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Abstract
AIM: To observe the effects of altenuene (ALT) 
on the level of active catalytic subunit of protein 
kinase A (PKA) in NIH3T3 cells.

METHODS: NIH3T3 cells were cultured for 1 
h in the medium containing 15 μmol/L ALT, 
0.8 mmol/L methylmethane sulfonate (MMS, 
positive control) or dimethyl sulfoxide (DMSO, 
vehicle control). The level of active catalytic sub-
unit of PKA in NIH3T3 cells was detected by im-
munofluorescence, immunocytochemistry and 
Western blot. NIH3T3 cells were then pretreated 
with H89 and used to detect the effects of ALT 
on PKA activation.

RESULTS: After NIH3T3 cells were exposed to 

ALT, the level of active catalytic subunit of PKA 
was significantly increased compared with cells 
treated with DMSO (1.85 ± 0.22 vs 1.43 ± 0.08, P 
< 0.05). The level of active catalytic subunit of 
PKA was also increased in the positive control 
group (1.97 ± 0.05 vs 1.43 ± 0.08, P < 0.05). Pre-
treatment with H89 decreased ALT-induced el-
evation of the level of active catalytic subunit of 
PKA (1.63 ± 0.13 vs 1.85 ± 0.22, P < 0.05).

CONCLUSION: ALT increases the level of ac-
tive catalytic subunit of PKA in NIH3T3 cells. 
Pre-treatment with H89 decreases ALT-induced 
elevation of the level of active catalytic subunit 
of PKA.
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摘要
目的: 观察互隔交链孢霉素(ALT)对NIH3T3细
胞中蛋白激酶A(PKA)活化的影响.

方法: 15 μmol/L ALT作用NIH3T3细胞1 h, 同
时设烷化剂甲璜酸甲酯(MMS)为阳性对照, 二
甲亚枫(DMSO)为溶剂对照组. 用免疫荧光、

免疫细胞化学染色法和Western blot方法检测
磷酸化PKA催化亚基表达水平. 利用PKA特异
性抑制剂10 μmol/L H89预处理细胞1 h, 再进
行15 μmol/L ALT刺激实验.

结果: 免疫荧光结果表明, ALT作用后, PKA活
化、催化亚基转位入核. 免疫细胞化学结果和
Western blot显示, 与溶剂对照组和H89预处理
组相比较, ALT组、MMS组的细胞中磷酸化
PKA催化亚基水平明显增加(1.85±0.22, 1.97
±0.05 vs  1.43±0.08, 1.63±0.13, P <0.05; 0.89
±0.09, 0.96±0.10 vs  0.13±0.07, 0.39±0.10, 
P <0.05).

结论: 一定浓度的ALT能够诱导NIH3T3细胞中
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■背景资料
我国是食管癌高
发地区 ,  涉及1 0
余 个 省 市 ,  覆 盖
近两亿人口, 严重
威胁我国人民的
生命健康. 尤其在
河南的林州地区, 
食管癌的发生率
和死亡率均较高. 
在河南省食管癌
病因学方面研究
发现互隔交链孢
霉在食管癌的发
生中有重要作用. 
A O H、A M E、

ALT从互隔交链
孢霉中分离出的
重要产物, 目前对
AOH、AME的研
究较多且其致癌
性已经得以证实, 
但对ALT在肿瘤
发生中的作用的
研究还知之甚少.

