＳ ／
ＲＡＦ ／ ＭＥＫ１ ／ ＥＲＫ１ ／ ２ 等［２１］。 Ｓｈｏｓｔａｋ 等［２１］ 研究表

明，ＥＧＦＲ 磷酸化后活化其下游信号通路 ＳＲＣ ／ Ｐ３８，
从而促进细胞的存活、 增殖。 本文 研 究 发 现。
ＳＰＩＮＫ３ 过表达后细胞中 ＳＲＣ 表达上调，而干涉

ＳＰＩＮＫ３ 时细胞 ＳＲＣ 表达下调。 Ｓｈｏｓｔａｋ 等还指出，

ＥＧＦＲ 可以通过 ＪＡＫ 活化 ＳＴＡＴ 家族，从而促进细

胞增殖［２１］。 本文研究发现，ＳＰＩＮＫ３ 过表达后细胞

中 ＳＴＡＴ３ 表达上调， 而干涉 ＳＰＩＮＫ３ 时细胞内

ＳＴＡＴ３ 表达下调。 Ｄｏｗｌａｔｉ 等［２２］ 通过抑制细胞内

ＥＧＦＲ 的活性后发现，ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 信号通路的活性及

细胞的增殖均受到影响。 本文研究发现，ＳＰＩＮＫ３ 过

表达后细胞中 ＡＫＴ１ 表达上调，而干涉 ＳＰＩＮＫ３ 细胞

时 ＡＫＴ１ 表达下调。 研究表明， ＥＧＦＲ 能够通过

ＰＩ３Ｋ 活化蛋白激酶 ＡＫＴ［２３］，促进细胞增殖基因表

达上调，从而促进细胞增殖与生长。 Ｍａｏ 等［２４］ 研究

表明，Ａｆａｔｉｎｉｂ 通过抑制 ＥＧＦＲ 诱导的 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 信

号通路，促进细胞的凋亡。 除了对上述几个通路中

的基因表达检测外，我们也对 ＳＰＩＮＫ３ 其他信号通

７８２１
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Ｆｉｇ． ８ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ 　 　 Ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｇｅｎｅ ｏｆ ＳＰＩＮＫ３ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ． ∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，
∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１， Ａｄ⁃ＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＲＦＰ， Ａｄ⁃
ｓｈＳＰＩＮＫ３ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ａｄ⁃ＮＣ

路的主要基因表达情况进行了检测，但与本实验主

旨不符。 综上所述， ＳＰＩＮＫ３ 可能通过 ＳＲＣ ／ Ｐ３８、
ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ 和 ＰＩ３Ｋ ／ ＡＫＴ 等 ３ 条信号通路促进原代

大鼠肝细胞增殖。 在后续的研究中，我们将通过基

因敲除等方法进一步研究 ＳＰＩＮＫ３ 在原代大鼠肝细

胞中的作用机制。
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ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ， ２０１５， １３（７）： １１３０⁃１１３８

［２１］ 　 Ｓｈｏｓｔａｋ Ｋ， Ｃｈａｒｉｏｔ Ａ． ＥＧＦＲ ａｎｄ ＮＦ⁃ｋａｐｐａＢ： ｐａｒｔｎｅｒｓ ｉｎ
ｃａｎｃｅｒ［Ｊ］ ． Ｔｒｅｎｄｓ Ｍｏｌ Ｍｅｄ， ２０１５， ２１（６）： ３８５⁃３９３

［２２］ 　 Ｄｏｗｌａｔｉ Ａ， Ｎｅｔｈｅｒｙ Ｄ， Ｋｅｒｎ ＪＡ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ａｎｄ ＪＡＫ ／ ＳＴＡＴ ｐａｔｈｗａｙｓ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎ ｇｒｅａｔｅｒ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｔｈａｎ ｓｉｎｇｌｅ ａｇｅｎｔ ｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］ ．
Ｍｏｌ Ｃａｎｃｅｒ Ｔｈｅｒ， ２００４， ３（４）： ４５９⁃４６３

［２３］ 　 Ｂａｎｅｒｊｅｅ Ｋ， Ｄａｓ Ｓ， Ｓａｒｋａｒ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａ ｃｏｐｐｅｒ ｃｈｅｌａｔｅ ｉｎｄｕｃｅｓ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ａｎｄ ｏｖｅｒｃｏｍｅｓ ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ｔ⁃ｃｅｌｌ ａｃｕｔｅ
ｌｙｍｐｈｏｂｌａｓｔｉｃ ｌｅｕｋｅｍｉａ ｔｈｒｏｕｇｈ ｒｅｄｏｘ ｉｍｂａｌａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＥＧＦＲ ／ ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［ Ｊ］ ． Ｂｉｏｍｅｄ Ｐｈａｒｍａｃｏｔｈｅｒ， ２０１６，
８４： ７１⁃９２

［２４］ 　 Ｍａｏ Ｘ， Ｃｈｅｎ Ｚ， Ｚｈａｏ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｎｏｖｅｌ ｍｕｌｔｉ⁃ｔａｒｇｅｔｅｄ ＥｒｂＢ
ｆａｍｉｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ａｆａｔｉｎｉｂ ｂｌｏｃｋｓ ＥＧＦ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ａｎｄ
ｉｎｄｕｃｅｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａ ［ Ｊ］ ． Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ， ２０１７， ８
（１）： １５５５⁃１５６８
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