■同行评议者
李淳, 副教授, 汕
头大学医学院病
理教研室



PKA活化, H89能降低ALT对PKA的活化作用.
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0  引言

互隔交链孢霉(alternaria alternata )广泛分布于

泥土和植物里, 包括谷物、蔬菜、水果 [1], 是
污染食物和饲料最普遍的真菌之一. 也是食管

癌高发区河南省林县粮食中的优势污染菌. 互
隔交链孢霉能产生多种二级代谢产物 ,  目前

从食物中检出的有: 互隔交链孢酚(alternariol, 
AOH)、交链孢酚单甲醚(alternariol methyl ether, 
AME)、互隔交链孢霉素(altenuene, ALT)等7类. 
互隔交链孢霉在肿瘤病因学中的作用也被大多

数学者所认同, 目前对AOH、AME的研究较多

且其致癌性已经得以证实[2,3], 但对ALT在肿瘤发

生中的作用尚不清楚. 蛋白激酶A(protein kinase 
A, PKA)是Kerbs等在继Setherland等提出cAMP
第二信使的概念之后, 在研究糖原的代谢过程

中发现的, 是普遍存在与动物体内的一种蛋白

激酶. PKA全酶是由两个调节亚基和两个催化亚

基组成的四聚体, 当cAMP和PKA的调节亚基结

合后, 将使催化亚基从四聚体中解离出来, 而成

为有活性的催化亚基部分, 活化的催化亚基部

分可以转位进入核内发挥其作用. PKA作为细胞

中调节生长、代谢、增殖的一个重要信号分子, 
研究证实, PKA在肿瘤细胞中的作用, 与PKA的

亚型、细胞的类型以及刺激信号的不同而呈现

不同的表现[4-6], 其机制有待于深入研究. 本研究

拟观察ALT对小鼠胚胎成纤维细胞(NIH3T3)中
PKA活化的影响, 为进一步研究ALT异常激活信

号通路及在肿瘤发生作用奠定基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 NIH3T3细胞, 即小鼠胚胎成纤维细胞, 
购自中国细胞库武汉典藏中心. RPMI 1640培养

液(美国Gibco公司); ALT, 二甲亚砜(DMSO)(美
国Sigma公司); PKA特异性抑制剂H89(上海康成

生物公司); SABC免疫组织化学试剂盒(武汉博

士德公司); 磷酸化PKA催化亚基抗体(美国Santa 
Cruz公司); CO2培养箱(德国Heraeus公司); 垂直
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电泳槽(北京六一实验仪器厂); 半干式电转移槽, 
凝胶电泳成像分析系统(美国Bio-Rad公司).
1.2 方法 
1.2.1 药物的配置: ALT、H89均采用DMSO溶解, 
配置成20 mmol/L储存液. 使用时用培养液稀释

成相应的工作浓度.
1.2.2 细胞培养: N I H3T3细胞在培养瓶中用

含100 m L/L胎牛血清的R P M I 1640培养液 ,  
37 ℃、50 mL/L CO2饱和湿润空气的孵育箱中

常规培养. 待细胞汇合至70%-80%时, 对用于免

疫荧光和免疫细胞化学实验的细胞, 先用胰酶

消化、制备成单细胞悬液, 然后接种于装有小

盖玻片的6孔培养板中. 待爬片上的细胞汇合至

70%-80%时, 换新鲜培养基, 进行分组和药物处

理; 对用于做Western blot实验的细胞, 换新鲜培

养基, 进行实验分组和药物处理.
1.2.3 实验分组: (1)ALT和MMS处理组: 用15 
μmol/L ALT或0.8 mmol/L MMS作用NIH3T3细
胞1 h; (2)H89预处理组: 用10 μmol/L H89预处理

NIH3T3细胞1 h, 再用15 μmol/L ALT作用细胞1 
h; (3)溶剂对照组: 0.75 mL/L DMSO作用NIH3T3
细胞1 h.
1.2.4 免疫荧光细胞化学染色: 用磷酸盐缓冲液

(phosphate buffered sodium, PBS)清洗长有细胞

的盖玻片3次, 轻轻吸去残余液体; 室温用40 g/L
多聚甲醛固定细胞30 min, PBS冲洗细胞, 5 min 
3次; 用含有2 g/L Triton X-100的PBS穿透固定细

胞10 min, PBS冲洗细胞, 5 min 3次; 用含50 g/L
牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)的封

闭液封闭非特异性结合位点, 室温静置30 min; 
用含50 g/L BSA的PBS稀释一抗(1∶200), 吸净

盖玻片的液体, 勿洗, 将稀释后的一抗滴加至盖

玻片上, 湿盒中静置, 4 ℃过夜, PBS代替一抗作

阴性对照. PBS冲洗细胞, 5 min 3次; 用含50 g/L 
BSA的PBS稀释FITC标记的二抗, 滴加二抗稀释

液至玻片上, 室温避光孵育1 h, 荧光显微镜观察.
1.2.5 免疫细胞化学染色: 细胞经药物处理后, 操
作方法同免疫荧光细胞化学, 直至滴加HRP标记

的二抗后室温孵育60 min; PBS冲洗细胞, 5 min 
3次; DAB染色, 室温避光孵育5-15 min; 去离子

水冲洗, 用滤纸吸去过量液体, 并防止干燥; 在
显微镜下观察显色情况, 显色充分后及时将标

本置于蒸馏水中终止反应; 滴加一小滴香柏油, 
盖上盖玻片, 避免气泡产生, 用小片滤纸置于盖

玻片边缘吸去过量的封片剂, 封片. 光镜下观察

细胞免疫反应, 拍照. 用Biosens Digital Imaging 

www.wjgnet.com

■研发前沿
细胞信号转导通
路在维持细胞正
常 的 增 殖 、 分
化、凋亡方面具
有重要作用, 信号
通路的异常激活, 
促进了细胞异常
的存活, 在肿瘤的
发生中具有重要
作用. 从信号转导
这一新的角度来
研究细胞恶性转
化的机制, 认识到
针对信号转导异
常环节进行信号
转导干预治疗是
探索肿瘤预防和
治疗的新思路, 对
于认识肿瘤病因
及发病学具有重
要意义.

■相关报道
A O H ,  A M E 和
A L T 是 互 隔 交
链 孢 霉 菌 最 重
要 的 代 谢 产 物 . 
B r u g g e r 等 的 研
究 结 果 表 明 1 0 
μmol/L和更高 浓
度  的  AOH能够
引起 哺乳动物细
胞中HPRT基因和
TK基因位点突变, 
这可能是其致癌
机制之一. 
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System灰度扫描软件随机选取5个视野, 扫描视

野中每一个细胞的灰度值, 再求其平均灰度值, 
为PKA的磷酸化水平.
1.2.6 Western blot检测: 收集各组细胞样本, 预冷

PBS洗涤2次, 离心, 弃上清, 细胞中加入裂解液, 
吹打混匀, 置于冰上, 每3 min震摇1次, 作用30 
min. 4 ℃以12 000 g离心15 min, 取上清液, 按考

马斯亮蓝蛋白测定试剂盒测总蛋白含量, -80 ℃
储存备用. 制备含120 g/L丙烯酰胺的分离胶和

50 g/L丙烯酰胺的浓缩胶, 以进行十二烷基硫酸

钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳. 取待测的样品各50 μg
及蛋白分子质量标准上样, 电泳. 采用半干式电

转移法, 将蛋白转移至二氟化树脂膜上. 室温封

闭(50 g/L BSA)3 h, 加入PKA一抗(1∶200), 4 ℃
过夜. 三羟甲基氨基甲烷(trisamine, Tris)缓冲液

洗膜3次, 加入辣根酶标记的二抗, 室温孵育1 h. 
Tris缓冲液洗膜后, 化学发光法显色, 暗室压片

成像. 每次实验至少重复3次. 结果以Gel-Doc图
像分析软件扫描各条带灰度值并分析结果.

统计学处理 统计学多样本均数采用单因素

方差分析, SPSS10.0统计软件处理. 以P <0.05有
统计学意义.

2  结果

2.1 免疫荧光检测结果 15 μmol/L ALT作用NI-
H3T3细胞1 h, 免疫荧光的结果表明, 阳性对照

MMS和ALT刺激细胞后, 细胞核内出现明显的

绿色荧光, 而H89预处理组胞核内绿色荧光明显

减少, 溶剂对照细胞核内没有明显的荧光, 仅仅

其背景呈现均匀的绿色(图1). 说明ALT和MMS
均能够使PKA催化亚基被活化并发生核转位. 
2.2 免疫细胞化学检测结果 免疫细胞化学结果

表明, MMS处理的阳性对照组和ALT处理的实

验组细胞核呈明显的棕黄色着色. 在MMS处理

组与ALT处理组中细胞阳性区平均灰度值明显

高于溶剂对照组(P <0.05), 而在H89预处理过后

再加入ALT后, 阳性区平均灰度值下降(P <0.05, 
图2, 表1). 
2.3 Western blot法检测磷酸化PKA催化亚基水

平变化 以15 μmol/L的ALT作用NIH3T3细胞1 h
后, 用磷酸化的PKA催化亚基的特异性抗体检

测PKA的活化水平, Western blot结果表明, 15 
μmol/L的ALT能够强烈激活了PKA, 与溶剂对照

组相比有明显差异(P <0.05), 与阳性对照MMS组

表  1  免疫细胞化学法检测NIH3T3细胞中磷酸化PKA催
化亚基水平

     
分组 			                  阳性区平均灰度

MMS组				    1.97±0.05ac

ALT组				    1.85±0.22ac

H89+ALT组			   1.63±0.13a 

DMSO组				    1.43±0.08

aP<0.05 vs  DMSO组; cP<0.05 vs  H89+ALT组.

A B

C D

图  1  不同处理因素作用NIH3T3细胞磷酸化PKA免疫荧光结果(×200). A: MMS组; B: ALT组; C: H89+ALT组; D: DMSO组.

■应用要点
本研究发现经一
定浓度ALT刺激
过后的NIH3T3细
胞内PKA催化亚
基水平有所增高, 
而加入PKA抑制
剂 H 8 9 预处理过
后, PKA催化亚基
水 平 下 降 ,  提 示
可以通过使用调
节信号通路等干
预措施逆转致癌
物对细胞的不良
影响. 
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结果一致. 应用PKA特异性抑制剂H89预处理细

胞, 再观察ALT对PKA催化亚基的活性的影响. 
结果显示, H89明显抑制ALT诱导的PKA的活化, 
H89预处理组活化PKA水平低于ALT直接处理

组(P <0.05, 图3, 表2).

3  讨论

河南省林州地区是我国食管癌的高发区, 该地

区粮食污染情况流行病学调查表明, 互隔交链

孢霉菌是污染林州地区粮食的优势菌[7]. AOH、

AME和ALT是该菌最重要的代谢产物. AOH作

为一种DNA诱变剂, 可以引起DNA损伤, 具有明

确的致突变性[8], Brugger等[9]的研究结果表明10 
μmol/L和更高浓度的AOH能够引起哺乳动物细

胞中HPRT基因和TK基因位点突变, 并且表现为

剂量依赖性. ALT的细胞毒理学实验表明, ALT
对NIH/3T3细胞有毒性作用, 可抑制细胞增殖并

诱导G2/M期细胞阻滞[10]. 

肿瘤的发生与发展是一个多因素作用、多

基因参与、经过多个阶段才最终形成的、极其

复杂的生物学现象. 在一个多细胞生物体中, 每
种类型的细胞增殖都必须服从整体的利益. 肿
瘤细胞的恶性生长是调控细胞增殖的信号转导

机制失调所导致, 是一些与细胞生长、分裂和

增殖有关的如Wnt、PKA、PI3K、Notch信号传

递通路处于异常活化状态[11-14]. 研究细胞信号转

导通路将对癌症的发病学与治疗提供一条新的

思路. 霉菌毒素是如何激活细胞信号通路引起细

胞恶性转化是目前探明其致癌机制的重要途径.
蛋白激酶A(protein kinase A, PKA)又称

cAMP依赖的蛋白激酶(cyclic AMP-dependent 
protein kinase), 是由2个调节亚基(regulatory sub-
unit, R)和2个催化亚基(catalytic subunit, C/CAT)
构成的异四聚体. 依据其氨基酸顺序的差异, 调

A B

C D

图  2  不同处理因素作用NIH3T3细胞后磷酸化PKA免疫细胞化学结果(×400). A: MMS组; B: ALT组; C: H89+ALT组; D: 

DMSO组.

图  3  NIH3T3细胞中磷酸化PKA催化亚基水平的Western 
blot结果.

ALT       DMSO        MMS     H89+ALT

磷酸化PKA

b-actin

表  2  Western blot法检测NIH3T3细胞中磷酸化PKA催化
亚基水平 (n  = 3)

     
分组		             细胞内PKA催化亚基相对水平

MMS组			           0.96±0.10ac

ALT组			           0.89±0.09ac

H89+ALT组		          0.39±0.10a

DMSO组			           0.13±0.07

aP<0.05 vs  DMSO组; cP<0.05 vs  H89+ALT组.

■名词解释
互隔交链孢霉素
(altenuene, ALT): 
是互隔交链孢霉
的 二 级 代 谢 产
物, 互隔交链孢霉
存在于谷物、蔬
菜、水果中, 是食
管癌高发区河南
省林县粮食中的
优势污染菌.
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节亚基可以分为类型Ⅰ(RⅠ)和类型Ⅱ(RⅡ)[15]. 
当PKA的调节亚基和cAMP结合后将导致催化

亚基从四聚体中解离出来, 而成为有活性的催

化亚基部分, 活化的催化亚基部分在胞质中, 磷
酸化相应的底物; 催化亚基还可以直接转位进

入核内, 调节一些转录因子的活性, 如CREB家
族. PKA通过对底物蛋白激酶或转录因子的磷

酸化反应, 调节基因的转录或翻译, 从而介导

细胞对外界刺激的反应, 与细胞内的多种生理

和病理功能有关, 并且在细胞的增殖和转化中

具有重要的作用. Yokozaki等[5]对人直肠癌、胃

癌和神经母细胞瘤肺癌细胞株研究中也发现, 
PKARIα亚基能有效地促进肿瘤细胞的生长, 
PKARI反义寡核甘酸能消除PKARIα亚基对肿

瘤细胞生长的刺激. PKA活化后, 催化亚基能够

进入胞核中, 使下游底物磷酸化, CREB是PKA
催化亚基最主要的底物, 磷酸化的CREB启动目

的基因的转录, 在维持细胞存活方面有重要作

用[16,17], 新的研究表明, PKA通路的抑制表现出

抗乳腺癌细胞[18]和前列腺癌细胞[19]增殖的作用

并且PKA参与肿瘤细胞耐药[20]. 
本实验研究了ALT对细胞中PKA影响, 免疫

荧光、免疫细胞化学和免疫印迹结果发现经15 
μmol/L浓度的ALT刺激NIH3T3细胞1 h后, 细胞

内活化的PKA催化亚基水平明显升高, 且定位

于核内, 这是PKA发挥促进基因表达作用的前

提. 用PKA特异性的阻断剂H89预处理细胞, 观
察到H89抑制了ALT诱导的PKA的活化, 进一步

肯定了ALT对PKA信号通路的激活作用. 本研究

中还发现, 与对照组相比, H89预处理组的PKA
磷酸化水平并没有降到对照组水平, 说明H89并
没完全阻断ALT对PKA的激活作用, 推测这可能

与阻断剂H89的药物浓度和作用时间有一定的

关系. 总之, 本文为深入研究ALT激活细胞信号

通路致癌机制奠定了基础.
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■同行评价
本实验设计合理, 
实验结果对食管
癌的病因及发病
机制的研究有很
好的意义.


